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RESUME DE THESE

Les astrocytes sont des cellules en forme d’étoile qui constituent la majorité des cellules
gliales cérébrales. Elles émettent des prolongements en direction des synapses, mais également
des vaisseaux sanguins. A cette interface, les prolongements astrocytaires sont terminés par des
pieds qui recouvrent la totalité de la surface vasculaire cérébrale. L’ensemble des vaisseaux
sanguins cérébraux et des pieds astrocytaires périvasculaires (PAPVs) forment Iunité
gliovasculaire. Au sein de cette unité fonctionnelle, les PAPVs participent a différentes fonctions
essentielles a la physiologie vasculaire cérébrale telles que formation et maintien de la barriere
hémato-encéphalique, dialogue avec le systeme immunitaire périphérique, couplage neuro-
vasculaire. Ces fonctions sont soutenues en particulier par un répertoire moléculaire polarisé au
sein des PAPVs. Or, une altération de cette polarisation a été observée dans différentes
pathologies cérébrales comme Dépilepsie, I'ischémie cérébrale ou la maladie d’Alzheimer.
Cependant, le développement de cette interface et le déroulement de lacquisition de cette

polarisation sont encore inconnus.

Dans la premicre partie de ma these, jai donc étudié Iexpression de deux protéines
enrichies dans les PAPVs: MLC1 et GlialCAM, au cours du développement postnatal. Les
résultats de cette étude ont permis de mettre en évidence une polarisation, dans les PAPVs, de
ces deux protéines entre les jours postnataux 10 et 15. Nous avons ainsi pu observer pour la
premicre fois une maturation des PAPVs postérieure a 'acquisition de 'aquaporine 4. Ce résultat
indique une maturation moléculaire progressive et séquentielle de cette interface. De plus, nous
avons observé parallelement a cette maturation des PAPVs, une maturation de la Claudine 5 et de
la pompe d’efflux glycoprotéine-P, deux protéines endothéliales impliquées dans la maturation de
la barriere hémato-encéphalique. Ce résultat indique une maturation parallele postnatale et du

compartiment astrocytaire périvasculaire et des vaisseaux sanguins.

Cette ¢tude nous a donc conduits a nous interroger sur le développement vasculaire
cérébral postnatal. En effet, sl existe une littérature relativement exhaustive sur le
développement vasculaire embryonnaire, cette phase tardive de 'angiogenése et de la maturation
vasculaire cérébrale est encore peu explorée. Nous avons donc étudié le développement postnatal
des différents types cellulaires vasculaires, tout d’abord, par une étude transcriptionnelle, chez la
souris. Cette étude a permis de mettre en évidence différents processus de maturation cellulaire et
notamment P'acquisition d’un phénotype contractile par les cellules musculaires lisses vasculaires

et des fonctions d’efflux de barriere hémato-encéphalique endothéliale. Nous avons donc ensuite
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vérifié cette maturation au niveau protéique et fonctionnel chez la souris. Enfin, grace a 'acces a
une banque de tissus humain en développement, nous avons pu observer la maturation
postnatale chez ’'Homme des protéines impliquées dans ces fonctions. La découverte d’une
maturation postnatale chez 'Homme a des répercussions cliniques. Elle indique que les
mécanismes de couplage neurovasculaire et de pharmacorésistance du cerveau sont immatures

chez les nouveaux nés.

Enfin nous avons étudié la maturation postnatale des différents compartiments de l'unité
gliovasculaire (PAPV et cellules vasculaires) en situation pathologique : dans un mode¢le de souris
délétées pour M/, reproduisant le phénotype d’une leucoencéphalopathie. En effet, chez
Homme, les mutations perte de fonction du gene M7 sont a lorigine de la
leucoencéphalopathie mégalencéphalique a kystes sous-corticaux (MLC). Dans cette forme rare
de leucodystrophie, on observe une mégalencéphalie au cours de la premicre année de vie, puis
une vacuolisation progressive de la substance blanche a I'origine d’'une dégénérescence motrice et
cognitive. De plus, on observe chez les patients et dans le modele de souris, la présence d’cedéme
périvasculaire. Ainsi, nous soupgonnions, grace aux symptomes de cette pathologie
(macrocéphalie et cedeme), a leur ordre d’apparition, a 'enrichissement de MLC1 dans les PAPVs
et Pacquisition postnatale de cet enrichissement, que la MLC pouvait étre une maladie du

développement postnatal de I'unité gliovasculaire.

Nos résultats montrent tout d’abord une atteinte astrocytaire développementale (retard
d’expression, modification de la ramification et de l'orientation) et plus particulierement une perte
de la couverture vasculaire par les PAPVs. Nous avons également observé une perte de
maturation des cellules musculaires lisses vasculaires dés le 10°™ jour de développement
postnatal. Enfin, nous avons observé in vivo laltération de deux fonctions de l'unité

gliovasculaire : le couplage neurovasculaire et la clairance du liquide interstitiel intraparenchymal.

Notre étude a donc permis a la fois d’étudier le développement conjoint des vaisseaux et
des PAPVs en situation pathologique et de vérifier notre hypothese d’une atteinte
développementale de l'unité gliovasculaire dans le MLC. Or, les atteintes myéliniques observées
dans la MLLC n’apparaissent chez la souris qu’apres trois mois de vie, laissant supposer que les
atteintes de 'unité gliovasculaire développementales pourraient étre le primum movens de cette

pathologie.
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INTRODUCTION

1.

LE CERVEAU, UN ORGANE VITAL, GOURMAND ET FRAGILE

Le cerveau est indissociable de notre étre, il contient notre personnalité, notre créativité et
notre intelligence. Le Code de la santé publique utilise I'arrét du fonctionnement cérébral comme
définition de la mort. Ainsi, méme chez les personnes ne présentant plus d’activité respiratoire
spontanée, le Code de la santé publique impose “d'attester du caractére irréversible de la
destruction encéphalique” (article R. 1232-2 du Code de la santé publique). Le cerveau est un
organe vital et irremplagable. Il doit étre préservé pour maintenir la vie. Physiquement, le cerveau
est protégé des coups et des chocs par les os du crane, mais les facteurs qui le protegent

biologiquement et chimiquement n’ont pas encore été totalement élucidés.

Notre cerveau n’occupe que 2% de la masse corporelle mais i consomme
respectivement 20 % et 25 % de la consommation totale en oxygene et en glucose de notre
organisme. Cette “surconsommation” est permise par un vaste réseau vasculaire estimé a une
longueur totale de 600 km chez 'humain (Wong et al. 2013; Abbott et al. 2010) De plus, le
cerveau est un organe particulicrement sensible a I'ischémie. En effet, tandis que la mort des
myocytes cardiaques et des cellules rénales nécessite un arrét de la circulation sanguine supérieur a

20 min, l'interruption du flux sanguin cérébral induit une mort neuronale en seulement 5 min.

Le cerveau est également sensible aux hémorragies, qu’elles soient macroscopiques ou
microscopiques. Plusieurs études récentes tendent en effet a montrer un lien entre saignements
cérébraux et déclin neuronal et cognitif (Bergeron et al. 2019; Joutel et al. 2010) et P'avancée des
techniques d’imagerie a permis d’observer une plus forte prévalence de démence chez les patients

présentant des micro-saignements cérébraux (Ungvari et al. 2017).

Le systeme nerveux central doit donc étre protégé par un systeme permettant a la fois de
préserver des substances et organismes toxiques tout en maintenant les apports nécessaires a son
bon fonctionnement et ’élimination efficace des déchets. Clest la fonction principale de I'unité

gliovasculaire.
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2. L’UNITE GLIOVASCULAIRE LE GARDE DU CORPS DU CERVEAU

L’unité gliovasculaire est une unité fonctionnelle participant a la protection mais aussi a
’homéostasie cérébrale. Elle est composée des vaisseaux sanguins cérébraux et des pieds

astrocytaires périvasculaires (PAPVs) (Figure 1).

Astrocyte

Prolongement astrocytaire
périvascualire

Lame Basale
Cellule endothéliale

1
[
[
[
1
1
1
|
I
[
Cellule murale |
1
1
[

Figure 1: L’unité gliovasculaire.

2.1. Les composants de 'unité gliovasculaire

2.1.1. Le systeme vasculaire cérébral

Le systeme vasculaire cérébral est constitué de plusieurs types cellulaires séparés par des
matrices extracellulaires spécifiques (Figure 1): un endothélium continu, une lame basale
continue, dans laquelle se trouvent des cellules murales (péricytes, cellules musculaires lisses) et
parfois des fibroblastes et des macrophages, et une couverture astrocytaire quasiment complete
(constituée par apposition directe des PAPVs sur la lame basale). Dans ce chapitre je présente
les différents composant cellulaires de I'unité gliovasculaire ainsi que la lame basale sans traiter

des astrocytes qui font ’objet d’un chapitre a part.
ytes q ] p P
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2.1.1.1. Anatomie

Les vaisseaux sanguins sont les composants majoritaires du systéeme cardiovasculaire et
constituent un ensemble de canalisations tubulaires organisées en systeme et permettant la
circulation du sang entre le cceur et les différents organes. Ces canaux, selon leur localisation et la
composition du sang qu’ils transportent, présentent une grande variété de fonctions ce qui induit

une grande diversité de leur composition et de leurs propriétés cellulaires.

Depuis le cceur, le sang circule tout d’abord dans des vaisseaux de gros calibre appelés
arteres. Chez ’'Homme et la souris, le sang artériel atteint le cerveau par les artéres carotides
internes et les artéres vertébrales. Sur la face ventrale du cerveau, ces arteres se joignent pour
former un réseau complexe d’anastomoses dit « cercle » ou « polygone de Willis ». Le cercle de
Willis donne naissance a des artéres cérébrales véhiculant le sang de la base du cerveau vers la
surface du cortex cérébral. Ces artéres se ramifient en arteres pie-mériennes qui cheminent
parallelement a la surface du cortex, dans I'espace sous-arachnoidien (espace entre pie-mere et
arachnoide). Ces arteres présentent de nombreuses anastomoses, c'est-a-dire des connexions
entre elles. Elles forment donc un “filet” entourant le cerveau, tandis que dans la plupart des
tissus, les artéres se présentent en arborescence. Ensuite, les artéres pie-mériennes émettent
perpendiculairement a leur axe des artérioles pénétrantes qui se ramifient en artérioles puis en

capillaires.

Les capillaires sont des vaisseaux extrémement fins (de 3 a 10 um). Ce sont les plus petits
vaisseaux de 'organisme et aussi les plus nombreux. Ainsi dans le cerveau, ce sont les vaisseaux

capillaires qui contribuent trés majoritairement aux échanges entre le sang et le parenchyme.

Les capillaires cérébraux se rejoignent pour former des veinules qui elles-mémes se
rejoignent en veines. Ces veines ressortent du cortex parallelement aux artérioles, rejoignant ainsi
les veines pie-mériennes. A linstar des artéres de ce compartiment, les veines pie-mériennes
forment également un réseau anastomotique. Les veines pie-mériennes se jettent dans les veines

jugulaires internes permettant d’évacuer le sang du cerveau vers le cceur.
Les vaisseaux sanguins sont composés de 3 couches ou tuniques :

- Lintima, couche la plus interne est composée d’'une monocouche de cellules endothéliales
entourant le lumen, et recouvert d’une lame basale plus ou moins recouverte d’un tissu
conjonctif lache. Clest cette couche qui va déterminer le degré de perméabilité des

vaisseaux.
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- La tunica media est composée de lame basale et de cellules musculaires lisses. Elle
détermine la capacité de vasoconstriction et vasodilatation des vaisseaux. Ainsi dans les
arteres, la funica media est 1a couche la plus épaisse, elle est composée de plusieurs couches
de cellules musculaires lisses vasculaires concentriques. Elle est plus fine dans les
artérioles, mais reste prédominante. En revanche, les veines et les veinules possédent une
tunica media relativement fine comprenant peu de cellules musculaires lisses vasculaires en
comparaison avec des arteres de méme calibre. Dans les capillaires, cette couche est
particulicrement fine et ne comporte pas de cellules musculaires lisses vasculaires mais
des péricytes.

- La tunica externa ou adventis composée de fibroblastes et de tissus conjonctifs (DeSisto et
al. 2020; Strauss et Rabinovitch 2000; Vanlandewijck et al. 2018). Elle détermine la
déformabilité des vaisseaux. Elle est la couche la plus épaisse des veines et veinules. Elle

est absente des capillaires.

2.1.1.2. Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales sont la base des vaisseaux sanguins. Elles referment la lumiére
des vaisseaux en formant une monocouche cellulaire et sont donc directement en contact avec le
sang (Figure 1). Ce sont donc les cellules endothéliales qui vont, les premicres, controler les
¢changes entre le sang et le tissu. A ce titre, les cellules endothéliales présentent différentes
morphologies et expriment différents phénotypes selon le type et la localisation des vaisseaux

qu’elles constituent.

Dans le cerveau, ces cellules présentent une haute différenciation baso-apicale et
expriment un phénotype particulier restreignant drastiquement les échanges sang/tissus
(participant ainsi a la barriere hémato-encéphalique). Cependant, dans certaines régions comme la
moelle épinicre, les organes circumventriculaires (neurohypophyse, area postrema, épiphyse...) ou
les plexus choroides, les vaisseaux sanguins cérébraux sont beaucoup plus perméables. Ces
régions étant bien particuliéres, nous nous intéresserons ici uniquement aux vaisseaux sanguins

cérébraux exprimant un phénotype de barriere hémato-encéphalique.

Tout d’abord, les cellules endothéliales cérébrales sont non fenétrées (Fenstermacher et
al. 1988), elles forment un endothélium dit « continu ». Elles ont également un faible taux de
transcytose (Reese et Karnovsky 1967; Sedlakova, Shivers, et Del Maestro 1999), lié a une

surexpression de la protéine transmembranaire MESD2A (Ben-Zvi et al. 2014).
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Le pole apical des cellules endothéliales, leur surface luminale, est couverte d’un glycocalyx, c’est-
a-dire un revétement d’aspect fibreux ou de feutre, constitué de glycoprotéine, de protéoglycans
et de glycosaminoglycans (Ando et al. 2018; Kutuzov, Flyvbjerg, et Lauritzen 2018; Ross et al.
2020). Dans le cerveau, le glycocalyx endothélial est particuliecrement dense, méme comparé a
d'autres endothélia continus comme celui du cceur (Ando et al. 2018). De plus, toujours a leur pole
apical, les cellules endothéliales cérébrales expriment un trés faible taux de molécules d’adhésion

des leucocytes telles que VCAM-1 ou ICAM-1 (Fabene et al. 2008).

Les cellules endothéliales cérébrales sont reliées entre elles par des jonctions serrées ou
gonulae occludentes (Kniesel et Wolburg 2000). Ces jonctions sont constituées de protéines
transmembranaires (telles que les Claudines, I’Occludine et des protéines de la famille des
molécules d’adhésion jonctionnelles ...) qui sont liées au cytosquelette cellulaire par les protéines
de la famille gonula occiudens 1, 2 et 3 (ZO-1, 2 et 3). Ces jonctions serrées participent directement
a 'imperméabilité de la couche endothéliale en bloquant le passage paracellulaire des molécules.
Les cellules endothéliales cérébrales sont aussi pourvues de jonctions adhérentes formées de
complexes cadhérine/caténine. Ces jonctions participent a la cohésion de la monocouche de
cellules endothéliales et donc a la faible perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (Corada

et al. 2002).

Ces cellules expriment également des protéines de la famille des transporteurs de solutés
(en anglais : solute carrier ; SLC), appelés transporteurs a cassette, liant 'adénosine triphosphate
(ATP) ou transporteur ABC (pour « ATP binding transporters » en anglais) a leur pole apical. Ces
pompes d’efflux, telles que la glycoprotéine-P, BCRP ou MRP-1/2/3/4/5, participent 2 la
fonction de barriecre des cellules endothéliales cérébrales en refluant les molécules qu’elles

transportent vers le sang (Mahringer et al. 2011).

Les cellules endothéliales cérébrales posseédent également un pool mitochondrial
beaucoup plus important que les cellules endothéliales périphériques (Oldendorf, Cornford, et
Brown 1977). Ces mitochondries permettent la création d’ATP qui sert notamment a faire

fonctionner leur nombre important de pompes d’efflux.
p pomp

Pour permettre le passage des nutriments et molécules essentiels au fonctionnement du
cerveau, les cellules endothéliales cérébrales expriment différents transporteurs appartenant a la
famille des SLC mais utilisant le gradient de concentration, comme Glut-1, un transporteur du

glucose, et  d’autres hexoses (Hartk et al 1990) le transporteur
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d’acide monocarboxylique 1 (MCT1), un transporteur du lactate (J. Wang et al. 2019) ou le
transporteur de la créatine (CRT) (Ohtsuki et al. 2002).

Enfin, a leur pole basal les cellules endothéliales cérébrales sécretent différentes molécules

participant a la formation de la lame basale (2.1.1.6 La lame basale).

Comme dans le reste de Porganisme, les cellules endothéliales cérébrales se différencient
selon le type de vaisseaux qu’elles forment. Les cellules endothéliales artérielles expriment ainsi
un répertoire moléculaire particulier composé par exemple de la protéine tyrosine-kinase
cytoplasmique (BMX), la sémaphorine-3G ou la protéine de jonction communicante 4, ou
connexine 37 (Cx 37). Les cellules endothéliales veineuses ont aussi un phénotype moléculaire
spécifique composé par exemple du transporteur d’acides aminés Slc38a5 (Vanlandewijck et al.
2018; Ross et al. 2020). D’autres différences ont pu étre observées par microscopie électronique :
les arteres cérébrales présentent un plus grand chevauchement des protéines de jonction serrées

et un plus fort taux de vésicules de transport (Hanske et al. 2017).

2.1.1.3. Les cellules murales

Prolongement astrocytaire
périvascualire

Lame Basale

Cellule endothéliale

CMLV

Cellule Hybride CMLV
(VSMC-péricyte) Péricyte

Capillaire
Arteriole précapillaire Veinule postcapillaire

Artériole Veinule

Figure 2 : Les composants de Iunité gliovasculaire en fonction de I’axe artério-
veineux. Adapté de Hartmann et al., 2015
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2.1.1.3..1. Les péricytes

Les péricytes sont des cellules présentes dans la lame basale des petits vaisseaux
(capillaires, veinules et petites artérioles). Contrairement aux cellules musculaires lisses vasculaires
qui s’organisent de maniére concentrique par rapport a la monocouche de cellules endothéliales,
les péricytes s’étendent longitudinalement, le long des vaisseaux (Figure 1). Dans le cerveau, le
ratio péricytes/cellules endothéliales est particulierement élevé (Shepro et Morel 1993). Ils

couvrent la majeure partie des vaisseaux sans se chevaucher (Grant et al. 2019).

Les péricytes représentent un groupe assez hétérogene de cellules rendant leur définition
moléculaire difficile (Armulik, Genové, et Betsholtz 2011). IlIs forment avec les cellules
musculaires lisses vasculaires un continuum, particuliecrement au niveau des artérioles et des
veinules, ou le point de transition entre les deux types cellulaires reste controversé (Figure 2).
Deux visions principales s’affrontent a ce sujet: certains auteurs parlent d’une transition
progressive d’un phénotype cellulaire a 'autre (Hill et al. 2015; Vanlandewijck et al. 2018), tandis
que d’autres auteurs évoquent lexistence d’un troisieme type cellulaire, dit de transition,
exprimant simultanément les attributs des deux phénotypes (Grant et al. 2019; Ratelade et al.
2020). De fait, a I'échelle moléculaire, les péricytes ont souvent été définis en creux par rapport
aux cellules musculaires lisses vasculaires (Vanlandewijck et al. 2018) et les marqueurs
péricytaires les plus utilisés, tels que le récepteur B du facteur de croissance dérivé des plaquettes
(en anglais : Platelet Derived Gross Factor Receptor; PDGFRB) ou lantigene neurone-glie 2 (ING2),
une protéoglycane agissant comme co-récepteur du PDGF, sont aussi exprimés par les cellules
musculaires lisses vasculaires. Au sein méme de la population péricytaire, nous avons pu observer
une sous-population se différenciant par I'expression de connexine 30 (Cx30) une protéine des
jonctions communicantes (Mazaré et al. 2018) pourtant décrite comme spécifique des astrocytes
au sein du systeme nerveux central (Rash et al. 2001). Une étude récente a laquelle j’ai participé a
aussi permis de définir des signatures moléculaires différentes entre les deux types cellulaires, avec
notamment une surexpression des molécules impliquées dans la contractilité dans les cellules
musculaires lisses vasculaires, et dans les péricytes, une surexpression des molécules de la réponse

immunitaire (Chasseigneaux et al. 2018).

Récemment, les techniques de séquencage de cellule unique ont permis de mieux
connaitre le répertoire moléculaire des cellules vasculaires et notamment péricytaire ouvrant de
nouvelles perspectives d’étude des fonctions péricytaires (Teng et al. 2021; Saunders et al. 2018;

Vanlandewijck et al. 2018; Guan et al. 2021). En effet, les péricytes possedent de nombreuses
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fonctions ce qui contribuent probablement a leur hétérogénéité et a la difficulté de définir

universellement ces cellules.

Premicrement, les péricytes sont capables de dégrader certaines protéines extracellulaires
(Q. Ma et al. 2018). Cette fonction est promue dans certaines situations pathologiques telles que
les accidents ischémiques transitoires ou les 1ésions tissulaires ; certains auteurs parlent méme

dans ce cas de phénotype similaire aux microglies (Sakuma et al. 2016; Ozen et al. 2014).

Les péricytes participent également a la quiescence immunitaire cérébrale en limitant
Pexpression de molécules endothéliales d’adhésion aux leucocytes comme VCAM-1 et ICAM-1
(Torok et al. 2021) et au maintien de la barriére hémato-encéphalique et en favorisant 'expression
de jonctions serrées par les cellules endothéliales, ou en limitant I'expression de protéines
impliquées dans la transcytose (Armulik et al. 2010; Daneman et al. 2010). Les péricytes
contribuent également a la formation et au maintien de la lame basale (2.1.1.4 La lame basale) et a
l'angiogénese (3.1.2 Les voies moléculaires impliquées dans I'angiogénese). De plus, ils
participent, tout comme les cellules endothéliales, a 'homéostasie vasculaire en exprimant divers
transporteurs tels que MEFSD2A, Glut-1, Slc16al, Slc7al... (Zaragoza 2020; Vanlandewijck et al.
2018). Certaines publications semblent indiquer que les péricytes participent a la régulation du
flux sanguin en modulant le diametre vasculaire en réponse a des s#muli astrocytaires ou
neuronaux (Peppiatt et al. 2006; Cai et al. 2018; Hall et al. 2014). Cependant, leur grande
proximité moléculaire avec les cellules musculaires lisses vasculaires induisent une remise en

question de ces résultats (Fernandez-Klett et al. 2010; Hill et al. 2015).

Enfin, les péricytes cérébraux participent a la maturation des pieds astrocytaires
périvasculaires et en particulier a I'expression de I’Aquaporine 4 (Aqp4), un canal eau spécifique
des astrocytes et enrichi a I'interface vasculaire. En effet, dans un mode¢le de souris déficiente en
péricytes (Armulik et al. 2010), I'Agp4 était relocalisée dans tout I'espace cellulaire astrocytaire,

perdant sa polarisation a I'interface vasculaire.

2.1.1.3..2. Les cellules musculaires lisses vasculaires

Comme évoqué précédemment, les cellules musculaires lisses vasculaires forment une
gaine concentrique de cellules dans la #unica media des arteres et des veines. Dans les grandes
arteres, on peut observer plusieurs couches de cellules musculaires lisses vasculaires (de 4 a 10
couches) (Shiraishi, Sakaki, et Uehara 1986) et a mesure que 'on progresse vers les capillaires, le
nombre de couches de cellules musculaires lisses vasculaires artérielles puis artériolaires diminue

jusqu’a disparaitre dans les capillaires au profit des péricytes. Dans les veines, les cellules
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musculaires lisses vasculaires sont moins nombreuses, et dans les veinules ces cellules sont non

concentriques, peu contractiles et rares (Figure 2).

Les cellules musculaires lisses vasculaires sont, comme leur nom lindique, des cellules
musculaires ; au stade mature, elles expriment de nombreuses protéines impliquées dans la

contraction, notamment :

- Des récepteurs tels que les récepteurs a l'angiotensine II ou le récepteur au
thromboxane A2 qui se lient a des molécules libérées par les astrocytes ou les neurones en
fonction de Pactivité synaptique proximale. Ce phénomene, appelé couplage neuro-
vasculaire, par contraction ou relaxation des cellules musculaires lisses vasculaires,
modifie le flux sanguin en réponse a 'activité neuronale,

- Des transporteurs et canaux ioniques permettant ’homéostasie calcique nécessaire a la
contractilité cellulaire (Tykocki, Boerman, et Jackson 2017),

- Des protéines du cytosquelette, directement impliquées dans la contraction telles que

'actine musculaire lisse (SMA), ou la myosine 11 (Myo11).

Ce phénotype dit “contractile” n’est pas le seul exprimé par les cellules musculaires lisses
vasculaires. En effet, au cours du développement et lors de certaines situations pathologiques, les
cellules musculaires lisses vasculaires présentent un phénotype dit “productif”. Ce phénotype est
caractérisé par une diminution, voire une absence de contractilité, une prolifération et une
capacité de migration cellulaire accrues, I'expression de facteurs mitogenes tels que le PDGFRJ
ou le facteur de croissance fibroblastique basique (bFGF)(Kato et al. 1998), la synthese de lame

basale.

Le passage d’un phénotype a l'autre est modulé par I'environnement cellulaire : cellules
endothéliales (Hirschi et al. 1999; Clowes, Reidy, et Clowes 1983) ou astrocytaires (Z.-L. Chen et
al. 2013)), moléculaire (lame basale (Z.-L. Chen et al. 2013) et mécanique (pulsatilité cardiaque
(Hsu et al. 2011)).

A T'image des péricytes, les cellules musculaires lisses vasculaires pourraient participer a la
réponse inflammatoire notamment par la production de cytokines (Rong et al. 2002) mais cette

fonction n’a été que peu — voire pas du tout - pas ¢tudiée dans le cerveau.
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2.1.1.4. Les fibroblastes vasculaires

Des études récentes en séquencage ARN de cellule unique ont permis de mettre en
¢vidence l'existence de fibroblastes parmi les cellules murales de 'unité gliovasculaire (Saunders et
al. 2018; Vanlandewijck et al. 2018; Zeisel et al. 2015). Ces cellules sont présentes dans les espaces
de Virchow-Robin (Figure 3). Ces espaces ont été découverts au cours du XIX®siecle, par
Rudolf Virchow et Charles Philippe Robin et sont compris entre la tunique la plus externe des
vaisseaux et les PAPVs autour des gros vaisseaux pénétrants sur une courte distance. Les
fibroblastes présents dans ces espaces participent a la formation de la lame basale en exprimant
des protéines de la matrice extracellulaire notamment des enzymes de modification du collagéne
(Soderblom et al. 2013; Vanlandewijck et al. 2018; Rajan et al. 2020). Ces cellules présentent
plusieurs marqueurs similaires aux péricytes comme le PDGFRB (Soderblom et al. 2013;
Vanlandewijck et al. 2018). Cependant, la localisation spécifique de ces fibroblastes et leur
morphologie plus arrondie avec des prolongements restreints permet de différencier les deux

types cellulaires.

Espace sous-arachnoidien

Basal lamina
/- vasculaire

Espace périvasculaire
(i ', b TN :
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Figure 3 : Schéma représentatif des espaces périvasculaires de Virchow-Robin
(CMLV :  cellule musculaire lisse; CEC: cellule endothéliale cérébrale; PVM:
macrophage périvasculaire; FPV : fibroblaste périvasculaire). Adapté de Faraco e¢s al. 2017
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En plus de leur participation a la formation de la lame basale, ces cellules participent
également a la réponse immunitaire et a 'inflammation (Manberg et al. 2021; Guan et al. 2021).
Une analyse récente en single cell révele que ces cellules expriment aussi de nombreux transporteur

suggérant leur implication dans ’homéostasie vasculaire (Saunders et al. 2018).

2.1.1.5.  Les macrophages résidents

Les macrophages résidents de la lame basale sont des cellules amiboides également
présentes dans les espaces périvasculaires des artérioles et des veinules et particulierement dans

les espaces de Virchow-Robin (Figure 3) (Yang, Guo, et Zhang 2019; Faraco et al. 2017).

Ces cellules proches moléculairement des microglies cérébrales, participent a la réponse
immunitaire et sont notamment capables de phagocytose (Lapenna, De Palma, et Lewis 2018;

Kierdorf et al. 2019; Hawkes et McLaurin 2009).

Cependant, leurs réles, encore peu connus, ne se limitent pas a la participation au systeme
immunitaire. Elles modulent par exemple les cellules endothéliales en limitant leur expression de
marqueurs pro-inflaimmatoires (Serrats et al. 2010), en favorisant 'expression de molécules des
jonctions serrées (Zenker et al. 2003) et leur expression du transporteur du glucose Slc2al (Jais et

al. 2016).

2.1.1.6. Lalame basale

La lame basale cérébrale est une couche de matrice extracellulaire présente entre le pole
basal des cellules endothéliales et les pieds astrocytaires périvasculaires dans laquelle se trouvent
les cellules murales et les espaces périvasculaires (Figure 1, 2 et 3). Sa composition varie d’un type
de vaisseau a l'autre. Elle est formée de molécules sécrétées a la fois par les cellules endothéliales,

les astrocytes et par les cellules murales :

- Le collagene IV est le principal composant de la lame basale cérébrale. Il est sécrété a la
fois par les cellules endothéliales, les péricytes, les fibroblastes et les astrocytes (Jeanne,
Jorgensen, et Gould 2015; Saunders et al. 2018). Cette protéine trimérique est essentielle
au maintien de la lame basale et du phénotype de barricre des vaisseaux cérébraux

(Jeanne, Jorgensen, et Gould 2015; Favor et al. 2007).
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- Les laminines constituent une famille de protéines trimériques et cruciformes.
Actuellement, cing sous-unités o, quatre sous-unités 3 et trois sous-unités y ont été
identifiées (Durbeej 2009; Xu, Nirwane, et Yao 2019). Il existe donc un grand nombre
d'isoformes grice aux combinaisons possibles entre les différentes sous-unités des
laminines. Les laminines de la lame basale sont sécrétées a la fois par les cellules
endothéliales, les fibroblastes, les astrocytes et les péricytes qui synthétisent chacun leurs
propres isoformes. Par exemple, les cellules endothéliales vont sécréter la
laminine a4B1y1 (-411) alors que les astrocytes expriment majoritairement la laminine-211
(Moore et Winder 2010; Jucker et al. 1996).

- Des glycoprotéines de la famille des héparanes sulfates protéoglycans (HSPG) comme
I'agrine ou le perlecan, qui sont de tres grosses protéines (environ 470 kDa pour le
perlecan). Le perlecan (HSPG?2) est sécrétée par les cellules vasculaires et une déficience
totale en perlecan est létale mais des études embryologiques chez la souris ont montré que
la lame basale se formait normalement chez les souris déficientes (Costell et al. 1999;
Arikawa-Hirasawa et al. 1999).

- Le Nidogene, aussi appelé entactine, est présent dans la lame basale sous deux isoformes :
nidogene 1 et 2. Ces deux isoformes sont exprimées par les fibroblastes, les péricytes, les
cellules musculaires lisses vasculaires et dans le cas du nidogene 1 également par les
cellules endothéliales (Vanlandewijck et al. 2018). Cette protéine relie le réseau de
collagéne TV avec les laminines. Etonnamment, les souris déficientes et nidogene 1 ou 2
ne présentent que peu d’altérations vasculaires (Murshed et al. 2000; Schymeinsky et al.
2002) mais les souris déficientes pour les deux isoformes simultanément ne survivent pas
plus de 24h apres la naissance (Bader et al. 2005), suggérant que les deux isoformes
peuvent se compenser 'une 'autre.

- Drautres glycoprotéines plus minoritaires dont le réle n’est pas toujours totalement
¢lucidé sont la vitronectine (produite par les péricytes des capillaires) et la protéine
sécrétée acide et riche en cystéine (SPARC, ou ostéonectine, exprimée par les vaisseaux et
les astrocytes)

- Enfin certains composants de la lame basale ne sont exprimés que dans des situations
pathologiques ou au cours du développement comme la fibronectine (Krum, More, et
Rosenstein 1991), les métalloprotéases (MMP) ou la plasmine. Ces deux derniéres jouent

un role dans le remodelage de la lame basale en dégradant les protéines qui la constituent.

L’ensemble des cellules de Tunité gliovasculaire expriment des protéines

transmembranaires telles que les intégrines, les dystroglycans ou les sarcoglycans permettant
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I'ancrage de leur cytosquelette a la lame basale (Vanlandewijck et al. 2018; Moore et Winder

2010).

2.1.2. Les astrocytes : des cellules d’une grande diversité

Si en 1851, Heinrich Miiller a déja observé la glie radiaire de la rétine (Verkhratsky et al.
2019), cinqans plus tard, Rudolf Virchow, qui a participé a la découverte des espaces
périvasculaires éponymes, évoque pour la premicre fois les cellules gliales cérébrales (Virchow
1858). Pour décrire ces cellules il utilise le mot “Zwischenmasse’ qui pourrait étre traduit par “tissus
intermédiaire”. En effet, Rudolf Virchow considere les cellules gliales cérébrales comme un tissu
conjonctif permettant 'organisation spatiale des neurones et des vaisseaux sanguins. Cette
hypothese perdure pendant tout le XIX siecle, période prolifique en termes de descriptions de la
glie, et jusquau milieu du XX siecle. Ainsi, Otto Deiters (Deiters 1865), décrit en 1865 ces
cellules comme ““Bindesubstanzzelle”, ce qui peut étre traduit par “tissu de liaison”. Leopold Besser
les dérit comme “Fasernetz sternformiger Zellen” ou “cellules étoilées du tissus fibreux” en 18606.
Puis, I'année suivante, Carl Frommann est le premier a introduire la notion de “colle” dans sa
description de la glie, en la nommant “Leim erfiillten Interstitien” c'est-a-dire “interstitium rempli de
colle”. C’est d’ailleurs de cette hypothése dont est tiré le nom “glie” issu du mot grec « yAio » ou

« gloids », qui signifie « colle » (Verkhratsky et al. 2019).

En 1870, Camillo Golgi utilise une coloration a largentique qui lui permet une
description extrémement fine des cellules gliales qu’il nomme « neuroglia », les différenciant ainsi
véritablement des neurones. Il décrit notamment des cellules rondes avec de nombreux
prolongements fibreux s'étendant dans toutes les directions et connectés aux vaisseaux sanguins ;
il s’agit vraisemblablement de la premiere description précise des astrocytes. De cette
conformation particuli¢re, il tire ’hypothése que ces cellules sont utiles a la distribution des

substances nutritives aux neurones (C. Golgi 1903; Camillo Golgi 1885).

Le mot “astrocyte” pour désigner ces cellules a été popularisé par Santiago Ramoén y Cajal
qui a obtenu avec Camillo Golgi le prix Nobel de Physiologie en 1906 « en reconnaissance de
leurs travaux sur la structure du systeme nerveux ». A la suite des travaux de Camillo Golgi, il a
perfectionné sa technique de marquage avec du chlorure d’or et du mercure, et étudié les cellules
gliales, permettant ainsi de différencier les astrocytes des oligodendrocytes et des microglies
(Garcia-Marin, Garcia-Lopez, et Freire 2007). 11 fut 'un des premiers auteurs a considérer que les
astrocytes pouvaient jouer un role dans la transmission d’informations mais aussi dans le controle

du flux sanguin cérébral (Ramon y Cajal 1895).
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Le terme astrocytes fait ainsi référence a la forte ramification de ces cellules (Figure 1).
Les astrocytes vont ainsi présenter de nombreux prolongements s’articulant autour de leur corps
cellulaire. e nombre moyen de prolongements astrocytaires est dépendant de la technique
utilisée pour le mesurer. Ainsi, dans le cortex, dans des astrocytes dont le cytoplasme a été
marqué par une technique recombinante d’expression constitutive de marqueurs fluorescents et
imagés par microscopie biphotonique, on observe 813,5 = 110 prolongements par astrocytes
(Clavreul et al. 2019). Tandis que lorsque 'on observe des astrocytes de cette méme région
cérébrale mais par une technique de microscopie électronique, on compte environ 4000
prolongements par astrocytes (Clavreul et al. 2019). Cette derni¢re technique permet de révéler
des prolongements d’une extréme finesse et ainsi de révéler toute la complexité de la
morphologie astrocytaire. Ces cellules présentent donc une grande surface membranaire propice
aux contacts et aux échanges intercellulaires (sutface/volume =4.39 £ 0.3 pour les astrocytes
tandis que des cellules comme les neurones ou les microglies ont un ratio surface/volume de

respectivement 1.63 = 0.05 et 2.8 = 0.3 (Cali et al. 2019).

Les astrocytes interagissent avec les différents types de cellules cérébrales : avec d’autres
astrocytes, les autres cellules gliales (microglies, oligodendrocytes, épendymocytes, e#.) les
neurones, mais aussi les vaisseaux sanguins cérébraux. Ils sont ainsi capables de participer a
différentes unités fonctionnelles multicellulaires comme l'unité gliovasculaire ou la synapse
tripartite. Pour cela ils forment des interfaces particulicres appelées respectivement les

prolongements astrocytaires périsynaptiques et les PAPVs (Figure 4).

Les prolongements astrocytaires périsynaptiques sont les terminaisons de prolongements
astrocytaires accolés aux synapses qui semblent représenter 70 a 80% des membranes
astrocytaires (Wolff 1970). En effet la majorité des synapses neuronales (62% dans ’hippocampe
et environ 60% dans Pensemble du cerveau) sont contacté par un ou plusieurs prolongements
astrocytaires périsynaptiques (Witcher, Kirov, et Harris 2007) et un seul astrocyte peut contacter
de trés nombreuses synapses. Par exemple un astrocyte de la région CAl du lhippocampe
pourrait contacter environ 140 000 synapses grace a ses nombreux prolongements (Bushong et al.
2002). Les prolongements astrocytaires périsynaptiques forment un compartiment en contact
étroit les éléments synaptiques et plus particulicrement avec le bouton post-synaptique évitant
ainsi une activation exagérée et délétere de I’élément post-synaptique en cas de surplus de
libération glutamatergique (Lehre et Rusakov 2002). Ainsi les astrocytes, via leurs prolongements
astrocytaires périsynaptiques, participent physiquement a la régulation de la transmission

synaptique mais également par des moyens moléculaires leur permettant par exemple le maintien
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de ’homéostasie ionique de la fente synaptique (Ghézali, Dallérac, et Rouach 2016; Dallérac,
Zapata, et Rouach 2018). Ces prolongements astrocytaires périsynaptiques ont une forme et une
taille tres variable. En effet, les études en microscopies électroniques semblent indiquer que la
majorité des prolongements astrocytaires périsynaptiques a un diameétre inférieur a 100nm mais
que certains prolongements astrocytaires périsynaptiques peuvent avoir un diameétre d’environ
Ium (Reichenbach, Derouiche, et Kirchhoff 2010). La petite taille de ce compartiment cellulaire
limite la présence d’organites en son sein (Derouiche, Haseleu, et Korf 2015; Mazaré et al. 2020;

Mazaré, Oudart, et Cohen-Salmon 2021)(Figure 4).

Prolongement
astrocytaire
périsynaptique
Pre
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Synapse
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Vaisseau sanguin
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| Légendes F Ribosome cmmmn  Protéine Mitochondrie #  Cellule muralel
| AXe. |
= ——  REticulum ,;_-}A:\;,:-_ Appareil «, Particule @ Cellule |
I ARNM endoplasmique  “I\ " de Golgi ¢« de Golgi endothéliale |
Figure 4: Organisation intracellulaire des prolongements astrocytaires

périsynaptiques et les pieds astrocytaires périvasculaires. Les astrocytes sont des
cellules étoilées qui émettent des prolongements en contact des synapses et qui avec les
¢lément pré- et post-synaptiques forment la synapse tripartite. Ils émettent également des
prolongements terminés par des pieds au contact des vaisseaux sanguins appelés PAPVs.
Ces deux compartiments sont le siege d’une traduction locale et d’une maturation
protéique post-traductionnelle. Adapté de Mazaré, Oudart, ez Cohen-Salmon 2021.

En revanche les PAPVs, forment un compartiment subcellulaire plus grand. En effet, leur
surface de contact avec les vaisseaux est variable mais majoritairement comprise entre 5 et

200um’* avec en moyenne des pieds de 8um de diametre (M. X. Wang et al. 2020). Il a été
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récemment montré que la surface de contact vasculaire des PAPVs est dépendante du diametre et
de lorigine vasculaire artérielle, veineuse ou capillaire (M. X. Wang et al. 2020). Comme dans les
prolongements astrocytaires périsynaptiques, on observe la présence de mitochondries dans les
PAPVs, mais également la présence de réticulum endoplasmique et d’appareil de Golgi (Boulay et
al. 2017) (Figure 4). A lage adulte le réseau vasculaire cérébral est quasiment enticrement
recouvert par les PAPVs (Mathiisen et al. 2010) (Article 3). En moyenne, chaque astrocyte
possede entre un et sept PAPVs (Bindocci et al. 2017) qui occupent environ 4 % du volume
astrocytaire. Les PAPVs vont participer a de nombreuses fonctions en liens avec les vaisseaux
sanguins cérébraux. Ils vont notamment participer au maintien de la barriecre hémato-
encéphalique, a la quiescence immunitaire cérébrale, ou a Ihoméostasie périvasculaire.
L’ensemble de ces fonctions feront 'objet d’une description plus détaillée dans une autre partie

de ce chapitre.

11 existe une exception a la couverture totale des vaisseaux cérébraux par les astrocytes :
les organes circumventriculaires. Cette zone spécifique de ’hypothalamus bordant le troisi¢me et
le quatrieme ventricule ne posséde non seulement pas de couverture astrocytaire de ses vaisseaux
mais de plus présente des vaisseaux dit fenétrés et n’abordant donc pas le phénotype de barriere
hémato-encéphalique des autres vaisseaux cérébraux. Cependant, cette zone cérébrale reste
protégée du contenu vasculaire. En effet, les vaisseaux sanguins y sont couverts par les
prolongements issus de cellules particulieres : les tanycytes. Ces cellules sont des cellules radiales,
unipolaires et peu ramifiées. Leur fonction sont a l'interface entre les épendymocytes (puisque ces
cellules bordent les troisiemes et quatrieme ventricules)(Langlet et al. 2013; Rodriguez et al.
2005), des astrocytes (par leur fonction en liens avec les vaisseaux et de maintien de ’homéostasie
cérébrale)(Rodriguez et al. 2005) et des cellules progénitrices radiales (puisqu’il a été observé une
capacité de ces cellules a se diviser en neurones ou en cellules gliales, méme apres la

naissance)(Yoo et al. 2021).

2.1.3. Hétérogénéité morphologique

Santiago Ramoén y Cajal et Camillo Golgi mettaient déja en évidence une diversité
morphologique astrocytaire dans leurs travaux. La morphologie des astrocytes semble étre

notamment induite par leur localisation, et donc par leur environnement.

Ainsi, au sein du cortex du cervelet, dans la couche des cellules de Purkinje, on trouve des

cellules gliales appelées glie de Bergmann, du nom de celui qui les décrit en 1857. On les désigne

36



comme “astrocytes spécialisés” du fait de leur origine et de leur proximité moléculaire et
fonctionnelle avec les astrocytes. Elles sont uniquement présentes dans cette zone spécifique et
ont une morphologie particuli¢re : leur corps cellulaire est situé dans la couche des cellules de
Purkinje, duquel partent de grands prolongements radiaires en direction de la couche la plus
externe du cortex cérébelleux. La glie de Bergmann est donc a la fois une des seules sortes
d’astrocytes unipolaire et aussi une des seules a présenter des prolongements radiaires a 1'age

adulte (Araujo, Carpi-Santos, et Gomes 2019; Verkhratsky et al. 2019).

Les cellules de Bergmann ne sont pas les seules cellules astrocytaires du cervelet : on peut
également y observer un type d’astrocytes tres peu étudié (Goertzen et Veh 2018) et découvert
par le fils de Ramon y Cajal : les cellules de Fananas (y Fafianas 1917). Ces cellules présentent
également une morphologie tres particuliere avec des prolongements similaires et paralleles a

ceux des cellules de Bergman, mais plus petits (Jakob 1928).

Comme dans le cerveau, on peut observer des astrocytes dit protoplasmiques (Figure 5),
qui composent également la majeure partie des astrocytes cérébraux. Ces astrocytes se
caractérisent par des prolongements fins, multipolaires et trés nombreux (environ 95 % de leur
volume). Via ces prolongements, les astrocytes se contactent entre eux et contactent également
d’autres types cellulaires tels que les neurones ou les oligodendrocytes, mais aussi les vaisseaux
sanguins. Dans le cortex cérébral, les astrocytes protoplasmiques ont longtemps été pris comme
un ensemble de cellules semblables. Toutefois, de plus en plus d’études tendent a montrer une
hétérogénéité de ces cellules en fonction de leur environnement. C’est le cas dans le cortex, sur
lequel s’est focalisée une étude publiée en 2018 dans Nature Communication (Lanjakornsiripan et
al. 2018). Les auteurs ont pu observer notamment que les astrocytes des couches II et III du
cortex s'étendaient perpendiculairement a la surface corticale, tandis que les astrocytes de la
couche VI s’étendaient parallelement. Ils ont également observé une plus grande arborisation des
astrocytes des couches I et III que dans les quatre autres couches. Ces observations ont été
vérifiées en utilisant a la fois des immunomarquages de protéines astrocytaires marquant la
protéine des filaments intermédiaires astrocytaires (en anglais glial fibrillary acidic protein ; GFAP) ou
la protéine de liaison au calcium S100B, et également en utilisant des souris transgéniques
exprimant des protéines fluorescentes sous le controle des promoteurs astrocytaires Glast (Slcla3)
ou Sox9. Dans une étude de 2019, publiée dans Nature Communication, Karine Loulier et son
équipe ont également observé des différences morphologiques astrocytaires entre les différentes
couches du cortex, notamment des différences de volume occupé et de nombre de cellules

contactées (neurones ou cellules gliales) par chaque astrocyte (Abdeladim et al. 2019).
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Figure 5: Hétérogénéité morphologique astrocytaire. Représentation schématique
d’un astrocyte protoplasmique (A) et d’un astrocyte fibrillaire (B) humains révélés par une
coloration de Golgi par Henry Gray (1981).

Dans la substance blanche cérébrale, les astrocytes sont dits « fibrillaires » (Figure 5). En
effet, ces astrocytes présentent un corps cellulaire plus petit avec des prolongements alignés sur
les fibres myéliniques leur donnant une morphologie longilighe en comparaison avec les
astrocytes protoplasmiques (Lundgaard et al. 2014). Lorsque I'on greffe des astrocytes exogenes
dans le cerveau d’une souris, ceux-ci vont acquérir une morphologie protoplasmique ou fibrillaire
selon qu’ils soient greffés dans la substance grise ou la substance blanche respectivement (Han et
al. 2013). Ceci suggere que ces différences morphologiques sont conduites par des stimuli

environnementaux et non par 'origine de ces cellules.

Des différences morphologiques entre les astrocytes de différentes espéces ont aussi été
observées. Par exemple, les mammiferes présentent tous des astrocytes mais leur nombre, taille et
arborisation varient selon l'espece observée. En effet, le ratio approximatif des cellules
gliales/neurones est de 0,3 chez le rongeur, de 1,2 chez l'étre humain et monte jusqu’a 8 chez
certaines especes de baleines (Christensen et al. 2007). Comparés a ceux des soutis, les astrocytes
humains sont plus grands, plus ramifiés et plus hétérogenes. Ils contactent environ vingt fois plus

de synapses que les astrocytes murins (Oberheim et al. 2009).

Ces différences de complexité astrocytaire entre les especes et leur corrélation avec les
capacités cognitives de celles-ci, participent a renforcer ’hypothese d’un lien direct entre
astrocytes et capacités cognitives. En effet, cette hypothése a été proposée par de nombreux
auteurs au cours de Ihistoire scientifique (Bellini-Leite et Pereira 2013; Caudle 20006; Pereira Jr et

Furlan 2010; Pereira Jr, Santos, et Barrros 2013; J. M. Robertson 2013). Aujourd’hui, trois
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hypotheses, rassemblées dans 'ouvrage d’Yves Agid et Pierre magistretti, I."Homme glial (Agid et

Magistretti 2018), s’opposent sur ce sujet :

- Les neurones sont les seules cellules responsables du cheminement cérébral de
I'information et de la pensée (cognition, conscience, créativité...);

- Les neurones sont responsables du cheminement cérébral de 'information, mais
la pensée est produite par les cellules gliales ;

- Les neurones et cellules gliales participent tous deux a I’élaboration de la pensée.

Au moment de la découverte des cellules gliales, seule la premiére des trois hypothéses ci-
dessus était admise. Cependant les nombreuses études reliant cognition et astrocytes font
aujourd'hui pencher la balance en faveur des deux autres hypothéses. On peut par exemple citer
la célebre étude de Han et alius de 2013 : aprés avoir greffé des souris adultes avec des
progéniteurs astrocytaires humains, les auteurs ont observé une amélioration des scores aux tests

cognitifs de ces souris (Han et al. 2013; Ribot et al. 2021).

2.1.4. Hétérogénéité moléculaire

Les astrocytes sont aussi hétérogenes par la grande diversité des molécules qu’ils
expriment. Ainsi, il est difficile de trouver un marqueur pan-astrocytaire spécifique de ces cellules.
Par exemple, Aldhll, une déshydrogénase, est exprimée par la grande majorité des astrocytes,
mais elle est également exprimée par les progéniteurs astrocytaires (Zhang et al. 2016). En
revanche, la GFAP est bien spécifique des astrocytes et fortement exprimée par ces cellules dans
I'hippocampe, mais cette protéine est trés faiblement exprimée par les astrocytes du cortex

cérébral (Y. Lee et al. 2008).

Au sein méme d’une région, les astrocytes n’expriment pas les mémes molécules. Ainsi,
apres avoir étudié la morphologie astrocytaire des différentes couches corticales, Lee ef alius. ont
observé une différence d’expression de genes astrocytaires entre les régions centrales et les
régions périphériques du cortex. Par RT-PCR et immunomarquages fluorescents, ils ont, par
exemple, observé que les astrocytes des couches supérieures exprimaient davantage le facteur de
transcription Lefl, tandis que ceux des couches centrales exprimaient plutot le facteur de

transcription Idel.

Le développement récent des techniques de séquengage en cellule unique a permis de

mettre en évidence cette diversité moléculaire astrocytaire, entre les différentes régions cérébrales
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(Batiuk et al. 2020), au cours du développement (Kalish et al. 2018) ou au sein d’une méme

région (Bayraktar et al. 2020).

2.1.5. Polarité morphologique et moléculaire, I’hétérogénéité

intracellulaire

Enfin, les astrocytes sont des cellules polarisées. Leur répertoire moléculaire est donc
organisé spatialement, au niveau subcellulaire. Cette organisation concerne les protéines
astrocytaires, mais également leurs ARNm. En effet, les astrocytes comme d’autres cellules
polarisées et notamment les neurones (Bodian 1965; Berry et Brown 1996; Zhong, Zhang, et
Bloch 20006) sont capables d’adresser certains ARNm spécifiquement et a distance de leurs
noyaux, afin qu’ils soient traduits localement dans leurs prolongements périsynaptiques (Mazaré

et al. 2020; Sakers et al. 2017; Oudart et al. 2020) et périvasculaires (Boulay et al. 2017) (Figure 4).

Si les fonctions de cette traduction locale restent encore a définir, celle-ci pourrait faciliter
la polarisation protéique et donc fonctionnelle des différents compartiments subcellulaires
astrocytaires. En effet, ces différents compartiments se caractérisent par des fonctions spécifiques

en lien avec les cellules environnantes, et donc par un répertoire moléculaire spécifique.

Les prolongements astrocytaires périsynaptiques forment un compartiment en contact
étroit avec les dendrites et les synapses ou les astrocytes régulent la transmission synaptique
(Dallérac, Zapata, et Rouach 2018; Ghézali, Dallérac, et Rouach 2016). Par exemple, en
exprimant Glt-1 et Glast dans ce compartiment, les astrocytes participent au recyclage du
glutamate relargué par les neurones excitateurs dans leurs synapses, comme ¢évoqué
précédemment. Des hémi-canaux de Cx43 présents dans les prolongements astrocytaires
périsynaptiques participent aussi a la régulation synaptique en permettant l'excrétion de facteurs

neuroactifs tels que ’ATP, le potassium ou le glutamate (Chever, Lee, et Rouach 2014).

Toutefois, la modification de la transmission synaptique n’est pas la seule activité
astrocytaire en lien avec les neurones. Les astrocytes vont participer a leur métabolisme
énergétique grace la navette lactate neuro-gliale (en anglais: astrocyte-neuron lactate shuttle).
Succinctement, les astrocytes prélévent le glucose depuis les vaisseaux sanguins et le transforment
en lactate qu’ils transferent aux neurones (Magistretti et Allaman 2015; Weber et Barros 2015).
Les astrocytes contribuent également a éliminer et recycler les substances produites par les

neurones. Comme évoqué précédemment, ils contribuent au recyclage des neurotransmetteurs
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présents dans la fente synaptique, mais également d’autres substances issues des neurones comme
les especes réactives de I'oxygeéne (Weber et Barros 2015) ou les protéines amyloide B (Thal

2012). Enfin, les astrocytes participent au raffinement des synapses en phagocytant les synapses

surnuméraires par des voies MEGF10 et MERTK (J.-H. Lee et al. 2021; Chung et al. 2013).

Les astrocytes sont des cellules organisées en réseau, tout d’abord spatialement : chaque
astrocyte occupe un territoire ; les territoires ne se recoupent que trés peu (Bushong et al. 2002;
Ogata et Kosaka 2002; Halassa et al. 2007). A I'endroit ou ces territoires entrent en contact, les
astrocytes sont connectés par 'expression de jonctions communicantes permettant le passage de
petites molécules inférieures a 1,2 kDa. Ces jonctions sont composées de deux hémi-canaux de
deux cellules adjacentes accolés 'un a l'autre de fagon a former un pore intercellulaire. Ces hémi-
canaux sont eux-mémes formés de six protéines transmembranaires appelées connexines. Dans le
cerveau, les astrocytes expriment principalement et spécifiquement les Cx30 et 43 (Rash et al.
2001). Ainsi, on estime qu’un astrocyte de la région CA1 de ’hippocampe peut étre couplé a plus

d’une vingtaine d’autres astrocytes(Bedner et al. 2015).

Ce réseau permet de tamponner le potassium en le redistribuant (Wallraff et al. 2006) ou
d’induire une redistribution du glucose en fonction de lactivité neuronale a travers le réseau
(Rouach et al. 2008). Cependant, la fonction la plus énigmatique et la plus fascinante de cette
organisation en réseau est sarement la propagation des vagues calciques astrocytaires.
Contrairement aux neurones, les astrocytes sont des cellules dites électriquement silencieuses,
elles utilisent donc un autre moyen afin de communiquer d'une cellule a P'autre : le calcium
(Sakers et al. 2017; X. Wang et al. 2006; Schummers, Yu, et Sur 2008). Depuis une trentaine
d'années, les techniques d’imagerie calcique se sont développées et améliorées pour permettre une
étude plus fine de cette communication. Elles ont permis de mettre en évidence différents szzmuli
déclencheurs de ces vagues (Volterra et Meldolesi 2005). Cependant la fonction de ces vagues
reste encore débattue. Celles-ci pourraient participer au couplage neurovasculaire (Loaiza, Porras,
et Barros 2003; Kurth-Nelson, Mishra, et Newman 2009), a la neurotransmission (X. Wang et al.
2006; Schummers, Yu, et Sur 2008; Parpura et al. 1994) ou encore aux processus de

mémorisation (Henneberger et al. 2010).

Les astrocytes interagissent également avec d’autres cellules gliales : les oligodendrocytes.
Dans la substance blanche cérébrale, les oligodendrocytes s’enroulent autour de I'axone neuronal
formant ainsi la gaine de myéline. Au cours du développement, les interactions entre ces deux
types cellulaires permettent leur maturation mutuelle. Astrocytes et oligodendrocytes forment

également des jonctions communicantes entre les hémi-canaux Cx30 ou Cx43 astrocytaires avec
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respectivement les hémi-canaux Cx32 ou Cx47 oligodendrocytaires (Orthmann-Murphy, Abrams,
et Scherer 2008). Plusieurs études ont montré un lien entre les pathologies démyélinisantes et la
modification de ces jonctions communicantes sans que toutefois le rapport de cause a effet soit

établi.

2.2. Les astrocytes au sein de 'unité gliovasculaire

2.2.1. Les PAPVs

Les astrocytes émettent en moyenne entre cing et sept prolongements, qui se terminent
par des pieds et qui sont en contact avec les vaisseaux sanguins. Ainsi, a I’age adulte, ces
prolongements recouvrent la quasi-totalité des vaisseaux sanguins cérébraux (McCaslin et al.
2011; Mathiisen et al. 2010)(Figure 1). On ne sait pas si ces structures sont fixes ou mobiles.
Cependant en 2019, Kubotera et ses collegues ont observé la repousse de PAPVs entre une heure
et cinq jours apres leur ablation au laser (Kubotera et al. 2019). Ces expériences pourraient
indiquer une certaine plasticité des PAPVs ou au moins une capacité a se reformer apres

altération.

Comme évoqué précédemment, les PAPVs possede un répertoire moléculaire polarisé
(Boulay et al. 2017). On observe en effet dans ce compartiment cellulaire un enrichissement
spécifique de certaines protéines. Ces protéines sont majoritairement sécrétées ou membranaires
et participent aux fonctions de I'unité gliovasculaire. On peut par exemple citer des protéines
impliquées dans ’homéostasie vasculaire comme ’Aqp4, la Cx206, ou Kir4.1, un canal potassique
(Nagelhus, Mathiisen, et Ottersen 2004, 1; Higashi et al. 2001; Nagy et al. 2011) ou dans la
maturation vasculaire comme Testican-2 (Nakada et al. 2003) ou I'angiotensine II (Fiichtbauer et

al. 2011).

En 2017, nous avons observé que la plupart des ARNm codant pour ces protéines sont
enrichis et traduits dans les PAPVs (Boulay et al. 2017) (Figure 4). Nous avons observé dans les
PAPVs les différents éléments nécessaires a la machinerie traductionnelle et post-traductionnelle
(ribosomes, réticulum endoplasmique et appareil de Golgi) permettant une traduction et une

maturation protéique locale.

On peut citer la présence de protéines participant a la morphologie astrocytaire parmi le

répertoire des protéines enrichies dans les PAPVs. C’est le cas de la Cx30. Cette protéine enrichie

42



dans les PAPVs (Rash et al. 2001; Ezan et al. 2012a) participe a orientation mais également a la
morphologie astroytaire (Pannasch et al. 2014; Ghézali et al. 2018). De méme, la Cx43, autre
protéine enrichie dans les PAPVs, participe a la morphologie et au volume astrocytaire (Chever,
Lee, et Rouach 2014; Baldwin et al. 2021). Une diminution du volume cellulaire été observé en
altérant lexpression de la protéine d’adhésion, GlialCAM. GlialCAM est une protéine
transmembranaire de la famille des immunoglobulines, exprimée trés majoritairement par les
astrocytes dans le systéme nerveux central, aux points de contact entre astrocytes et enrichie dans
les PAPVs (Hoegg-Beiler et al. 2014; Baldwin et al. 2021). Une these datant de 2011 avait déja
montré un effet de cette protéine sur la morphologie et la motilité cellulaire 7z vitro (TING 2011).
L’enrichissement de protéines impliquées dans la morphologie astrocytaire a cette interface peut

suggérer que le maintien des PAPVs nécessite une forte complexité structurale.

Le maintien de la polarisation moléculaire des PAPVs est notamment permis par des
protéines d’ancrage a la matrice extracellulaire. Il existe en effet un complexe associé a la
dystrophine (en anglais : dystrophin-associated protein complex; DAPC) (Figure 6) participant a la
polarisation protéique (Naidoo et Anthony 2020) présent dans les PAPVs (Noél, Tham, et
Moukhles 2009). Ce complexe est composé d’a-dystroglycan, de [-dystroglycan, de
dystrophine 71, d’a-1 syntrophine (SNTA1), et d’a-dystrobrevin (Naidoo et Anthony 2020).
Succinctement, I'a-dystroglycan extracellulaire, relie la laminine présente dans la lame basale au 3-
dystroglycan transmenbrannaire (Figure 6). Ce dernier est lié a la dystrophin 71 intracellulaire qui
forme des liaisons a la fois avec le cytosquelette d’actine, a a-dystrobrevin et a 'a- syntrophin. Or,
I'a-1 syntrophin est relié a ’Aqp4 ou a Kir4.1 permettant ainsi leur ancrage. Plusieurs études ont
montré que I'absence d’une seule de ces molécules suffisait a déstabiliser la polarisation de ’Aqp4
et/ou de Kir4.1 (Neely et al. 2001; M. Amiry-Moghaddam, Frydenlund, et Ottersen 2004; Fort et
al. 2008; Qiu et al. 2015). Enfin, I'a-dystroglycan étant reliée a la lame basale, la composition de
celle-ci influence la polarisation du complexe DAPC et donc celle de ’Aqp4 et de Kir4.1 (Tham
et Moukhles 2011; Tham, Joshi, et Moukhles 2016).

D’autres molécules pourraient participer a Uencrage des protéines de PAPV, comme la
protéine transmembranaire intégrine 1 qui semble également impliquée dans la localisation de

I’Aqp4 (Venkatesan et al. 2015).
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Lame Basale (collagene V)

Figure 6: Le complexe DAPC. L’a-dystroglycan extracellulaire, relie la laminine présente
dans la lame basale au f-dystroglycan transmenbrannaire. Ce dernier est lié a la
dystrophine 71 (Dp71) intracellulaire qui forme des liaisons a la fois avec le cytosquelette
d’actine, a o~ syntrophine (a-syn). Or, a-1 syntrophine est relié a ’Agp4 ou a Kir4.1
permettant ainsi leur ancrage. Adapté de Naidoo ez Anthony 2020.

2.2.2. Les fonctions astrocytaires au sein de Tunité

gliovasculaire

2.2.2.1.  Les astrocytes, les cambusiers du cerveau

Comme évoqué précédemment, le cerveau est un organe gourmand en oxygene et en
glucose. Cette appétence est liée a lactivité neuronale qui implique un controle strict et
énergivore de I’homéostasie ionique. De plus, les neurones ne possédent pas de stock de

glycogene leur permettant de faire face a leur propre demande énergétique.

Les astrocytes participent donc a I'apport énergétique neuronal notamment grace a un

couplage permettant d’optimiser les apports sanguins en fonction de lactivité neuronale. En
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effet, une hyperhémie fonctionnelle, c'est-a-dire une augmentation du flux sanguin, est observée
en réponse a lactivité synaptique. Les astrocytes par leur relation privilégiée avec les synapses
mais également avec les vaisseaux sanguins occupent une place de choix dans ce couplage.
Comme précédemment énoncé, les prolongements astrocytaires périsynaptiques expriment des
récepteurs permettant a I’astrocyte de percevoir Pactivité synaptique. Cette perception provoque
une augmentation du calcium intracellulaire astrocytaire, qui peut étre communiqué aux
astrocytes proximaux couplés par jonctions communicantes (Cohen-Salmon et al. 2021; Kurth-
Nelson, Mishra, et Newman 2009; Attwell et al. 2010; Kim et al. 2016). Cette augmentation
calcique est ensuite a l'origine de 'excrétion de facteurs vaso-actifs par les PAPVs en direction

des cellules musculaires lisses vasculaires. Ces facteurs peuvent étre :

- Le potassium : les canaux potassiques calcium dépendants (BK) peuvent en effet libérer
du potassium en réponse a une augmentation de concentration calcique intracellulaire et
les cellules musculaires lisses vasculaires expriment des canaux potassiques pouvant
induire ’hyperpolarisation ou la dépolarisation membranaire des cellules musculaires
lisses vasculaires et donc respectivement leur dilatation ou leur contraction
respectivement (Jackson 2017). Dans un article publié en 2010, Hélene Girouard et ses
collegues ont démontré que linduction astrocytaire de la vasodilatation et de la
vasoconstriction par 'augmentation calcique était concentration-dépendante. En effet, ils
ont observé ex wiwe, quune augmentation calcique modérée astrocytaire induit un
relargage potassique modéré via les canaux BK induisant une vasodilatation par
hyperpolarisation, tandis qu’une forte concentration calcique, induit un fort relargage
potassique responsable d’une vasoconstriction (Girouard et al. 2010).

- Les dérivés de l'acide arachidonique. En effet, il a été démontré qu’une augmentation
calcique pouvait activer la phospholipase A2 productrice d’acide arachidonique. Cet acide
arachidonique peut ensuite étre métabolisé par les cyclooxygénases ou les époxygénases
astrocytaires respectivement en prostaglandines ou en acide époxyeicosatriénoiques
(Mulligan et MacVicar 2004; X. Peng et al. 2002; Stobart et al. 2013; Attwell et al. 2010).
Or ces molécules sont connues pour leur capacité vasodilatatrice sur les cellules

musculaires lisses vasculaires.

Dans le noyau arqué de ’hypothalamus et ’'éminence médiale, des cellules gliales proches
des astrocytes : les tanycytes forment une interface entre le liquide céphalorachidien et les
vaisseaux sanguins de cette région (Langlet et al. 2013; Rodriguez et al. 2005). Cette localisation

particuliere permet a ces cellules proches des astrocytes, d’occuper une place privilégiée dans le
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métabolisme cérébral. En effet, elles sont capables de sentir la glycémie dans les vaisseaux qu’elles
bordent et le liquide céphalorachidien. Ce signal sera ensuite retranscrit aux neurones
hypothalamiques via la sécrétion de molécules comme I’'adénosine tri-phosphate ou le lactacte

(Prevot et al. 2018; Lhomme et al. 2021).

2.2.2.2.  Les astrocytes, les Messieurs Propre du cerveau

Le maintien de I’homéostasie tissulaire, c’est-a-dire 1'équilibre entre Papport et
Iélimination de I'eau, des ions et des métabolites, est permis par les échanges entre le sang et le
liquide interstitiel via les vaisseaux sanguins (et plus particulierement par les capillaires). Ainsi, on
estime qu’en moyenne, chez 'Homme 20 L. de sang artériel sont distribués dans le liquide

interstitiel et qu’environ 17 L sont recaptés par retour veineux.

Le différentiel de 3 L est recapté par d’autres vaisseaux ayant une anatomie et une
composition cellulaire proche des vaisseaux sanguins: les vaisseaux lymphatiques. Ainsi le
cerveau est drainé par des vaisseaux situés au niveau des méninges ayant été observés pour la
premicre fois en 1953 par Lecco (Foldi et al. 19606), puis oubliés et redécouverts en 2015, et
décrits dans deux articles publiés indépendamment et simultanément (Aspelund et al. 2015;
Louveau et al. 2015)(Figure 7C). Ces vaisseaux drainent ainsi 'excédent de liquide interstitiel
appelé lymphe jusqu’aux ganglions lymphatiques cervicaux ou il rejoindra la circulation sanguine.
Ils participent ainsi a la détoxification et au drainage tissulaire (évitant ainsi la formation

d’cedéme) et a la surveillance immunitaire (Aspelund et al. 2016).

Le cerveau possede donc des vaisseaux lymphatiques périphériques mais le parenchyme
cérébral ne semble pas présenter de vaisseaux lymphatiques proprement dits. Ainsi jusque dans
les années 1990, Ihypothése majoritairement admise était celle d’un drainage du liquide

interstitiel dans le liquide céphalo-rachidien par simple effet de diffusion (Rennels et al. 1985).

Le liquide céphalo-rachidien est un dérivé du plasma sanguin dont la composition est
proche (il contient cependant davantage d’ions sodium et chlore et moins d’ions calcium et
potassium, de protéines, de glucose et d’acides-aminés). Il est produit par les cellules
épendymaires au niveau des plexus choroides présents dans les ventricules cérébraux et réabsorbé
principalement dans les granulations arachnoidiennes. Dans la recherche des moyens de
régulation du liquide interstitiel, le liquide céphalo-rachidien est un candidat idéal par son

renouvellement rapide. En effet, si un corps humain contient environ 125 mL de liquide céphalo-
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rachidien, 500 mL sont produits et réabsorbés chaque jour. Le liquide céphalo-rachidien circule
dans trois citernes situées en périphérie du SNC (la grande citerne, la citerne postérieure et la
citerne inter-pédonculaire), dans les quatre ventricules cérébraux (V1 a V4) et dans I'espace sous-

arachnoidien situé entre la pie mere et I'arachnoide.

Or la grande distance entre certaines zones du cerveau et les compartiments contenant le
liquide céphalo-rachidien mettait en doute ’hypothése du nettoyage du parenchyme cérébral via
le liquide céphalo-rachidien, en tout cas par simple diffusion d’un compartiment a 'autre (Sykova

et Nicholson 2008).

Les espaces de Virchow-Robin compris entre la tunique la plus externe des vaisseaux et les
PAPVs autour des gros vaisseaux pénétrants (Figure 3 et 7C), sont ouverts sur les espaces sous-
arachnoidiens. Au milieu des années 1970, plusieurs auteurs ont mis en évidence la prolongation
de ces espaces plus profondément dans le parenchyme et jusqu’au niveau capillaire. Cette
découverte a fait émerger hypothése d’une circulation dans ces espaces permettant de relier
I'espace sous-arachnoidien contenant le liquide céphalo-rachidien et le parenchyme contenant le
liquide intersticiel (Woollam et Millen 1955; Rennels et al. 1985). Tout d’abord au stade de simple
hypothese, la présence de cette circulation semble se confirmer dans les années 1990 par plusieurs
¢tudes utilisant différents marqueurs tels que du bleu dextran ou de la peroxydase de raifort
mettant en évidence une circulation paravasculaire (Figure 7) communicant avec le liquide
céphalo-rachidien (Rennels et al. 1985). Ces études sont cependant restées controversées durant

de nombreuses années.

L’évolution des techniques d’imagetrie a permis a l'équipe de Maiken Nedergaard de
confirmer la présence d’une circulation paravasculaire reliant le liquide céphalo-rachidien et le
liquide interstitiel (Iliff et al. 2012). Ils ont, de plus, postulé que les astrocytes jouaient un role
dans cette circulation et I'ont par conséquent appelée “systeme glymphatique”. Si 'existence du
systeme lymphatique cérébral empruntant les espaces périvasculaires n’est plus remise en
question dans les publications récentes (Kumaria et al. 2021; Rosic et al. 2019), le sens du flux et

la composition de ce fluide sont encore discutés (Ferris 2021; Bakker, Naessens, et VanBavel

2019).

Les résultats de plusieurs groupes, dont celui de Maiken Needergard, ont ainsi montré que
le liquide céphalo-rachidien contenu dans l'espace sous-arachnoidien pénétrait le parenchyme par
les espaces périvasculaires artériels en suivant le flux sanguin. Ce liquide céphalo-rachidien serait

alors ma de maniere pulsatile en suivant le rythme cardiaque et sanguin artériel, profitant de la
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continuité de 'espace sous-arachnoidien et des espaces périvasculaires (Louveau et al. 2017; Iliff

et al. 2013; Schley et al. 2000)(Figure 7).
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Figure 7 : La théorie du systeme glymphatique. A : le liquide céphalo-rachidien circule
depuis les espaces sous-arachnoidiens vers les espaces péri-artériel. Depuis ces espaces un
échange de flux, potentiellement facilit¢é par 1I’Aqp4, a lieu entre le liquide céphalo-
rachidien et le liquide interstitiel au niveau des PAPVs. Le liquide intersticiel va ensuite
étre recapté par les PAPVs péri-veineux, permettant son acheminement vers les espaces
périveineux et son recyclage avec le liquide céphalo-rachidien dans les espaces sous-
arachnoidiens. B : Sens des mouvements fluidiques au sein de espaces périvasculaire
glymphatiques. C : drainage des éléments du liquide céphalo-rachidien et de la circulation
glymphatique hors du systéme nerveaux central par les vaisseaux lymphatiques méningés.
Adapté de Louveau ef al. 2017.

Cependant, le groupe de Weller and Carare (Weller et al. 2018) a publié une série d’articles
antérieurs semblant montrer un flux non directionnel dans les espaces péri-artériels. Ces résultats

opposés peuvent s’expliquer par les différences de méthodologies des deux équipes. La plus
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importante semble étre le site d’injection des traceurs (majoritairement sous-arachnoidiens dans
les équipes présentant un flux de sens identique au flux artériel ; parenchymateux pour I’équipe de
Weller and Carare). Or I'augmentation des pressions hydrostatique et osmotique (Bedussi et al.
2017) due a T'injection semble étre un biais évident de ce type d’étude. Dans un cerveau de
rongeur, méme une quantité inférieure a 1 plL peut induire de grands bouleversements au niveau

cellulaire.

Une hypothése reliant les deux types d’observations a été proposée dans une revue de
2019. Les auteurs y proposent lexistence de deux flux périvasculaires ayant des directions
opposées : un flux présent dans les espaces périvasculaires et un autre entre les cellules

endothéliales et les cellules musculaires lisses artérielles (Bakker, Naessens, et VanBavel 2019).

Si la présence d’un flux périvasculaire n’est donc plus discutée, a I'heure actuelle, deux
hypotheses subsistent quant a sa nature. L’hypothese d’un flux rapide, unidirectionnel, convectif
(comme 'hypothése glymphatique, proposée notamment par I'équipe de Maiken Needergard) et
celle d’un flux de type dispersif dans les espaces périvasculaires et diffusif dans le parenchyme
(hypothése préexistante a la premicre et soutenue par différents groupes dont celui
d’Alan Verkman). Le débat scientifique se concentre essentiellement sur la présence de forces
permettant de conduire ce flux - ce qui validerait la premiére hypothese - ou sur leur absence,

validant de facto 1a seconde.

Les forces pouvant induire un flux comme décrit dans la premiere hypothese peuvent

étre :

- La pression osmotique, plus ou moins couplée a la présence de canaux aqueux et de
transporteurs de solutés. L'existence d’une telle force est notamment soutenue par
I’équipe de Maiken Needergard qui considére ’Aqp4, comme I'un des principaux moteurs
du flux. En effet, cette protéine est hautement enrichie dans les PAPVs a la membrane
mitoyenne des vaisseaux (Nagelhus et al. 1998; Nielsen et al. 1997) qu’elle recouvre
entierement (Ezan et al. 2012a). Les altérations de 'expression de ’Agp4 semblent induire
une perturbation des flux cérébraux (Mahmood Amiry-Moghaddam et Ottersen 2003,
200) et plus particuliecrement une perturbation des échanges entre liquide céphalo-
rachidien et liquide interstitiel a été observé dans plusieurs modeles de souris déficientes
en Aqp4 (Iliff et al. 2013; Mestre et al. 2018). L’Aqp4 serait aussi impliquée dans la
circulation et Iélimination de différentes molécules comme le lactate (Lundgaard et al.

2017) ou lamyloid @ (Iliff et al. 2012; Ren et al. 2017). Cependant cette hypothese d’un
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moteur Aqp4 est remise en question par le groupe d’Alan Verkmann qui a étudié les flux
cérébraux dans un modéle murin dans lequel 'Aqp4 est délétée (en anglais : Knock-Out ;
KO).

- Les pulsations cardiaques et/ou respiratoires. Le groupe de Maiken Needergard a ainsi
observé leur implication dans les mouvements intra-parenchymateux de traceurs injectés
dans la magna cisterna. 1ls ont observé une moindre entrée aprés ligation d’une artere
carotidienne (réduisant donc 'effet des pulsations cardiaques) et une augmentation apres
utilisation de dobutamine (substance connue pour accélérer et augmenter l'intensité des
pulsations cardiaques) (Bakker, Naessens, et VanBavel 2019; Iliff et al. 2013). Mais
I’équipe de Vartan Kurtcuoglu a montré par modélisation mathématique que ce type de
pulsations aurait peu d’effet sur un flux rapide comme celui décrit par le groupe de
Maiken Needergard (Asgari, de Zélicourt, et Kurtcuoglu 2010).

- Par pression hydrostatique induite par la génération de liquide céphalo-rachidien.
L'existence de cette force est assez majoritairement admise. Ainsi plusieurs groupes
proposent une hypothese de flux intermédiaire aux deux hypotheses citées ci-dessous :
celle d’'un flux majoritairement unidirectionnel mais lent, car ma principalement par la
pression hydrostatique du liquide céphalo-rachidien. (Bakker, Naessens, et VanBavel
2019)

Ainsi, dans le parenchyme cérébral, le drainage lymphatique n’est pas assuré par des
vaisseaux lymphatiques définis anatomiquement mais par I'unité gliovasculaire, via les espaces

périvasculaires qu’elle comporte.

Enfin, en plus de ’Agp4, d’autres molécules astrocytaires enrichies dans les PAPVs
pourraient participer a ces flux. Les Cx30 et 43 qui participent aux échanges astrocytaires forment
ainsi des jonctions communicantes entre PAPVs adjacents (Giaume et al. 2010). Ces protéines
peuvent également former des hémi-canaux non couplés permettant des échanges entre les
milieux intra et extra-cellulaires et pourraient ainsi participer aux échanges entre espaces
périvasculaires et parenchyme (Chever, Lee, et Rouach 2014; Ghézali et al. 2020). L’homéostasie
périvasculaire est également régulée par l'expression dans les PAPVs de canaux et pompes
ioniques tels que Kir4.1 (Boulay et al. 2017) ou la pompe sodium/potassium ATPase (Maria S.
Brignone et al. 2011), ou par Pexpression de transporteurs de petites molécules comme Slc7a5, un
transporteur d’acides aminés cationiques, ou Slc22a6, un transporteur de petites molécules

anioniques (Boulay et al. 2017).
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2.2.2.3. Les astrocytes, les gardes du corps du parenchyme

La barriecre hémato-encéphalique est une barriere physiologique entre le sang et le
parenchyme cérébral formé par les cellules endothéliales cérébrales. Cette barricre est soutenue

par les cellules murales, la lame basale mais aussi par les astrocytes.

En effet, les PAPVs sécretent différents facteurs influengant le phénotype de barriere des

cellules endothéliales cérébrales:

- Le facteur de croissance transformant 3 (en anglais : #ransforming growth factor B ; TGEp) est
une cytokine participant a la croissance cellulaire, la différenciation, la morphogénese,
l'apoptose ou 'immunomodulation. Elle est sécrétée par de nombreux types cellulaires
dont les astrocytes sous forme de précurseur protéique formant un complexe dit de
latence qui reste piégé dans le fibrinogene de la lame basale jusqu’a son activation par
clivage du peptide de latence associé (M. Shi et al. 2011; I. B. Robertson et al. 2015). Les
protéines impliquées dans I'activation et la libération du précurseur du TGFP sont encore
peu connues dans le cerveau. Plusieurs études ont montré que TGFp activé favorise le
phénotype endothélial de barriere hémato-encéphalique en diminuant la perméabilité ou
en augmentant expression de la glycoprotéine-P et des protéines de jonctions serrées
(Ronaldson et al. 2009; Dohgu et al. 2004).

- De méme, le facteur Sonic Hh (SHh) augmente l'imperméabilité de la barriere hémato-
encéphalique par activation du récepteur Patched-1 des cellules endothéliales cérébrales
(Alvarez, Katayama, et Prat 2013). SHh est faiblement excrété a l'age adulte a Iétat
physiologique par les astrocytes (Vanlandewijck et al. 2018; Zhang et al. 2014). On peut
donc supposer que cette voie d’activation du phénotype de barriere hémato-encéphalique
sera majoritairement activée au cours du développement ou en situation pathologique
(Alvarez, Katayama, et Prat 2013; Alvarez et al. 2011)

- Dangiopoiétine 1 est exprimée a la fois par les astrocytes et les cellules murales et
promeut a la fois l'angiogenese mais aussi la perte de perméabilité vasculaire (Prat et al.
2001; Shen et al. 2011).

- Lacide rétinoique produit par les cellules de la lignée astrocytaire, participe a la
maturation des cellules endothéliales cérébrale et participe a lacquisition de leur
phénotype de barricre hémato-encéphalique (Mizee et al. 2013).

- Enfin, les astrocytes expriment aussi 'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE-1)

ermettant la conversion de 'angiotensine 1 en angiotensine II. Or angiotensine II active
g g
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les récepteurs AT1 exprimés par les cellules endothéliales cérébrales et renforce

Iexpression de leur phénotype de barriere hémato-encéphalique (Wosik et al. 2007).

Les astrocytes participent également a la barricre hémato-encéphalique sécrétant une
partie de la lame basale ou en participant a la maturation des cellules murales qui elles-mémes

induisent le phénotype de barriere hémato-encéphalique chez les cellules endothéliales cérébrales.

Dans le cerveau, la réponse immunitaire et I'entrée des cellules immunitaires sont
strictement limitées et controlées. C’est ce que 'on désigne par “quiescence immunitaire”. Cette
quiescence est maintenue par le phénotype particulier des cellules endothéliales cérébrales et par
la composition particulicre de la lame basale des vaisseaux cérébraux (Agrawal et al. 2006). Les
astrocytes participent donc au maintien de cette quiescence en sécrétant des protéines de la lame
basale et en induisant la maturation des cellules endothéliales cérébrales. De plus, dans une étude
publiée en 2015, mon équipe a montré la participation de la Cx43 astrocytaire a la quiescence
immunitaire cérébrale (Boulay et al. 2015). En effet, dans des souris n’exprimant pas cette
protéine, une activation de I'endothélium et un recrutement leucocytaire ont été observés

aboutissant a un état inflammatoire.
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3. LE DEVELOPPEMENT DE L’UNITE GLIOVASCULAIRE: DE

L’EMBRYOGENESE AU STADE MATURE

A trois semaines de développement chez 'Homme et neuf jours (E9) chez la souris, le
systeme nerveux central est composé de trois vésicules (prosencéphale, mésencéphale et
rhombencéphale). C’est a ce stade que les vaisseaux sanguins péri-neuraux recouvrent totalement
le tube neural et commencent a le coloniser (Bar 1980; Risau et Wolburg 1990; Dermietzel et
Krause 1991). Cet apport nutritif induit brusquement une forte augmentation de la prolifération
cellulaire et de la différenciation permettant de passer d’un cerveau primitif de trois vésicules a
une ébauche plus mature comprenant cinq vésicules : le télencéphale (futur cortex et ganglions de
la base), le diencéphale (futur thalamus et hypothalamus), le mésencéphale (futur collicule), le
métencéphale (futur pont et cervelet) et le encéphale (future moelle épiniere) en deux jours chez

la souris et une semaine chez I’étre humain (5 semaines/E11).

La colonisation du tube neural par les vaisseaux sanguins peut ¢tre considérée comme la
premicre étape de la création de l'unité gliovasculaire qui nécessitera ensuite apposition des
PAPVs ainsi que plusieurs étapes de maturation afin de former une unité fonctionnelle mature

(Figure 11).
3.1. L’angiogenc¢se

La colonisation d’un organe par des vaisseaux périphériques aussi appelée angiogencse est
I'unique forme de vascularisation du cerveau au cours du développement (Noden 1991; Stewart
et Wiley 1981). En effet, aucun des vaisseaux cérébraux n’est formé a partir de cellules de
Iectoderme par vasculogenese (création de vaisseaux sanguins de nove par multiplication et
différenciation cellulaire). L'angiogenese cérébrale a été mise en évidence des les années 1960 par
utilisation de marquage a 'encre de Chine sur des mode¢les animaux tels que le poulet, le rat ou le
lapin (Strong 1964; Feeney Jr. et Watterson 1946). Elle peut se dérouler selon modes: par

bourgeonnement, par septation ou selon le mode intussuceptif (Pettersson et al. 2000)(Figure 8).

Dans le mode par intussusception les bords opposés du tube vasculaire entrent en contact
en séparant le lumen en deux parties puis un réarrangement cellulaire va permettre la division du

tube initial en deux tubes mitoyens puis en deux tubes distincts (Figure 8).
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Dans le mode par septation, les cellules endothéliales formant les parois internes du tube
vasculaire, forment des prolongements cytoplasmiques qui lorsqu’ils rencontrent le coté opposé

de la paroi divisent le « tube » en deux tubes (Figure 8).

Bourgeonnement

Lame Basale dégradée
Vaisseaux mére h =

Pericyte
— Septation
Dégradation de \
Lame Basale la lame basale ) )
Néo-vaisseaux
T

Figure 8 : Schéma représentatif de I’angiogenése. A partir d’un vaisseau précurseur, un

Cellule endothéliale

—

néovaisseau peut se former par bourgeonnement, septation ou intussusception. Adapté de
Pettersson ez al. 2000.

Enfin, le mode par bourgeonnement (Figure 8) est le plus courant, le plus décrit et le
premier a avoir été découvert dans 'angiogencse cérébrale. A la différence des deux modes
d’angiogencse décrits précédemment, le mode par bourgeonnement nécessite un haut degré de
prolifération cellulaire. Sous leffet de I’hypoxie, le tissu va sécréter des facteurs pro-
angiogéniques qui induisent une activation des cellules endothéliales des vaisseaux proximaux
(Weavers et Skaer 2014). Ces cellules activées, dites « #p-cells », deviennent motiles et présentent a
leurs poles apicaux (en direction du stimulus angiogénique) des filopodes permettant de guider la
création d’un nouveau vaisseau (Weavers et Skaer 2014). Les #p-cells se meuvent alors en direction
du stimulus pro-angiogénique tout en dégradant au fur et a mesure la lame basale tissulaire. Au
fur et 2 mesure de cette progression, les cellules endothéliales adjacentes du vaisseau initial vont

proliférer et migrer en chaine derriere la cellule endothéliale activée (Figure 8). L’angiogeneése se
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termine lorsque la cellule endothéliale activée rencontre un autre vaisseau. Simultanément a sa
progression, on peut observer une maturation du néo-vaisseau selon un gradient allant du

vaisseau initial jusqu’a la cellule endothéliale activée.

Tout d’abord une vacuole se forme dans les cellules endothéliales, puis celle-ci fusionne
avec le lumen du vaisseau initial et les vacuoles des cellules endothéliales adjacentes pour former
le lumen du nouveau vaisseau (Wilting et Christ 1996). S'ensuit un ensemble de maturations
complexes, pluricellulaires et concomitantes des vaisseaux (maturation baso-apicale des cellules
endothéliales, la création d’'une nouvelle lame basale, la couverture des néo-vaisseaux par les

cellules murales...).

L’angiogencse est médiée par différentes voies moléculaires impliquant des protéines
sécrétées a la fois par les cellules vasculaires mais ausst les cellules environnantes. Si la complexité
de ces différentes voies et leur intrication ne sont pas encore résolues, des études ont pu mettre

en évidence certaines de ces voies.

3.2. Les voies moléculaires impliquées dans ’angiogene¢se

Le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire A (en anglais : vascular endothelial
growth factor A ; VEGF-A) est une protéine sécrétée par différents types cellulaires notamment en
situation hypoxique et souvent citée pour sa participation a I’'angiogencse tissulaire. En effet, cette
protéine de la famille du VEGF active les récepteurs kinase VEGF-R1 et -R2. Ces récepteurs
sont présents sur les cellules endothéliales et induisent une cascade d’activation de différentes
protéines, telles que la phospholipase C, la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), Akt, Ras ou la
protéine kinase activée par le mitogene (MAPK). Cette transduction du signal aboutit a
activation de plusieurs fonctions cellulaires impliquées dans I'angiogenése (activation en #p-cell,
migration cellulaire, prolifération cellulaire). Ainsi, des études en KO et KO conditionnel des
récepteurs VEGF-R1 et -R2 démontrent limportance de cette voie dans I'angiogencse
embryonnaire(Gale et Yancopoulos 1999). 11 existe plusieurs isoformes de la protéine VEGF-A
dues a un épissage alternatif de PARN messager codant pour cette protéine. Ces différentes
isoformes semblent toutes participer a l'angiogencse avec différents effets. Ainsi, des études
in vitro ont permis de mettre en évidence que les VEGF-A 121 et 165 augmentent la taille du
lumen vasculaire (Carmeliet 2000; Conway, Collen, et Carmeliet 2001) tandis que le VEGF-A 185
la diminue (Nakatsu et al. 2003).
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La voie Notch participe également a I'angiogenese. La famille des récepteurs Notch
compte quatre membres: Notchl et Notch4, principalement exprimés par les cellules
endothéliales, et Notch2 et Notch3 principalement exprimés par les cellules murales (Villa et al.
2001; Joutel et al. 2000). Leurs ligands Delta-likel (DII1), DIl4 et Jagged2 sont exprimés par les
cellules endothéliales, tandis que Jagged1 est exprimé a la fois par les cellules endothéliales et les
cellules musculaires lisses vasculaires. Plusieurs études ont démontré la participation de Notch a
la régulation de lactivation endothéliale en #p-ce// via son ligand DIl4. En effet, 'ablation de
Notch ou DI4 augmente le nombre de #p-ce/ls conduisant a un bourgeonnement et donc une
angiogencse tous deux excessifs (Hellstrom et al. 2007; R. Blanco et Gerhardt 2013; Leslie et al.
2007). De plus, I'activation de Notch diminue la densité vasculaire et réduit le phénotype de #p-ce//
(filopodes, migration cellulaires, ez.)(Sieckmann et Lawson 2007; Leslie et al. 2007). Or DII4 est
exprimé par les #p-cells apres leur induction par le VEGF, permettant de bloquer I'activation des
autres cellules endothéliales apres I'activation de la premicre #p-ce// et donc évitant une néo-

vascularisation excessive.

Enfin, la famille Wnt représente un ensemble de dix-neuf glycoprotéines, exprimées chez
I’Homme et la souris et connues pour leur participation au développement. Dans le cerveau, ces
protéines sont majoritairement sécrétées par les astrocytes et les neurones, au cours du
développement mais également a I’age adulte (Hermann et EIAli 2012; Noelanders et Vleminckx
2017). Via leur récepteur frizzled (Fzd), elles peuvent activer soit une voie dite canonique
(majoritairement activée par Wntl, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8 ou Wnt9) ou une voie
non-canonique (majoritairement activée par Wnt4, Wntba, Wnt6, ou Wntl1) (Croce et McClay
2008). La voie canonique nécessite la présence du corécepteur LRP5/6 et induit I'activation de
facteurs de transcription impliqués dans un grand nombre de fonctions cellulaires (Menet,
Lecotdier, et EIAli 2020). La voie non-canonique se divise elle-méme en deux voies Wnt/PCP et
Wnt/Ca® qui n’impliquent pas LRP5/6 et qui participent au réarrangement du cytosquelette ou 2
I'adhésion et la migration cellulaire. La voie canonique semble entre autres étre impliquée dans
I'angiogenese cérébrale. En effet, le blocage de cette voie chez la souris induit une diminution de
la couverture vasculaire cérébrale et une diminution de la ramification vasculaire (Martowicz et al.
2019). De plus, la codélétion en protéines Wnt7a et Wnt7b induit une perturbation de

l'angiogenése cérébrale (Daneman et al. 2009; Engelhardt 2003).

56



3.3. Maturation vasculaire post-angiogénique

L’angiogenese cérébrale est donc un phénoméne complexe débutant au stade E9 chez la
souris. Il est suivi d’une phase de maturation a partir du stade E15. On observe apres la
naissance, chez la souris, une seconde vague d’angiogenese et de maturation vasculaire (Coelho-
Santos et al. 2021; Lunde et al. 2015; Gilbert et al. 2019) qui a donc lieu apres la formation des

astrocytes (vers E17 chez la souris).

Au cours de ces phases de maturation, les cellules endothéliales acquierent leur phénotype
de barriere hémato-encéphalique avec notamment une forte différenciation baso-apicale. La lame
basale entre également en maturation et les cellules murales colonisent ces néo-vaisseaux,

participant notamment a la différenciation artério-veineuse vasculaire.

3.3.1. La différenciation artério-veineuse

Dans les différents organes, cette différenciation (Figure 2 et 9) peut se faire selon deux

modes :

- Soit les néo-vaisseaux artériels se forment uniquement a partir d’artéres et les cellules
vasculaires gardent leur phénotype artériel (Figure 9A),
- Soit les cellules se différencient au cours de l'angiogenese puis se redifférencient, rendant

alors possible la création d’une artere a partir d’une veine et inversement (Figure 9B).

L’étude du développement embryonnaire du Zebrafish, a permis d'obsetver que le
bourgeonnement angiogénique depuis les vaisseaux sanguins intersegmentaux se faisait d’abord
depuis les arteres, puis depuis les veines, qui se connectent alors au réseau artériel (Nasevicius,

Larson, et Ekker 2000; Wiley et al. 2011)(Figure 9A).

Cependant, chez cette méme espece, I'observation de 'angiogenese cérébrale (qui se produit a un
stade plus tardif) a montré que celle-ci se faisait selon le second mode (Red-Horse et Siekmann
2019) (Figure 9B). En effet, dans ce processus, les cellules endothéliales veineuses se
différencient, puis leur phénotype est reprogrammé en phénotype capillaire ou artériolaire. Ce
mécanisme a également été observé chez la souris, dans l'angiogenese de la rétine, des arteres

coronaires, ou dans l'angiogenese cérébrale postnatale (Coelho-Santos et al. 2021).
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A Bourgeonnements artériaux et veineux lors du développement B Bourgeonnements veineux
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Figure 9 : Les deux voies de différenciation artérioveineuse. A : dans les embryons
précoces de Zebrafish ou de souris, développement de néovaisseaux a partir d’arteres puis
de veines conservant la différenciation du vaisseau d’origine. B : Dans le cerveau de
Zebrafish, développement de néovaisseaux uniquement a partir des veines, nécessitant une
maturation artério-veineuse post-angiogénique. C : Dans les cerveaux de souris on observe
une néovascularisation d’origine veineuse apres P8. Adapté de Red-Horse et Sickmann

2019 et Coelho-Santos et al. 2021

Cette dernicre étude sur l'angiogenese cérébrale postnatale a été publiée récemment par
I'équipe d’Andy Shih. Elle a été menée 2 vivo par une technique innovante d’imagerie biphoton
grace a une fenétre pratiquée par abrasion du crane et permettant d’observer le cortex de souris
de 7 a 12 jours. Par 'injection de traceurs fluorescents dans le réseau vasculaire et par ['utilisation
de souris transgéniques exprimant des marqueurs vasculaires couplés a des protéines
fluorescentes, les auteurs ont pu observer un méme réseau vasculaire a plusieurs jours d'intervalle
uniquement depuis les veines ou veinules (Figure 9C). IlIs ont pu observer que dés le jour

postnatal (P) 8, la perméabilité vasculaire a des composés de 10 a 70 kDa était significativement
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réduite et quasiment indétectable apres P12. Or a ces stades, 'angiogenése cérébrale est toujours
active et le réseau vasculaire comporte donc des vaisseaux immatures et fragiles. L’origine
veineuse de ces néo-vaisseaux ne les exposant que tres faiblement a la pression sanguine, semble
ainsi protéger la perméabilité vasculaire cérébrales au coeur du développement. On pourrait que
supposer que, si dans certains modeles comme le Zebrafish, les deux processus angiogéniques se
suivent (d’abord avec une origine artérielle et veineuse, puis uniquement veineuse), c’est parce
qu’aux premiers stades de développement la pression artérielle est encore faible et lorsque celle-ci
augmente, de facto, angiogenese devient uniquement veineuse de fagon a protéger les néo-

vaisseaux de cette pression (figure 9B et C).

Plusieurs molécules vont participer a la maturation cellulaire en induisant une
différenciation artério-veineuse. Par exemple, les récepteurs Notch et leurs ligands semblent
participer a cette maturation. Ils sont en effet surexprimés dans les artéres par rapport aux veines
(Shutter et al. 2000; Leslie et al. 2007; Siekmann et Lawson 2007) et la modification du signal
Notch chez le Zebrafish induit la perte de lexpression de marqueurs artériaux comme

I’éphrine B2 (Lawson et al. 2001).

De méme, le PDGF- induit notamment le recrutement des cellules musculaires lisses
vasculaires (2.1.3.2 La colonisation par les cellules murales). Celui-ci va donc participer donc a la
différenciation artério-veineuse en induisant un recrutement de cellules musculaires lisses

vasculaires plus important dans les arteres.

3.3.2. La colonisation par les cellules murales

Les cellules murales vont rapidement coloniser les néo-vaisseaux formés, participant ainsi
a leur maturation (Coelho-Santos et al. 2021). Dans I’étude de I’équipe d’Andy Shih, les auteurs
ont observé que la tres grande majorité (95 %) des bourgeonnements vasculaires était en contact
avec des péricytes, a priori issus du vaisseau d’origine de ces bourgeonnements (Figure 9C). De
plus, les 5 % de bourgeonnements restants étaient généralement courts (< 20 pm), indiquant une

progression synchronisée de I'angiogenése et de la colonisation par les cellules murales.

Comme cité précédemment, ce recrutement est médié par l'expression PDGF-B via son
récepteur PDGFR- présent sur les péricytes et les cellules musculaires lisses vasculaires. Il est
sécrété par les cellules endothéliales au cours de l'angiogenese et plus fortement encore

lorsqu’elles sont activées en #p-cells permettant un recrutement rapide des péricytes (Gerhardt et
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Betsholtz 2003). La déficience en PDGF- ou en son récepteur est létale du fait de la dysfonction
vasculaire induite par 'absence de cellules murales notamment dans le cerveau, le poumon, le rein
et le cceur (Levéen et al. 1994; Soriano 1994). Ainsi d’autres modeles d’études ont été utilisés afin
d’étudier cette voie comme son hyper-activation (Olson et Soriano 2011) ou I'ablation du motif
de rétention du PDGF (ou souris PDGF-B*/*)(Lindblom et al. 2003). En effet, aprés sa
sécrétion, le PDGF est retenu dans la lame basale par un motif de rétention ayant une haute

affinité pour I’héparine et pour ’héparan sulfate proteoglycans (HSPGs) (Abramsson et al. 2007).

Plusieurs études 2 vitro (Li et al. 2009; Liao et al. 2017) ont montré une participation du
VEGF-A a la prolifération et a la migration des cellules musculaires lisses vasculaires. Dans une
¢tude de 2008, publiée dans Nazure (Greenberg et al. 2008) les auteurs ont observé que le VEGF
induit la formation de complexes VEGF-R2/PDGEF-RB, perturbant ainsi 'effet de PDGF sur la
néo-vascularisation, la migration la prolifération et la différenciation des péricytes et des cellules

musculaires lisses vasculaires (Greenberg et al. 2008)

La protéine Sparc sécrétée a la fois par les cellules endothéliales, les cellules murales et les
astrocytes participe au recrutement péricytaire via la modulation de la voie TGFJ (Rivera et

Brekken 2011).

Enfin, certaines études ont montré I'importance du flux sanguin dans le recrutement des
cellules murales notamment via I'expression de Notch (X. Chen et al. 2017; Udan, Vadakkan, et

Dickinson 2013).

3.3.3. l.a maturation des cellules murales

Apres avoir colonisé les vaisseaux, les cellules murales doivent passer d’un statut de

cellules migrantes et proliférantes, a un statut de cellules matures et différenciées.

Peu d’études ont mis en évidence une maturation péricytaire. Cependant une étude
récente de ces cellules au cours du développement postnatal de la rétine a révélé une maturation
moléculaire (notamment de transporteurs transmembranaires) par une technique du single cell et
une maturation morphologique entre P3 et P9 (Figueiredo et al. 2020). Les auteurs ont
également montré que l'inactivation de PI3K diminue la prolifération des péricytes et induit leur
maturation. Cette voie semble donc étre impliquée dans la maturation de ces cellules. Dans notre

¢tude de la maturation postnatale des cellules vasculaires (Article 2), nous n’avons pas observé de
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maturation péricytaire entre P5 et P15 dans le cortex dorsal. Ce résultat suggere que dans cette

zone cérébrale, les péricytes sont matures avant le stade P5.

La maturation phénotypique des cellules musculaires lisses vasculaires dans les arteres a
été beaucoup plus étudiée. Nous savons en effet que ces cellules passent d’abord par un stade
productif/prolifératif/immature avant d'exprimer leur phénotype contractile/mature. Le
phénotype productif des cellules musculaires lisses vasculaires est caractérisé par une forme
épithéloide ou rhomboide de ces cellules, la présence de nombreux organites et 'expression et la
sécrétion de molécules d’adhésion, comme 'ostéopontine, et de la matrice extracellulaire, comme
le collageéne, I’élastine ou les protéoglycans. e phénotype contractile, lui, se caractérise par une
forme en fuseau, la présence de filaments contractiles et I'expression de molécules impliquées
dans la contractilit¢é (SMA, Myol1, e«.) (2.1.1.3.2 Les cellules musculaires lisses vasculaires). Le
phénotype contractile étant plus mature, il se différencie également du productif par de moins

grande capacité de prolifération et de migration (Rensen, Doevendans, et van Eys 2007).

11 semblerait que les deux phénotypes puissent coexister a 1'age adulte et plusieurs études
mmvivo et invitro ont montré une possible dédifférenciation des cellules musculaires lisses
vasculaires exprimant un phénotype contractile en cellules musculaires lisses vasculaires
productives (Rensen, Doevendans, et van Eys 2007). Dans Article 2, nous avons observé une
absence de contractilité artérielle corticale au stade P5 suggérant qu’a ce stade les cellules
musculaires lisses présentent majoritairement un phénotype productif. De plus, les résultats de
nos ¢tude transcriptionnelles et protéiques indiquent une immaturité de la machinerie contractile
des cellules musculaires lisses vasculaires a ce stade, renforcant ce résultat. Enfin, notre étude de
tissus humains a différents stades développementaux montre une maturation des protéines
impliquées dans la contractilité de ces cellules entre les stades prénataux, postnataux précoces et

les premieres années de vie.

Plusieurs voies moléculaires participent a la différenciation et la dédifférenciation des
cellules musculaires lisses vasculaires. Premi¢rement, la voie du PI3K qui participe a la maturation
des péricytes semble aussi participer a celle des cellules musculaires lisses vasculaires, mais dans
un sens opposé. En effet, zzvitro, le phénotype contractile des cellules musculaires lisses
vasculaires peut étre maintenu plus longtemps par lutilisation du facteur de croissance
ressemblant a I'insuline (en anglais : zusulin-like growth factor; IGF) activant le PI3K (Hayashi et al.
1999).
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Le PDGFB, quant a lui, semble plutot induire un phénotype productif chez les cellules

musculaires lisses vasculaires (Hao et al. 2002).

Le TGER a des effets contradictoires sur la maturation des cellules vasculaires. En effet,
que ce soit chez les cellules murales ou les cellules endothéliales, cette cytokine peut participer a la
différenciation et a la dédifférenciation. Cela s’explique par lexistence de deux types de
récepteurs au TGEp : activine-like 1 et 5 (Alk-1 et 5) qui semblent avoir des effets opposés et
encore mal compris du fait de leurs interactions et du chevauchement de leurs voies (Marie-José
Goumans et al. 2002; Marie-Jose Goumans, Lebrin, et Valdimarsdottir 2003; Oh et al. 2000).
L’activation du récepteur kinase Alk-5 dans les cellules mésenchymales induit une
phosphorylation des protéines intracellulaires Smad2 et Smad3 qui elles-mémes induisent la
différenciation des cellules mésenchymales en cellules musculaires lisses vasculaires, tandis que
dans les cellules musculaires lisses vasculaires, I'activation du récepteur Alk-1, active par
phosphorylation Smadl, Smad5 et Smad8 qui induisent une prolifération et une migration
cellulaire (Marie-José Goumans et al. 2002; Ota et al. 2002). Cette différence d’effet est aussi
présente chez les cellules endothéliales ou le TGFB participent au maintien d’un phénotype de
barriere hémato-encéphalique mature mais peut aussi induire l'angiogencse en augmentant les
capacités prolifératives endothéliales, et donc en les différenciant. I’effet de TG sur les cellules
vasculaires est, en fait, dépendant a la fois de Pexpression des deux récepteurs Alkl et Alk5, mais
¢galement de la force et de la durée du signal TGFR. En effet, dans les premiers temps d’une

activation par le TGFB, la voie Alkl prédominerait et serait ensuite remplacée par la voie Alk5.

Enfin, la voie Notch semble également participer a la maturation des cellules musculaires
lisses vasculaires. Dans le cerveau, 'inhibition de la voie Notch dans les cellules musculaires lisses
vasculaires induit un élargissement des arteres cérébrales avec une diminution de I’épaisseur de la
tunica media (Proweller et al. 2007). Cela est plus particulicrement observé dans les souris
déficientes en récepteur Notch3 exprimé normalement dans le cerveau par les cellules
musculaires lisses vasculaires artérielles (Monet et al. 2007). Ainsi, dans une étude publiée en
2004, I’équipe d’Anne Joutel a observé ces défauts dans les arteres cérébrales et caudales de souris
déficientes en Notch3. Ils ont également montré la participation de Notch3 a la maturation
morphologique des cellules musculaires lisses vasculaires et a la spécification artério-veineuse de
ces cellules. Enfin, si les souris déficientes en Notch3 ne présentent pas de défaut de pression
sanguine, la réponse de leurs cellules musculaires lisses vasculaires cérébrales a I'angiotensine 11
est fortement diminuée suggérant que les défauts morphologiques observés s'accompagnent de

défauts fonctionnels (Domenga et al. 2004).
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3.3.4. l.a maturation des cellules endothéliales

Dans les chapitres précédents nous avons déja établi les caractéristiques des cellules
endothéliales cérébrales matures, leur phénotype de barriere hémato-encéphalique et les
molécules astrocytaires impliquées dans cette différenciation (2.1.1.2 Les cellules endothéliales ;
2.2.2.3 Les astrocytes, les Messieurs Propre du cerveau). Nous allons donc nous attacher
maintenant a la description du dialogue entre cellules murales et cellules endothéliales cérébrales

impliqué dans la maturation de ces derniéres.

Comme évoqué précédemment, le VEGF-A va participer a la maturation précoce des
cellules endothéliales et notamment du lumen vasculaire. Le VEGF-A induisant 'activation et la
prolifération des cellules endothéliales, la diminution de sa sécrétion est nécessaire a la
différenciation des cellules endothéliales et a leur acquisition d’un phénotype de barricre. Cette
protéine est donc exprimée des le stade E9,5 (Darland et al. 2011) et diminue entre P5 et P15,

apres la fin de 'angiogénese (Article 2).

Les péricytes vont également participer a la maturation endothéliale. Tout d’abord, en
diminuant I'expression de VEGF afin de transitionner d’une étape d’angiogenése vers une étape
de maturation. Cette diminution de expression de VEGF pourrait étre induite via la sécrétion de

Sparc (Rivera, Bradshaw, et Brekken 2011).

Si la voie du PDGE est souvent décrite comme la voie privilégiée de messages des
cellules endothéliales vers les cellules murales, la voie de I'angiopoétine 1 est parfois décrite
comme sa réciproque (Falcon et al. 2009; Gaengel et al. 2009). Comme précédemment évoqué,
cette protéine est exprimée par les cellules murales et les astrocytes, et son récepteur principal
Tie-2 est majoritairement exprimé par les cellules endothéliales. Elle participe a la stabilisation
vasculaire, aux interactions cellules endothéliales/murales et a la différenciation cellulaire baso-

apicale des cellules endothéliales cérébrales.

La voie intégrine 1/ VCAM participe aussi au couplage entre cellules endothéliales
cérébrales et cellules murales (Garmy-Susini et al. 2005). En effet, tandis que les cellules
endothéliales expriment l'intégrine 31, VCAM est exprimé par les péricytes et ces deux molécules
forment un complexe participant au dialogue entre ces deux types cellulaires. En cas de blocage
de cette voie, on observe une apoptose des deux types cellulaires ainsi qu’une immaturité

endothéliale (Garmy-Susini et al. 2005; Venkatesan et al. 2015).
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La voie Wnt est également impliquée dans la maturation des cellules endothéliales. Elle
participe a I'expression de pompes d’efflux participant au phénotype de barriere (Pinzén-Daza et
al. 2014). Chez les souris dont les cellules endothéliales sont déficientes en Ctnnbl, un effecteur
de la voie canonique Wnt, on observe une diminution de lexpression de Claudine 5, du
transporteur de glucose Glut-1 et du transporteur lipidique MFSD2A, associée a des anomalies
structurelles de la barriere hémato-encéphalique (Martowicz et al. 2019). Ceci est confirmé par
des expériences de sur-activation de la voie Wnt dans les cellules endothéliales qui ont montré
une induction du phénotype de barri¢re dans ces cellules (Pinzon-Daza et al. 2014; Liebner et al.

2008).

Enfin la voie du TGFB, qui a déja été abordée (2.2.2.3 Les astrocytes, les Monsieur
Propre du cerveau; 3.1.3.3 la maturation des cellules murales), contribue, elle aussi, a la

maturation endothéliale.

3.4. L’astrogénése

Les astrocytes sont générés a partir des cellules progénitrices gliales radiales a partir de
E17,5 chez la souris et 'astrogénése continue jusqu’au stade postnataux précoces (Liebner et al.

2008, 201; Nagao et al. 2016) (Figure 10).

Les cellules progénitrices gliales radiales sont elles-mémes issues des précurseurs neuro-
épithéliaux présents dans la zone ventriculaire. Elles donnent naissance par division asymétrique

aux neurones, puis aux astrocytes (Figure 10) et enfin aux oligodendrocytes.

Les cellules progénitrices gliales radiales ont une morphologie bipolaire, avec un soma
contenu dans la zone ventriculaire et des prolongements s'étendant perpendiculairement aux
méninges et pouvant aller de la zone ventriculaire jusquaux méninges. Cette morphologie
particuliere sert de guide pour les néo-neurones issus de ces cellules qui migrent le long de leurs

prolongements afin de coloniser le cortex cérébral.

Apres la phase de neurogénese, les cellules progénitrices gliales radiales commencent a
produire des astrocytes au stade embryonnaire E17,5. Les études récentes effectuée sur les
astrocytes corticaux montrent que les astrocytes nouvellement formés depuis les cellules
progénitrices gliales radiales passent d’abord par une phase de prolifération et de migration
(usqu’a P7) puis par une phase de maturation jusqu’a P21 (Clavreul et al. 2019). Cette phase de

maturation se caractérise premicrement par une augmentation de la complexité morphologique
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astrocytaire. En effet, la ramification astrocytaire augmente particuliecrement a ce stade (Nixdorf-
Bergweiler, Albrecht, et Heinemann 1994). Les astrocytes vont également changer leur
configuration spatiale afin d’occuper chacun des domaines, n’ayant que tres peu de recouvrement
avec les astrocytes voisins (Bushong et al. 2002) et les astrocytes peuvent aussi acquérir a cette
période une polarisation particuliere comme les astrocytes du stratum radiatum de la région CA1 de
I’hippocampe ((Nixdorf-Bergweiler, Albrecht, et Heinemann 1994; Ghézali et al. 2018). Enfin, la
maturation moléculaire des astrocytes continue jusqu’au stade P21 chez la souris (Clarke et al.

2018).

Colonisation Expansion Maturation
prénatale PO-P7 P7-P21

Ventricule até'a/

/:obnisation embryonnaire T Colonisation postnatale % Complexification morphologique
w Progéniteur bipotent w Progéniteur bipotent % Réseau astrocytaire continu
C Prolifération locale C Prolifération locale
Pas de prolifération locale
= Astrocyte fibrillaire Pas de colonisation posinatale
W_w Dispertion / Densiication Pas de dispertion

i Astrocyte protoplasmique

Figure 10 : Schéma représentatif de I’astrogenése corticale chez la souris. Adapté de
Clavreul et al. 2019

Les PAPVs commencent a se former autour de la naissance (Ezan et al. 2012b; Lunde et
al. 2015). Dans I’Article 3, nous avons analysés pour la premiere fois le recouvrement postnatal.
Ce processus est particuliecrement actif entre les stades P5 et P10, passant d’environ 50% de
surface vasculaire couverte a environ 95%. Comme cité précédemment, les astrocytes expriment
un répertoire moléculaire polarisé au sein des PAPVs mais la fagon dont cette polarisation
s’acquiert est encore méconnue. Si la traduction locale est un mécanisme possible de cette
polarisation, aucune étude n’a permis d'identifier si cette traduction a lieu des la mise en place des
PAPVs ou aprés une période de maturation. Une étude récente a cependant mis en évidence la

possible participation des péricytes dans la polarisation astrocytaire de PAqp4 (Gundersen et al.
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2014). Les auteurs ont en effet relevé une plus grande quantité d’Aqp4 dans les zones de la

couverture astrocytaire situées a proximité des péricytes.

3.5. Participation des astrocytes a la maturation de Punité

gliovasculaire

L’angiogénese cérébrale débute au stade E9 chez la souris. Or, chez ces animaux, on
observe une astrogénese uniquement a partir du stade E17. Il semblerait donc que les premiers
vaisseaux sanguins cérébraux puissent se former et étre fonctionnels en 'absence d’astrocytes au
moins pendant cette intervalle. De plus, dans I’Article 3, nous avons observé la mise en place
postnatale des PAPVs astrocytaires autour des vaisseaux. Ainsi nous avons observé au stade P5

chez la souris que seulement environ 50% de la surface vasculaire était couverte par les PAPVs.

Pourtant une étude a montré que la délétion conditionnelle de Orc3, une protéine
essentielle a la réplication, dans les astrocytes, induit une diminution de la ramification et de la
densité vasculaire dans le cortex (S. Ma, Kwon, et Huang 2012). Les astrocytes semblent donc
participer a 'angiogenese cérébrale, probablement lors de la seconde vague d’angiogenese apres la

naissance.

Les astrocytes expriment différentes protéines impliquées dans l'angiogénese et la
maturation vasculaire : VEGFA (Argaw et al. 2012), Angl (Prat et al. 2001; Shen et al. 2011),
SHh (Vanlandewijck et al. 2018; Zhang et al. 2014), Wnt (Guérit et al. 2021), TGFB (Doyle et al.
2010)ezc., dont les implications dans I'angiogénese et la maturation vasculaire ont déja été

détaillées ici.

Enfin, les astrocytes participent également a la formation de la lame basale impliquée dans
la maturation vasculaire mais également dans la polarisation de leur propre PAPVs (2.1.1.6 La

lame basale et 2.2.1 Les PAPVs).

3.6. La formation de la lame basale

Au cours de la formation de l'unité gliovasculaire la lame basale va se former petit a petit
en fonction des cellules environnantes et va participer directement a la maturation de cette unité.
Les différents composants de cette lame et les cellules participant a leur sécrétion sont décrits

dans le chapitre 2.1.1.6 La lame basale.
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Tout d’abord, lors de l'angiogenése par bourgeonnement, la lame basale est dégradée afin
de permettre la formation du néo-vaisseau. Ainsi les métalloprotéases comme la MMP17, sont
exprimée dans le cerveau des le début de l'angiogencse (observé a E9,5 chez la souris) et
jusqu’aux stades postnataux précoces (M. J. Blanco et al. 2017). Les cellules endothéliales vont
ensuite stopper cette dégradation par I'expression d’inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases
(Stamenkovic 2003) et former une lame basale autour d’elles en sécrétant du collagene IV
(Saunders et al.  2018), des laminines (Jucker et al. 1996), ou des
héparanes sulfates protéoglycans (Kinsella et al. 2003). Les péricytes et les cellules musculaires
lisses immatures, apres leur colonisation du néo-vaisseau, sécrétent des inhibiteurs des
métalloprotéases contribuant a la stabilisation de la lame basale. Ils sécretent également différents
composants de la lame basale (collagene IV, laminines, héparanes sulfates protéoglycans). De
plus, les cellules murales ont un effet synergique sur la production de lame basale. En effet, en
plus de sécréter elles-mémes certains de ses composants, elles augmentent la sécrétion des cellules

endothéliales qu’elles entourent (Stratman et al. 2009).

Enfin, les astrocytes participent également a la formation de la lame basale et plus
particuliecrement via leurs PAPVs qui recouvrent les vaisseaux aux stades postnataux précoces
(Article 3). Ces cellules vont sécréter du collagene IV (Webersinke et al. 1992), des laminines (Yao

et al. 2014) et des glycoprotéines comme SPARC (Blakely et al. 2015).

E7 E8 E10 E15 E18 PO P5 P7 P10 P15 P30

LIS B S s |
igue d'angiogénése Dmmmngogonose
mﬂnem et maturation des cellules murales -

Différenciation des cellules gliales radiales en cellules gliales progénitrices
Division, colonisation et diffusion des progéniteurs gliaux
Maturation astrocytaire
Imperméabilité des jonctions lﬂuﬂdm_
inhibiton dela trancytose
raromsssons

Figure 11: Schéma de synthése des différents processus mis en jeu dans la
formation et la maturation de ’unité gliovasculaire.
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4. LESLEUCODYSTROPHIES

Les leucodystrophies (le terme leucodystrophie est issu du grec lsukos : blanc, dys : trouble
et trophé: croissance) sont un ensemble d’une trentaine de maladies rares et héréditaires du
systeme nerveux central. En France, on estime le nombre de nouvelles naissances atteintes d’un
type de leucodystrophie a environ 160 (soit une incidence d’environ 1/5000). Les
leukodystrophies induisent toutes une démyélinisation axonale qui peuvent étre a l'origine de

troubles moteurs et cognitifs.

L’équipe de Marjo Van Der Knaap a récemment proposé une nouvelle classification des
leucodystrophies (Marjo S. van der Knaap et Bugiani 2017) en fonction de lorigine de la
pathologie :

- Les altérations oligodendrocytaires ou troubles myéliniques,

- Les astrocytopathies ou les astrocytes sont les premicres cellules touchées ou lorsque le
gene incriminé est astrocytaire (c’est le cas de la MLL.C),

- Les leuco-axonopathies qui sont des pathologies de la substance blanche secondaires a
une dégénérescence neuronale ou axonale,

- Les microgliopathies qui sont dues a des mutations de genes spécifiques des microglies,

- Les leucopathies vasculaires ou leuco-vasculopathies qui sont dues a des altérations du

systeme vasculaire cérébrale.

4.1. Les astrocytopahties

Les astrocytophaties sont des leucodystrophies dans lesquelles les astrocytes sont les

premiéres cellules touchées et/ou dans lesquelles le géne impliqué est spécifique de ces cellules.

Il existe sept pathologies répertoriées par I'équipe de Marjo Van Der Knaap: la
mégalencéphalie leucoencéphalopathique a kystes sous-corticaux (MLC), la maladie d’Alexander,
la leucoencéphalopathie liée a CLC2, le syndrome Aicardi-Goutieres, l'ataxie infantile avec
hypomyélinisation diffuse du systeme nerveux central ou syndrome CACH, la dysplasie

occulodentodigitale et la neuropathie axonale géante.

68



Type | Pathologie Gene IRM Symptomes cliniques Age Atteinte cellulaire
yp 2 ymp q g
MLC1 ou Dégénérescence .
Leucoencéphalopathie | Glial CAM, I%;ft]eesr’nent motrice (ataxie, lf;:ﬁiiuﬁzniiia
mégalencéphalique a | récessif, ie la spasticité) et cognitive, Variable | Modification de ’
kystes sous corticaux | perte de substance mégalencephalie, Phoméostasic
MLC) fonction, " +/- épilepsie ou . .
blanche . ionique astrocytaire
autisme
Kystes Retard cérébral,
gonﬂer’nent spasticitc,
macrocéphalie, Tres
Alexander type 1 de la i R ,
GEAP substance espérance de vie tres précoce
domin:’mt blanche réduite. (14 ans), Fibre de Rosenthal
gain de ’ +/- épilepsie (accumulation de
fonction Peu/pas GFAP)
d’atteri)nte de Atteintes motrices,
Alexander type 2 la substance Esperance de vie Variable
blanche réduite (25 ans)
(o]
‘g Kustes Vacuolisation de la
9 Eif2b YSIES, L substance blanche,
5 145 anomalie de | Dégénérescence diminution d
o ’a > la substance | motrice et cognitive . tminution du
g | CACH récessifs, blanch microcénhali ’ Variable | nombre
b perte de Zxcn © + /C_ (,)Cielp Sai © d’oligodendrocytes,
fonction z ffe S € cpriepsie oligodendrocytes
u « MOUSSEUX »
CLC Anomalie de | Ataxie, spasticité,
S DT la substance | trouble cognitifs et L
Leucodystrophie liée a | récessif, o . Vacuolisation de la
blanche, psychiatriques, Variable
CLC2 perte de . o . substance blanche
fonction cedeme déficience visuelle,
diffus infertilité masculine
((;Xii’l t Anomali Anomalie de la face des
) . orna omatie yeux des doigts et des Absence
La dysplasie avec gain de | substance > . , .

.. : dents et surdité, ataxie , d'expression de
oculodentodigitale fonction, ou | blanche, L, Précoce . R
(DODD) cécessif +/- et spasticité, trouble Connexine 43 ala

avec lcificati cognitifs et membrane

perte | calcifications o
de fonction psychiatriques
22?&:2225: Accumulation de

g Notch3, blanche, Migraines avec aura l(i(l)ltclgj rializles ot
% CADASIL dominant, | hypersignaux | puis ischémies 20-30 By uAt .
§ gain de de petite cérébrales puis déclin ans :Elo hiliques
s fonction tailles et moteur et cognitif osmophilique
2 infarctus granuleux dans les
S, . .
g laculnaires petites arteres
F§ i;relzig ’ Anomalie de | Alopécie Nﬁ(e)t;l;?::me des
o | CARASIL erte d(:. la substance |+ symptomes similaires | 30 ans Extracellulaires
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Tableau 1 : Exemples de leucodystrophies astrocytaires et vasculaires
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4.1.1. La MLC

La MLC (Figure 12) est citée comme une leucodystrophie dont la prévalence est
inférieure a 1/1000000. Cette pathologie est trop rare pour obtenir un chiffre plus précis, d’autant
que son incidence est variable selon les différents pays et régions. On observe en effet des foyers
d’incidence en Turquie (M. S. van der Knaap et al. 1995) mais aussi en Inde et plus

particulicrement dans la communauté Agrawal (Gorospe et al. 2004).

A Patient Modeéle murin Micl KO B patient C Ppatient

D Patient Modéle murin Micl KO

2 02 /
01 Dey

oo

Pt PT P2 3M TM 12M

E Patient Modéle murin
¥ - N

F“ ‘ .. . ﬁ | .‘ |
2

Micl KO F Patient

Figure 12 : La mégalencéphalie leucoencéphalopathique a kystes sous-corticaux, ses
symptémes classiques. A : Mégalencéphalie due a une entrée d’eau, visible des la
premicre année de vie chez les patients (gauche ; adapté de Miles, ez a/. 2008) et des P7
chez la souris (droite ; adapté de Dubey, et al. 2014). B : Dégénérescence motrice chez les
patients (adapté de Lopez-Hernandez, ¢ a/. 2011). C : Présence de kystes sous-corticaux
chez les patients (adapté de Lopez-Hernandez, es a/. 2011). D : Vacuolisation de la
substance blanche donnant un aspect diffus a 'IRM chez les patients (gauche ; adapté de
Lopez-Hernandez, e/ al. 2011) et visible en par marquage immuno-histologique chez la
souris a partir de 3 mois de vie (droite ; adapté de Dubey, ¢/ a/. 2014). E : Vacuolisation de
la substance blanche sous-corticale observée en microscopie électronique chez un patient
(gauche ; adapté de Van der knaap, e a/. 2012) et chez une souris M/i7 KO P90. F:
(Edémes périvasculaires observables en TEM chez un patient de 13 ans (gauche ; adapté de
Van der knaap, e/ al. 2012) et chez une souris de 7 mois (droite ; adapté de Dubey, e/ a/.
2014).
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Il existe deux phénotypes de MLC : le phénotype classique MLC1 et MLC2A et le
phénotype résolutif MLC2B (Marjo S. van der Knaap, Abbink, et Min, s. d.).

4.1.1.1.  Le phénotype classique de ML.C

Le phénotype classique est caractérisé par une macrocéphalie (Figure 12A gauche) a la
naissance ou au cours de la premicre année de vie qui se normalise ensuite avec la croissance. Si
les premiers apprentissages cognitifs et moteurs sont normaux ou trés légérement retardés, on
observe ensuite une dégradation progressive des fonctions cognitives et motrices qui débute a un
age variable selon les patients (Figure 12B). La dégradation motrice se caractérise généralement
pat une ataxie cérébelleuse, une spasticité modérée et/ou une dysarthrie. Ce déclin est majoré en
cas de fievre ou de traumas craniens, ou 'on peut observer une perte de conscience prolongée,
une perte de motricité, voire un déclenchement de crises épileptiques (Ben-Zeev et al. 2001;
Bugiani, Dubey, Breur, Postma, Dekker, Ter Braak, et al. 2017; Riel-Romero, Smith, et Pettigrew
2005). Enfin, I'incidence d’un syndrome autistique et de crises épileptiques est majorée chez les
patients atteints de cette pathologie qui sont bons répondeurs aux traitements antiépileptiques

(Ben-Zeev et al. 2001; Mejaski-Bosnjak et al. 1997).

A TIRM, on observe, chez les patients atteints de MLC avec un phénotype classique

(Marjo S. van der Knaap, Abbink, et Min, s. d.; Dai et al. 2017) :

- La présence de kystes dans la région temporale antérieure, qui est quasi systématique chez
les patients, parfois des la petite enfance (Obaid ez @/ 2020). On peut aussi parfois
observer des kystes dans la région fronto-pariétale. Au cours du temps, le nombre et la
taille des kystes peuvent augmenter (Figure 12C).

- Une anormalité de la substance blanche du cerveau et du cervelet qui apparait diffuse et
légerement enflée (Figure 12D gauche). Ce phénomene est plus proéminent dans les
structures périphériques que dans les structures centrales (comme le corpus callosum, la
capsule interne ou le tronc cérébral) qui sont relativement préservées. Ce gonflement de
la substance blanche s'amplifie puis diminue au profit d’'une atrophie cérébrale et

cérébelleuse.

La dégénérescence myélinique observée a 'IRM, des 'enfance (Dai et al. 2017) a été
confirmée par I'analyse post-mortens de tissus cérébraux de patients. I’étude anatomopathologique

de ces tissus a mis en évidence une dégénérescence spongiforme de la substance blanche avec
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une vacuolisation des couches externes de myéline confirmée par microscopie électronique et

induisant une dégradation axonale et neuronale (Marjo S. van der Knaap, Boor, et Estévez 2012).

Plusieurs signes suggerent une augmentation de la quantité de fluide dans la boite cranienne : la
macrocéphalie, un coefficient de diffusion plus élevé observé a 'IRM, un cedéme périvasculaire et

une réduction de la concentration des métabolites (Sener 2003)(Figure 12 A, D et F).

Dans les deux phénotypes, les analyses biologiques (telles que I'analyse du liquide

céphalo-rachidien) sont normales.

4.1.1.2.  Le phénotype résolutif de MLC

Le phénotype résolutif présente dans les premicres années de vie, les mémes
caractéristiques que le phénotype classique (macrocéphalie, peu ou pas de troubles des
apprentissages). Cependant le déclin moteur n’est pas observé chez ces patients et les troubles
cognitifs (avec ou sans autisme) ne sont pas systématiques et ne s’accroissent pas au cours du
temps. De méme, les crises épileptiques sont plus rares chez les patients atteints de formes

résolutives.

A I'IRM on observe dans la premiere année de vie les mémes défauts que dans le

. PR . . . L , .
phénotype classique a 'exception du cervelet qui ne présente généralement pas d’anomalie. Par la
suite, contrairement au phénotype classique, ces défauts régressent spontanément et

progressivement.

4.1.1.3. Modifications génétiques associées a la ML.C

Le premier indice sur les facteurs génétiques provoquant la MLLC a été observé en 1998
ou un lien avec un locus de la région 22qtel a été établi (Topcu et al. 1998). Apres séquencage, la
causalité d’anomalies dans le gene KIAAOO27 ou WKL1 [MIM604004] qui a ensuite été

renommé MLC1 en référence a cette pathologie, a été établie (Leegwater et al. 2001).

En effet, le phénotype classique de la MLC est dans 75 % des cas da a des mutations bi-
alléliques du gene MILCT (22qtel) codant pour la protéine éponyme (phénotype MLC1 ; Figure
12A). Ces mutations peuvent étre des délétions ou des duplications (rarement) d’exon ou des

variations de séquence induisant une perte de fonction de la protéine.
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Etonnamment, des polymorphismes de ce géne sont aussi impliquées dans des
pathologies psychiatriques telles que le trouble bipolaire, le trouble dépressif majeur ou la

schizophrénie catatonique (Meyer et al. 2001; Verma et al. 2005; Selch et al. 2007).

Dans environ 20 % des cas observés, le phénotype classique est da a des mutations bi-
alléliques du gene HepaCAM (MIM 611642 ; 11q24.2) codant pour la protéine Glial CAM
(phénotype MLLC2A ; Figure 13B). L’implication de ce géne a été suspectée car Glial CAM forme
un complexe avec la protéine MLC1. Les mutations d’HepaCAM sont trés majoritairement des
variations de séquence induisant une perte de fonction de la protéine Glial CAM. L’implication de
mutation du gene HepaCAM a été découverte apreés une analyse de protéinique ayant permis de
révéler que MLC1 forme un complexe avec GlialCAM (Lépez-Hernandez, Ridder, et al
2011)(Figure 13C et D)

Un seul type de mutation a été mis en cause dans le phénotype résolutif : des mutations

de séquence mono-allélique du géne HepaCAM.

Dans de rares cas, la MLC n’est attribuable a aucune mutation des genes MILC7 ou
HepaCAM, le diagnostic est alors posé sur 'IRM et 'observation clinique. De plus, la sévérité de
la pathologie ne semble pas corrélée aux mutations génétiques et on peut ainsi observer une
grande variabilité phénotypique (Blattner et al. 2003) méme chez les patients porteurs de la méme
mutation. Cela suggére que d'autres événements génétiques ou environnementaux participent a

I’expression phénotypique de la maladie.

Dans la suite de cette these nous nous intéresserons uniquement au phénotype classique

de 1la MLC.

41.1.4. MLC1

Le geéne codant pour cette protéine est constitué de 26 kilobases (kb) chez 'Homme.
Chez les patients, plus de quatre-vingt mutations différentes de ce gene ont été observées que ce
soit de facon homo ou hétérozygote. En effet, on peut trouver chez un méme patient deux
mutations différentes de ML.C7 sur chacun des alleles du gene. Toutes ces mutations ont en
commun de diminuer drastiquement voire d’empécher expression de la protéine MLC1 a la

membrane.
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Le gene MILCT code pour une protéine transmembranaire d’environ 40 kDa
(377 acides aminés) (Leegwater et al. 2001; Teijido et al. 2004) (Figure 13A). Dans les systemes
nerveux centraux humain et murin, MLC1 est exprimé uniquement par la lignée astrocytaire
(Ambrosini et al. 2008; Duarri et al. 2011; Teijido et al. 2004; 2007; Hoegg-Beiler et al. 2014). Les
premicres études en immunofluorescence semblaient montrer que les neurones exprimaient
également la protéine MLLC1(Tejjido et al. 2004), mais elles ont depuis été infirmées par
lutilisation de souris déficientes en MLC1 et I'utilisation d’anticorps plus spécifiques (Hoegg-

Beiler et al. 2014; M. X. Wang et al. 2020).

C v p

A GlialCaM

20 um

Figure 13 : les protéines transmembrannaires MLC1 (A ; adapté de Lopez-Hernandez,
et al. 2011) et GlialCAM (B ; adapté de Moh et al. 2008)forment un complexe enrichi a la
jonction des PAPV au sein de 'unité gliovasculaire (C et D). D : projection d’images de
microscopie confocale d’unités gliovasculaires isolées representative de la detection par
immunofluorescence de MLC1 (vert) et GlialCAM (rouge). Les noyaux sont marqués par
coloration Hoecsht (bleu) et les vaisseaux par I'isolectine B4 (blanc).

A Tage adulte, chez ’'Homme et la souris, des études en microscopie électronique apres
marquage de la protéine MLC1 aux billes d’or ont montré un enrichissement de MLC1 a la
jonction des PAPVs (Duarti et al. 2011; Teijido et al. 2007). Comme cité précédemment MLC1 et
Glial CAM forment un complexe et il a été observé que la bonne localisation de MLLC1 nécessite
toujours la présence de Glial CAM, particulierement dans les PAPVs (Figure 13C et D). En effet,
non seulement GlialCAM est nécessaire a la sortie de MLC1 du réticulum endoplasmique
(Capdevila-Nortes et al. 2013), mais en plus a localisation de MLC1 a la jonction astrocyto-

astrocytaire (Lopez-Hernandez, Sirisi, et al. 2011).

A Theure actuelle la protéine MLC1 n’a pas été cristallisée et sa conformation est donc
encore inconnue. Cependant, une étude bioinformatique estime que cette protéine est formée de

huit domaines transmembranaires reliés par trois boucles intracellulaires et quatre boucles
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extracellulaires (Figure 13A). Les domaines N et C-terminaux sont tous deux intracellulaires

(Boor et al. 2005).

La présence de huit domaines transmembranaires, I’analyse de la séquence de la protéine
(Leegwater et al. 2001) et le phénotype clinique des patients atteints de MLC (Marjo S. van
der Knaap, Boor, et Estévez 2012) suggerent que MLC1 pourrait étre un canal ionique ou un
transporteur. Pourtant aucune de ces fonctions n’a pu étre mise en évidence a ce jour, méme dans

des systemes hétérologues ou MLLC1 et Glial CAM ont été co-exprimés (Teijido et al. 2004).

Cependant, plusieurs indices tendent 2 montrer que si MLLC1 n’est ni un transporteur ni
un canal, cette protéine participe tout de méme a ’homéostasie ionique. En effet, il a notamment
été observé que MLC1, Glial CAM et le complexe de ces deux protéines peuvent interagir avec le
canal chlore 2 (CLC2) (Jeworutzki et al. 2012; Gaitan-Pefias et al. 2017, 2). De plus, i vivo, 1a
délétion de MLC1 ou de Glial CAM induit des modifications de la localisation et de la fonction de

CLC 2 (Hoegg-Beiler et al. 2014).

Drautre part, in vitro, activité du canal anionique impliqué dans la régulation du volume
cellulaire (en anglais : volume regulated anion channel ; VRAC) est modifiée par MLC1. Dans les
astrocytes primaires déficients en MLLC1, on observe une diminution de 'activité de VRAC et une
augmentation de celle-ci en cas de surexpression de MLLC1 (Capdevila-Nortes et al. 2013; Dubey
et al. 2015).

MLC1 pourrait également participer a ’homéostasie potassique. En effet, un taux
anormal de potassium extracellulaire a été observé chez des souris déficientes en MLC1 (Dubey
et al. 2018). Dans une étude de 2016, I’équipe d’Elena Ambrosini a notamment montré 7 vitro
que MLC1 modifie Iactivité de canal potassique calcium-dépendant KCa3.1 (Lanciotti et al.
2016). De plus, par des techniques de co-immunoprécipitation, double hybride, co-
fractionnement et de colocalisation, deux protéines participant a ’homéostasie potassique et

pouvant interagir avec MLC1 et son partenaire Glial CAM ont été mises au jour :

- La pompe Na'/K'-ATPase (Maria S. Brignone et al. 2011; Sugio et al. 2017), un
cotransporteur actif sodium/K" permettant de réguler transporter ces deux ions contre le
gradient homéostatique maintenant ainsi I’équilibre ionique. Cependant, aucun
changement de sa localisation ni de son activité n’ont été observés dans les souris
déficientes en MLC1 (Sugio et al. 2017; Dubey et al. 2015; Bugiani, Dubey, Breur,
Postma, Dekker, Ter Braak, et al. 2017).
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- Le canal potassique Kir4.1 (Maria S. Brignone et al. 2011), dont I'interaction avec MLC1

a ¢été observée 1 vitro et in vivo. Une redistribution de ce canal est observée 7z vivo dans les

souris déficientes en MLLC1 (Dubey et al. 2015; Bugiani, Dubey, Breur, Postma, Dekker,

Ter Braak, et al. 2017).

Ces mémes techniques ont également permis d'identifier d’autres protéines interagissant
potentiellement avec MLC1 ou son partenaire GlialCAM et impliquées dans ’homéostasie
ionique comme la Cx43 (Wu, Moh, et Schwarz 2016a; Duarri et al. 2011), le canal calcique
TRPV4, la pompe d’acidification des vacuoles endosomales (Maria S. Brignone et al. 2014) ou le

canal eau Agp4 (Lanciotti et al. 2012).

Toutes ces interactions pourraient donc induire une modification de I’équilibre ionique en
cas de déficience en MLCI1, et pourraient donc étre a lorigine de I’épilepsie observées chez les

patients atteints de MLC.

Une autre hypothése tend a émerger quant a la fonction de MLCI: le complexe
MLC1/Glial CAM pourtait moduler certains événements de transduction du signal. En effet dans
son étude précédemment citée, 'équipe d’Elena Ambrosini a également montré iz vitro que la
surexpression de MLC1 induit une dégradation du récepteur au facteur de croissance
épidermique (en anglais epzdermal growth factor receptor ; EGFR) induisant un défaut d’entrée calcique
en réponse a 'EGF et une diminution de la phosphorylation de ERK. Cette voie pourrait étre a
origine de défauts potassique lié a KCa3.1 (Lanciotti et al. 2016), de modification de 'activité de
VRAC (Elorza-Vidal et al. 2018) ou de modifications de la réponse inflammatoire a

I'interleukine 13 (Maria Stefania Brignone et al. 2019) en cas de mutation de MLC1.

4.1.1.5. GlialCAM

Chez les patients, environ vingt mutations différentes du gene HepaCAM ont été
observées, qu’elles donnent lieu a un phénotype classique ou résolutif. Ce géne code pour la

protéine GlialCAM, formée de 416 acides aminés (environ 70 kDa ; Figure 13B).

GlialCAM est une protéine transmembranaire de la famille des molécules d’adhésion,
présentant une structure semblable aux immunoglobulines et similaire aux molécules d’adhésion
jonctionnelle. GlialCAM interagit avec d’autres protéines (Moh et al. 2008)(4.1.1.4 MLC1) et
forme aussi des interactions homophiliques, c’est-a-dire avec d’autres protéines Glial CAM

présentes soit dans la méme cellule, soit dans d’autres cellules (respectivement interaction cis et
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trans) (Elorza-Vidal et al. 2020). Par cette conformation, Glial CAM participerait a la régulation de

la morphologie astroytaire (Baldwin et al. 2021)(2.2.1 Les PAPVs).

GlialCAM est exprimée dans les cellules gliales au sein du systeme nerveux central (Favre-
Kontula et al. 2008) et plus particulicrement au sein des astrocytes et des oligodendrocytes
(Lopez-Hernandez, Ridder, et al. 2011). Dans les astrocytes, comme évoqué précédemment,
Glial CAM participe a la bonne localisation de MLLC1 et est notamment enrichie a la jonction des

pieds astrocytaires périvasculaires (Lopez-Hernandez, Ridder, et al. 2011)(Figure 13C).

La participation de GlialCAM a la localisation de MLC1 nous conduit a penser que le
phénotype de MLC observé en cas de certaines mutations du gene HepaCAM est majoritairement
da a la mauvaise localisation de MLLC1. Ceci semble confirmé par le fait que la localisation et
Pexpression de Glial CAM 7 vitro est indépendante de la présence de MLC1 (Lopez-Hernandez,
Sirisi, et al. 2011). Cependant, certaines études 7z vivo indiquent qu’en absence de MLC1, on
observe une perte de GlialCAM dans les PAPVs (Dubey et al. 2015; Hoegg-Beiler et al. 2014),
suggérant que, dans cette zone subcellulaire, MLC1 et GlialCAM cooperent a leur bonne

localisation mutuelle.

Il est donc probable que le phénotype de MLC classique observé en cas de mutations
récessives de MLLC1 ou de GlialCAM est da a une perte du complexe MLC1/Glial CAM et que
les fonctions de Glial CAM indépendantes de MLC1 ne soient pas impliquées dans ce phénotype.

4.1.1.6. Les modeéles d’étude de la MI.C

4.1.1.6..1. Les modeles cellulaires de ML.C

Comme évoqué tout au long de ce chapitre, les modéles cellulaires ont été d’une grande
utilité pour mieux comprendre la fonction, les interactions ou encore la localisation de MLC1 et

GlialCAM, permettant ainsi d’avancer dans la compréhension de la physiopathologie de la MLC.

On trouve ainsi des modeles de surexpression de MLLC1 et/ou de GlialCAM mutés ou
non dans des astrocytes ou des cellules hétérologues, ou des délétions ou diminution de MLC1
et/ou de GlialCAM dans des astrocytes. Les modéles hétérologues (cellules HeLLa ou HEK293
cells, oocytes de Xenopes) ont par exemple permis de comprendre l'influence des différentes
mutations observées chez les patients sur la localisation des deux protéines (Maria S. Brignone et

al. 2014; Duarri et al. 2008).
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Les premiceres études de MLLC1 dans des astrocytes primaires n’ont pas permis d’observer
Pexpression de cette protéine a la membrane cytoplasmique mais seulement une localisation
intracellulaire, dans le réticulum endoplasmique ou les endosomes (Ambrosini et al. 2008). Mais
en utilisant un bloqueur de la prolifération cellulaires potentiellement impliqués dans la
différenciation cellulaire : la Cytosine $-D40 arabinofuranoside (AraC), on peut observer une
relocalisation partielle de MLLC1 a la membrane (Duarri et al. 2011). L’utilisation d’AraC dans les
cultures d’astrocytes primaires est donc le plus souvent privilégiée. De méme, une publication
récente a montré que 'utilisation d’une forte concentration de potassium dans le milieu de culture

pouvait également permettre une relocalisation partielle (Sirisi et al. 2017).

Il est important de noter que certaines mutations du géene MLC1 n’induisent pas les
mémes conséquences cellulaires dans des surexpressions en systeme hétérologue ou dans des
astrocytes primaires de rongeur (Duarri et al. 2008) suggérant 'importance du choix de mod¢le

d’étude employé et de sa proximité avec le patient.

Des mode¢les utilisant des cellules humaines notamment des cellules issues d’astrocytomes
(cellules U251) ont également été développés (Maria S. Brignone et al. 2011). Les cellules issues
d’astrocytomes exprimant treés faiblement MLC1, ces lignées ont été modifiées pour exprimer des
taux comparable ou astrocytes de rongeurs ou pour exprimer des mutations issues de patients

atteints de MLC.

Mais ces différents modeles ne permettent pas de refléter la complexité tissulaire. Le
complexe MLC1/Glial CAM étant enrichi a la jonction des PAPV, il est nécessaire de pouvoir
¢tudier ces protéines mais également la physiopathologie de la MLC dans des modeéles plus

complexes.

4.1.1.6..2. lLes modeles murins de ML.C

Sl existe plusieurs modeles de MLC dans le Zébrafish (déficient en MLC1 (Sitisi et al.
2014), GlialCAM ou les deux (Pérez-Rius et al. 2019)), les principaux modeles d’étude de la MLLC

sont murins.
Aujourd’hui il existe :

- Trois modeles de souris délétées pour MLC1 (M/7 KO) (Hoegg-Beiler et al. 2014; Dubey
et al. 2015; Sugio et al. 2017),

- Deux délétés pour Glial CAM (Hoegg-Beiler et al. 2014; Bugiani, Dubey, Breur, Postma,
Dekker, ter Braak, et al. 2017),
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16 weeks

Un mode¢le dans lequel les deux protéines ne sont pas exprimées et dont le phénotype est
similaire au délétions monogéniques (Pérez-Rius et al. 2019),

Deux modeles de souris knock-in homozygotes, exprimant des mutations du
gene HepaCAM similaires aux patients a la place du gene sauvage (Hoegg-Beiler et al.
2014; Z. Shi et al. 2019),

Un modele de souris surexprimant MLLC1 dans les astrocytes, qui présente une atteinte
myélinique (vacuolisation et gonflement) plus précoce que les souris Mkl et GlialCAM
KO (Sugio et al. 2017). De plus, on observe chez ces souris : une ataxie apparaissant

autour de P21-P28 et disparaissant progressivement avec I’age, une activation astrocytaire

et pas de macrocéphalie.

B weeks

Glialcam ™~ ,, B

mic1*glialcama* mlic1*glialcama” mlc1**glialcama**

I

19 weeks

mlc1*glialcama*"*

61 weeks

C

| Surexpression MLC1 “

Figure 14 : comparaison de ’atteinte myélinique dans les différents modéles murins
de MLC par marquage hématoxyline-éosine (A, B et C gauche) ou bleu de toluidine
(C droite). A : Atteintes myéliniques dans le cervelet de souris WT, M/l KO (MLC1-/7),
HepaCAM KO (GlialCAM -/-) et Knock-in homozygote HepaCAM (GlialCAM dn/dn) (adapté
de Hoegg-Beiler ef al. 2014). B : Atteintes myéliniques dans le cervelet de souris HepaCAM
KO (mlet*/+ glialcama’'~), double KO (mlc1-/- glialcama’'-) et T (mlel*/* glialcama*/™")
(adapté de Pérez-Rius ez a/. 2019). C : Atteintes myéliniques dans le corps calleux de souris

de 1 mois WT et surexprimant MLLC1 (a gauche) et de souris de 18 mois WT et M/c7 KO
(adapté de Sugio et al. 2017).
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Brievement, les modeles délétés pour MLC1, Glial CAM ou les deux, ainsi que les souris

knock-in semblent présenter le méme phénotype et notamment une progression de latteinte

myélinique identique (Figure 14) (Hoegg-Beiler et al. 2014; Pérez-Rius et al. 2019). En revanche,

les souris surexprimant MLLC1 auraient un phénotype plus grave et précoce (Sugio et al. 2017).

Les modecles de souris délétées pour MLC1 posseédent plusieurs similitudes avec les

patients :

Une augmentation de la quantité d’eau cérébrale (a partir de P7) et une macrocéphalie
(Figure 12A),

La présence d’cedemes périvasculaires, observé a 7 mois chez la souris (Figure 12F),

La perte de MLC1 a la jonction des pieds astrocytaires périvasculaires (Hoegg-Beiler et al.
2014; Hamilton et al. 2018),

Une susceptibilité a Iépilepsie (induite par kainate) chez les souris M7 KO (Dubey et al.
2018),

La présence de vacuoles intramyéliniques (Lopez-Hernandez, Sirisi, et al. 2011)( Figure 12
D et E et Figure 14). Cependant celles-ci apparaissent des la premiere année de vie chez
IHomme coincidant avec le pic de myélinisation, tandis que chez la souris, elles
apparaissent bien apres la myélinisation, aux alentours de trois mois (Hoegg-Beiler et al.
2014; Dubey et al. 2015). De plus la localisation de ces vacuoles chez 'Homme est
essentiellement subcorticale, tandis que chez la souris le cervelet semble la région la plus

touchée (Bugiani, Dubey, Breur, Postma, Dekker, Ter Braak, et al. 2017).

Cependant, ces souris présentent également d’autres différences :

Les soutis, contrairement a ’humain, ne semblent pas présenter de déficience motrice ou
cognitive (Hoegg-Beiler et al. 2014). Cependant, les tests comportementaux sur ces souris
n’ont pas été tres poussés.

Enfin, la présence de kystes n’a pas été mise en évidence dans les modeles murins de

MLC.

Ainsi, il semble que les modeles murins permettent de résumer en grande partie le phénotype

de MLC aux différences pres d’une atteinte sous-corticale moins marquée (kystes et vacuolisation

myélinique) et d’une apparition plus tardive des symptomes (vacuoles, quantité d’eau, ez.). Dans

leur publication de 2021 I’équipe de Raul Estevez pose ainsi ’hypothese que le modele murin de

MLC pourrait étre assimilé a un modéle de MLC précoce (Bosch et Estévez 2021).
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4.1.2. Autres astrocytopathies

41.2.1. l.a maladie d’Alexander

La maladie d’Alexander (OMIM: 203450) a ¢été découverte en 1949 par
William Stewart Alexander. Elle est due dans 95 % des cas a des mutations dominantes du
gene GEAP, spécifique des astrocytes et induisant un gain de fonction (Marjo S. van der Knaap
et Bugiani 2017). Habituellement, on distingue deux phénotypes de cette pathologie : le type I ou
type précoce qui est majoritaire et qui apparait dans les premieres années de vie et le type I qui

peut apparaitre a tous les ages (M. S. van der Knaap et al. 2001).

Dans le type I de la pathologie, on observe un retard développemental, une spasticité, des
crises épileptiques et une macrocéphalie apparaissant généralement dés la premiere année de vie.
La dégradation progressive des patients induit une espérance de vie moyenne de 14 ans. Il
n’existe malheureusement aucun traitement pour cette pathologie rare. Les patients atteints par ce
phénotype présentent des modifications de la substance blanche visibles a 'IRM et plus
particuli¢crement dans la région frontale (M. S. van der Knaap et al. 2001). La progression de la
maladie induit Papparition de kystes dans cette méme région ainsi qu’un élargissement des

ventricules.

Le type II, est plus progressif avec une espérance de vie plus longue (en moyenne 25 ans),
et des atteintes principalement motrices (dysarthrie, dysphonie, dysphagie, ataxie, e#.) et plus
rarement cognitives (M. S. van der Knaap et al. 2001). Ces patients ne présentent pas de
macrocéphalie et a 'IRM, on n’observe peu voire pas d’atteinte de la substance blanche (M. S.

van der Knaap et al. 2001).

A Téchelle microscopique, on observe dans les deux phénotypes une accumulation de
fibres de Rosenthal, plus particuliecrement dans les PAPVs (Hagemann et al. 2009). Ces corps
d’inclusion éosinophiles et éléctrodenses astrocytaires sont constitués d’une accumulation de la
protéine GFAP induite par sa mutation. Les conséquences fonctionnelles des mutations GF.AP
sur le développement et le maintien de la myélinisation sont encore obscures (Marjo S. van
der Knaap et Bugiani 2017; Hagemann et al. 2009; Mignot et al. 2004); . Cependant, le stress
astrocytaire induit par 'accumulation des fibres de Rosenthal (Matjo S. van der Knaap et Bugiani
2017; Mignot et al. 2004; Hagemann et al. 2009) semble étre en jeu. On observe, en effet, une

diminution drastique de la létalité, dans un modele de souris de la maladie d’Alexander dans
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lequel l'aB-crystalline (connue pour désagréger les fibres de Rosenthal) a été surexprimée

(Hagemann et al. 2009).

41.2.2. Le syndrome CACH

Si sa prévalence n’a pas été précisément mesurée, plusieurs experts décrivent le syndrome
de CACH comme une des leucodystrophies ayant la plus forte incidence (Marjo S. van der Knaap
et Bugiani 2017; Marjo S. van der Knaap, Pronk, et Scheper 2006). Comme la maladie
d’Alexander, ce syndrome peut se présenter a différents ages. Le plus souvent le diagnostic est
posé entre 2 et 6ans (Marjo S. van der Knaap et Bugiani 2017). L’age d’apparition des
symptomes est un bon indicateur de sévérité et de survie pour cette pathologie 1étale. 1l existe, par
exemple, un phénotype tres sévere du syndrome CACH appelé « leucoencéphalopathie des Cris »,
en référence au peuple autochtone d’Amérique du Nord chez lequel il a été découvert, qui

apparait des la premicre année de vie et qui est rapidement fatal (Fogli et al. 2002).

Le syndrome de CACH est da a des mutations récessives pouvant toucher cinq genes :
EIF2B1, EIF2B2, EIF2B3, EIF2B4 et EIF2B5. Ces genes codent tous pour des sous-unités du
facteur d’initiation de la traduction eukaryote 2 (Eif2b) (van Kollenburg et al. 2006). Malgré une
corrélation génotype/phénotype chez les patients atteints de ce syndrome (Fogli et al. 2002), on

peut observer des variations phénotypiques entre patients porteurs de la méme mutation.

Classiquement, on observe chez les patients une détérioration motrice (principalement
ataxie et spasticité) et cognitive progressive (M. S. van der Knaap et al. 1997) parfois
accompagnée de crises épileptiques. A 'age adulte, les patients peuvent présenter une démence
précoce, des symptomes psychiatriques ou des migraines. Comme dans la MLC les patients
atteints de CACH sont sensibles aux fortes fievres et aux traumas craniens qui provoquent des
épisodes de détérioration majeure (M. S. van der Knaap et al. 1997). Les formes prénatales de ce

syndrome présentent une microcéphalie.

A TIRM, on observe des anomalies de la substance blanche antérieures aux symptomes et
une diminution progressive de cette substance, peu a peu remplacée par des kystes et un cedeme

diffus (M. S. van der Knaap et al. 1997).

Les analyses histopathologiques révelent, un déficit myélinique et une vacuolisation de la
substance blanche (Dooves et al, s.d.), accompagnés d’une diminution du nombre

d’oligodendrocytes qui semblent rester au stade immature (Bugiani et al. 2011). Une vacuolisation
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oligodendrocytaire peut aussi étre observée et ces oligodendrocytes d’aspect « mousseux » sont
considérés comme un phénotype spécifique du CACH (Dooves et al, s.d.). Le nombre
d’astrocytes est également réduit avec une ramification altérée et une modification des filaments
intermédiaires (Bugiani et al. 2011). Ces astrocytes semblent étre a lorigine des déficits
oligodendrocytaires observés. En effet, la maturation d’oligodendrocytes non mutés ou mutés est
altérée en co-culture avec des astrocytes CACH en comparaison a une co-culture avec des
astrocytes non mutés (Dooves et al., s. d.). Cependant la voie mécanistique reliant ces défauts

astrocytaires aux mutations de Eif2B sont encore peu connues.

Ainsi cette pathologie caractérisées par des mutations d’une protéine ubiquitaire présente
essentiellement des anomalies astrocytaires et oligodendrocytaire et la chronologie des anomalies
observées a conduit 'équipe de Marjo van der Knaap a la considérée comme une leucodystrophie
astrocytopathique (Marjo S. van der Knaap et Bugiani 2017). Cependant cette classification peut

etre encore discutée.

Eif2B participe a 'assemblage du ribosome autour de ’ARNm permettant ainsi l'initiation
de la traduction. Certains auteurs postulent quune altération d’Eif2B pourrait étre a 'origine de
dénaturation et de mauvais repliements protéiques en cas de stress (comme un stress thermique
lié a la fievre ou un stress oxydant induit par un trauma cranien) (Marjo S. van der Knaap et
Bugiani 2017). Cependant, aucun impact sur la synthese protéique globale n’a été observé dans
des lymphoblastes de patients en culture soumis a un stress thermique (van Kollenburg et al.

2006).

4.1.2.3. Laleucoencéphalopathie liée 2 CLC2

En 2013, Iéquipe de Marjo Van der Knapp a identifié des mutations du gene CLCNZ
codant pour la protéine CLC2 chez des patients souffrant de leucodystrophie (OMIM no.
615651)(Depienne et al. 2013).

Cette pathologie se caractérise par des altérations neurologiques variables d’un patient a
lautre, des signes caractéristiques a 'IRM, une déficience visuelle modérée et une infertilité
masculine. Parmi les leucodystrophies, la leucoencéphalopathie liée a CLC2 a un diagnostic

favorable, sans mort prématurée malgré I'absence de traitements curatifs (Min et al. 1993).
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Les symptomes neurologiques observés chez les patients sont généralement stables ou

d’évolution lente. On retrouve ainsi couramment :

- Une ataxie et une spasticité généralement modérées,
- Des troubles cognitifs rarement sévéres,
- Plus rarement des symptomes psychiatriques, des maux de téte ou des troubles de

I’audition ou de Poreille interne

Les analyses IRM ont permis d’observer chez ces patients :

- Une augmentation de la quantité d’eau intracérébrale
- Des défauts de la substance blanche dus a une vacuolisation myélinique (Depienne et al.

2013).

Cette pathologie est causée par des mutations du gene CLCNZ affectant sa
protéine CLC2. CLC2 est un canal chlore qui dans le systéeme nerveux central est majoritairement
exprimé a la membrane de certains PAPVs, dans la glie de Bergmann et la gla /imitans, dans les
cellules épendymaires, dans les neurones pyramidaux et dans les oligodendrocytes (Depienne et
al. 2013). Ce canal chlore est connu pour sa participation a 'homéostasie et au transport cellulaire

et a la régulation de l'excitabilité cellulaire (Sirisi et al. 2017).

De facon surprenante, le modele de souris pour cette pathologie a été mis en place avant
la description des premiers patients. En effet, la protéine CLC2 a été suspectée de participer a la
MLC (4.1.1.4 MLC1). En effet, le complexe MLLC1/GlialCAM se lie 2 CLC2 et modifier son
activité zn vitro (Sirisi et al. 2017). Cependant, aucune mutation du gene CLCNZ n’a été observée

chez les patients atteints de MLC (Leegwater et al. 2001).

En 2014, une étude comparant les souris délétées pour Glial CAM, MLC1 ou CLC2 a été
publiée (Hoegg-Beiler et al. 2014). Cette étude a notamment permis de mettre en évidence que
CLC2 ne participait a la localisation ni de MLC1 ni de GlialCAM mais que ces deux protéines
¢taient indispensables a la localisation et a lactivit¢é de CLC2. Ce résultat suggere que la

physiopathologie de la MLLC pourrait avoir une composante liée a CLC2.
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4.1.2.4. La dysplasie occulodentodigitale et le syndrome de

Hallermann-Streiff

Des mutations dominantes du gene GJA7, codant pour la Cx43 causent la dysplasie
occulodentodigitale (DODD) (OMIM : 164200 et 257850). Du fait, de lexpression quasi
ubiquitaire de la Cx43, ce syndrome est pléiotropique et induit des anomalies de la face, des yeux,
des doigts et des dents. Cette pathologie induit également des signes neurologiques variables
entre les patients: spasticité, ataxie, difficulté de posture, troubles cognitifs, surdité, ez
(Loddenkemper et al. 2002). On observe également a I'IRM des anomalies de la substance
blanche plus particuliecrement dans les régions occipitales et périventriculaires des patients et

parfois des calcifications des ganglions de la base (Barnard et al. 1981; Abrams et Scherer 2012)

Le syndrome de Hallermann-Streiff (HSS) est un syndrome sporadique da a des
mutations récessives notamment de GJ.A47. Le DODD et le HSS possedent plusieurs symptomes
communs notamment les anomalies de la face, des yeux et des dents (Abrams et Scherer 2012).
Le HSS peut induire également des déficits neurologiques comme des retards mentaux et des

anomalies a I'imagerie.

4.2. Les leucodystrophies vasculaires

Les leucodystrophies vasculaires, aussi appelées leuco-vasculopathies ou leuco-micro-
angiopathies sont des pathologies génétiques dans lesquelles des atteintes myéliniques sont
observées a la suite de défauts des microvaisseaux cérébraux. Ces pathologies font donc a la fois
partie des leucodystrophies et des maladies de petits vaisseaux. Ainsi, la physiopathologie des
leuco-vasculopathies est sensible a des facteurs de risques vasculaires comme le tabac, le diabete

ou encore hypertension (Marjo S. van der Knaap et Bugiani 2017).
Parmi ces pathologies on retrouve :

- Lartériopathie cérébrale autosomique dominante a infarctus sous-corticaux et
leucoencéphalopathie (CADASIL),
- Dartériopathie cérébrale autosomique récessive a infarctus sous-corticaux et

leucoencéphalopathie (CARASIL),
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- Darthériopathie a infarctus cérébraux et leucoencéphalopathie lice a la
cathepsine A (CARASAL) : une leucodystrophie apparaissant a 'age adulte est due a des
mutations dominantes du gene codant pour la cathepsine A,

- Langiopathie amyloide cérébrale héréditaire due a des mutations dominantes du gene
APP codant pour le précurseur de la protéine 3-amyloide,

- Laleucoencéphalopathie avec calcification et kyste.

En général, ces pathologies sont responsables d’hémorragies ou d’ischémies qui elles-
mémes induisent des Iésions du parenchyme cérébral incluant des Iésions de la substance blanche.
Ces lésions semblent a leur tour étre la cause d’un déclin cognitif et/ou moteur (Marjo S. van

der Knaap et Bugiani 2017).

4.2.1. L.e CADASIL

La premicre description clinique d’un patient vraisemblablement atteint de CADASIL
date de 1976 mais il a fallu attendre les années 1990 pour découvrir le géne lié a cette pathologie

et pour uniformiser les descriptions de patients sous le nom de CADASIL. (Moreton et al. 2014).

Parmis les leucodystrophies, cette pathologie est, pourtant, relativement fréquente. Des
études effectuées en Angleterre ont notamment relevé une incidence comprise entre 1/100 000 et
1/20 000 (Moreton et al. 2014). L’appatition tardive et la vatiabilité des phénotypes observés

dans cette pathologie suggerent que ces chiffres pourraient étre sous-estimés.

Le CADASIL est da a des mutations du gene NOTCHS3 situé sur le chromosome 19 et
codant pour la protéine éponyme (3.1.2 Les voies moléculaires impliquées dans I'angiogenese ;
3.1.3 Maturation vasculaire post angiogénique) (Monet-Leprétre et al. 2013). Cette protéine
transmembranaire contient un domaine extracellulaire contenant une répétition de 34 motifs
« facteur de croissance épidermal » (EGF) comprenant six résidus cystéines. Les mutations
impliquées dans le CADASIL induisent majoritairement une modification du nombre de ces

cystéines dans I'un des six premiers motifs EGF.

Cette modification du nombre de cystéines pourrait ¢tre a origine de polymérisation via
des ponts disulfures de la protéine Notch3 (Monet-Leprétre et al. 2013). Il a en effet été montré
une accumulation de Notch3 muté a la membrane plasmique des cellules musculaires lisses

vasculaires et des péricytes (Monet-Leprétre et al. 2013).
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La présence de dépots osmophiliques granuleux dans les petites artéres est un signe
spécifique du CADASIL (Shuja et al. 2009). Dans des biopsies de patients, ces dépoOts
contiennent un réseau de fibre de collagene et d’élastine mais également une accumulation de la
partie extracellulaire de Notch3. Ces dépots, ainsi que 'accumulation de Notch3 mutée a la
membrane des cellules musculaires lisses vasculaires sont observés dans le systeme nerveux
central mais aussi dans les vaisseaux périphériques des patients et des souris mutées pour
reproduire cette pathologie (Monet-Leprétre et al. 2013). De plus, 'accumulation de Notch3
induit 7z vitro  T'accumulation d’autres protéines comme Iinhibiteur tissulaire de la
métalloprotéase 3 (TIMP3) (Monet-Leprétre et al. 2013). Cette protéine est également présente
dans les dépots provenant de biopsies de patients. Enfin, 'accumulation de Notch3 muté semble
étre le premier signe du CADASIL. L’ensemble de ces observations suggerent donc que

I'accumulation de Notch3 muté est un événement clé dans la physiopathologie du CADASIL.

En effet, les agrégats de Notch3 muté et de TIMP3 alterent la voie d’activation
ADAM17/HB-EGF/(EtbB1/EtrbB4) (Capone et al. 2016). Cette altération semble induire une
activation du canal potassique voltage dépendant (Kv) qui a son tour diminue le couplage

neurovasculaire et altere le flux sanguin cérébral (Capone et al. 2016).

Dans un modele de souris CADASIL mutées pour Notch3, on observe que les anomalies
vasculaires précedent Papparition des lésions de la substance blanche (Joutel et al. 2010). Chez les
patients, 'observation de défaut de la substance blanche par IRM peut précéder apparition des

premiers symptomes (Tournier-Lasserve et al. 1991).

Ainsi, on peut supposer que la polymérisation de Notch3 muté a lorigine d’agrégats de
TIMP3 dans la lame basale qui alterent les fonctions vasculaires, induisant des défauts

myéliniques eux-mémes a 'origine des symptomes cliniques du CADASIL.

Généralement, les premiers symptomes se manifestent entre 20 et 30 ans par des
migraines avec aura (Tournier-Lasserve et al. 1991). En revanche, les manifestations ischémiques
apparaissent en moyenne vers 40 ans et sont le signe clinique le plus fréquent chez les patients
(Tournier-Lasserve et al. 1991). En effet, environ 60 % des patients présentent des ischémies
transitoires ou completes (Hugues Chabriat et al. 2009). Ces évenements ischémiques peuvent

induire des difficultés exécutives, des apathies voire des troubles séveres de 'humeur.

Les troubles de ’'humeur (mélancolie profonde, dépression sévere, épisodes maniaques)
sont retrouvés chez 20 % des patients souffrant de CADASIL (H. Chabriat et al. 2020). Les
apathies sont, elles, observées dans 40 % des cas (H. Chabriat et al. 2020).
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Les symptomes les plus tardivement observés sont la démence, des déficits moteurs
(syndrome pseudo-bulbaire, incontinence urinaire) et les troubles posturaux, ils apparaissent

généralement entre 60 et 70 ans (H. Chabriat et al. 2020).

Si la démence apparait au dernier stade du CADASIL, les premiers signes de déclins
cognitifs peuvent apparaitre des 30 ans (Buffon et al. 2000) et sont ensuite majorés par les

ischémies (Hugues Chabriat et al. 2009).

Actuellement, il n’existe pas de traitement pour soigner cette leucodystrophie. Un
anticorps dirigé contre la forme mutée de Notch3 a cependant été développé. Lorsqu’il est
administré a un modeéle de souris CADASIL, on observe une amélioration du couplage
neurovasculaire malgré une absence d’amélioration des lésions de la substance blanche ni des

dépots Notch3 (Ghezali et al. 2018).

4.2.2. L.e CARASIL

Le CARASIL est un syndrome tres proche du CADASIL par ses caractéristiques
cliniques et ses résultats de I'IRM cérébrale et son age moyen d’apparition (30 ans) (Uemura et al.

2020).

La premicre description de ce syndrome date également de 1976 (Maeda et al. 1976;
Bianchi et al. 2014).

Enfin, toujours de manicre similaire au CADASIL, les vaisseaux sanguins du systeme
nerveux central mais aussi des organes périphériques sont touchés, induisant notamment une

alopécie chez les patients.

Cette leuco-vasculopathie est induite par des mutations « perte de fonction » bi-alléliques
du gene de la sérine protéase HTRA1 (en anglais : high-températuree requirement A serine peptidase 7).
Cette protéase de 51 kDa environ, appartient a la famille des protéines chaperonnes et forme des

homotrimeéres.

HTRAT1 semble impliquée dans le métabolisme de différentes protéines extracellulaires
comme le collagene de type III ou la fibronectine (Campioni et al. 2011) et a également un role
dans la régulation de la voie TGF. Plusieurs mécanismes d’action de HtrA1l ont été proposés : le
clivage extracellulaire du TFGp mature, le clivage de son récepteur et la dégradation de la forme

latente du TGFB (Beaufort et al. 2014; Uemura et al. 2020). Ces différentes études, les
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symptomes observés chez les patients et 'accumulation de TGFB dans la lame basale vasculaire
des patients (Uemura et al. 2020) suggerent que 'altération de la voie TGF serait un élément clé

de la physiopathologie du CARASIL.

4.3. Autres leucodystrophies

43.1. Les altérations oligodendrocytaires ou troubles

myéliniques

Le role des oligodendrocytes et/ou de la myéline est prépondérant dans les troubles

myéliniques. Ces troubles peuvent se diviser en trois sous-groupes :

- Les pathologies hypomyélinisantes, ou la formation de myéline est altérée, comme dans la
maladie de Pelizacus-Merzbacher (pathologie dans laquelle des mutations « gain de
fonction » du gene PLLP provoque une dégénérescence oligodendrocytaire a lorigine
d’une hypomyélinisation).

- Les pathologies démyélinisantes dans lesquelles la myéline est altérée apres sa formation,
comme dans la leucodystrophie métachromatique, une pathologie lysosome apparaissant
chez les adolescents porteurs de mutations récessives du gene ARSA).

- Les pathologies de la vacuolisation primaire ou secondaire de la substance blanche.

Parmi ces dernicres, on peut citer la maladie de Canavan, une des maladies dégénératives
cérébrales de enfant les plus répandues (incidence dans une population juive ashkénaze : 1/6000
a 1/14,000)(Zayed 2015). La maladie de Canavan est due a des mutations du gene ASPA
induisant un déficit en aspartocylase entrainant lui-méme une accumulation d’acide N-
acetylaspartique dans le cerveau. Comme la MLLC, cette pathologie commence généralement par
une macrocéphalie dans la premicre année de vie et est suivi par une dégénérescence motrice et
cognitive probablement due a la vacuolisation myélinique observée chez ces patients (Baslow et
Guilfoyle 2009; Bokhari, Samanta, et Bokhari 2021). On observe également des astrocytes
cedémateux dans les tissus de patients, suggérant une altération du métabolisme astrocytaire.

Certains auteurs postulent méme que ce déficit serait a 'origine des défauts myéliniques observés

(Baslow et Guilfoyle 2009).
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4.3.2. Les leuco-axonopathies

Les leuco-axonopathies sont des pathologies de la substance blanche secondaires a une

dégénérescence neuronale ou axonale.

Ces pathologies sont difficilement différenciables des troubles myéliniques. En effet, dans
le premier cas on observe une dégénérescence axonale ou neuronale suivi d’'une dégénérescence
myélinique secondaire, tandis que dans le second cas on observe le plus souvent ces deux
phénomeénes de manicre inversés (la dégénérescence myélinique induit une dégénérescence

axonale et neuronale secondaire).

4.3.3. Les Microgliopathies

Les microgliopathies sont dues a des mutations de genes spécifiques aux microglies
(Marjo S. van der Knaap et Bugiani 2017) comme la leucoencéphalopathie héréditaire diffuse
avec sphéroides axonaux. Cette pathologie aussi appelée leucoencéphalopathie liée a CSF1R est
une microgliopathie due a des mutations dominantes de CSF1R qui est spécifiquement exprimé
dans le cerveau par les microglies. Ce syndrome induit des changements de personnalité, des
symptomes moteurs et une dépression chez la plupart des patients qui en sont touchés (Stabile et
al. 2016). Ce phénotype clinique semble étre di a une raréfaction et une vacuolisation de la
substance blanche. Le signe distinctif de cette pathologie est la présence d’axones cedémateux et

de sphéroides axonaux (Sundal et al. 2014).

A Tétat physiologique, les microglies participent au développement et au maintien de la
myéline. Mais leur capacité pro-inflammatoire et leur sécrétion de cytokines en cas d’activation
pourraient aussi étre a origine d’effets déléteres sur la myéline. Cette hypothése a été proposée
pour expliquer la physiopathologie d’'une autre microgliopathie : la maladie de Nasu-Hakola.
Cette leucodystrophie est due a des mutations des geénes microgliaux TREM?2 et TYROB

induisant une inflammation cérébrale (Takahashi, Rochford, et Neumann 2005, 2).
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RESULTATS EXPERIMENTAUX

1. ARTICLE 1

Les astrocytes, principales cellules gliales du systeme nerveux centrales sont des cellules
morphologiquement complexes. Leurs nombreuses ramifications permettent a ces cellules
d’interagir avec les synapses et les vaisseaux sanguins. A interface vasculaire, les prolongements
astrocytaires sont terminés par des pieds qui couvrent la quasi-totalité des vaisseaux sanguins. Ces
pieds sont des composants essentiels de I'unité gliovasculaire, unité impliquée dans différentes
fonctions cérébrales majeures comme le maintien de lintégrité de la barricre hémato-
encéphalique. Cependant, le développement spécifique des interactions fonctionnelles et
morphologique entre compartiment astrocytaire et vasculaire n’a pas été enticrement décrit. Nous
avons, par une stratégie expérimentale innovante, étudié le développement postnatal des pieds
astrocytaires périvasculaires (PAPVs). En effet, via une technique de purification d’unités
gliovasculaires de souris, nous avons étudié spécifiquement I'expression postnatale de MLC1 et
GlialCAM, deux protéines transmembranaires formant un complexe enrichi a la jonction des
PAPVs matures. Ainsi, nous avons observé que I'enrichissement et le couplage en un complexe
mature de MLC1 et Glial CAM dans les PAPVs se produisaient entre les jours postnataux (P) 10
et 15, apres la formation des canaux aqueux Aquaporine 4. Dans ce méme intervalle, nous avons
également observé une augmentation de Pexpression de la Claudine-5 et de la glycoprotéine-P,
deux protéines endothéliales spécifiques essentielles a la barriere hémato-encéphalique. Ces
résultats indiquent que la maturation moléculaire des PAPVs est un processus complexe et
graduel corrélé avec la maturation de la barriere hémato-encéphalique. De plus, ils suggerent que
la maturation du complexe MLC1/Glial CAM au sein des PAPVs entre les stades P10 et P15

pourrait étre un évenement clé de la maturation de I'unité gliovasculaire.

91



92



2.

ARTICLE 2

Le réseau vasculaire cérébral est un réseau dense et essentiel a la distribution d’oxygene et
de nutriment vers les cellules neurales. Ce réseau se développe au cours de 'embryogénése et
jusqu’au jour postnatal (P) 21 chez la souris, et donne lieu a la formation de la barri¢re hémato-
encéphalique endothéliale. Cette barriere est entourée de cellules murales (péricytes et cellules
musculaires lisses vasculaires) et de fibroblastes. Dans cette étude, nous avons comparé les
propriétés moléculaires et fonctionnelles des cellules vasculaires cérébrales entre P5 et P15. Nous
avons pour cela effectué une étude transcriptionnelle de vaisseaux purifiés de cortex de souris a
P5 et P15 et étudié le profil de transcrits préférentiellement ou spécifiquement exprimés par les
différentes cellules vasculaires identifiés dans des banques de données publiques de séquengage
en cellules uniques. Nos résultats indiquent que les cellules endothéliales, les cellules musculaires
lisses vasculaires et les fibroblastes suivent une maturation moléculaire postnatale. En particulier,
les cellules endothéliales acquicrent des capacités d’efflux médiées par la glycoprotéine-P. Le
réseau des cellules musculaires lisses vasculaires artérielles s’étend, s’enrichi en protéines
impliquées dans la vasoconstriction (comme lactine musculaire lisse, ou la chaine lourde de
myosine 11) et devient contractile. Le flux vasculaire cérébral analyser en IRM augmente
également. En analysant des échantillons de tissus cortical humain allant de stade prénataux
précoces jusqu’a 'age adulte, nous avons observé une augmentation de I'expression endothéliale
de glycoprotéine-P a la naissance et une maturation significative de myosine 11 dans les cellules
musculaires lisses vasculaires (comme chez la souris) a partir de la naissance et jusqu’a I’age de 5
ans. Ainsi, chez la souris et 'humain, la période postnatale est une étape critique au cours de
laquelle les propriétés essentielles du réseau vasculaire cérébral (c’est-a-dire, I'efflux endothéliale
nécessaire a la protection du tissu cérébral et responsable de la pharmacorésistance du cerveau, et
la contractilité des cellules musculaires lisses vasculaires nécessaire au tonus vasculaire et a la

perfusion cérébrale) arrivent a maturation.
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3.

ARTICLE 3

L’absence de la protéine astrocytaire spécifique MLC1 est responsable de la
mégalencéphalie leucoencéphalopathique a kystes sous-corticaux (MLC), une forme rare de
leucodystrophie. Cette pathologie est caractérisée par une macrocéphalie précoce et une
vacuolisation progressive de la substance blanche induisant ataxie, spasticité et déclin cognitif.
Comme nous 'avons observé précédemment, au cours du développement post-natal (du jour
postnatal (P)5 a P15 chez la souris), MLC1 forme un complexe transmembranaire avec
GlialCAM a la jonction de pieds astrocytaires périvasculaires (PAPVs) (Article 1) qui forment
avec les vaisseaux sanguins cérébraux qu’ils recouvrent, I'unité glio-vasculaire. De plus, nous
avons observé a ces mémes stades une maturation des cellules endothéliales et musculaires lisses
vasculaires (Article 2). Nous avons donc, ensuite analysé I'unité gliovasculaire dans des souris
délétées pour le gene Mlcl reproduisant la physiopathologie de la MLC. L’absence de MLC1
induit une accumulation de fluide dans le cerveau mais sans modification de l'organisation
endothéliale ou de Tintégrité de la barriecre hémato-encéphalique. A partir du stade P10,
P'acquisition de la contractilité par les cellules musculaires lisses vasculaires est altérée, induisant
une diminution significative de la perfusion artérielle et du couplage neuro-vasculaire. Ces
anomalies sont corrélées avec des altérations de la morphologie et de la polarité astrocytaire, une
désorganisation structurale des PAPVs et une diminution de la circulation intraparenchymale du
liquide céphalorachidien. Ainsi, MLLC1 est nécessaire au développement postnatal, a 'organisation
des PAPVs, au controle de la vasoconstriction et a la clairance intraparenchymale du fluide
interstitiel. Nos résultats suggerent que (i) la MLC est une pathologie du développement de l'unité
gliovasculaire et (if) que la maturation des PAPVs et des cellules musculaires lisses vasculaires
sont des primo-événements de la physiopathologie de la MLC et constituent donc des cibles

thérapeutiques pour cette pathologie.
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RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

1. LA MATURATION DU COMPLEXE MLC1/GLIALCAM EST
CORRELEE A L’AUGMENTATION DES ARNM CORRESPONDANTS

DANS LES PVAPS.
1.1. Introduction

Dans I’Article 1, nous avons étudié 'expression postnatale de MLC1 et GlialCAM, chez la
souris. Nos résultats indiquent qu’il n’y a pas de modification du taux d’expression des deux
protéines au cours du développement postnatal dans le cerveau entier (Article 1, Figure 2 et 3).
En revanche, nous avons observé une augmentation des protéines dans les unités gliovasculaires
isolées et donc de facto, dans les PAPVs entre les stades P10 et P15 (Article 1, Figures 2 et 3).
Ces résultats suggérent une maturation postnatale du complexe MLC1/GlialCAM, entre les

stades P10 et P15 dans les PAPVs.

Dans un article publié en 2017, nous avions observé I'existence d’une traduction locale
dans les PAPVs et postulé que ce processus pourrait participer a la polarisation protéique de ce
compartiment (Boulay et al. 2017). Une traduction locale des ARNm codant MLLC1 et Glial CAM
dans les PAPVs pourrait expliquer 'augmentation locale des protéines. Pour tester cette
hypothese, j’ai comparé par qPCR I'expression des ARNm MLC1 et HepaCAM, dans le cerveau
et les PAPVs.

1.2. Meéthodes

Les méthodes permettant 'obtention des tissus (hémispheres et unités gliovasculaires
isolées) ainsi que la méthode de qPCR ont été décrits dans I’Article 3. Nous avons utilisé les

amorces :

- HepaCAME : GACCGCCTAAAATCAGAAGCA et HepaCAMR :
TGGCTCTGTAGCAGGGTTTT
- MkTF: TCAGTGCGATTCCCAACTTTCA et M/leT R :
GGACCGGGCCGAATGAT
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1.3. Résultats et discussion
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Figure 1: Analyses qPCR de I’expression des ARNm codant pour MLC1 (A et C) et
GlialCAM (B et D), dans des échantillons de tissus cérébraux (A et B; N=4 par
génotype) et des échantillons de microvaisseaux isolés (C et D ; N=5 par génotype). Ces
comparaisons ont été effectuées par test de Mann-Whitney et les résultats sont présentés

en boite de Tukey. *, p < 0,05, **, p < 0,01, ***, p < 0,001, and ns : non significatif.

Nous avons observé une augmentation significative des ARNm MLC1 et HepaCAM dans
les PAPVs (Figure 1C, D) entre les stades P10 et P15 sans augmentation dans le tissu cérébral
total (Figure 1A, B). Ces résultats suggerent que les deux ARNm acquicrent leur localisation
périvasculaire entre ces deux stades, ce qui semble tout d’abord confirmer que I'intervalle entre
P10 et P15 est un stade clé de la maturation moléculaire postnatale des PAPVs. A ces stades, la
couverture astrocytaire périvasculaire est pratiquement totale. Ainsi, ces résultats suggerent que le
transport des ARNm MLC1 et HepaCAM et leur traduction locale seraient des mécanismes
déterminants pour la mise en place du complexe MLC1/Glial CAM dans les PAPVs. De plus, si
la traduction locale est un mécanisme important pour la maturation moléculaire des PAPVs,
d’autres protéines des PAPVs pourraient étre concernées. Ces explorations sont en cours au

laboratoire.
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2. IMPLICATION DE MLC1 DANS LE DEVELOPPEMENT

PERICYTAIRE POSTNATAL.

2.1. Introduction

Les péricytes et les cellules musculaires lisses vasculaires forment un continuum cellulaire.
Nous n’avons pas analysé si les péricytes présentaient comme les VSMCs un défaut de
maturation dans les souris M/7 KO. Pour aborder cette question, nous nous sommes basés sur
I’étude de deux marqueurs péricytaires spécifiques : Keny§ et Abecd identifiés dans I’Article 2. Nous

avons comparé leur expression chez les souris M7 KO et WT.

2.2. Méthodes

Les animaux utilisés dans cette expérimentation ont été décrits dans I’Article 3. Les
méthodes de purification des microvaisseaux cérébraux et de quantification des ARNm par

qPCR, ainsi que les amorces utilisées ont été décrits dans Article 2.

2.3. Résultats et discussion

L’expression de Ke§ n’est pas modifiée aux stades étudiés, mais Pexpression d’Abec9 est

significativement diminuée a P10 et P15 (Figure 2).
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Figure 2: Analyse qPCR de D’expression des marqueurs péricytaire est
modifiée en ’absence de MLC1. Comparaison par qPCR de I’expression de Kcnj8 et
Abcc9 dans des microvaisseaux purifiés de souris WT (noir) et M/c7 KO (rouge) a P5, P15
et P60. Le signal a été normalisé sur Gapdh. Ces comparaisons ont été effectuées par test
de Mann-Whitney et les résultats sont présentés en boite de Tukey, N= 4 souris par stade

et par génotype. *, p = 0,05, **, p < 0,01, ***, p = 0,001, and ns : non significatif.
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Ces résultats suggerent que (i) la proportion de péricytes est inchangée dans les
souris M/e1 KO, (ii) que les péricytes issus de ces souris présentent un défaut d’expression de
Abecd  transitoire. Ce résultat est a confirmer au niveau protéique. Abee9 code pour la
protéine Sulfonilurea 2 (aussi appelée SUR2 ou ABCCY) qui est un transporteur potassique
dépendant de T'ATP. Or, nous avons observé une diminution de lexpression totale et
périvasculaire du transporteur potassique astrocytaire Kir4.1 (Article 3, Figure 4). L.a diminution
de Sulfonylurea 2 pourrait donc aussi contribuer a une altération de ’homéostasie potassique

périvasculaire.

3. IMPLICATION DES CONNEXINES ASTROCYTAIRES DANS LA

PHYSIOPATHOLOGIE DE LA MLC

3.1. Introduction

Les astrocytes expriment majoritairement deux connexines, la Cx43 et la Cx30 qui
forment des jonctions communicantes indépendantes ou communes (Orthmann-Murphy et al.
2007). Des études ont montré un lien direct entre les protéines MLC1 ou son partenaire
GlialCAM et Cx43 (Lanciotti et al. 2020; Wu, Moh, et Schwarz 20106b) suggérant que I'absence de
MLC1 pourrait modifier les jonctions communicantes Cx43. Nos résultats montrent une
réorganisation périvasculaire de Cx43 avec augmentation du nombre et de la taille des particules
plaques. Cette augmentation de taille a été observée récemment chez des souris délétées pour
Glial CAM, un autre modele de MLC (Baldwin et al. 2021). Nous avons cherché a savoir si le

défaut de Cx43 était spécifique de cette connexine ou concernait également la Cx30.

3.2. Meéthodes

Les animaux utilisés dans cette expérimentation et les méthodes de quantification de
Iexpression protéique par Western-blot ont été décrits dans I’Article 3. Nous avons utilisé un

anticorps de lapin anti-Cx30 (Invitrogen : 712200 invitrogen; dilution : 1/500).

3.3. Résultats et discussion

A la différence de Cx43, I'expression de Cx30 débute seulement au stade P10 (Ribot et al.
2020). Notre quantification de la Cx30 cérébrale entre les stades P10 et adulte (Figure 3A) ne

montre aucune différence entre les souris M7 KO et les souris WI. Cependant, en
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immunofluorescence sur des coupes dhippocampe de souris adultes WT et Mi7 KO
(Figures 3B), nous avons observé T'existence de points de marquage Cx30 périvasculaires

beaucoup plus larges chez les souris M7 KO, comme observé pour Cx43 (résultat non encore

quantifié).
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Figure 3 : Etude préliminaire des connexines astrocytaires en ’absence de MLCI.
A : Analyse par Western-blot de I'expression de Cx30 dans le tissu cérébral de souris WT
(noir) et M/e1 KO (rouge) a P10, P15 et 2 mois (P60). Ces comparaisons ont été effectuées
par test de Mann-Whitney et les résultats sont présentés en boite de Tukey, N=4 a 5
souris par stade et par génotype. B : Projections d’images de microscopie confocale de la
détection par immunofluorescence de la Cx30 (rouge) et de GFAP (vert) dans des coupes
d’hippocampes de souris WT et M/7 KO de deux mois. Les noyaux sont marqués par
coloration Hoecsht (bleu) et les vaisseaux par I’isolectine B4 (blanc). Barres d’échelle :

20 um. *, p = 0,05, **, p < 0,01, *** p < 0,001, and ns : non significatif.

Nos résultats préliminaires ne montrent pas de corrélation régionale car on observe ces
changements dans les différentes régions de ’hippocampe, dans le cortex et le corpus callosum. De
plus, 'accumulation de Cx43 des souris M/A7 KO n’est pas systématiquement corrélée a celle de
Cx30. Nous n’avons pas d’explication a I'hétérogénéité de ces mécanismes. Cx30 régule la
morphologie des prolongements astrocytaires périsynaptiques et la plasticité synaptique
(Pannasch et al. 2014). Les changements de niveau d’expression de Cx30 autour de certains
vaisseaux chez les souris M/7 KO pourraient donc contribuer aux changements morphologiques

des astrocytes et avoir des effets sur la neurotransmission.
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4. ALTERATION DE LA DENSITE SYNAPTIQUE DANS NOTRE

MODELE MURIN DE MLC

4.1. Introduction

Un des phénotypes les plus marquants lié a ’'absence de MLLC1 est la présence de fibres
neuronales au contact de I'endothélium. Ces changements pourraient impliquer un remaniement

des synapses périvasculaires. Nous avons donc mesuré la densité synaptique dans notre mod¢le

murin de MLC.

4.2. Méthode

Les animaux utilisés dans cette expérimentation ont été décrits dans I’Article 3. La
méthode de TEM a, également, été décrite dans I’Article 3. Les méthodes d’immunofluorescence
et d’imagerie confocale ont été décrites dans I’Article 3. Nous nous sommes concentrés pour
cette étude sur les synapses glutamatergiques et utilisé des anticorps lapin anti-Homer
(synaptic systems : 160003 ; dilution : 1/200) et cobaye anti-Vglut (synaptic systems : 135304 ;
dilution : 1/200) et les anticorps secondaires et molécules citées dans ’Article 3 et un anticorps

chevre anti-cobaye 488 (Life Technologies : A-11076 ; dilution : 1/2000).

L’analyse de la répartition des synapses glutamatergiques par rapport aux microvaisseaux a

été effectuée en utilisant un plugin Fiji (Schindelin et al. 2012) développé au laboratoire.
Brievement, les vaisseaux (canal Isolectin B4) ont été segmentés en utilisant un filtre de différence
de gaussienne, suivi d’un seuillage (méthode « Triangle dark »). Les particules Vglut et Homer ont
été détectées en utilisant un filtre médian, puis une différence de gaussienne et un seuillage
(méthode « Moments dark »). Les objets 3D correspondants aux vaisseaux et aux particules Vglut
et Homer ont été labellisés en utilisant la bibliotheque 3D ImageSuite (Ollion et al. 2013). La
position des synapses a été définie comme la distance au centre entre un point Vglut et un

point Homer ayant au moins un voxel co-localisé. La distance de chaque synapse aux vaisseaux a

été calculée en utilisant 'inverse de la carte des distances des vaisseaux.

4.3. Résultats et discussion

Nos résultats préliminaires montrent qu’a l'age adulte, la densit¢é de synapses
glutamatergiques dans le cortex chez les souris M7 KO est augmentée dans le parenchyme mais

diminuée autour des vaisseaux (a moins d’1 um du marquage Isolectine B4) (Figure 4).
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Figure 4 : Analyse de la densité synaptique en I’absence dans notre modéle
murin de MLC. A : Projections d’images de microscopie confocale représentatives de la
détection par immunofluorescence de Vglut (rouge), Homer (vert) dans des coupes
corticales de souris WT et M/c7 KO de deux mois. Les vaisseaux sanguins ont été marqués
par I’isolectine B4 (IB4 ; blanc). Les noyaux sont marqués par coloration Hoecsht (bleu).
Barres d’échelle : 20 pm. B et C : quantification de la densité synaptique générale (B) ou a
proximité des vaisseaux (C) effectuée sur les images représentées en A. Ces comparaisons
entre souris WT (noir) et M/c7 KO (rouge) ont été effectuées par test de Mann-Whitney et
les résultats sont présentés en boite de Tukey. 4 images par souris de 3 souris par
génotype ont été utilisées pour cette analyse (soit N=9 par génotype). *, p = 0,05, **,

p = 0,01, *** p < 0,001, and ns : non significatif.

La différence entre les synapses parenchymales et proches des vaisseaux est surprenante. Elle

suggere Pexistence de mécanismes agissant sur la synaptogénese ou I’élimination des synapses en

fonction de la proximité aux vaisseaux (Chung et al. 2013). L’existence de zones endothéliales

non couvertes par les PAPVs en I'absence de MLC1 pourrait entrer en jeu. Il existe en effet

plusieurs signaux secrétés par les cellules endothéliales et régulant la synaptogénese (Tillo,

Ruhrberg, et Mackenzie 2012). Dans une publication récente, une diminution des synapses

inhibitrices dans la région L1 du cortex visuel a été observée dans le modele murin délété pour

Glial CAM (Baldwin et al. 2021). Ces résultats confirment que le complexe MLC1/Glial CAM est

impliqué dans le développement synaptique. Il serait donc intéressant de poursuivre I'étude dans

103



notre mode¢le en analysant les synapses inhibitrices et également ces mécanismes entre P5 et P15

au moment ou la synaptogénese est active.

5. MECANISTIQUE DE LA PHYSIOPATHOLOGIE DE LA MLC

Afin de comprendre par quels mécanismes, une astrocytopathie comme la MLC induit
des défauts de la contractilité des cellules musculaires lisses vasculaires, nous avons utilisé deux
approches. Premi¢rement une approche ciblée, découlant des effets observés qui nous a conduits

a étudier la voie d’activation du TGFJ. Puis une seconde approche ouverte de séquengage ARN.

5.1. TGFJ
5.1.1. Introduction

TGEB est une protéine sécrétée par les astrocytes et connue pour sa participation a la
maturation des cellules musculaires lisses vasculaires (Introduction, 3.1.3.3. La maturation des
cellules murales). Cette protéine peut agir sur deux récepteurs: Alk-1 qui induit la
phosphorylation activatrice de Smad 1, 5 et 8 aboutissant généralement une dédifférenciation
cellulaire et Alk-5 qui lui induit la phosphorylation activatrice de Smad 2 et 3 induisant une
différenciation cellulaire (S. Chen, Kulik, et Lechleider 2003; Marie-Jos¢é Goumans et al. 2002;
Ota et al. 2002). Nous avons commencé a caractériser 'activation de la voie TGFf au cours du

développement dans notre modele murin de MLC.

5.1.2. Méthode

Les animaux utilisés dans cette expérimentation ont été décrits dans I’Article 3. La
méthode de quantification de I'expression protéique par Western-blot et immnuofluorescence ont
été décrits dans I’Article 3. Nous avons utilisé un anticorps de lapin anti-pSmad1/5/8 (MMCRI :
Vl1i31 ; dilution : 1/1000).

5.1.3. Résultats et discussion

Nos résultats préliminaires indiquent une diminution de pSmad1/5/8 dans le cerveau

apres P15 (Figure 5A). Cependant, ces résultats préliminaires ont été obtenus a partir de tissus
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totaux et on ne peut donc pas conclure quant au type cellulaire impacté par cette diminution.
L’approche par Western-blot sur des vaisseaux isolés s’est révélée infructueuse (pas de signal). Nous
avons donc étudié la phosphorylation de ces protéines sur des coupes hippocampales de cerveaux
de souris adultes M7 KO et WT (Figure 5B). Nos résultats préliminaires montrent bien le
marquage nucléaire attendu mais pas de marquage dans les cellules vasculaires, a I'inverse des
neurones et des astrocytes. La quantification de ce marquage n’a pas encore été réalisée. De plus,
cette étude nécessite d’étre complétée par I'analyse de la voie Alk-5/Smad2/3 du TGFB afin de
vérifier si Iactivation des deux voies est diminuée chez les souris M/A7 KO, suggérant une
diminution du TGFJ ou si seulement de la voie Alk-1, suggérant une diminution de I’activation
du récepteur Alk-1 ou de la transduction du signal. Enfin, il serait intéressant de vérifier quels
types cellulaires sont impactés par la modification de la voie TGFB par une étude
transcriptomique des différents types cellulaires en se concentrant sur la transcription de geénes
typiquement induits par 'activation de la voie TGF@ comme C-zyc ou Snail (D. Peng, Fu, et Sun
20106).
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Figure 5 : Effet de la déficience en MLC1 sur la voie Smad 1/5/8. A : Analyse par
Western-blot de ’expression des Smad 1/5/8 phosphorylées dans le tissu cérébral de
souris WT (noir) et M/c7 KO (rouge) a P5, P15 et 2 mois (P60). Ces comparaisons ont été
effectuées par test de Mann-Whitney et les résultats sont présentés en boite de Tukey N=4
a 5 souris par stade et par génotype. B : Projections d’images de microscopie confocale de
la détection par immunofluorescence des Smad 1/5/8 phosphorylées (rouge), GFAP (vert)
dans des coupes d’hippocampes de souris WT et M/c7 KO de deux mois. Les noyaux sont
marqués par coloration Hoeschst (bleu) et le pourtour des vaisseaux sanguins a été
reproduit en jaune. Barres d’échelle : 50 um. *, p = 0,05, **, p = 0,01, *** p < 0,001, and

ns : non significatif.
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5.2. Séquengage ARN
5.2.1. Introduction

Afin d’étudier les différentes voies moléculaires potentiellement impliquées dans la
physiopathologie de la MLC, nous avons effectué un séquencage des ARNm astrocytaires du

cortex et de ’hippocampe des souris M7 KO et WT adultes.

5.2.2. Méthodes

Le séquencage des ARNm été effectué en collaboration avec la plateforme de génomique
de I'Ecole normale supérieure (Institut de Biologie de I'Ecole normale supérieure, Paris), la
méthode de séquengage par wune technique illumina et alignés sur le génome
Mus musenlus (Ensembl version 91) grace au logiciel STAR 2.7.2b. Les résultats ont été analysés en
suivant la méthode Eoulsan (Jourdren et al. 2012). Les échantillons ont été obtenus par une
méthode de purification des polysomes astrocytaires (en anglais : franslating ribosome affinity
purification ; TRAP) décrite dans un article publié par notre laboratoire en 2020 (Mazaré et al.
2020). Succinctement, nous avons croisé des souris WT et M7 KO avec des souris Akdh1/1-
¢GIP/Rp/10a exprimant une protéine ribosomale Rpl10a fusionnée a la protéine fluorescente
verte GFP uniquement dans les astrocytes et isolé les polysomes des cortex et hippocampes (n=4
par banque WT et Mk7 KO) de souris males résultant de ces croisements par

immunoprécipitation dirigée contre la GFP.

Certains résultats du séquengage ont été vérifiés par qPCR (dont la méthode a été décrite
dans I’Article 3) a partir de N=3 ou 4 nouveaux échantillons par génotype. Les amorces utilisées
dans obtention des résultats présentés ici sont :

- AgF: CTGGATTTATCCACTGACCCAGTTC et R:

TGGACTCCAGGCAGCTGAGA

- P11 F GTGCTGGGGCAGTGCTGGAG et R : TGGGGCCTGAGTAGCCCGTG
- Key10F : TGGTGTGGTGTGGTATCTGG et R : TGAAGCAGTTTGCCTGTCAC
- SparcF : CCACACGTTTCTTTGAGACC et R : AAACCGAAGAGGAGGTGGTG
- Hey/F: GTCTTGCAGATGACCGTGGA et R : CTCGGGCATCAAAGAACCCT

La méthode de quantification de I'expression protéique par Western-blot et I'anticorps
secondaire employés ont été décrits dans I’Article 3. Nous avons également, pour cette

expérimentation, utilisé un anticorps de chévre anti-Sparc (AF942-SP ; dilution : 1/500).
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5.2.3. Résultats et discussion

Les principaux ARNm exprimés différentiellement entre les souris M7 KO et WT sont

représentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). Il est a noter que seulement deux banques par

génotype ont été analysées en raison d’une erreur de manipulation diminuant fortement la

robustesse de cette étude.

Geéne Description des génes Nombre de | log2 Fold changes | P adjusted-
lectures KO vs WT values
Btafl B-TFIID TATA-box binding protein | 312.97 -2.09314772 0.00024327
associated factor 1
Sik1 salt inducible kinase 1 125.71 -2.067083066 0.00066783
Fos FBJ osteosarcoma oncogene 19971 -1.73786885 4.4821E-06
Scd1 stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 21523 -1.60127104 3.5316E-06
Nrdal nuclear receptor subfamily 4, group A, | 834.22 -1.58299704 2.9811E-05
member 1
Heyl hairy/enhancer-of-split related with YRPW | 1319.2 -1.51729583 0.0021817
motif-like
Sparc secreted acidic cysteine rich glycoprotein 8240.6 -1.50480373 0.00055569
Agt angiotensinogen 4237.4 -1.42824767 0.03853225
Ide insulin degrading enzyme 2974.2 -1.34281989 0.0064115
Spp1 secreted phosphoprotein 1 432.38 -1.2966638 0.05955529
Prgsl prostaglandin-endoperoxide synthase 1 355.09 -1.2434704 0.02370312
Cntfr ciliary neurotrophic factor receptor 27524 -1.16283971 0.00081375
Cyro61 cysteine rich protein 61 567.53 -1.07983488 0.04536573
Ephbl Eph receptor Bl 1205.3 -1.03114002 0.0232356
Kcnjl0 | potassium  inwardly-rectifying  channel, | 1212.2 -1.01215634 0.05382943
subfamily |, member 10
Fdft1 farnesyl diphosphate farnesyl transferase 1 6494.1 -0.92554189 0.03606275
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Tubb2Zb

Markl

Eginl
Tada2b
Heca

Khdrbs3

Znr2
Wdty1

Fn3ktp

tubulin, beta 2B class 1B

MAP/microtubule affinity regulating kinase
1

egl-9 family hypoxia-inducible factor 1
transcriptional adaptor 2B
hdc homolog, cell cycle regulator

KH domain containing, RNA binding,

signal transduction associated 3
zinc and ring finger 2
WD repeat and FYVE domain containing 1

fructosamine 3 kinase related protein

6589.7

742.88

2585.2

637.35

617.51

3516.2

526.42

760.38

1128.9

-0.904640061

1.23650449

1.27094357

1.37296501

1.38248619

1.59518105

1.92409092

2.34883138

3.25735846

0.04180522

0.04180522

0.00021276

0.00909832

0.01821855

2.222E-05

4.4821E-06

1.1503E-10

8.1488E-21

Tableau 1: ARNm montrant une différence significative entre astrocytes WT et Mlc1 KO (étude réalisée a

2 mois sur le cortex et ’hippocampe). La p-value représentée est calculée selon la méthode de Benjamini-

Hochberg. Les données brutes sont présentées en annexe.

Parmi les molécules différentiellement exprimées, plusieurs pourraient potentiellement

expliquer les observations effectuées dans notre modéle. Nous avons donc vérifié 'expression de

ces molécules par qPCR sur de nouveaux échantillons (Figure 6). Ainsi, nous avons confirmé une

expression différentielle des ARNm Btfal, Sikl, Secdl, Nrial, Heyl, Sparc, Agt, lde, Kcnjl0,

Englnl et Wdfyldans les astrocytes des souris M7 KO. En revanche, nous n’avons pas confirmé
ces résultats pour les ARNm Fos, Spp?, Ptgsl, Cyr61, Markl, Tada2b, Heca, Khdrbs3 et Fn3krp.
Enfin, les ARNm Cutfr, Ephb1, Fdft1, Tubb2 et Znrf2 n’ont pas encore été testés en qPCR.
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Figure 6 : Validation des résultats de séquengage par qPCR. Ces comparaisons ont été
effectuées par test de Mann-Whitney a une aile et les résultats sont présentés en boite de
Tukey. N=3 a 4 échantillons par génotype. *, p < 0,05, **, p = 0,01, ***, p < 0,001, and

ns : non significatif.

Agt code pour I'angiotensinogene, le précurseur de I'angiotensine II, exprimé par les
astrocytes et impliqué notamment dans la vasoconstriction (Wosik et al. 2007; Kanaide et al.
2003). Notre analyse qPCR confirme la diminution de I'expression de cet ARNm (Figure 6A). Un
défaut de sécrétion astrocytaire de cette protéine pourrait induire un défaut de contractilité des
cellules musculaires lisses observé dans le modele murin de MLC. Nous pourrions donc
quantifier expression protéique de 'angiotensinogene et de I'angiotensine II dans notre modéle
au cours du développement. Nous pourrions ainsi espérer observer une corrélation entre la
diminution d’une protéine astrocytaire participant a la vasoconstriction et le défaut de

contractilité des cellules musculaire lisses observé des P15 (Article 3, Figure 3).

Notre analyse RNAseq chez 'adulte montre également une diminution de Kez/70 codant
pour Kird.1 (tableau 2) et ce résultat est confirmé en qPCR (Figure 6C). L’effet observé sur

Kir4.1 des P15 est donc probablement d’origine transcriptionnelle (Article 3, Figure 4).

Sparc code pour une protéine sécrétée par les astrocyte et enrichie dans la lame basale ou
elle peut notamment interagir avec TGFf (Rivera et Brekken 2011) ou avec PDGF (Raines et al.
1992). Or ces deux molécules sont impliquées dans la maturation des cellules musculaires lisses
vasculaires (S. Chen, Kulik, et Lechleider 2003; Zhao et al. 2011). Une évaluation de la
protéine Sparc en Western-blot en tissu cérébral total ne semble cependant pas montrer de
différence (Figure 7) a aucun stade. Cependant les études transcriptionnelles et en qPCR ont été
effectuées dans les astrocytes du cortex et de 'hippocampe. Nous devrions donc refaire notre
é¢tude Western-blot sur ces deux zones ou quantifier la sécrétion périvasculaire de Sparc en

immunofluorescence.
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Figure 7 : Etude de I’expression de la protéine Sparc au cours du développement.
Analyse par Western-blot de ’expression De Sparc dans le tissu cérébral de souris WT (noir)
et M/c1 KO (rouge) a P5, P15 et 2 mois(P60). Ces comparaisons ont été effectuées par test
de Mann-Whitney et les résultats sont présentés en boite de Tukey N=4 a 5 souris par

stade et par génotype. *, p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, and ns : non significatif.

En conclusion, cette analyse a permis de mettre en évidence plusieurs voies moléculaires
potentiellement impliquées dans la physiopathologie de la MLLC. Pour approfondir nos résultats,
et sachant maintenant que le stade P15 est le point culminant du défaut de mise en place de
I'unité gliovasculaire, nous avons décidé de refaire un transcriptome astrocytaire a P15 qui
permettra de valider nos résultats préliminaires et nous guider sur la voie de mécanismes

moléculaires astrocytaires impliqués dans la MLC.
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DISCUSSION GENERALE

1.

DEVELOPPEMENT POSTNATAL DE L’UNITE GLIOVASCULAIRE
1.1. Les cellules endothéliales cérébrales

1.1.1. Maturation postnatale de la barri¢re hémato-encéphalique

Dans notre étude de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique au cours du
développement (Article 2), nous avons constaté que cette barriere est fonctionnellement mature

des le stade P5 (Article 2).

Or, nous avons observé (Article 1 et 2) une augmentation progressive de I'expression de
Claudine 5 entre P5 et l'age adulte. Ce résultat suggére une maturation des jonctions serrées
endothéliales et donc de la barriecre hémato-encéphalique. Méme si la barriere hémato-
encéphalique est fermée a P5, Paugmentation des jonctions serrées pourrait la renforcer pour par
exemple faire face au stress mécanique engendré par 'augmentation progressive du flux sanguin
au cours du développement postnatal (Article 2). Il serait donc intéressant d’analyser 'expression
postnatale d’autres protéines de la barriere hémato-encéphalique telles que I'Occludine ou la

protéine ZO-1, afin d’explorer sa maturation postnatale.

1.1.2. Maturation des fonctions d’efflux de la Glycoprotéine-P

Dans les Articles1 et 2, nous avons observé une augmentation progressive de
Pexpression de la glycoprotéine-P au cours du développement postnatal chez la souris
accompagnée d’une maturation fonctionnelle de cette protéine. Nous avons également observé
une augmentation de cette protéine chez ’humain entre les stades prénataux et les premiers mois
de vie (Article 2). La glycoprotéine-P est un transporteur d’efflux utilisant PATP. Elle est
impliquée dans la chimiorésistance de la barriere hémato-encéphalique. En effet, elle empéche
Ientrée de nombreux xénobiotiques dans le parenchyme cérébral (Mahringer et al. 2011).
L’augmentation de I'expression de cette protéine signe une maturation de la barriere hémato-
encéphalique postérieure aux premicres phases de I'angiogenese cérébrale et accentuant
possiblement la chimiorésistance cérébrale. Il serait intéressant de vérifier lexpression
endothéliale cérébrale d’autres transporteurs d’efflux comme BCRP afin de confirmer cette

hypotheése.
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1.2. Maturation des cellules musculaires lisses vasculaires

Dans I’Article 2, nous avons montré une maturation postnatale des cellules musculaires
lisses : premicrement transcriptionnelle, protéique et fonctionnelle (avec une augmentation de

leur contractilité), ainsi qu'une augmentation progressive la couverture vasculaire par ces cellules.

Nous pourrions a présent étudier les voies moléculaires soutenant cette maturation. Pour
cela, nous pourrions ré-analyser les données transcriptomiques obtenues a partir des vaisseaux
isolés dans I’Article 2. En effet, les voies moléculaires impliquées dans la maturation des cellules
musculaires lisses vasculaires dans le cerveau lors de la phase postnatale sont encore peu connues.
Nous pourrions également étudier les différentes voies déja connues pour leur participation au
recrutement et a la maturation de ces cellules comme la voie de TGFB (S. Chen, Kulik, et

Lechleider 2003), la voie Notch3 (Domenga et al. 2004) ou la voie du PDGF (Zhao et al. 2011).

La maturation progressive de la couverture astrocytaire observée (Article 3) paralléle a
cette maturation pourrait étre impliquée dans la maturation de ces cellules. En effet, notre étude
du modele M7 KO montre une corrélation entre altération du développement de la couverture
astrocytaire et un défaut de différenciation des VSMCs. De plus, il a été observé que la
laminine y1 sécrétée dans la lame basale astrocytaire par les PAPVs, participe a 'expression de

marqueurs de contractilité des cellules murales (Yao et al. 2014).

En conclusion, les astrocytes controleraient I'acquisition de la contractilité des cellules

musculaire lisses vasculaires au cours du développement postnatal

1.3. Maturation moléculaire des PAPVs

Nos résultats (Article 1), ainsi que d’autres publications (Lunde et al. 2015; Fallier-Becker
et al. 2014) montrent que les PAPVs expriment PAqp4 des leur mise en place. L.a mise en place

des autres marqueurs de maturation des PAPVs n’avait été peu étudice.

Nos résultats montrent une maturation de la localisation subcellulaire (i) du
complexe MLC1/GlialCAM vers les PAPVs entre les stades P10 et P15 (Article 1) et (i) de la
protéine des jonctions communicantes Cx43 entre ces mémes stades (Article 1). Ainsi, il semble
exister une fenétre de maturation des pieds astrocytaires périvasculaires entre P10 et P15 apres
leur mise en place autour des vaisseaux sanguins cérébraux (Article 3). D’autres protéines,
associées ou non au complexe MLC1/GlialCAM, pourraient suivre cette dynamique dans les

PAPVs.
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Les mécanismes impliqués dans la polarisation protéique au sein des PAPVs sont encore
inconnus. Nous pouvons cependant supposer qu’il s’agit soit (i) d’'une augmentation du transport
protéique vers les PAPVs, (i) soit d’'une augmentation de I'ancrage des protéines au sein des
PAPVs (a 'image du complexe DAPC qui permet 'ancrage de ’'Aqp4 dés P5 (Ehmsen, Poon, et
Davies 2002)). Un mécanisme alternatif pourrait étre celui d’une traduction locale dans les PvAPs
(Boulay et al. 2017). Des analyses sont actuellement en cours au laboratoire afin de confirmer
cette hypothese. Nous étudions la mise en place de la machinerie traductionnelle et post-
traductionnelle (ribosome, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi) dans les PAPVs au cours
du développement. Nous étudions les ARNm présents dans les PAPVs au cours du
développement par des techniques de qPCR sur des unités gliovasculaires isolées ou par
visualisation en hybridation in situ. Enfin, plusieurs techniques comme la puromycilation
protéique (Dieck et al. 2015; Mazzoni-Putman et Stepanova 2018) permettent de visualiser les
évenements de traduction et nous permettront de déterminer le stade de mise en place de la

traduction dans les PAPVs.

2. LA MLC UNE PATHOLOGIE DEVELOPPEMENTALE DE L’UNITE

GLIOVASCULAIRE

2.1. Les cellules endothéliales dans la physiopathologie de la
MLC

La maturation parallele de marqueurs endothéliaux et du complexe MLC1/Glial CAM
observée dans DArticle 1 et certains symptomes de la MLC (macrocéphalie, cedemes
périvasculaires, ez.)(Marjo S. van der Knaap, Boor, et Estévez 2012) laissaient penser que les
cellules endothéliales et leur phénotype de barri¢re hémato-encéphalique pourraient étre altérés
dans les cas de MLC. Cependant, nos résultats obtenus sur ces cellules dans notre modele murin
de MLC (Article 3) semblent invalider cette hypothese. Nous n’avons en effet observé ni défaut
du réseau vasculaire, ni modification de perméabilité de la barriecre hémato-encéphalique, ni
défaut morphologique cellulaire en TEM, ni défaut transcriptionnel, ni défaut protéique.
Cependant, nous n’avons testé que deux protéines : la Claudine 5 et la Glycoprotéine-P. Nous
pourrions donc analyser d’autres marqueurs comme les protéines de jonction Occludine et ZO-1
ou les transporteurs BCRP ou GLUT-1 (Bauer et al. 2014; Ueno et al. 2010). De plus, pour ce qui

est de la glycoprotéine-P, nous pourrions tester sa polarisation baso-apicale qui est essentielle a
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son fonctionnement et effectuer des tests fonctionnels afin de vérifier son activité comme dans
I'Article 2. Cette étude se justifie d’autant plus que le flux sanguin participe a la polarité des
cellules endothéliales artérielle (Bernabeu et al. 2018) et plus particulierement a I'expression de la
glycoprotéine-P (Cucullo et al. 2011). Or nous avons observé une altération dans la structure des

arteres laissant penser a un possible défaut du flux sanguin.

2.2. Les cellules musculaires lisses vasculaires dans la

physiopathologie de 1a MLC

Dans notre modele murin de MLC, nous n’avons pas observé de défaut développemental
du réseau des cellules murales qui d’apres notre Article 2 et une publication récente (Coelho-

Santos et al. 2021), augmente au cours du développement postnatal.

Cependant nous avons observé chez les souris M7 KO une perte de la contractilité des
cellules musculaires lisses vasculaires dés le stade P10 (Article 3). Trois hypothéses non exclusives
pourraient expliquer ce phénomene: 1) un défaut de maturation de la machinerie cellulaire
impliquée dans la contraction, c’est-a-dire des filaments d’actine musculaire lisse et de myosine,
pourrait induire cette perte. Or, nous avons observé dans notre modéle une potentielle
dégradation de l'actine musculaire lisse (Article 3) ; 2) un défaut de maturation des molécules
impliquées dans la transduction du signal vasoconstrictif. Nous pourrions, pour commencer a

étudier cette hypothese, étudier le transcriptome des VSMCs en I'absence de MLC1.

En plus, d'un défaut de contractilité, nous avons constaté in vivo par ultrason
fonctionnel, une perte du couplage neurovasculaire chez I'adulte (Article 3). Or, le couplage
neurovasculaire participe au maintien de ’homéostasie métabolique neuronale et cette perte
pourrait étre a Porigine de modifications comportementales que nous pourtions observer par des
tests comportementaux (comme des tests d’activité locomotrice ou de réponse a un stimulus,

avec ou sans stress).

Une perte de contractilité vasculaire et de couplage neurovasculaire a été observée dans
une autre leucoencéphalopathie : le CADASIL. En effet, dans cette pathologie une accumulation
d’agrégats autour des cellules murales contenant les protéines Notch3 et TIMP3 induit une sur-
activation du canal potassique voltage dépendant a l'origine de ces phénotypes (Capone et al.
2016; Dabertrand et al. 2015). Or, 'accumulation d’agrégats semble étre 'évenement primaire du

CADASIL. Ceci laisse penser que les défauts vasculaires sont a lorigine des altérations
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myéliniques. En effet, le couplage neurovasculaire étant impliqué dans le maintien du
métabolisme cérébral, une perte de celui-ci pourrait atteindre les oligodendrocytes, cellules
métaboliquement exigeantes et fragiles (Rosko et al. 2019). Ce phénomene pourrait alors
participer a la vacuolisation porgressive myélinique observée dans la MLC (Bokhari et al. 2018).
Ainsi, la MLC, tout comme le CADASIL et le CARASIL (Marjo S. van der Knaap et Bugiani
2017), serait une leucodystrophie d’origine vasculaire. Il serait intéressant d’ étudier le
métabolisme cérébral de ces souris et plus particulierement celui du glucose et du lactate, deux
molécules impliquées dans les échanges métaboliques entre astrocytes et oligodendrocytes (Rosko

et al. 2019).

2.3. Les astrocytes dans la physiopathologie de 1a MLLC

2.3.1. Les PAPVs

Le développement postnatal de la couverture des PAPVs n’avait jamais été décrit
précisément. Dans I’Article 3, nous avons utilisé la microscopie électronique pour quantifier cette
couverture dans le cortex et ’hippocampe murin aux stades P5, 10 et 15 et a deux mois. Nous
avons observé qu’a P5 environ 50 % de la surface des vaisseaux était couverte et que cette
couverture atteint 95 % a P10, puis continue de s’étendre jusqu’a atteindre presque 100 % a I'age
adulte. Ainsi, notre étude a permis montrer pour la premicre fois une mise en place progressive
des PAPVs au cours des premiers jours de vie chez la souris avec une phase intense de

développement entre P5 et P10.

Etonnamment, dans DArticle 1, notre analyse du marquage Aqp4 a P5 montre une
couverture de 83 %. On pourrait expliquer cette différence par une différence d’échelle : en effet,
tandis que la microscopie électronique nous permet une résolution de 'ordre d’1 nm, I'imagerie
confocale de nos marquages immunofluorescents ne dispose que d’une résolution de I'ordre de
0.2 um. Or, a P5 la longueur de la zone non couverte par les PAPVs visible en TEM est
généralement comprise entre 0.05 et 5 um. De plus, I'imagerie confocale ne peut s’affranchir d’un
biais de diffusion de la lumicre qui peut induire une augmentation artificielle de la taille des
objets. Ainsi, les résultats de TEM présentés dans I’Article 3 sont beaucoup plus résolutifs et

fiables.

Dans notre modele de souris Mlc1 KO, nous avons obsetvé un retard de formation de la

couverture vasculaire par les PAPVs, des le stade P10 et non résolu a 'age adulte ce qui signifie
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que le complexe MLC1/GlialCAM est impliqué dans le développement de la couverture
astrocytaire périvasculaire (Article 3). Nous avons également observé une diminution de
I'adhésion des PAPVs lors de technique de purification des microvaisseaux cérébraux (Article 3).
Ce résultat montre que la cohésivité mécanique des PAPVs est altéré en 'absence de MLCI.

Plusieurs mécanismes pourraient contribuer a ce phénotype :

1) Un défaut de composition de la lame basale : Nos résultats de TEM (Article 3) ne
semblent pas indiquer de différence morphologique de celle-ci. Nous avons étudié quelques
marqueurs moléculaires tels que la laminine ou le collagene 4 sans observer de différence évidente
entre les souris WT et Mlc1KO. Mais nous n’avons pas exploré la composition moléculaire de la

lame basale en détail.

2) Le complexe MLC1/GlialCAM est un complexe d’adhésion dans lequel Glial CAM
forme des liaisons homodimériques entre astrocytes (Elorza-Vidal et al. 2020). En I'absence de ce
complexe, les jonctions d’adhésion entre PAPVs seraient altérées et pourrait déstabiliser la
couverture astrocytaire périvasculaire. Il serait intéressant d’analyser la cohésivité mécanique des
PAPVs dans le modéle murin présentant les mutations p.Q56P, p.S59N and p.D128N qui
alterent spécifiquement la liaison trans de Glial CAM (Elorza-Vidal et al. 2020).

Enfin, en observant la couverture vasculaite chez les souris Mlcl KO, nous avons
remarqué la présence de prolongements neuronaux (majoritairement des axones) dans les zones
de contact avec la lame basale laissées libres par I'absence de PAPVs (Article 3). Plusieurs

mécanismes peuvent sous-tendre ce phénomene :

1) les neurones peuvent ¢tre en contact avec la lame basale simplement de facon fortuite
dans cet espace laissé vide par les astrocytes. Mais, nous n’avons observé peu ou pas
d’autres types cellulaires cérébraux dans ces espaces comme des microglies ou des
oligodendrocytes ce qui laisse a penser que ce phénotype est spécifique des neurones.

2) un signal répulsif envers les prolongements neuronaux pourrait étre absent chez les
souris M/e7 KO. 1l a été montré que les inter-neurones inhibiteurs utilisent les vaisseaux
cérébraux pour migrer depuis le télencéphale ventral (Fujioka, Kaneko, et Sawamoto
2019). On peut spéculer qu’apres leur migration, ces neurones se détachent des vaisseaux
grace a un signal répulsif induit par les cellules vasculaires ou par I'arrivée des PAPVs. Un
déficit de ce signal chez les souris M/7 KO pourrait donc étre a origine du phénotype

observé.
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3) il pourrait subsister un signal attractif des vaisseaux ou de la lame basale sur les neurones

chez les souris M/7 KO.

11 serait intéressant d’étudier le type de neurones en contact avec 'endothélium dans le
modele MIc1KO mais cette exploration est compliquée par le fait que les marqueurs neuronaux
spécifiques sont surtout synaptiques. Il serait également intéressant d’étudier plus en détail les
mécanismes vasculaires d’attraction/répulsion des neurones qui pourraient étre altérés dans le
mod¢le Mlcl KO (Adams et Eichmann 2010; Damon 20006; Larrieu-Lahargue, Thomas, et Li
2012).

Nous avons donc étudié pour la premicre fois la mise en place de la couverture vasculaire
par les PAPVs et ce résultat ouvre a présent de nombreuses perspectives d’étude afin de mieux

appréhender les mécanismes mis en jeu lors de cette mise en place.

2.3.2. La morphologie astrocytaire

Nous avons observé chez les souris M/A7 KO, une altération de la morphologie
astrocytaire (Article 3) avec une augmentation de la ramification astrocytaire comparée aux
souris WT' des le stade P10. Ce défaut morphologique est associé a une modification de
Porientation astrocytaire vis-a-vis des vaisseaux sanguins cérébraux. Ces deux études ont été
effectuées en 2D et une étude en 3D de la morphologie astrocytaire va maintenant étre menée en
utilisant la technique de Magic Markers qui permet d’individualiser les astrocytes (Loulier et al.

2014).

L’ancrage cellulaire est un prérequis essentiel a 'acquisition d’une morphologie complexe
comme celle des astrocytes mais également a la polarisation cellulaire (Martin et Chang 2003). On
peut donc postuler que les défauts d’ancrages astrocytaires vasculaires pourraient ¢tre a 'origine

des défauts morphologiques et d’orientation observés chez les souris M7 KO.

De facon surprenante, une étude récente utilisant un modele de MLC délété pour
GlialCAM, a mis en évidence une diminution de la ramification astrocytaire (Baldwin et al. 2021).
Cependant plusieurs différences entre nos deux études peuvent expliquer la disparité des résultats
respectifs. Premi¢rement, le type de KO utilisé : en effet, non seulement cette réduction a été
observée dans des astrocytes délétés pour GlialCAM et non MLC1, mais aussi uniquement dans
un KO partiel. Deuxiémement, cette étude a été effectuée dans le cortex visuel tandis que la notre

a été réalisée dans la région CAl de I'hippocampe. Troisiemement, les techniques divergent :
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nous avons utilisé une quantification des prolongements astrocytaires GFAP positifs, donc du

cytosquelette, tandis que les auteurs de cette étude ont utilisé un marquage intracellulaire.

3. LES VOIES MOLECULAIRES IMPLIQUEES DANS LA

PHYSIOPATHOLOGIE DE LA MLLC

Notre étude du modéle Mlcl KO, semble mettre en évidence 2 la fois des modifications
astrocytaires (morphologie globale, orientation envers les vaisseaux, couverture vasculaire, ...) et
des modifications vasculaires (perte de contractilité des cellules musculaires lisses vasculaires, ezz.).

Mais par quel mécanisme cette astrocytopathie peut-elle induire des défauts vasculaires ?

Nous utiliserons différentes approches (proposées ci-dessous) pour répondre a cette
question cruciale. Nous espérons également que ces approches pourront mettre en évidence des
biomarqueurs permettant d’étudier I’évolution de cette pathologie, de soutenir son diagnostic et

également d’ouvrir d’éventuelles pistes de traitements pour cette pathologie incurable.

3.1. Réinstauration de Pexpression de Mlcl a différents stades

Pour comprendre le lien entre la pathologie astrocytaire, vasculaire et les défauts
myéliniques nous restaurerons Uexpression de MLC1 dans les souris M7 KO : avant Papparition
de la pathologie vasculaire (a P5); apres Papparition des défauts vasculaires et avant la
vacuolation de la myéline (P30) ; au stade pathologique (1 an). Nous emploierons pour cela un
adénovirus de type PHEBP (infection par voie intraveineuse), et une construction comprenant
promoteur gfaABCID et le gene Mlcl. De fagon importante, I’équipe de Raul Estevez a
récemment développé une approche virale de sauvetage moléculaire de MLC1 dans le cervelet
des souris M7 KO a 2 mois (avant vacuolisation de la myéline) et un an (stade pathologique)
(Sanchez et al. 2020) et observé une diminution significative des défauts myéliniques. Ce résultat

signifie que la restauration de MLC1 prévient la vacuolisation de la myéline.

Nous analyserons P'effet de la réexpression précoce de MLC1 1) sur la reformation du
complexe MLC1/GlialCAM et la couverture astrocytaite (son étendue, sa cohésivité et sa
composition moléculaire) ; 2) sur la contractilité vasculaire et le couplage neurovasculaire ; 3) sur

la structure de la myéline. Nous analyserons également I'effet de la réexpression tardive de
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MLC1. Une restauration de la couverture des PVAP indiquerait que la couverture astrocytaire
périvasculaire est plastique et réparable comme le suggere plusieurs articles récents (Kubata ;

Williamson Cell reports 2021).

3.2. Etude transcriptionnelle ouverte

Comme présenté dans les résultats supplémentaires, notre premiere étude
transcriptionnelle manque de robustesse. Cependant celle-ci a tout de méme permis d’ouvrir
plusieurs pistes de mécanismes et voies moléculaires potentiellement impliqués dans la
physiopathologie de la MLC et pouvant éventuellement lier défauts astrocytaires et vasculaires.
Nous avons, par exemple observé une diminution de "ARNm codant pour I'angiotensinogene, le
précurseur de I'angiotensine II dont la sécrétion par les astrocytes participe a la vasoconstriction
(Wosik et al. 2007; Kanaide et al. 2003). Nous avons observé une diminution de PARNm codant
pour la protéine Sparc, également sécrétée dans la matrice extracellulaire, ou elle peut interagir
avec TGFB (Rivera et Brekken 2011) ou PDGF (Raines et al. 1992), deux protéines participant a
la maturation des cellules musculaires lisses (S. Chen, Kulik, et Lechleider 2003; Zhao et al. 2011).
Ces résultats peuvent aussi correspondre a une adaptation moléculaire des astrocytes a des
défauts vasculaires déja développés. Ayant maintenant établi que le stade P15 est le point
culminant du défaut de mise en place de I'unité gliovasculaire, nous avons décidé de refaire un
transcriptome astrocytaire a P15. Cette étude devrait permette de découvrir des mécanismes

moléculaires astrocytaires impliqués dans la MLC.

4. CONCLUSION

Notre étude développementale de I'unité gliovasculaire dans un modele murin de MLC a
permis de mettre en évidence différents événements précoces intervenant bien avant les atteintes
myéliniques. En effet, nous avons pu observer (i) des défauts des cellules musculaires lisses des
P15 (perte de contractilité, ez.), (i) des défauts astrocytaires des P5 (diminution de I'expression de
marqueurs des PVAPs; altération de la couverture vasculaire, ...), (iii) une altération des
fonctions de I'unité gliovasculaire a P60 avec une diminution du couplage neurovasculaire et une
modification de la circulation glymphatique. Ces différents évenements interviennent avant trois
mois, age auquel on observe chez ces souris les premiers défauts myéliniques (Dubey et al. 2015).

Ainsi les défauts de l'unité gliovasculaire que nous avons décrits semble étre les évenements
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primaires de la MLLC. Ceux-ci peuvent induire des défauts métaboliques, eux-mémes a l'origine de
dégénérescence myélinique (Rosko et al. 2019). Notre travail apporte donc un nouvel angle de

compréhension de la physiopathologie de la MILC.
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RESUME:

Le cerveau est un organe sensible aux pathogenes et aux molécules circulant dans le sang. Cependant, cet
organe est richement vascularisé afin de répondre a ses besoins énergétiques importants. Il existe donc une unité
fonctionnelle appelée unité gliovasculaire permettant cet équilibre. Cette unité est composée des vaisseaux sanguins
(cellules endothéliales, murale et lame basale) et des pieds astrocytaires périvasculaires (PAPVs) qui couvrent la quasi
intégralité du réseau vasculaire. Au cours de cette these, j’ai étudié le développement de cette unité chez la souris en
situation physiologique et pathologique. J’ai mis en évidence (1) une maturation des cellules endothéliales et de leur
phénotype de barriere hémato encéphalique, (2) une maturation des cellules musculaires lisses vasculaires et de leur
capacité contractile. Cette derniere est concomitante a la formation et la maturation des PAPVs et est altérée dans un
cas de modification de la couverture vasculaire de ceux-ci. Ainsi, dans notre modele pathologique, reproduisant la
physiopathologie de la leucoencéphalopathie mégalencéphalique a kystes sous-corticaux, j’ai observé une altération
précoce des PAPVs probablement a 'origine de défauts de couplage neurovasculaire et de mouvements fluidiques
observés. Ceci suggere que cette pathologie pourrait avoir comme origine un défaut développemental de P'unité

gliovasculaire.

MOTS CLES :

Unité gliovasculaire ; Développement ; Vaisseaux sanguins cérébraux; Astrocytes ; Leucoencéphalopathie

mégalencéphalique a kystes sous-corticaux ; Leucodystrophie.

SUMMARY:

Brain is a fragile organ, susceptible to pathogens and molecules circulating in the blood. However, this
organ is richly vascularize to fulfil its important energetics needs. Gliovascular unit is a functional unit allowing
protection and metabolic and ionic homeostasis of the brain. This unit includes brain blood vessels (endothelial cell,
basal lamina and mural cells) and astrocytic perivascular endfeet (APVESs) covering almost all the brain vascular
network. To better-understood gliovascular unit postnatal development, I studied it in mice in physiological and
pathological conditions. This work shows a maturation of endothelial cell and their blood brain barrier phenotype. 1
also observed a maturation of vascular smooth muscle cell and their contractile capacities. This maturation parallel
the APVEs formation and maturation and is altered when vascular coverage of thereof is modified. In our
pathological mouse model, reproducing the physiopathology of a leukodystrophy called megalencephalic
leukoencephalopathy with subcortical cysts, I observed an ecarly APVEs alteration probably inducing the
neurovascular coupling and fluidic movement defects observed at adult stage. This suggest that this disease could be

due to a gliovascular unit developmental defect.

KEYWORDS :

Gliovascular unit; Development; Brain blood vessels; Astrocytes; Megalencephalic leukoencephalopathy

with subcortical cysts; Leukodystrophy.
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