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RESUME de THESE 
 

La barrière hémato-encéphalique (BHE) est la principale barrière séparant le sang du 

système nerveux central. Elle permet un contrôle strict des échanges entre le cerveau et le 

sang. La BHE est majoritairement constituée par les cellules endothéliales des capillaires 

cérébraux, au niveau desquelles sont exprimées des jonctions serrées et des transporteurs 

membranaires d’efflux qui limitent fortement le passage de molécules endogènes ou 

exogènes à travers cette barrière. Les transporteurs d’efflux sont principalement 

représentés par les membres de la superfamille de protéines ATP-binding cassette (ABC). A 

ce jour, les transporteurs ABC exprimés à la BHE ne sont pas encore tous identifiés ou 

restent encore peu étudiés. C’est notamment le cas pour deux transporteurs de lipides, qui 

sont ABCA2 et ABCG4. Ces transporteurs semblent être impliqués dans des pathologies 

neurodégénératives telle la maladie d’Alzheimer (MA). La connaissance de leurs fonctions au 

niveau de la BHE pourrait permettre d’identifier des cibles physiopathologiques et/ou 

thérapeutiques. Ainsi, le but de ce travail de doctorat a été de caractériser ces deux 

transporteurs ABC à la BHE, chez la Souris. 

Nous avons tout d’abord démontré l’expression de ces deux transporteurs sur des 

microvaisseaux isolés de souris par différentes méthodes d’étude dont la qRT-PCR et la 

protéomique quantitative absolue ciblée (QTAP). Nos études in vivo utilisant la technique de 

perfusion cérébrale in situ chez la souris, nous ont permis de montrer qu’Abcg4 et Abca2 

étaient bien fonctionnels au niveau de la BHE, en tant que transporteurs d’efflux. Nous 

avons identifié des substrats endogènes (desmostérol et peptide β-amyloïde (Aβ)) et de 

nouveaux inhibiteurs d’Abcg4 (probucol, L-thyroxine, estramustine). Nos données montrent 

que le peptide Aβ est également substrat d’Abca2 et que le β-estradiol et l’estramustine 

peuvent inhiber cet efflux au niveau de la BHE, chez la souris. Ainsi, nos résultats ont permis 

de caractériser deux nouveaux transporteurs ABC fortement impliqués dans l’efflux cérébral 

du peptide Aβ, venant s’ajouter aux deux autres transporteurs identifiés comme étant 

impliqués dans cet efflux cérébral, à savoir Abcb1 (P-glycoprotéine, P-gp) et Abcg2 (breast 

cancer resistance protein, Bcrp). L’efflux cérébral d’Aβ met donc en jeu une coopération 

entre quatre transporteurs ABC dont les contributions respectives sont de 9%, 13%, 22% et 

54% pour Abcb1, Abcg2, Abcg4 et Abca2, montrant qu’Abcg4 et Abca2 permettent à eux 

seuls l’efflux de près de 80% du peptide Aβ.  

En conclusion, grâce à ce travail, nous avons pu caractériser Abcg4 et Abca2 à la BHE de la 

souris, permettant ainsi de compléter la cartographie des transporteurs ABC fonctionnels à 

la BHE murine et d’ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques notamment pour la MA.  
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Abréviations 

Aβ : β-amyloïde  

ABC : ATP-binding cassette 

AGE : advanced glycation end products 

AICD: APP intracellular domain 

APH-1 : anterior pharynx-defective 1 

APP:  amyloid precursor protein 

ATP : adénosine triphosphate 

BACE1 : beta-site amyloid precursor protein cleaving-enzyme 1 

BCRP: breast cancer resistance protein 

BHE : barrière hémato-encéphalique 

CAA : cerebral amyloid angiopathy 

CE : cellule endothéliale 

CECC : cellule endothéliale des capillaires cérébraux 

Clup : clairance d’entrée cérébrale 

DHCR24 : 24-déhydrocholestérol réductase 

DNF : dégénérescence neurofibrillaire 

E2 : 17-β-estradiol 

ECE: enzyme de conversion de l’endothéline 

FTDP-17 :  Frontotemporal dementia with parkinsonism-17GLUT1 : glucose transporter 1 

HDL : high density lipoprotein 

HMGB1: high-mobility group box 1 ou amphotérine 

IDE:  insulin degrading enzyme 

JA : jonction adhérente 

JAMs: junctional adhesion molecules 

JS : jonction serrée 

KO : knockout 

LDL : low density lipoprotein 

LRP1 : low-density lipoprotein receptor related protein 1 

LXR : liver X receptor 

MA : maladie d’Alzheimer 

MAGUK : membrane-associated guanylate-kinase 

MAPs :  microtubule-associated proteins 

MB : membrane basale 

MDR : multidrug resistance 

MMP: matrix metalloproteinase 

MRP : multidrug resistance-associated protein 

MTBD: microtubule-binding domain 

NBD : nucleotide-binding domain 

https://ghr.nlm.nih.gov/condition/frontotemporal-dementia-with-parkinsonism-17
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NEP: néprilysine 

NF-κB : nuclear factor-kappa B 

NFTs: neurofibrillary tangles 

OATP: organic anion transporting polypeptide 

27-OHC: 27-hydroxycholestérol  

P-gp : P-glycoprotéine 

PCIS: perfusion cérébrale in situ 

PEN-2 : presenilin enhancer 2 

PHF : paired helical filaments 

PPARγ : peroxisome proliferator-activated receptor γ 

RAGE : receptor for advanced glycation end products 

RAP : receptor-associated protein 

RXR : retinoid X receptor 

qRT-PCR: quantitative real-time polymerase chain reaction  

SLC : solute carrier 

SNC : système nerveux central 

SNP : single-nucleotide polymorphism 

T4 : L-thyroxine 

TMD : transmembrane domain 

tPA :  tissue plasminogen activator 

UNV : unité neurovasculaire 

WT : wild-type 

VIH : virus de l’immunodéficience humaine 

ZO : zonula occludens 
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INTRODUCTION GENERALE 
 

Le système nerveux central (SNC) nécessite, pour son bon fonctionnement, un 

environnement très contrôlé ainsi que le maintien de son homéostasie. Parmi les principaux 

acteurs de cette régulation se trouve la barrière hémato-encéphalique (BHE) qui entoure et 

isole le cerveau du reste de l’organisme. Le rôle principal de cette barrière est de réguler le 

passage de substances endogènes ou exogènes entre le cerveau et le sang, et ainsi de 

participer au maintien de l’homéostasie cérébrale. L’intégrité de la BHE est un facteur 

essentiel qui détermine la perméabilité de cette barrière. Un dysfonctionnement de la BHE 

peut être impliqué dans de nombreuses pathologies touchant le SNC comme la maladie 

d’Alzheimer (MA), la maladie de Parkinson ou encore la sclérose en plaque. 

La BHE est principalement constituée de cellules endothéliales des capillaires cérébraux 

(CECCs) qui sont liées entre elles par des jonctions serrées complexes, rendant cette barrière 

très peu perméable. A la surface de ces cellules sont exprimés des transporteurs d’influx et 

d’efflux qui permettent l’acheminement de nombreuses molécules du sang vers le cerveau 

et vice-versa. Deux grandes familles de transporteurs sont représentées au niveau de la 

BHE : la famille des protéines solute carrier (SLC) et la famille des transporteurs ABC 

(adénosine triphosphate binding cassette ou ATP-binding cassette). La famille des ABC est 

divisée en 7 sous-familles notées de A à G. Ces transporteurs participent notamment à 

l’élimination de déchets et de substances toxiques pour le SNC. ABCB1 (P-glycoprotéine, P-

gp) et ABCG2 (breast cancer resistance protein, BCRP) sont, à ce jour, les principaux 

représentants exprimés à la BHE. Ces deux protéines participent à l’efflux du cerveau vers le 

sang de nombreuses molécules exogènes, dont les médicaments. A côté de ces deux 

protéines, d’autres transporteurs ABC appartenant aux sous-familles A et G pourraient aussi 

être exprimés au niveau de la BHE et y jouer un rôle d’efflux de molécules endogènes 

comme les lipides. Ainsi, ces transporteurs ABCA et ABCG pourraient conférer à la BHE un 

rôle dans le maintien de l’homéostasie des lipides dans le SNC. Cependant, la caractérisation 

de ces transporteurs au niveau de la BHE est encore mal connue. Au cours de ce travail de 

doctorat, nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux transporteurs ABCA2 et 

ABCG4. Dans la littérature, il n’existe, à ce jour, que peu de données sur ces deux 



6 
 

transporteurs au niveau de la BHE. Bien que leur expression y ait été détectée, leur 

localisation exacte et leur fonction restent encore non connues. Cependant, la 

caractérisation de leur expression et rôle au niveau de la BHE pourrait permettre d’identifier 

de nouvelles cibles physiopathologiques et/ou thérapeutiques dans certaines pathologies 

cérébrales associées aux lipides telle la MA.  

ABCG4 est principalement exprimé au niveau du SNC, il est en particulier décrit dans les 

neurones et les astrocytes. Il participe à l’efflux cellulaire de certains stérols, comme le 

cholestérol et le desmostérol, vers les lipoprotéines de haute densité (ou HDL pour high 

density lipoprotein). Le transporteur ABCA2 semble, quant à lui, être impliqué dans la 

régulation intracellulaire de lipides dont le cholestérol et les sphingolipides, notamment au 

niveau des oligodendrocytes et des cellules de Schwann. Ces deux transporteurs de lipides 

sont, de plus, associés à la MA. L’un des marqueurs de cette pathologie est l’accumulation 

du peptide béta-amyloïde (Aβ) dans le cerveau, formant des plaques amyloïdes. Un défaut 

de clairance cérébrale de ce peptide semble être en partie à l’origine de cette accumulation. 

Certains transporteurs ABC, dont ABCB1 et ABCG2, sont impliqués dans l’efflux cérébral d’Aβ 

à travers la BHE. Cependant, il semble qu’ils ne soient pas les deux seuls transporteurs 

impliqués dans ce processus. Les stérols et lipides étant étroitement liés à la MA et les 

transporteurs ABCG4 et ABCA2 étant des transporteurs de lipides, notre hypothèse est que, 

si ces deux transporteurs sont présents et fonctionnels au niveau de la BHE, ils pourraient 

également jouer un rôle dans l’efflux cérébral du peptide Aβ.  

Ainsi, notre premier objectif était d’étudier, chez la Souris, l’expression et la fonction des 

transporteurs Abca2 et Abcg4 au niveau de la BHE, afin de compléter la cartographie des 

transporteurs ABC présents et fonctionnels au niveau de la BHE. Notre second objectif était 

d’étudier l’implication de ces deux transporteurs dans l’efflux cérébral du peptide Aβ ainsi 

que l’importance relative de leurs fonctions d’efflux pour ce peptide par rapport à celles 

d’Abcb1 et d’Abcg2.  
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 

I. La barrière hémato-encéphalique 

Le sang irrigue les différents tissus de l’organisme, pour lesquels il assure l’acheminement de 

substances nécessaires à leur fonctionnement et également l’élimination de leurs déchets. 

Les échanges entre les différents tissus et le sang se font principalement au niveau de la 

paroi des vaisseaux sanguins. L’un des plus importants sites d’échanges sang-tissus est 

localisé au niveau du cerveau et correspond à une surface comprise entre 12 et 18 m² chez 

l’Homme adulte (Abbott et al., 2010). Le cerveau est un constituant vital du SNC, qui 

nécessite le maintien de son homéostasie pour assurer ses fonctions physiologiques. Le 

contrôle du microenvironnement qui protège la transmission synaptique est assuré par des 

interactions entre les différents éléments constitutifs de l’unité neurovasculaire (UNV), à 

savoir les neurones, les cellules gliales (astrocytes et oligodendrocytes), les microglies et la  

BHE (Lo and Rosenberg, 2009; Cai et al., 2016a) [Figure 1].  

Le concept d’une barrière séparant le SNC du reste de l’organisme a été évoqué pour la 

première fois à la fin du 19ème siècle. Un médecin, Paul Ehrlich, avait observé qu’après une 

injection intraveineuse de colorants solubles dans l’eau, la plupart des organes étaient 

colorés sauf le cerveau et la moelle épinière. Ce médecin avait alors conclu que les colorants 

avaient une faible affinité pour le cerveau. Cependant, des travaux ont montré que 

l’injection intraveineuse d’acides biliaires ou de ferrocyanure de sodium n’avait aucun effet 

sur le SNC, tandis qu’une injection directe dans le cerveau entrainait des convulsions ou le 

coma. De plus, Edwin Goldman, l’un des étudiants d’Ehrlich, remarqua qu’après une 

injection de bleu trypan dans le liquide céphalo-rachidien chez différents animaux, seul le 

cerveau était coloré. Ce résultat était en contradiction avec la conclusion faite 

précédemment par Ehrlich (Dyrna et al., 2013). Bien que Goldman évoquait déjà la notion de 

barrière entre le cerveau et le sang, le terme de « barrière hémato-encéphalique » n’a été 

proposé pour la première fois qu’en 1922. Ce n’est que dans les années 60 que des études 

histologiques réalisées par microscopie électronique ont permis d’identifier un phénotype 

particulier de cette barrière : la présence de jonctions serrées liant entre-elles les CECCs les 
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rendant ainsi très peu perméables (Reese and Karnovsky, 1967). Depuis, un grand nombre 

de travaux ont permis de mieux caractériser les propriétés structurales et fonctionnelles de 

la BHE, qui seront détaillées dans les paragraphes suivants. 

 

 

 

Figure 1: L’unité neurovasculaire (UNV) : La UNV est une structure cellulaire complexe formée par les 
neurones, les cellules gliales et la barrière hémato-encéphalique. Celle-ci est constituée de cellules 
endothéliales des capillaires cérébraux, reliées entre elles par des jonctions serrées, de péricytes, d’une 
lame basale et des pieds astrocytaires. La fonction principale de l’UNV est d’assurer le maintien de 
l’homéostasie cérébrale. [D’après (Zenaro et al., 2016)] 

 

 

1. La structure de la barrière hémato-encéphalique 

La BHE est une barrière sélective à la fois physiologique et métabolique (Gosselet et al., 

2011). Elle est principalement constituée par les CECCs reliées entre-elles par des jonctions 

serrées. D’autres structures, tels les péricytes, la lame basale et les astrocytes sont en 

contact étroit avec ces CECCs et participent à la formation, au maintien et à la fonction de la 

BHE (Abbott et al., 2006, 2010). 
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1.1 Les cellules endothéliales des capillaires cérébraux 

La paroi des vaisseaux sanguins est délimitée par l’endothélium, formé d’une monocouche 

de cellules endothéliales (CEs) qui sont en contact direct avec le sang. Ces cellules 

représentent la première interface d’échanges entre la circulation sanguine et le tissu 

qu’elles entourent.  

Les CECCs possèdent un phénotype particulier qui les différencie des autres CEs 

périphériques. Leur principale caractéristique est l’absence de fenestration et la présence de 

jonctions complexes serrées et adhérentes qui lient les CECCs adjacentes entre elles, les 

rendant ainsi très peu perméables (Abbott et al., 2006; Keaney and Campbell, 2015). Les 

CECCs ne possèdent que très peu de vésicules de pinocytose, ce qui contribue à limiter le 

passage transcellulaire de molécules (Rubin and Staddon, 1999). Ces cellules sont plus riches 

en mitochondries que les autres CEs périphériques, suggérant une forte activité métabolique 

dans ces cellules (Oldendorf et al., 1977; Weiss et al., 2009). Une distribution polarisée à la 

surface des CECCs de protéines tels des transporteurs ou des récepteurs participe à la 

régulation du passage à travers la BHE. Les CECCs forment une barrière métabolique 

notamment grâce à la présence d’enzymes, qui peuvent soit être localisées dans la cellule où 

elles catalysent la dégradation de peptides et d’ATP (nucléotidases, peptidases), soit avoir 

une localisation extracellulaire où elles participent à la détoxification en dégradant des 

composés toxiques (monoamines oxydases, cytochromes P450 1A et 1B) (Abbott et al., 

2006). Ainsi, grâce à leur rôle de barrières anatomique et métabolique, les CECCs sont la 

première ligne de défense pour contrôler le passage de substances entre le sang et le 

cerveau. 

 

1.1.1. Les jonctions serrées 

Les jonctions serrées (JS) sont constituées de protéines impliquées dans la régulation du 

passage paracellulaire de composés endogènes ou exogènes (Tietz and Engelhardt, 2015). 

Fortement exprimées à la BHE, ces JS font partie des acteurs majeurs du maintien de la très 

faible perméabilité de cette barrière. Ce complexe est une structure dynamique sujette à des 

modulations pouvant être induites par son environnement, notamment par d’autres 

constituants de la BHE tels les péricytes et les astrocytes (Abbott et al., 2006; Förster, 2008; 
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Daneman et al., 2010). Les constituants des JS sont des protéines transmembranaires (les 

occludines, les claudines, les molécules d’adhésion jonctionnelles) reliées au cytosquelette 

d’actine par l’intermédiaire de protéines adaptatrices localisées dans le cytosol (Abbott et 

al., 2010) [Figure 2]. 

 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique des protéines constitutives des jonctions serrées (JS) et 
adhérentes (JA): Les cellules endothéliales des capillaires cérébraux présentent un phénotype particulier : 
la présence de JS et JA complexes qui lient les cellules entre elles. Ces jonctions sont formées grâce à 
l’interaction de protéines transmembranaires et de protéines cytoplasmiques qui vont rendre la BHE très 
peu perméable [D’après (Huang et al., 2014)] 

 

 

1.1.1.1. Les protéines transmembranaires 
 

 Les occludines 

L’occludine est une protéine transmembranaire d’environ 65 kDa, qui possède quatre 

domaines transmembranaires (Cummins, 2012). Elle fut la première des protéines 

constitutives des JS à avoir été identifiée dans des cellules épithéliales et endothéliales 

(Furuse et al., 1993). Le rôle principal de l’occludine est de participer au bon fonctionnement 
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des JS et ainsi contribuer au maintien de l’intégrité de la BHE. Une étude a montré que la 

présence d’un virus dans une culture primaire de CECCs humaines était responsable d’une 

diminution de la production d’occludines, ce qui perturbait l’intégrité de la BHE (Xu et al., 

2012). Cependant, l’occludine ne semble pas être indispensable pour la formation des JS 

(Luissint et al., 2012). En effet, malgré l’absence de cette protéine, des souris déficientes en 

occludines ont des JS bien formées et sans différence structurale par rapport aux JS 

présentes chez des souris contrôles (Saitou et al., 2000). 

 

 Les claudines 

Les claudines sont les plus importantes protéines constitutives des JS. Elles ont été 

caractérisées en 1998 (Furuse et al., 1998). Chez les mammifères, il existe plus de 24 

protéines appartenant à la famille des claudines (Redzic, 2011). Ces protéines de 20 à 34 kDa 

possèdent quatre domaines transmembranaires et deux boucles extracellulaires. La plus 

petite des boucles possède deux résidus cystéines qui peuvent se lier par des interactions 

hydrophobes à une claudine localisée à la membrane d’une autre cellule proche (Piontek et 

al., 2008). Le domaine C-terminal des claudines est localisé dans le cytosol où il interagit avec 

des protéines dites « adaptatrices » telles les zonula occludens. Les claudines interviennent 

dans la régulation de la diffusion des molécules (Redzic, 2011). La présence de ces protéines 

semble être primordiale pour la formation et le bon fonctionnement des JS. Des souris 

n’exprimant pas la claudine 1 ou 5 ne survivent pas plus d’une journée après leur naissance 

(Furuse et al., 2002; Nitta et al., 2003). A la BHE, les claudines 3, 5 et 12 sont exprimées au 

niveau des CECCs où elles participent fortement au maintien de l’intégrité de la BHE (Luissint 

et al., 2012). Ainsi, une augmentation de la perméabilité de la BHE a été montrée chez des 

souris déficientes en claudine 5 (Nitta et al., 2003). 

 

 Les molécules d’adhésion jonctionnelle 

Les molécules d’adhésion jonctionnelle (JAMs pour junctional adhesion molecules) 

représentent le troisième groupe de molécules constitutives des JS. Elles ont été identifiées 

pour la première fois en 1998 au niveau des cellules endothéliales et épithéliales (Martìn-

Padura et al., 1998). Ces molécules appartenant à la superfamille des immunoglobulines ne 
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possèdent qu’un domaine transmembranaire. Les trois principaux représentants des JAMs 

sont les JAM A, B et C, mais il existe aussi les JAM 4 et les molécules JAM-like (Jia et al., 

2013). Les JAMs ne semblent pas être essentielles à la formation des JS. Néanmoins, elles 

sont fortement impliquées dans la diminution de la perméabilité des cellules, notamment en 

favorisant l’assemblage des JS, ainsi que dans la polarisation des cellules (Liu et al., 2000; 

Luissint et al., 2012). De par leur fonction, les JAMs participent au maintien de l’intégrité de 

la BHE (Jia et al., 2013). Les JAMs ne sont pas uniquement retrouvées dans les JS. Elles sont 

également localisées au niveau des leucocytes, où elles vont favoriser l’adhésion et la 

migration de ces cellules à travers les cellules épithéliales ou endothéliales (Weber et al., 

2007). 

 

1.1.1.2. Les protéines adaptatrices 
 

Les trois protéines transmembranaires constitutives des JS, qui sont les occludines, les 

claudines et les JAMs, vont se lier au niveau de leur terminaison C-terminale à des protéines 

cytoplasmiques adaptatrices telles les zonula occludens (ZO) et les cingulines (Abbott et al., 

2010). Les ZO appartiennent à la famille des protéines MAGUK (membrane-associated 

guanylate-kinase). Ces protéines sont importantes pour la formation des barrières 

endothéliales, car elles sont essentielles dans l’assemblage des protéines 

transmembranaires des JS (occludines, claudines et JAMs) et leur servent de lien avec les 

filaments d’actine du cytosquelette (Tornavaca et al., 2015). A la BHE, trois types de ZO sont 

exprimés : ZO-1, 2 et 3 (Luissint et al., 2012). 

 

1.1.2. Les jonctions adhérentes 

A côté des JS, les CECCs expriment des jonctions adhérentes (JA) qui interviennent dans 

l’interaction entre des cellules adjacentes et aussi dans la régulation de l’organisation du 

cytosquelette (Harrison et al., 2011). Les JA sont des complexes protéiques constitués de 

protéines transmembranaires, les VE-cadhérines (vascular endothelial cadherin) et de 

protéines cytoplasmiques, les caténines [Figure 2]. Les VE-cadhérines appartiennent à une 

superfamille de protéines membranaires d’adhésion qui sont dépendantes du Ca2+ et qui 

sont impliquées dans la régulation de la perméabilité des vaisseaux sanguins. Ces protéines 
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interagissent avec le cytosquelette via les caténines (Rodrigues and Granger, 2015). Les JA 

interviennent dans le maintien de l’intégrité physique de la BHE. 

 

1.2. La membrane basale 

Les membranes (ou lames) basales (MB) sont des couches formées de protéines de la 

matrice extracellulaire qui servent de support à différents tissus. Elles jouent un rôle dans 

des voies de signalisation cellulaire notamment celles impliquées dans la différenciation, la 

prolifération et la migration des cellules (Pöschl et al., 2004; Morris et al., 2014). A la BHE, la 

MB est principalement composée de protéines appartenant à quatre familles de 

glycoprotéines, qui sont les laminines, les nidogènes, les protéoglycanes (perlecan, agrine) et 

le collagène de type IV (Thomsen et al., 2016). Ce dernier sert de charpente à la MB pour 

assurer la stabilité et le maintien de l’intégrité membranaire (Pöschl et al., 2004). La MB au 

niveau de la BHE peut être divisée en deux MB : la MB endothéliale sur laquelle reposent les 

CECCs ainsi que les péricytes et la MB parenchymale (ou astrogliale) qui soutient les pieds 

astrocytaires (Thomsen et al., 2016). La MB a une fonction importante dans le 

développement des vaisseaux et dans le maintien de la stabilité et de l’intégrité des 

barrières (Engelhardt and Sorokin, 2009). Elle est impliquée dans la régulation de la 

perméabilité de la BHE notamment en jouant un rôle dans la stabilité des JS des CECCs 

(Savettieri et al., 2000). Une perturbation de la MB peut conduire à une modification de 

l’intégrité de la BHE. Ce processus pourrait être impliqué dans des pathologies cérébrales 

tels les glioblastomes, la maladie d’Alzheimer ou encore les ischémies cérébrales (Almutairi 

et al., 2016). 

 

1.3. Les péricytes 

Les péricytes sont des cellules murales qui reposent sur la membrane basale des CECCs 

(Armulik et al., 2011). Ces cellules ont également été appelées cellules de Rouget en 

référence au chercheur français, Charles Marie Benjamin Rouget, qui a été le premier à les 

décrire en 1873. Les péricytes sont des cellules de forme ovale et possèdent des 

prolongements pouvant recouvrir plusieurs cellules endothéliales (Díaz-Flores et al., 2009). 
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La quantité de péricytes présente dans les vaisseaux varie en fonction de l’espèce, du tissu 

ainsi que du type de vaisseaux. Ils occupent, selon les études, 30 à 99% de la surface totale 

des microvaisseaux cérébraux (Sims, 1986; Engelhardt and Sorokin, 2009; Mathiisen et al., 

2010; Armulik et al., 2011). Les péricytes possèdent de multiples fonctions. Ils participent à 

la néovascularisation, à la synthèse de la MB et à la polarisation des pieds astrocytaires. De 

par leur propriété contractile, les péricytes semblent participer à la régulation du flux 

sanguin dans les capillaires (Peppiatt et al., 2006; Sá-Pereira et al., 2012). Ces cellules sont 

également impliquées dans la formation de la BHE au stade embryonnaire, puis dans le 

maintien de son intégrité (Díaz-Flores et al., 2009; Armulik et al., 2010; Daneman et al., 

2010). Ils vont intervenir dans la formation des JS et dans la régulation du transport 

vésiculaire (Daneman et al., 2010). Les péricytes sont des constituants importants de la BHE. 

Il a été montré chez des souris qu’une déficience en péricytes entrainait une augmentation 

de la perméabilité de la BHE et une dégradation des vaisseaux conduisant à une 

neurodégénérescence progressive (Armulik et al., 2010; Bell et al., 2010).  

 

1.4. Les astrocytes 

Les astrocytes sont des cellules gliales qui dérivent du tube neural (Abbott et al., 2006). Ce 

sont les cellules non-neuronales les plus abondantes du SNC qui occupent environ 50% de la 

surface cérébrale. Il existe 11 phénotypes parmi lesquels 8 ont une implication au niveau des 

vaisseaux sanguins (Abbott et al., 2006). Les fonctions des astrocytes au niveau du SNC sont 

multiples. Ils sont notamment impliqués dans le développement et dans l’activité des 

synapses. Ils jouent également un rôle dans le contrôle de l’homéostasie des 

neurotransmetteurs et des ions, ainsi que dans le métabolisme des neurones (Abbott et al., 

2006; Cecchelli et al., 2007; Bernacki et al., 2008; Sofroniew and Vinters, 2010). D’un point 

de vue structural, les astrocytes ont des prolongements cytoplasmiques dont les 

terminaisons sont appelées des pieds astrocytaires. Les astrocytes servent de lien entre les 

cellules neuronales et les vaisseaux sanguins (Bernacki et al., 2008). Au niveau des vaisseaux, 

ils sont impliqués dans la régulation du flux sanguin lors de changements de l’activité 

synaptique, notamment en secrétant des molécules (prostaglandine, oxyde nitrique) qui 

peuvent réguler le diamètre des vaisseaux sanguins (Sofroniew and Vinters, 2010). Les 

astrocytes recouvrent plus de 99% de la surface du côté abluminal de la BHE au niveau de 
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laquelle ils participent à la régulation des fonctions de cette barrière (Hawkins and Davis, 

2005; Persidsky et al., 2006). Ils jouent en particulier un rôle dans la formation des JS et dans 

l’expression et la localisation de transporteurs à la BHE (Abbott et al., 2006; Cecchelli et al., 

2007). Ces cellules sont donc importantes pour le maintien de la perméabilité et de 

l’intégrité de la BHE. 

 

2. Mécanismes de transport à la barrière hémato-encéphalique 

La présence des JS entre les CECCs rend la BHE très peu perméable et limite le passage 

paracellulaire de molécules endogènes ou exogènes. De ce fait, les molécules sont obligées 

de franchir la membrane plasmique des CECCs afin de pouvoir traverser la BHE. Le passage 

se fait par différents mécanismes (Abbott et al., 2010) [Figure 3]. 

 

 

 

Figure 3 : Schéma des différents mécanismes de transport à travers la barrière hémato-encéphalique 
(BHE) : Le passage à travers la BHE est assuré par différents mécanismes selon la nature de la molécule. Le 
transport peut se faire par diffusion passive suivant le gradient de concentration de la molécule. Il peut 
également être facilité par la présence de protéines de transport tels les transporteurs SLC (solute 
carriers) et ABC (ATP-binding cassette). Enfin certaines molécules peuvent passer à travers les membranes 
via un processus de transcytose. [Adapté d’après (Abbott et al., 2010)] 
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2.1. Passage par diffusion passive 

La diffusion passive de molécules correspond à un mode de transport membranaire qui ne 

nécessite pas d’énergie. Ce transport se fait suivant le sens du gradient de concentration de 

la molécule, c’est-à-dire de la zone la plus concentrée en molécules vers la zone la moins 

concentrée. Néanmoins, pour qu’une molécule puisse être une bonne candidate pour la 

diffusion passive elle doit répondre à des critères physico-chimiques précis (Mikitsh and 

Chacko, 2014). Ces paramètres sont regroupés dans la « règle des cinq de Lipinski » qui 

permet de définir la perméabilité d’un tissu pour une molécule donnée. Cinq paramètres 

sont à prendre en considération : le poids moléculaire, le degré de lipophilie, la polarité, le 

nombre de liaisons hydrogènes et de charges (Lipinski et al., 2001). Une molécule ayant une 

bonne diffusion passive doit être de petite taille (< à 500 Da) et être lipophile, puisque les 

membranes sont principalement constituées de couches hydrophobes. La lipophilie est 

mesurée grâce au coefficient de partition octanol/eau (logP). Plus une molécule est 

lipophile, plus elle peut traverser la membrane. Cependant, il ne faut pas que le logP soit 

supérieur à 5 car une trop grande lipophilie diminue la perméabilité. Par ailleurs, le nombre 

de liaisons hydrogènes ne doit pas être trop important car cela diminue aussi la 

perméabilité. Une molécule ne doit pas avoir plus de cinq donneurs et plus de dix  

accepteurs de liaisons hydrogènes pour être une bonne candidate à la diffusion passive 

(Mikitsh and Chacko, 2014). 

 

2.2. Passage par diffusion facilitée 

Le transport à travers la BHE peut également se faire par diffusion facilitée. Ce mode de 

transport nécessite la présence de protéines de transport à la surface des CECCs, qui ont la 

caractéristique d’être saturables. Ces protéines peuvent être soit des transporteurs soit des 

canaux transmembranaires. Leur rôle est d’assurer le transport de leur substrat à travers la 

membrane en suivant le gradient de concentration de la molécule transportée, sans dépense 

d’énergie. Ces protéines de transport sont des uniports, c’est-à-dire qu’elles ne transportent 

qu’une molécule à la fois. La diffusion facilitée permet le transport notamment de 

nutriments tels certains acides aminés, des vitamines et le D-glucose, dont le transport est 

assuré par le transporteur de glucose GLUT1 (glucose transporter 1) (Abbott et al., 2010). 
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 2.3. Passage par transcytose 

Le transport des macromolécules à travers les CECCs de la BHE se fait par transcytose via des 

mécanismes d’endocytose. Ce mode de transport peut mettre en jeu deux mécanismes 

différents : la transcytose par adsorption ou médiée par des récepteurs membranaires. La 

transcytose initiée par un phénomène d’adsorption se fait grâce à des interactions 

électrostatiques entre la macromolécule cationique chargée positivement (par exemple 

l’albumine) et la surface de la cellule chargée négativement. La transcytose médiée par un 

récepteur est, quant à elle, initiée par la liaison spécifique entre un ligand, ici une 

macromolécule (par exemple la transferrine ou l’insuline), et son récepteur exprimé à la 

surface membranaire de la cellule. Cette première étape va déclencher les processus 

d’endocytose. La macromolécule va être contenue dans une vésicule qui va pénétrer et 

traverser la cellule jusqu’à l’autre pôle cellulaire où la macromolécule sera libérée hors de la 

cellule par exocytose (Abbott et al., 2010; Strazielle and Ghersi-Egea, 2013; Georgieva et al., 

2014). 

 

2.4. Passage par transport actif 

Le transport au niveau des CECCs peut également se faire par l’intermédiaire de 

transporteurs transmembranaires actifs qui vont assurer le passage de molécules contre leur 

gradient de concentration. Ce transport actif est saturable et nécessite un apport d’énergie. 

Au niveau de la BHE, les transporteurs actifs sont retrouvés des deux côtés (pôles apical et 

basolatéral) des CECCs et appartiennent à deux superfamilles de protéines : les 

transporteurs SLC (solute carriers) et les transporteurs ABC (Abbott et al., 2010). Les 

transporteurs SLC sont les principaux représentants des transporteurs d’influx qui 

permettent le passage de molécules du sang vers le cerveau. Ils assurent un transport actif 

dit secondaire en utilisant comme source d’énergie le gradient électrochimique des 

composés qu’ils transportent (Tashima, 2015). Les SLC peuvent être soit des symports, qui 

assurent le transport dans un même sens de plusieurs molécules à la fois, soit des antiports, 

qui peuvent transporter plusieurs molécules mais dans des sens opposés. Une description 

plus approfondie de ces transporteurs sera faite dans le chapitre III « Les transporteurs SLC 

au niveau de la BHE : OATP1A2/Oatp1a4 ». 



18 
 

Les transporteurs d’efflux vont assurer, à la BHE, le transport de leur substrat du cerveau 

vers la circulation sanguine. Ils sont majoritairement représentés par les transporteurs ABC, 

qui sont des transporteurs actifs primaires ayant la capacité de se lier et d’hydrolyser l’ATP, 

ce qui va leur fournir l’énergie nécessaire pour assurer leur fonction (Abbott et al., 2010). 

Une description plus approfondie de ces transporteurs sera faite dans le chapitre II « Les 

transporteurs ABC». 
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II. Les transporteurs ABC 

1. Généralités 

Les transporteurs ABC constituent une superfamille de protéines présente chez les 

procaryotes et les eucaryotes. Leur fonction est d’assurer le passage transmembranaire d’un 

grand nombre de composés, allant du simple ion aux petites protéines, grâce à l’énergie 

fournie après hydrolyse de l’ATP (Locher, 2016). 

La majorité de ces protéines possède une structure similaire caractérisée par deux domaines 

transmembranaires (TMDs), suivis chacun par un domaine NBD (nucleotide-binding domain) 

ou ABC. Les protéines ABC ayant une telle configuration sont définies comme des 

transporteurs « complets ». Il existe également des transporteurs « longs » qui sont pourvus 

d’un TMD supplémentaire en leur extrémité N-terminale, ainsi que des demi-transporteurs 

n’ayant qu’un TMD et un NBD (Mahringer and Fricker, 2016). Ces derniers ont la capacité de 

s’homo- ou s’hétérodimériser pour devenir fonctionnels (Kerr et al., 2011). Les NBDs sont 

des domaines caractéristiques des protéines ABC (Wilkens, 2015). Ils comportent des motifs 

fortement conservés essentiels à la fixation et à l’hydrolyse de molécules d’ATP et à la 

transduction de l’énergie : les motifs Walker A (ou P-loop), Walker B et Signature LSGGQ (ou 

C-loop) (Frelet and Klein, 2006; ter Beek et al., 2014; Beis, 2015). A l’inverse, les séquences 

d’acides aminés et la structure des TMDs peuvent, quant à elles, différer d’une protéine ABC 

à une autre. Les TMDs sont composés d’hélices alpha, dont le nombre peut varier entre 6 et 

10, cependant la majorité des TMDs possède 6 hélices (Wilkens, 2015).  

Le mécanisme par lequel se fait le transport n’est pas encore très bien compris. Toutefois, 

différents modèles de fonctionnement des transporteurs ABC ont été proposés dont le 

modèle « ABC switch » (Higgins and Linton, 2004; Wilkens, 2015) [Figure 4]. Dans ce modèle, 

le transport est initié par la liaison du substrat aux TMDs qui va permettre le rapprochement 

des hélices et stimuler la liaison des NBDs à l’ATP. Cette étape est suivie d’une dimérisation 

des deux NBDs et d’un changement de conformation des TMDs permettant ainsi le passage 

et l’expulsion du substrat. L’hydrolyse de l’ATP va entrainer la dissociation des deux NBDs et, 

de ce fait, un retour à l’état basal de la protéine (Beis, 2015). 
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Figure 4 : Schéma représentant le modèle « ABC switch » du mécanisme de transport d’un substrat par 
un transporteur ABC : Le substrat se fixe aux TMDs, ce qui facilite le recrutement d’une molécule d’ATP 
par les NBDs qui se dimérisent. Les TMDs vont alors changer de conformation et permettre le transport 
du substrat. Un retour à l’état basal se fait après hydrolyse de la molécule d’ATP. [D’après (Li et al., 2016)] 

 

 

Chez l’Homme, il existe 48 protéines ABC, classées selon leur homologie structurale en sept 

sous-familles phylogénétiques (ABCA à ABCG) qui se différencient notamment par leur 

spécificité vis-à-vis des substrats (Tachikawa et al., 2005; Matsuo, 2010; Theodoulou and 

Kerr, 2015). Cependant, toutes les protéines ne sont pas impliquées dans le transport 

transmembranaire de leur substrat, c’est notamment le cas pour un membre de la sous-

famille ABCC, le régulateur de la conductance transmembranaire de la fibrose cystique (Gu 

and Manautou, 2010). Par leur rôle de transporteur à travers les membranes, les protéines 

ABC sont impliquées dans de nombreux processus dont la mise en place d’un phénotype de 

résistance aux molécules tels les médicaments ou encore dans la réponse immune 

adaptative (Sodani et al., 2012; Eggensperger and Tampé, 2015). L’expression et la fonction 

des transporteurs ABC peuvent être régulées par des facteurs endogènes ou exogènes, 

comme des récepteurs nucléaires ou des molécules pro-inflammatoires (Kooij et al., 2012). 

De plus, un dysfonctionnement de ces protéines, notamment dû à des mutations 

génétiques, peut avoir des conséquences physiopathologiques (Löscher and Potschka, 2005). 

L’implication de certains transporteurs ABC dans la physiopathologie de maladies sera 

décrite dans les sous-parties détaillant les différents transporteurs ABC utiles pour ce travail 

de doctorat.  
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2. Les transporteurs ABC exprimés à la barrière-hémato 

encéphalique 

Certains transporteurs ABC sont exprimés au niveau de la BHE où ils assurent le transport de 

molécules endogènes ou exogènes hors du cerveau. Ainsi par leur rôle de pompe d’efflux au 

niveau de cette barrière, les transporteurs ABC participent à l’élimination de déchets et de 

substances pouvant avoir des effets néfastes sur le SNC (Abbott et al., 2010). Par ailleurs, ils 

contribuent également à la restriction du passage des médicaments destinés à agir au niveau 

du SNC (Gosselet et al., 2011). Le premier transporteur ABC à avoir été décrit au niveau de la 

BHE est ABCB1. La présence d’autres membres de cette superfamille tels qu’ABCG2 ou 

encore certaines MRPs (multidrug resistance-associated proteins, membres de la sous-

famille ABCC) a aussi été démontrée (Miller, 2015; Strazielle and Ghersi-Egea, 

2015). D’autres transporteurs pourraient également jouer un rôle au niveau de la BHE, 

néanmoins leurs localisations cellulaire et membranaire exactes ainsi que leur fonction ne 

sont pas encore connues [Figure 5]. Dans cette partie seront décrits les transporteurs ABC 

étudiés au cours de ce doctorat.  

 

 

 

Figure 5 : Schéma représentant les principaux transporteurs ABC décrits comme étant impliqués dans 
l’efflux cérébral à la barrière hémato-encéphalique. (CECC = cellule endothéliale des capillaires 
cérébraux) [D’après (Do et al., 2011; Strazielle and Ghersi-Egea, 2015; Mahringer and Fricker, 2016)] 
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2.1. Le transporteur ABCB1 : la P-glycoprotéine 

2.1.1. Présentation 

La P-glycoprotéine (P-gp, ABCB1) a été le premier transporteur ABC décrit chez l’Homme. 

Cette protéine appartient à la sous-famille ABCB qui regroupe onze membres dont quatre 

sont des transporteurs « complets » et sept sont des demi-transporteurs. La P-gp a été 

caractérisée pour la première fois en 1974 dans des cellules tumorales qui présentaient un 

phénotype de résistance multiple aux drogues (ou MDR) (Juliano and Ling, 1976).  

Cette protéine est codée par le gène ABCB1 (ou MDR1) chez l’Homme et par deux gènes 

Abcb1a et Abcb1b (ou Mdr1a et Mdr1b) chez la Souris (Borst and Schinkel, 1997). Le gène 

possède 28 exons et se situe sur le chromosome 7 chez l’Homme (Fojo et al., 1986). Il a été 

cloné pour la première fois en 1985 chez l’Homme, la Souris et le Hamster (Riordan et al., 

1985). La protéine de 170 kDa est composée de 1280 acides aminés. Cette dernière fait 

partie des quatre transporteurs « complets » de la sous-famille ABCB, ayant deux TMDs et 

deux NBDs [Figure 6].  

 

 

 

Figure 6 : Structure secondaire du transporteur ABCB1 : ABCB1 est un transporteur ABC complet 
possédant deux domaines transmembranaires et 2 sites de liaison nucléotidique (NBD). [D’après (Sharom, 
2011)]  
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2.2.2. Localisation 

La P-gp a, tout d’abord, été identifiée dans des cellules tumorales, puis une localisation 

physiologique de cette protéine a été mise en évidence (Cordon-Cardo et al., 1990). La P-gp 

est exprimée dans un grand nombre de tissus. Elle est notamment retrouvée dans l’intestin 

(à la membrane luminale des cellules épithéliales), le foie (au niveau des canalicules 

biliaires), le pancréas (au niveau des canalicules), le rein (à la membrane apicale des cellules 

épithéliales du tubule proximal rénal) (Thiebaut et al., 1987; Sharom, 2011). La P-gp est 

également présente au niveau de la barrière hémato-testiculaire et de la BHE (Melaine et al., 

2002; Young et al., 2003; Fromm, 2004). A la BHE, la P-gp a été décrite comme étant 

fortement exprimée à la membrane luminale des CECCs dans de nombreuses espèces, dont 

l’Homme et les Rongeurs (Cordon-Cardo et al., 1990; Shawahna et al., 2011; Chaves et al., 

2014).  

  

2.2.3. Substrats et inhibiteurs 

Il existe plus de 300 composés décrits comme pouvant interagir avec la P-gp (Callaghan, 

2015). Ces molécules présentent entre elles une grande variabilité au niveau de leur 

structure, de leur taille et de leur fonction [Tableau 1]. Elles sont souvent des molécules 

organiques non chargées ayant des poids moléculaires variés (compris entre 200 et 1900 Da) 

et pouvant contenir des noyaux aromatiques (Schinkel and Jonker, 2003). Il semblerait que 

le seul point commun entre ces différentes molécules soit leur propriété amphiphile. Les 

premiers substrats identifiés pour la P-gp étaient des molécules anticancéreuses. 
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Tableau 1: Exemples de substrats de la P-glycoprotéine [d’après (Fromm, 2002; Schinkel 
and Jonker, 2003)] 

SUBSTRATS DE LA P-GLYCOPROTEINE 

anticancéreux 
actinomycine D, daunorubicine, doxorubicine, étoposide, 
imitinib, mitoxantrone, topotécan, vinblastine, … 

antibiotiques érythromycine, lévofloxacine 

antiépileptiques carbamazépine, felbamate, phénobarbital 

antiprotéases du VIH amprénavir, indinavir, nelfinavir, saquinavir, ritonavir 

cardio-vasculaires digoxine, quinidine 

hypocholestérolémiants atorvastatine, lovastatine, simvastatine 

inhibiteurs calciques diltiazem, vérapamil 

immunosuppresseurs ciclosporine A, tacrolimus 

 

 

Des inhibiteurs de la P-gp ont été développés afin de contrer son implication dans la mise en 

place du phénotype MDR et ainsi, d’augmenter l’efficacité d’un traitement médicamenteux. 

L’inhibition peut se faire à différents niveaux : en bloquant le site de liaison au substrat ou le 

site de liaison à l’ATP ou encore en modulant l’expression ou l’activité du transporteur 

(Seebacher et al., 2016). 

Il existe trois générations d’inhibiteurs pour la P-gp. Les inhibiteurs de la première 

génération regroupent des médicaments tels le vérapamil, la ciclosporine A et la quinidine. 

Ces molécules n’ont un effet inhibiteur efficace qu’à de fortes concentrations plasmatiques 

qui se sont avérées être des concentrations cytotoxiques (Tan et al., 2000). Il a été montré 

que de fortes doses de vérapamil pouvaient être responsables d’effets secondaires toxiques 

notamment cardiaques (Pennock et al., 1991). 

Une amélioration de la structure des inhibiteurs de première génération a permis de 

développer des molécules avec une meilleure efficacité à des concentrations moins élevées 

et donc avec une cytotoxicité diminuée. Ces molécules appartiennent aux inhibiteurs de 

deuxième génération, parmi lesquels se trouvent le valspodar (PSC833) ou encore le 

biricodar (VX710). Le valspodar a des effets 5 à 10 fois plus efficaces que son analogue, la 

ciclosporine A (Friche et al., 1992). Cependant, cette molécule n’inhibe pas uniquement la P-

gp, c’est également un inhibiteur d’autres transporteurs comme ABCA1 ou encore Oatp1a4 

(Bourasset et al., 2003; Nagao et al., 2013). Le valspodar a aussi un effet inhibiteur sur 
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d’autres molécules dont des enzymes du métabolisme, des cytochromes P450. Cette 

inhibition va engendrer une diminution de l’élimination de molécules dont les médicaments 

qui peuvent être toxiques (Kathawala et al., 2015). 

Enfin, des inhibiteurs de troisième génération ont été développés. Ces molécules présentent 

une efficacité améliorée (plus de 200 fois meilleure que pour les deux générations 

précédentes) et cela, à une concentration de l’ordre du nanomolaire. L’un de ces inhibiteurs 

identifiés est l’elacridar (GF120918), néanmoins l’effet inhibiteur de cette molécule n’est pas 

spécifique à la P-gp car c’est également un bon inhibiteur d’un autre transporteur ABC, 

ABCG2 (Thomas and Coley, 2003). 

 

2.2.4. Rôles physiologiques et pathologiques 

Le rôle majeur de la P-gp est d’assurer l’efflux de molécules endogènes ou exogènes au 

niveau des différents tissus dans lesquels elle est exprimée (Silva et al., 2015). Ainsi, cette 

protéine va participer à la limitation de l’absorption de xénobiotiques au niveau de l’intestin, 

assurer l’élimination de substances via la bile ou l’urine et limiter l’entrée de xénobiotiques 

dans les tissus (Thiebaut et al., 1987; Watkins, 1997; Fromm, 2004; Pfeifer et al., 2014). Dans 

le placenta, la P-gp participe fortement à la protection du fœtus en limitant le passage de la 

mère vers le fœtus de composés potentiellement néfastes (Joshi et al., 2016). Une étude a 

montré une exposition augmentée des fœtus à des médicaments, chez des souris gestantes 

n’exprimant plus la P-gp, (Smit et al., 1999). A la BHE, ce transporteur est impliqué dans 

l’élimination de substances pouvant avoir des effets neurotoxiques sur le SNC (Abbott et al., 

2010; Sharom, 2011). L’une des premières études sur le rôle de la P-gp à la BHE a été menée 

par Schinkel et al. sur des souris déficientes en ce transporteur. Ces dernières sont viables et 

fertiles. Cependant, elles présentaient une accumulation cérébrale de l’ivermectine, un 

antiparasitaire neurotoxique, 100 fois plus importante que chez les souris contrôles, 

entrainant des convulsions et la mort des souris (Schinkel et al., 1994). Ces travaux ont 

permis de démontrer pour la première fois que la P-gp assure un rôle important dans la 

limitation du passage du sang vers le cerveau. La présence de ce transporteur peut être un 

obstacle dans le traitement de certaines pathologies touchant le SNC tels la douleur, 

l’épilepsie, le VIH (virus de l’immunodéficience humaine), les tumeurs cérébrales et 

l’ischémie cérébrale (Davis et al., 2014). 
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La P-gp est aussi très étudiée pour son rôle dans la mise en place du phénotype MDR, 

notamment au niveau des cellules cancéreuses, où elle participe à l’efflux de médicaments, 

diminuant ainsi l’efficacité des traitements anticancéreux (Tulsyan et al., 2016).  

Enfin, la P-gp est également impliquée dans certaines maladies neurodégénératives telle la 

MA ou neurologiques comme l’épilepsie (Kim et al., 2008). Son implication dans la MA sera 

détaillée dans la partie IV (2.2.3.2. Le transport du peptide β-amyloïde à travers la barrière 

hémato-encéphalique). 

 

2.2. Le transporteur ABCG2 

2.2.1. Présentation 

Le transporteur ABCG2, également appelé BCRP (breast cancer resistance protein) ou encore 

White Protein, a été initialement caractérisé dans une lignée cancéreuse mammaire qui 

présentait une résistance aux molécules anticancéreuses (la mitoxantrone et le topotécan) 

(Doyle et al., 1998). ABCG2 est un membre de la sous-famille des transporteurs ABCG, qui 

regroupe cinq membres : ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCG5 et ABCG8 (Cserepes et al., 2004; 

Kusuhara and Sugiyama, 2007; Kerr et al., 2011). Ces transporteurs ont une structure 

différente des autres protéines ABC. En effet, contrairement à la plupart des autres 

transporteurs ABC, les ABCG ne possèdent qu’un seul domaine NBD au niveau N-terminal 

suivi d’un domaine transmembranaire constitué de six hélices alpha (Velamakanni et al., 

2007) [Figure 7]. Ces protéines sont qualifiées de demi-transporteurs. Ils doivent 

s’homodimériser ou s’hétérodimériser pour devenir fonctionnels (Kusuhara and Sugiyama, 

2007). La majorité des transporteurs appartenant à cette sous-famille participe au transport 

de lipides (Schmitz et al., 2001; Kerr et al., 2011). Le transporteur ABCG2 est le membre le 

plus étudié de cette sous-famille notamment pour son rôle important dans la protection de 

l’organisme contre les xénobiotiques (Cserepes et al., 2004; Choi and Yu, 2014).  

Son gène ABCG2 localisé sur le chromosome 4 chez l’homme code pour une protéine de 72 

kDa composée de 655 acides aminés (Robey et al., 2009). Deuxième membre de la sous-

famille ABCG, ce demi-transporteur doit s’homodimériser pour devenir fonctionnel 

(Kusuhara and Sugiyama, 2007). A ce jour, aucune hétérodimérisation n’a été décrite pour 
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ABCG2. Il semblerait que ce transporteur ait également la capacité de former des oligomères 

avec d’autres ABCG2 (Xu et al., 2007; Ni et al., 2010). 

 

 

 

Figure 7 : Structure secondaire des transporteurs ABCG : Les transporteurs de la sous-famille ABCG ne 
sont constitués que d’un domaine de liaison à l’ATP, composé des trois motifs conservés (Walker A, 
Walker B et Signature C) en position N-terminale et d’un domaine transmembranaire avec six hélices 
alpha en position C-terminale. [D’après (Cserepes et al., 2004)]  

 

 

5.2.2. Localisation 

Le transporteur ABCG2 a été, tout d’abord, localisé dans les cellules cancéreuses. 

Cependant, dans les conditions physiologiques, ce transporteur est exprimé dans beaucoup 

de tissus, dont un grand nombre exprime aussi la P-gp. ABCG2 est notamment localisé au 

niveau du placenta, du cerveau, du foie, du rein, des intestins et des testicules (Doyle et al., 

1998; Maliepaard et al., 2001). Une expression de ce transporteur est également retrouvée 

dans les barrières physiologiques en particulier la barrière placentaire, où il est fortement 

exprimé au niveau de la membrane apicale du syncytiotrophoblaste (Maliepaard et al., 2001; 

Young et al., 2003). A la BHE, ABCG2 est très exprimé du côté luminal des CECCs (Cisternino 

et al., 2004; Aronica et al., 2005). Ce transporteur est retrouvé dans les glandes mammaires 

et dans une population particulière de cellules souches (Zhou et al., 2001; Jonker et al., 

2005). 
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 5.2.3. Substrats et inhibiteurs 

ABCG2 assure l’efflux d’un grand nombre de molécules de nature et de structure différentes 

[Tableau 2]. Les substrats de ce transporteur peuvent être non chargés ou bien chargés 

positivement ou négativement (Wiese, 2015). Ils peuvent être hydrophobes, lipophiles ou 

encore hydrophiles, toutefois, ils semblent tous posséder dans leur squelette des régions 

hydrophobes (Szafraniec et al., 2014). Tout comme pour la P-gp, ABCG2 a été caractérisé 

dans des cellules tumorales et, de ce fait, les premiers substrats identifiés pour ce 

transporteur furent des molécules anticancéreuses tels la mitoxantrone et le topotécan 

(Doyle et al., 1998). Cependant, d’autres médicaments n’appartenant pas à la classe des 

anticancéreux sont aussi transportés par ABCG2 (Mao and Unadkat, 2015). ABCG2 est aussi 

un transporteur de molécules endogènes dont l’acide urique ou l’hème (Krishnamurthy et 

al., 2007). Par ailleurs, certaines molécules peuvent être substrats de la P-gp et aussi 

d’ABCG2, pour lesquels une coopérativité a été décrite dans les tissus où ils sont tous les 

deux exprimés (Kodaira et al., 2010). 

 

 

Tableau 2: Exemples de substrats d’ABCG2 [d’après (Kerr et al., 2011; Mao and Unadkat, 
2015)] 

SUBSTRATS D’ABCG2 

anticancéreux 
daunorubicine, doxorubicine, épirubicine, imatinib, 
mitoxantrone, méthotrexate, topotécan 

antibiotiques ciprofloxacine, norfloxacine 

antihypertenseur prazosine 

antiviraux delavirdine, lopinavir, zidovudine 

autres acide urique, estrone-3-sulfate, 17-β-estradiol 
glucuronide, hème, protoporphyrine 

fluorophores Hoechst 33342, lyso tracker green, rhodamine 123 

 

 

A ce jour, plusieurs molécules ont un effet inhibiteur sur ABCG2. La première d’entre elles a 

été la fumitrémorgine C, qui appartient à la famille des mycotoxines (Rabindran et al., 2000). 

Toutefois, cette molécule entraine des effets neurotoxiques, ce qui a conduit au 
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développement d’analogues plus efficaces et moins toxiques dont le Ko143 (Allen et al., 

2002). Ce dernier est décrit comme l’inhibiteur sélectif de référence d’ABCG2. Cependant, 

une étude récente a montré que Ko143 pouvait avoir également des effets inhibiteurs sur 

d’autres transporteurs dont la P-gp et ABCC1 (Weidner et al., 2015). Certaines molécules 

inhibitrices de tyrosine kinase sont aussi des inhibiteurs sélectifs d’ABCG2 dont certaines 

quinazolines (imatinib, géfitinib) (Ozvegy-Laczka et al., 2004; Juvale et al., 2013a). Les 

flavonoïdes semblent aussi être de bons inhibiteurs d’ABCG2 (Juvale et al., 2013b; Wiese, 

2015). Enfin, certains inhibiteurs de la P-gp ont aussi été décrits comme inhibiteurs d’ABCG2, 

parmi lesquels se trouvent l’élacridar et le tariquidar (Thomas and Coley, 2003; Robey et al., 

2009). Des dérivés de ce dernier ont été développés avec une forte sélectivité vis-à-vis 

d’ABCG2 (Kühnle et al., 2009).  

 

2.2.4. Rôles physiologiques et pathologiques 

ABCG2 est un transporteur d’efflux qui participe fortement à la protection de l’organisme 

contre des molécules endogènes ou des xénobiotiques potentiellement toxiques (Horsey et 

al., 2016). Son expression ubiquitaire et le grand nombre de composés pouvant interagir 

avec ABCG2 lui confèrent un rôle important dans beaucoup de processus physiologiques. Il 

est impliqué dans la limitation de l’absorption intestinale de certaines molécules et dans 

l’excrétion et l’élimination dans le foie et le rein. A la barrière placentaire, il va assurer 

l’efflux de substances pouvant être néfastes pour le fœtus, vers la circulation sanguine 

maternelle (Jani et al., 2014). De plus, pendant la période de lactation, une induction de 

l’expression d’ABCG2 semble avoir lieu dans les glandes mammaires, au niveau desquelles ce 

transporteur va effluer vers le lait maternel des molécules bénéfiques ou non pour le 

nouveau-né (Jonker et al., 2005).  

A la BHE, ABCG2 est l’un des principaux transporteurs d’efflux avec la P-gp. Il assure la 

limitation du passage de molécules de la circulation sanguine périphérique vers le cerveau 

(Chaves et al., 2014; Mahringer and Fricker, 2016). ABCG2 semble coopérer avec la P-gp, 

avec laquelle il est co-localisé au niveau de la BHE (Polli et al., 2009; Kodaira et al., 2010).  

ABCG2 a surtout été étudié pour son efflux de molécules anticancéreuses dont la 

mitoxantrone, ce qui fait d’elle un acteur majeur de la résistance aux traitements 

anticancéreux. Ce transporteur assure aussi au niveau rénal l’efflux de l’acide urique du côté 
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apical des membranes des cellules tubulaires proximales (Horsey et al., 2016). De par cette 

fonction, ABCG2 semble avoir une implication dans la physiopathologie de la goutte 

(Woodward, 2015). Par ailleurs, un rôle dans la MA lui a aussi été attribué (Xiong et al., 

2009). Son implication dans cette pathologie sera détaillée dans la partie IV (2.2.3.2. Le 

transport du peptide β-amyloïde à travers la barrière hémato-encéphalique). 

 

2.3. Le transporteur ABCA1 

2.3.1. Présentation 

Le transporteur ABCA1, anciennement appelé ABC1, a été caractérisé pour la première fois 

chez l’Homme en 1994 par l’équipe de Luciani (Luciani et al., 1994). Il appartient à la sous-

famille ABCA constituée de 12 membres (ABCA1 à ABCA10, ABCA12 et ABCA13) caractérisés 

par leur implication dans le transport de stérols, de phospholipides et d’acides biliaires 

(Kaminski et al., 2006; Piehler et al., 2012; Davis, 2014). Les membres présentent entre eux 

une importante homologie dans leur séquence en acides aminés. D’un point de vue 

structural, ces protéines sont des transporteurs « complets » formés de deux TMDs et deux 

NBDs. Toutefois les membres de la sous-famille ABCA présentent une particularité dans leur 

structure : ils possèdent entre leurs deux TMDs un domaine régulateur composé d’un 

segment très hydrophobe (Broccardo et al., 1999). Ce domaine semble interagir avec la 

membrane et faciliter le mécanisme de transport [Figure 8]. ABCA1 fut le premier membre 

de la sous-famille ABCA à avoir été identifié (Oram and Vaughan, 2000). Le gène codant pour 

ABCA1 est localisé sur le chromosome 9 chez l’Homme et le chromosome 4 chez la Souris et 

est composé de 49 exons (Langmann et al., 1999; Remaley et al., 1999). Il existe entre ces 

deux espèces une importante homologie dans leur séquence en acides aminés. La protéine 

fait 254 kDa et possède 2261 acides aminés (Piehler et al., 2012). 
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Figure 8 : Structure secondaire des transporteurs ABCA : Les transporteurs de la sous-famille ABCA sont 
constitués de deux domaines transmembranaires (TMD1 et TMD2) ayant chacun six  segments 
transmembranaires, deux domaines de liaison nucléotidique (NBD1 et NBD2) et d’un domaine régulateur 
situé entre les deux TMDs. [D’après (Albrecht and Viturro, 2007)] 

 

2.3.2 Localisation 

L’expression d’ABCA1 dans l’organisme est ubiquitaire. Ce transporteur est retrouvé dans de 

nombreux tissus tels le placenta, le foie, les poumons et le cerveau, en particulier au niveau 

des neurones et des cellules gliales (Wellington et al., 2002; Karasinska et al., 2009; Piehler 

et al., 2012). ABCA1 est également très exprimé dans les macrophages du sang total 

(Langmann et al., 1999). Au niveau cellulaire, ABCA1 est majoritairement localisé à la 

membrane plasmique, mais il est aussi retrouvé dans des organites tels l’appareil de Golgi ou 

des vésicules (endosomes, lysosomes) (Orsó et al., 2000; Neufeld et al., 2001).  

Des études ont montré qu’à la BHE, ABCA1 était exprimé au niveau des CECCs chez 

l’Homme, la Souris, le Rat et le Porc (Panzenboeck et al., 2002; Ohtsuki et al., 2004; Do et al., 

2011). 

 

2.3.3. Substrats et inhibiteurs 

A ce jour, seules des molécules endogènes ont été décrites comme substrats pour ABCA1. 

Parmi ses substrats, sont retrouvés le cholestérol et les phospholipides telles la 

phosphatidylcholine et la phosphatidylsérine (Nagao et al., 2011; Piehler et al., 2012). Les 

oxystérols pourraient aussi être des substrats potentiels de ce transporteur (Tam et al., 

2006).  

Le principal inhibiteur décrit pour ABCA1 est le probucol. Ce dernier est un médicament 

hypolipidémiant, développé à l’origine pour le traitement de l’hypertension artérielle (Favari 
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et al., 2004). D’autres molécules peuvent inhiber ABCA1 comme la ciclosporine A et le 

valspodar, deux molécules initialement décrites comme inhibiteurs de la P-gp (Nagao et al., 

2013). Nagao et al. ont montré in vitro que ces deux molécules inhibent l’efflux cellulaire 

médié par ABCA1 par une liaison directe avec ce transporteur. Récemment, l’effet 

modulateur d’une statine, la pivastatine, sur l’expression d’ABCA1 a été décrit in vitro dans 

une lignée humaine de monocytes différenciés en macrophages (Zhang et al., 2016).  

 

2.3.4. Rôles physiologiques et pathologiques 

ABCA1 est l’un des principaux acteurs intervenant dans le métabolisme du cholestérol. Il 

assure l’efflux cellulaire du cholestérol en particulier vers l’apolipoprotéine A-I, un 

constituant majeur des lipoprotéines de haute densité (ou HDL pour high density 

lipoprotein). Son expression et sa fonction peuvent être régulées par le complexe LXR/RXR 

(liver X receptor/retinoid X receptor) (Repa et al., 2000; Nagao et al., 2011; Koldamova et al., 

2014). De plus, il semblerait qu’ABCA1 participe à la synthèse de nouvelles HDL (Wang and 

Smith, 2014). Notre équipe a montré que ce transporteur était fonctionnel au niveau de la 

BHE, notamment en participant à la clairance cérébrale du cholestérol (Do et al., 2011). 

De par son rôle de transporteur d’efflux du cholestérol, ABCA1 est impliqué dans plusieurs 

processus physiologiques. La présence d’ABCA1 au niveau de macrophages engagés dans 

l’élimination de cellules mortes suggère une implication de ce transporteur dans l’apoptose 

cellulaire (Luciani and Chimini, 1996). Une autre étude a montré que l’absence d’ABCA1 dans 

le cerveau chez la Souris entrainait des anomalies structurales et fonctionnelles des 

neurones (Karasinska et al., 2009). La présence de ce transporteur pourrait avoir des effets 

protecteurs notamment vis-à-vis de certaines infections bactériennes (par exemple : des 

mycobactéries) ou virales (par exemple : le virus de l’hépatite C) (Bocchetta et al., 2014; 

Long et al., 2016).  

Un dysfonctionnement de ce transporteur peut entrainer le développement de maladies. 

Ainsi, l’implication pathologique d’ABCA1 est principalement décrite dans la maladie de 

Tangier. Cette maladie est due à des mutations du gène codant pour ABCA1 (Singaraja et al., 

2003). Les personnes atteintes de cette maladie présentent un important déficit en HDL 

(Brooks-Wilson et al., 1999). De plus, un défaut d’ABCA1 semblerait être un facteur dans le 

développement de maladies cardiovasculaires telle l’athérosclérose (Aiello et al., 2002; 
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Oram and Heinecke, 2005). ABCA1 est également étroitement lié à la MA (Koldamova et al., 

2010). Le rôle exact d’ABCA1 dans cette pathologie est encore inconnu. Cependant, une 

augmentation de l’expression d’ABCA1 a été montrée dans les neurones de l’hippocampe 

ainsi que dans les CECCs dans des modèles de souris développant la MA (Kim et al., 2010a; 

Do et al., 2015). Son implication dans la MA sera détaillée dans la partie IV (2.2.3.2. Le 

transport du peptide β-amyloïde à travers la barrière hémato-encéphalique). 

 

3. Les transporteurs ABC potentiellement exprimés à la barrière 

hémato-encéphalique  

3.1. Le transporteur ABCG1 

3.1.1. Présentation 

ABCG1, ou encore ABC8, est le premier membre de la sous-famille ABCG. Chez l’Homme, le 

gène codant pour cette protéine est localisé sur le chromosome 21 et est constitué de 23 

exons (Langmann et al., 1999; Kennedy et al., 2001). Il a été cloné pour la première fois en 

1996 (Chen et al., 1996). Le gène est traduit en une protéine d’environ 76 kDa composée de 

674 acides aminés. ABCG1 est un demi-transporteur qui a la capacité de s’homodimériser ou 

de s’hétérodimériser avec ABCG4, un autre membre de la sous-famille ABCG. ABCG1 et 

ABCG4 présentent tous deux une forte homologie, ils partagent environ 80% de similarité 

dans leur séquence en acides aminés (Bojanic et al., 2010).  

 

3.1.2. Localisation 

Le transporteur ABCG1 est exprimé dans un grand nombre de tissus. Il est principalement 

retrouvé dans le cerveau ainsi que dans des tissus riches en macrophages tels le foie, la rate 

ou le poumon (Chen et al., 1996; Cserepes et al., 2004; Wang et al., 2004). Dans le cerveau, 

ABCG1 est co-localisé avec ABCG4 au niveau des neurones et des astrocytes (Tarr and 

Edwards, 2008; Wang et al., 2008; Sano et al., 2016). A ce jour, il y a peu de données 

concernant l’expression de ce transporteur au niveau de la BHE. Une étude réalisée sur un 
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modèle cellulaire de BHE a mis en évidence sa présence au niveau de CECCs bovines 

(Gosselet et al., 2009). 

Au niveau subcellulaire, ABCG1 semble avoir majoritairement une localisation intracellulaire, 

mais il peut également être retrouvé à la membrane plasmique (Klucken et al., 2000; 

Lorkowski et al., 2001). LXR peut induire une augmentation de l’expression d’ABCG1 ainsi 

qu’une redistribution de ce transporteur vers la membrane plasmique afin d’assurer une 

partie de ses fonctions (Wang et al., 2006). 

 

3.1.3. Substrats et inhibiteurs 

Peu de molécules ont été identifiées comme étant des substrats potentiels d’ABCG1. Parmi 

elles, se trouvent des stérols (le cholestérol, le desmostérol et des métabolites du 

cholestérol) et des sphingolipides (Wang et al., 2004; Vaughan and Oram, 2006; Wang et al., 

2008; Kerr et al., 2011). A ce jour, il n’existe pas pour ce transporteur d’inhibiteurs 

spécifiques identifiés in vivo. Néanmoins une étude in vitro a mis en évidence un effet 

inhibiteur de trois molécules (benzamil, ciclosporine, L-thyroxine) sur l’activité d’ABCG1 

(Cserepes et al., 2004). Par ailleurs, ce transporteur n’est pas inhibé par le probucol (Luthi et 

al., 2015). 

 

3.1.4. Rôles physiologiques et pathologiques 

Dans l’organisme, le transporteur ABCG1 joue un rôle important dans la régulation de lipides 

tel le cholestérol (Klucken et al., 2000; Kennedy et al., 2005; Kusuhara and Sugiyama, 2007). 

L’importance de ce rôle a notamment été mise en évidence par une étude faite chez des 

souris Abcg1-/- recevant une alimentation riche en graisses et en lipides. Bien que chez ces 

animaux aucune différence de lipidémie n’a été relevée par rapport aux animaux contrôles, 

une importante accumulation de lipides a été observée dans les hépatocytes et 

macrophages de différents tissus (Kennedy et al., 2005). Une hypothèse de collaboration 

entre ABCG1 et ABCA1 a été proposée pour assurer l’efflux cellulaire du cholestérol vers les 

HDL (Gelissen et al., 2006; Vaughan and Oram, 2006; Yvan-Charvet et al., 2007). Dans la 

maladie de Tangier, une augmentation de l’expression d’ABCG1 a été observée dans les 
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macrophages de patients afin de compenser en partie le déficit en ABCA1 (Lorkowski et al., 

2001). 

La fonction d’ABCG1 a été décrite comme pouvant être régulée par la voie LXR ou PPARγ 

(peroxisome proliferator-activated receptor γ) (Li et al., 2004; Wang et al., 2004; Gelissen et 

al., 2010). Ces deux voies peuvent augmenter l’expression d’ABCG1 et stimuler l’efflux du 

cholestérol vers les HDL.  

Par ailleurs, un rôle dans l’apoptose semble lui être attribué notamment au niveau des 

macrophages (Seres et al., 2008). Récemment, une étude in vitro a montré que 

l’hétérodimère ABCG1/ABCG4 pouvait induire l’apoptose (Hegyi and Homolya, 2016). 

L’implication d’ABCG1 a été suggérée dans la physiopathologie de certaines maladies dont 

l’inflammation pulmonaire, l’athérosclérose ou encore la MA (Baldán et al., 2006; Out et al., 

2007; Wojcik et al., 2008; Abuznait and Kaddoumi, 2012). Une étude récente a mis en 

évidence l’implication d’ABCG1 avec ABCG4 dans la modification de l’activité de la γ-

sécrétase, une enzyme participant à la synthèse du peptide Aβ, diminuant ainsi sa 

production (Sano et al., 2016). 

 

3.2. Le transporteur ABCG4 

3.2.1. Présentation 

ABCG4, membre de la sous-famille ABCG, est peu décrit dans la littérature. Ce transporteur a 

été identifié pour la première fois en 2001 grâce aux travaux menés par Annilo et son équipe 

(Annilo et al., 2001). ABCG4 est une protéine de 64 kDa constituée de 646 acides aminés 

(Engel et al., 2001). Son gène codant a été caractérisé au niveau du chromosome 11 chez 

l’Homme et du chromosome 9 chez la Souris. Tout comme les autres membres de la sous-

famille ABCG, ABCG4 est un demi-transporteur qui, pour devenir fonctionnel, peut 

s’homodimériser avec un autre ABCG4 ou s’hétérodimériser avec ABCG1. Comme expliqué 

précédemment, ces deux transporteurs partagent entre eux une forte homologie dans leur 

séquence en acides aminés (Engel et al., 2001; Oldfield et al., 2002; Bojanic et al., 2010). De 

ce fait, Annilo et al. avaient émis l’hypothèse d’un potentiel rôle d’ABCG4 dans le transport 

du cholestérol au niveau cérébral (Annilo et al., 2001). 
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3.2.2. Localisation 

L’expression d’ABCG4 est limitée à certains tissus. Chez l’Homme et le Rongeur, ABCG4 est 

principalement localisé dans le cerveau où il est co-exprimé avec ABCG1 au niveau des 

neurones et des astrocytes (Tarr and Edwards, 2008; Wang et al., 2008; Sano et al., 2016). Il 

est aussi retrouvé dans d’autres tissus tels l’œil, les testicules et les poumons (Oldfield et al., 

2002; Koshiba et al., 2008; Matsuo, 2010). L’expression d’ABCG4 semble pouvoir être 

régulée par le complexe LXR/RXR (Engel et al., 2001; Wang et al., 2008; Graham, 2015). La 

localisation cellulaire d’ABCG4 a été majoritairement décrite au niveau de la membrane 

plasmique de différents modèles cellulaires humains et murins (Hegyi and Homolya, 2016). Il 

semblerait également que ce transporteur soit exprimé au niveau de l’appareil de Golgi, et 

cela notamment dans les cellules souches hématopoïétiques (Murphy et al., 2013; 

Westerterp et al., 2014). 

Il existe peu d’informations quant à la localisation d’ABCG4 au niveau de la BHE. Des travaux, 

réalisés dans notre équipe, ont permis de mettre en évidence l’expression de ce 

transporteur au niveau des microvaisseaux des capillaires cérébraux isolés, chez la Souris (Do 

et al., 2012). Cependant, sa localisation cellulaire exacte n’est pas encore connue. 

 

3.2.3. Substrats et inhibiteurs 

A ce jour, très peu de molécules ont été identifiées comme pouvant être un substrat ou un 

inhibiteur du transporteur ABCG4. Les seuls substrats connus in vivo d’ABCG4 sont le 

cholestérol et le desmostérol (Wang et al., 2004; Vaughan and Oram, 2006; Wang et al., 

2008). Néanmoins, notre équipe a montré in vitro sur des cellules transfectées par le gène 

murin Abcg4, que le peptide Aβ était aussi un substrat d’Abcg4. De plus, il a été mis en 

évidence que ce transport cellulaire médié par Abcg4 était inhibé par le probucol, qui est 

ainsi le seul inhibiteur d’Abcg4 actuellement identifié in vitro (Do et al., 2012). 
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3.2.4. Rôles physiologiques et pathologiques 

Les fonctions physiologiques d’ABCG4 restent encore assez peu connues. ABCG4 participe à 

l’efflux cellulaire du cholestérol et du desmostérol vers les particules d’HDL (Wang et al., 

2004; Vaughan and Oram, 2006; Tarr and Edwards, 2008; Wang et al., 2008). Récemment, il 

a été montré qu’une déficience en ABCG4 dans les cellules souches hématopoïétiques 

entrainait un défaut dans l’efflux cellulaire du cholestérol mais aussi une augmentation de la 

prolifération des cellules souches hématopoïétiques et de la production des plaquettes. Ces 

observations suggèrent un rôle d’ABCG4 dans la prolifération cellulaire (Murphy et al., 2013; 

Westerterp et al., 2014). ABCG4 semble également induire in vitro l’apoptose (Hegyi and 

Homolya, 2016). 

De par sa fonction de transporteur d’efflux de stérols, l’implication d’ABCG4 a été suggérée 

dans des maladies mettant en jeu le cholestérol telle la MA (Poirier, 2003; Koshiba et al., 

2008). Bien que les mécanismes de l’interaction entre ABCG4 et cette pathologie ne soient 

pas encore bien compris, des études ont montré que les quantités d’ABCG4 étaient 

augmentées dans les cerveaux de personnes atteintes de cette pathologie (Uehara et al., 

2008) et au niveau des CECCs dans un modèle de souris développant la MA (Do et al., 2015). 

De plus, une détérioration de la mémoire associative a été observée chez des souris 

déficientes en Abcg4 (Bojanic et al., 2010). Une étude récente a démontré que la production 

du peptide Aβ était diminuée en présence d’ABCG1 et ABCG4 (Sano et al., 2016). Son 

implication dans la MA sera détaillée dans la partie IV (2.2.3.2. Le transport du peptide β-

amyloïde à travers la barrière hémato-encéphalique). 

 

3.3. Le transporteur ABCA2 

3.3.1. Présentation 

Le transporteur ABCA2, autrefois nommé ABC2, a été identifié en 1994 par l’équipe de 

Luciani en même temps que le transporteur ABCA1 (Luciani et al., 1994). Son gène est 

localisé sur le chromosome 9 près du gène codant pour ABCA1 chez l’Homme et sur le 

chromosome 2 chez la Souris (Ile et al., 2004; Albrecht and Viturro, 2007). Les deux 

transporteurs, qui présentent une forte homologie entre eux, semblent être issus de la 
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duplication d’un ancêtre commun (Albrecht and Viturro, 2007). Le gène ABCA2 est constitué 

de 48 exons et code pour une protéine de 270 kDa possédant 2436 acides aminés. 

Contrairement aux autres ABCA, ABCA2 possède dans sa structure secondaire un motif 

signature des lipocalines, le motif L, qui lui confère la capacité de se lier et de transporter 

des petites molécules hydrophobes tels les stérols ou les lipides (Mack et al., 2008) [Figure 

9]. Ce transporteur a été initialement étudié pour son implication dans la résistance à des 

traitements anticancéreux (Ile et al., 2004). 

 

 

 

Figure 9 : Structure secondaire prédite du transporteur ABCA2 : ABCA2 a la particularité de posséder un 
motif particulier, le motif L permettant la liaison de ce transporteur aux petites molécules hydrophobes. 
HH1 est le domaine régulateur situé entre les deux TMDs (TMD1 et 2) communs à tous les ABCA. [D’après 
(Mack et al., 2008)] 

 

 

3.3.2. Localisation 

Tout comme pour ABCA1, ce transporteur est retrouvé dans un grand nombre de tissus. 

ABCA2 est majoritairement exprimé dans le cerveau et dans le système nerveux 

périphérique, et plus particulièrement au niveau des cellules impliquées dans la 

myélinisation tels les oligodendrocytes et les cellules de Schwann mais aussi au niveau des 

neurones (Luciani et al., 1994; Kim et al., 2006; Saito et al., 2007). Son expression a 

également été détectée dans un modèle cellulaire de BHE humaine (hCMEC/D3) ainsi qu’au 

niveau de CECCs humaines isolées (Shawahna et al., 2011; Ohtsuki et al., 2013). D’autres 

tissus expriment ABCA2 tels les ovaires, la prostate, les leucocytes, les macrophages et des 

cellules cancéreuses (Vulevic et al., 2001; Ile et al., 2004; Kim et al., 2006). La localisation 
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subcellulaire de ce transporteur est décrite au niveau des organites cytoplasmiques, en 

particulier dans l’appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique et des vésicules (endosomes 

et lysosomes) (Mack et al., 2007a). 

 

3.3.3. Substrats et inhibiteurs 

A ce jour, aucun substrat ni inhibiteur n’ont été identifiés pour ABCA2. Néanmoins, il a été 

suggéré que ce transporteur pouvait avoir un rôle dans le transport du 17-β-estradiol et de 

certains anticancéreux telle l’estramustine (Laing et al., 1998; Boonstra et al., 2004; Efferth 

et al., 2006; Mack et al., 2007a). De plus, une diminution de sphingomyélines ainsi qu’une 

accumulation de gangliosides ont été observées dans le cerveau de souris déficientes en 

Abca2, suggérant une implication d’ABCA2 dans le métabolisme lipidique (Sakai et al., 2007). 

Il semblerait donc qu’à l’inverse d’ABCA1, ABCA2 pourrait assurer le transport de molécules 

endogènes ainsi que de molécules exogènes.  

 

3.3.4. Rôles physiologiques et pathologiques 

Le transporteur ABCA2 est principalement décrit comme jouant un rôle important dans 

l’homéostasie et le métabolisme intracellulaires du cholestérol et des sphingolipides 

(Kaminski et al., 2001; Davis et al., 2004; Sakai et al., 2007). L’implication de cette protéine 

dans le transport des sphingolipides dont les sphingomyélines semble lui conférer un rôle 

dans le processus de myélinisation au niveau du système nerveux central et périphérique. 

Une étude réalisée sur des souris déficientes en Abca2 a mis en évidence un défaut dans la 

structure des myélines ce qui a pour conséquence une anomalie dans la transmission du 

signal nerveux. De plus, une hyperactivité et des tremblements ont été observés chez ces 

souris en comparaison à des souris contrôles. Ces comportements pourraient être liés au 

dysfonctionnement engendré par l’absence d’Abca2 (Mack et al., 2007b). 

La fonction d’ABCA2 a été associée à certaines pathologies. Ce transporteur est surtout 

étudié pour son implication en cancérologie (Mack et al., 2008). En effet, son expression 

dans des cellules cancéreuses est mise en cause dans la mise en place d’un phénotype de 

résistance aux traitements anticancéreux. Ce phénomène a été mis en évidence pour la 

première fois dans des cellules cancéreuses ovariennes, au niveau desquelles une 
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surexpression d’ABCA2 semblait participer à la résistance des cellules tumorales à 

l’estramustine, un médicament anticancéreux (Laing et al., 1998). Le phénotype MDR 

apporté par ABCA2 aux cellules a aussi été observé pour d’autres molécules anticancéreuses 

tels le méthotrexate, la mitoxantrone, la doxorubicine (Boonstra et al., 2004; Efferth et al., 

2006).  

Récemment, des études ont montré le rôle pathologique potentiel d’ABCA2 dans la leucémie 

aiguë lymphoblastique chez l’enfant (Aberuyi et al., 2014; Rahgozar et al., 2014). ABCA2 

semble aussi être lié à d’autres maladies telles l’athérosclérose ou encore la MA (Chen et al., 

2004; Calpe-Berdiel et al., 2012; Michaki et al., 2012). Pour cette dernière, le mécanisme 

d’interaction avec ABCA2 n’est pas encore bien compris. Cependant, un polymorphisme de 

type SNP (single-nucleotide polymorphism) pour ABCA2 a été identifié dans la MA (Macé et 

al., 2005; Wollmer et al., 2006). Son implication dans cette pathologie sera détaillée dans la 

partie IV (2.2.3.2. Le transport du peptide β-amyloïde à travers la barrière hémato-

encéphalique). 
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4. Résumé 

Tableau 3: Récapitulatif des connaissances générales sur les transporteurs ABC étudiés 
durant le doctorat. [d’après (Matsuo, 2010; Sodani et al., 2012; Pahnke et al., 2014; 
Theodoulou and Kerr, 2015)] 
 

Nom Structure Substrats Principaux inhibiteurs Pathologies 

ABCA1 complet cholestérol, phospholipides probucol maladie de 
Tangier, MA 

ABCA2 complet lipides ? anticancéreux ? ? cancers, MA 

ABCB1     
(P-gp) 

complet nombreux médicaments 
(cf. tableau 1), peptide Aβ 

élacridar (GF120918), 
valspodar (PSC833), 

vérapamil 

cancers, épilepsie, 
MA 

ABCG1 demi cholestérol, desmostérol, 
sphingolipides 

benzamil, ciclosporine 
A, L-thyroxine 

MA 

ABCG2 
(BCRP) 

demi nombreux médicaments 
(cf. tableau 2), acide 
urique, peptide Aβ 

élacridar (GF120918), 
Ko143, quinazoline 

cancers, la goutte, 
MA 

ABCG4 demi cholestérol, desmostérol, 
sphingolipides, peptide 

Aβ ? 

probucol MA 
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III. Les transporteurs SLC exprimés à la barrière 

hémato-encéphalique 

1. Généralités 

Les transporteurs SLC appartiennent à la plus grande superfamille de protéines. Chez 

l’Homme, cette superfamille compte environ 395 membres regroupés en 52 familles (Lin et 

al., 2015). Les transporteurs SLC peuvent assurer un transport facilité ou un transport actif 

de type secondaire ou tertiaire. Leur principale fonction est de participer à l’efflux ou l’influx, 

à travers les membranes plasmiques, d’un nombre important de composés endogènes ou 

exogènes (Lin et al., 2015).  

Plusieurs familles de SLC sont retrouvées au niveau des capillaires cérébraux, parmi 

lesquelles se trouvent les transporteurs de la famille OATP (organic anion transporting 

polypeptides, SLC21 ou SLCO) (Dahlin et al., 2009). 

 

2. La famille OATP 

Les membres de la famille OATP transportent une variété importante de molécules 

endogènes ou exogènes. Leurs substrats sont généralement des molécules amphiphiles 

ayant une masse moléculaire supérieure à 350 Da, tels les acides biliaires, les stéroïdes 

conjugués et les hormones thyroïdiennes (Roth et al., 2012). Les mécanismes de transport 

des OATPs ne sont pas encore bien établis. Bien que ce transport bidirectionnel soit 

indépendant de l’ATP et du sodium, sa source d’énergie reste encore mal connue (Roth et 

al., 2012). Néanmoins, il a été suggéré que le transport de substrats par les OATPs 

pourraient se faire grâce à un échange avec du glutathion ou ses conjugués intracellulaires 

(Li et al., 2000). De plus, les travaux de Leuthold et al. ont suggéré que le transport médié 

par les OATPs pourrait être dépendant du pH dans le milieu extracellulaire. Ainsi, un milieu 

extracellulaire acide serait plus favorable à l’influx par les OATPs, tandis qu’à l’inverse un 

milieu extracellulaire basique aurait des effets inhibiteurs (Leuthold et al., 2009).  

A ce jour, plus de 300 membres de la famille OATP ont été identifiés et sont classés en six  

sous-familles (OATP1 à OATP6) (Hagenbuch and Stieger, 2013) [Figure 10].  
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Figure 10 : Classification phylogénétique des membres de la sous-famille OATP chez l’Homme : Chez 
l’Homme, les transporteurs OATP sont regroupés dans six sous-familles (OATP 1 à 6). [D’après (Hagenbuch 
and Meier, 2003)] 

 

 

Le premier transporteur OATP caractérisé chez l’Homme fut le transporteur OATP1A2 

(SLC21A3, SLCO1A2) (Kullak-Ublick et al., 1995). Son équivalent murin, Oatp1a4 (Slc21a5, 

Slco1a4), a été identifié pour la première fois chez le Rat en 1997 (Noé et al., 1997). La 

structure de ces transporteurs n’est pas encore bien connue mais il a été suggéré que la 

protéine soit composée de 12 hélices α transmembranaires, avec les terminaisons N- et C-

terminales localisées dans le cytosol. De plus, une large boucle riche en résidus cystéines 

semble relier les hélices 9 et 10 (Hagenbuch and Stieger, 2013; Zhou et al., 2015) [Figure 11]. 

OATP1A2 (Oatp1a4) est décrit dans plusieurs tissus avec une expression plus importante 

dans le cerveau, le foie, le rein, les testicules et le poumon (Hagenbuch and Meier, 2003; 

Roth et al., 2012). Au niveau du foie et du rein, il est principalement localisé sur la 

membrane apicale des cholangiocytes et des néphrons distaux (Lee et al., 2005). Une forte 

expression de ce transporteur est aussi retrouvée à la BHE, plus précisément sur les deux 
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pôles apical et basolatéral des CECCs (Gao et al., 2000; Bronger et al., 2005; Strazielle and 

Ghersi-Egea, 2013; Zhou et al., 2015). A la BHE, la fonction principale d’OATP1A2 (Oatp1a4) 

est d’assurer le transport de molécules endogènes ou exogènes dont un grand nombre de 

médicaments (Kalliokoski and Niemi, 2009). Oatp1a4 semble être la principale isoforme des 

Oatp impliqués dans l’influx cérébral des statines (Thompson et al., 2014). Une étude 

réalisée chez des souris n’exprimant plus ce transporteur a mis en évidence une diminution 

de l’entrée cérébrale de statines dont la rosuvastine et l’atorvastatine (Ose et al., 2010). 

 

 

 

Figure 11 : Structure secondaire des OATPs : Les OATPs semblent être constitués de deux hélices α 
transmembranaires. Les domaines N- et C-terminales ont une localisation intracellulaire. Entre les hélices 
9 et 10 se trouve une grande boucle riche en résidus cystéines. [D’après (Hagenbuch and Stieger, 2013)] 
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IV. La maladie d’Alzheimer 

1. Généralités sur la maladie d’Alzheimer 

La maladie d’Alzheimer (MA) fut décrite pour la première fois par un neuropathologiste et 

clinicien, le Dr. Aloïs Alzheimer, en 1907 (Ramirez-Bermudez, 2012). Cette pathologie 

conduit à une mort neuronale progressive qui entraine petit-à-petit une perte irréversible 

des fonctions cérébrales telle la mémoire et à terme la mort. La MA fait partie des 

pathologies neurodégénératives les plus fréquentes chez les personnes âgées. En 2015, 

environ 50 millions de personnes dans le monde souffraient de démence dont 80% des cas 

étaient dus à la MA (Kumar et al., 2015). Ce nombre devrait tripler voire quadrupler d’ici 

2050. Il existe deux formes de cette maladie qui apparaissent à des âges différents. Les 

formes précoces (ou familiales) de la MA, représentent environ 1% des cas. Ces formes, 

souvent liées à des mutations génétiques, peuvent apparaître dès l’âge de 30 ans. Les 

formes tardives (ou sporadiques) sont les formes les plus fréquentes de la MA, qui 

apparaissent en général après 65 ans (Kuruva and Reddy, 2016). Différents facteurs de 

risque seraient liés à ces formes sporadiques tels le style de vie, l’alimentation, le stress, le 

risque de maladies cardiovasculaires ou encore le diabète (Baumgart et al., 2015).  

 

2. Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer 

Deux types de lésions caractéristiques de la MA ont été décrits : les enchevêtrements 

neurofibrillaires dus à une accumulation dans les neurones de la protéine tau (tubule 

associated unit) hyperphosphorylée, et des plaques amyloïdes issues de l’accumulation et de 

l’agrégation du peptide Aβ (Savelieff et al., 2013). Cependant, les origines de la survenue de 

ces lésions et donc de la maladie ne sont pas encore très bien connues [Figure 12]. 
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Figure 12 : Lésions caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (MA) : Coupes de cerveau d’un patient 
atteint de la MA montrant les plaques séniles [a] et les enchevêtrements neurofibrillaires [b]. L’image [c] 
montre une plaque sénile marquée avec un anticorps anti-peptide Aβ (coloration rouge) au niveau de 
laquelle est observée une infiltration de microglies marquées avec un anticorps anti-IBA1 (ionized 
calcium-binding adapter molecule 1, coloration verte). [D’après (O’Brien and Wong, 2011)] 

 

 

2.1. Les enchevêtrements neurofibrillaires : la protéine tau 

Les premières descriptions des enchevêtrements (ou dégénérescences) neurofibrillaires 

(NFTs, neurofibrillary tangles) ont été faites au début du 20ème siècle par, entre autres, le Dr. 

Alois Alzheimer (Ramirez-Bermudez, 2012; Arendt et al., 2016). Ce n’est que plusieurs 

années plus tard que des travaux ont permis de mettre en évidence que ces NFTs étaient 

majoritairement formés de filaments appariés en hélices (PHF, paired helical filaments), eux-

mêmes constitués de protéines tau hyperphosphorylées (Arendt et al., 2016). Les NFTs sont 

caractéristiques des tauopathies qui sont des pathologies neurodégénératives de type 

sporadique ou familial telles la MA, la maladie de Pick ou encore la démence fronto-

temporale avec syndrome parkinsonien liée au chromosome 17 (FTDP-17) (Iqbal et al., 

2009).  
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2.1.1. Structure et fonction de la protéine tau 

La protéine tau appartient à la famille des protéines associées aux microtubules (les MAPs) 

(Savelieff et al., 2013). Elle est codée par un gène localisé chez l’Homme au niveau du 

chromosome 17 et qui présente six isoformes différentes dont les séquences varient entre 

352 et 441 acides aminés (Goedert et al., 1989; Meraz-Ríos et al., 2010). La protéine tau est 

constituée au niveau N-terminal d’un domaine appelé le domaine de projection qui contient 

un sous-domaine riche en prolines et un sous-domaine N-terminal. Le domaine de projection 

est suivi du domaine de liaison aux microtubules (MTBD) qui comporte lui aussi deux sous-

domaines : l’un constitué de motifs répétés qui se lient et stabilisent les microtubules et 

l’autre C-terminal. Le nombre de motifs répétés (3 ou 4) varie d’une isoforme à l’autre 

(Ballatore et al., 2007; Savelieff et al., 2013). Les protéines tau sont principalement 

retrouvées au niveau des axones des neurones où elles interagissent avec les tubulines en 

induisant leur polymérisation en microtubules (Weingarten et al., 1975; Iqbal et al., 2009). 

Elles sont donc impliquées dans l’assemblage et le maintien des microtubules. Ces derniers 

sont des constituants importants du cytosquelette des neurones, qui participent notamment 

au maintien de leur structure cellulaire et au transport axonal (Jakob-Roetne and Jacobsen, 

2009; Ward et al., 2012). L’activité biologique de la protéine tau est régulée par des 

modifications post-traductionnelles dont la phosphorylation et la déphosphorylation 

(Ballatore et al., 2007). Ainsi, les protéines tau vont continuellement passer d’un état 

phosphorylé à un état déphosphorylé (Dal Prà et al., 2015). Ces modifications de structure 

permettent de contrôler la liaison de ces protéines tau aux microtubules. Lorsque les 

protéines tau sont phosphorylées, leur affinité aux microtubules diminue ce qui entraine une 

rupture de la liaison tau/microtubule et donc une déstabilisation cellulaire. 

 

2.1.2. Le rôle physiopathologique de la protéine tau 

Un déséquilibre entre l’état de phosphorylation et de déphosphorylation des protéines tau 

peut être impliqué dans certaines pathologies neurologiques dont les tauopathies. Ces 

dernières sont la conséquence d’une hyperphosphorylation des protéines tau (Ballatore et 

al., 2007). Dans la MA, les six isoformes de la protéine tau semblent être touchées par cette 

hyperphosphorylation (Goedert et al., 1992). A l’état hyperphosphorylé, les protéines tau ne 
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peuvent plus se lier aux microtubules et assurer leur fonction. Un défaut de liaison 

tau/microtubules va engendrer une déstabilisation des microtubules. Ce phénomène peut 

entrainer une perte du transport axonal et un dysfonctionnement synaptique, qui pourrait 

participer ainsi à la neurodégénerescence (Dal Prà et al., 2015; Panza et al., 2016). Par 

ailleurs, les protéines tau hyperphosphorylées vont s’accumuler dans le cytosol des 

neurones et s’agréger en PHFs pour aboutir à la formation de NFTs (Brunden et al., 2009; 

Gerson et al., 2016) [Figure 13]. Une corrélation existe entre l’étendue des NFTs dans le 

cerveau et la gravité de la démence (Guillozet et al., 2003; Santacruz et al., 2005). 

Néanmoins, les NFTs ne semblent pas être les éléments neurotoxiques dans le MA (Ding and 

Johnson, 2008; Ward et al., 2012). Au contraire, les NFTs auraient plutôt un effet 

neuroprotecteur grâce à leur capacité à séquestrer des protéines anormales et des 

monomères ou des oligomères neurotoxiques de la protéine tau hyperphosphorylée, afin de 

les empêcher d’exercer leur effet et de favoriser leur élimination (Panza et al., 2016). Les 

oligomères de la protéine tau hyperphosphorylée, qui sont des formes intermédiaires 

apparaissant avant les NFTs, ont les effets les plus neurotoxiques dans les tauopathies (Ding 

and Johnson, 2008; Gerson et al., 2016). Toutefois, à ce jour, les mécanismes responsables 

des effets neurotoxiques de la protéine tau hyperphosphorylée ne sont pas encore 

identifiés.  

  

 

 

Figure 13 : Fonction de la protéine tau dans un neurone sain [A] et dans une tauopathie [B]. [D’après 
(Brunden et al., 2009)] 
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2.2. Les plaques amyloïdes : le peptide β-amyloïde 

Les plaques amyloïdes (ou séniles) sont formées par l’agrégation de peptides Aβ accumulés 

dans l’espace extracellulaire. Ce phénomène peut participer au développement de maladies 

telles l’angiopathie amyloïde cérébrale (CAA) ou encore la myosite à inclusion sporadique 

(Deane et al., 2009). Son rôle physiopathologique est surtout étudié dans la MA où 

l’accumulation du peptide Aβ dans le cerveau, en majorité l’isoforme Aβ1-42, représente l’un 

des principaux marqueurs de cette maladie. 

 

2.2.1 Formation du peptide β-amyloïde  

Le peptide Aβ est un monomère amphiphile synthétisé à partir de la protéine précurseur de 

l’amyloïde (APP) (Elali and Rivest, 2013; Yates et al., 2013). Cette dernière est une 

métalloprotéine transmembranaire constituée d’une région N-terminale extracellulaire et 

d’un domaine transmembranaire à l’extrémité C-terminale, appelé AICD (APP intracellular 

domain) (Savelieff et al., 2013). L’APP est retrouvée dans différents tissus, notamment au 

niveau du SNC (Plummer et al., 2016). Le rôle physiologique de cette protéine n’est pas 

encore bien connu. Cependant, elle possède des domaines de liaisons aux métaux ce qui 

pourrait lui conférer une implication dans la régulation de l’homéostasie et du transport des 

métaux (Ciuculescu et al., 2005; DeToma et al., 2012).  

L’APP est métabolisée par clivage protéolytique selon deux voies : amyloïdogénique ou non-

amyloïdogénique [Figure 14]. La voie non-amyloïdogénique est la voie majoritaire du 

métabolisme de l’APP dans les conditions physiologiques. Elle débute par le clivage 

enzymatique de l’APP par une α-sécrétase qui produit un fragment N-terminal extracellulaire 

soluble, sAPPα. La partie intracellulaire C-terminale subit ensuite un clivage enzymatique par 

une γ-sécrétase qui libère un fragment p3 et le domaine AICD (amyloid intracellular domain) 

(Plummer et al., 2016).  

Le peptide Aβ est quant à lui issu du clivage amyloïdogénique de l’APP. Cette voie est initiée 

par une β-sécrétase, la BACE1 (beta-site amyloid precursor protein cleaving-enzyme 1) qui 

libère un fragment N-terminal extracellulaire soluble, sAPPβ (Querfurth and LaFerla, 2010). 

La partie C-terminale intracellulaire est ensuite clivée par une γ-sécrétase, qui est un 

complexe protéique composé des présénilines 1 ou 2, PEN-2 (presenilin enhancer 2), 
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nicastrine et APH-1 (anterior pharynx-defective 1) (Selkoe and Wolfe, 2007). Ce clivage 

aboutit à la libération dans le cytosol du domaine AICD et à la libération extracellulaire du 

peptide Aβ (Da Costa Dias et al., 2011; Savelieff et al., 2013). Le cholestérol se trouvant dans 

les membranes des cellules neuronales semble favoriser le clivage de l’APP par la voie 

amyloïdogénique et par conséquent la formation du peptide Aβ (Runz et al., 2002). Les 

principaux isoformes du peptide Aβ obtenus après le clivage protéolytique sont le peptide 

Aβ 40 (Aβ1-40, composé de 40 acides aminés) et le peptide Aβ 42 (Aβ1-42, composé de 42 

acides aminés) (Gu and Guo, 2013).  

 

 

 

Figure 14 : Les deux voies métaboliques de l’APP : Dans la voie non-amyloïdogénique, l’APP subit deux 
clivages catalysés par une α-secrétase et une γ-secrétase, qui aboutissent à la libération du fragment p3 et 
du domaine AICD (amyloid intracellular domain). Dans la voie amyloïdogénique, le peptide Aβ et le 
domaine AICD sont libérés après clivages de l’APP par une β-secrétase et γ-secrétase. [D’après (Kuruva 
and Reddy, 2016)] 

 

 

2.2.2. Le rôle physiopathologique du peptide β-amyloïde 

La concentration cérébrale du peptide Aβ est très contrôlée et régulée par son niveau de 

production et par des mécanismes de dégradation enzymatique et de clairance, afin d’éviter 

une accumulation et une agrégation excessives qui pourraient avoir des conséquences 

pathologiques (Eisele, 2013). Une fois synthétisés, les peptides Aβ ont la capacité de former 

des oligomères, qui dans des conditions physiologiques, sont rapidement dégradés par 
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différents mécanismes (Brouillette et al., 2012; Sagare et al., 2013; Savelieff et al., 2013). En 

effet, il semblerait que la présence d’oligomères de peptides Aβ à des concentrations 

pathologiques pourrait avoir des effets cytotoxiques, notamment sur les mitochondries. Le 

peptide Aβ serait responsable d’un dysfonctionnement de ces organites en agissant sur leur 

métabolisme énergétique, sur l’activité des enzymes de la chaîne respiratoire ou encore en 

générant des espèces réactives de l’oxygène (Picone et al., 2014). Ces différents 

phénomènes pourraient à terme être la cause d’un dysfonctionnement synaptique et d’une 

perte neuronale (O’Brien and Wong, 2011; Tu et al., 2014). 

L’une des hypothèses émise pour la formation des plaques amyloïdes et le développement 

de la MA est la cascade amyloïde, dans laquelle la cause de la MA serait une surproduction 

de peptides Aβ qui serait l’initiatrice d’une cascade d’événements aboutissant au 

développement de la pathologie (Hardy and Higgins, 1992; Hardy and Selkoe, 2002) [Figure 

15]. De ce fait, la pathologie amyloïde serait responsable de l’apparition de la pathologie tau, 

du dysfonctionnement synaptique, de la perte neuronale et à terme de la démence (De 

Strooper and Karran, 2016; Sala Frigerio and De Strooper, 2016). 

 

 

Figure 15 : L’hypothèse de la cascade amyloïde : La formation des plaques amyloïdes semble être la 
conséquence d’une surproduction du peptide β-amyloïde (Aβ), qui entrainerait une séquence de 
phénomènes dont les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) et aboutirait à la démence. [D’après 
((Inserm), 2007)] 
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Cette hypothèse a été renforcée par l’identification de mutations génétiques des acteurs 

dans la voie de synthèse des peptides Aβ, tels l’APP ou encore les présénilines (Selkoe and 

Wolfe, 2007; Potter et al., 2013; Sala Frigerio and De Strooper, 2016). Néanmoins, ces 

mutations sont retrouvées dans les formes familiales de la pathologie, qui ne représentent 

qu’environ 1% des cas. Ainsi, l’augmentation de la synthèse du peptide Aβ ne semble pas 

expliquer à elle seule l’accumulation cérébrale de ce peptide. Des études ont montré que 

cette accumulation pathologique pouvait être en partie due à une perturbation de la 

clairance cérébrale. En effet, Mawuenyega et al. ont montré que dans des cerveaux de 

patients atteints de la MA, les concentrations augmentées de peptides Aβ étaient liées à un 

défaut d’élimination cérébrale du peptide, tandis qu’aucune différence du niveau de 

synthèse des peptides Aβ n’a été constatée entre les cerveaux de personnes saines et ceux 

de patients atteints de la MA (Mawuenyega et al., 2010). 

Différentes études ont mis en évidence les limites de l’hypothèse de la cascade amyloïde 

(Benilova et al., 2012; Herrup, 2015). En effet, il a été montré qu’une faible corrélation 

existerait entre les dépôts de peptides Aβ et les déficits cognitifs qui surviennent dans la MA 

(Villemagne et al., 2011; Barage and Sonawane, 2015). Par ailleurs, selon cette hypothèse, 

l’hyperphosphorylation de la protéine tau aboutissant à la formation des NFTs surviendrait à 

la suite de l’agrégation du peptide Aβ. Cependant, une anomalie de la protéine tau a été 

observée dans des tauopathies ne présentant pas de plaques amyloïdes (Hutton et al., 1998; 

Reitz et al., 2011).  

 

2.2.3. Les différents mécanismes de clairance cérébrale du peptide Aβ 

Un dysfonctionnement des processus de clairance du peptide Aβ à travers la BHE est l’un des 

mécanismes les plus probables responsables de l’accumulation pathologique du peptide Aβ 

dans le cerveau (Mawuenyega et al., 2010; Gosselet et al., 2011). Ainsi, comprendre les 

différentes voies d’élimination cérébrale du peptide Aβ est important. Il existe plusieurs 

mécanismes de clairance cérébrale des peptides Aβ hors du cerveau, dont la dégradation 

enzymatique et l’efflux cérébral à travers la BHE. 
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2.2.3.1. La dégradation enzymatique 
 

Le peptide Aβ peut être métabolisé par plusieurs protéases tels la néprilysine (NEP), 

l’enzyme de dégradation de l’insuline (IDE), l’enzyme de conversion de l’endothéline (ECE), 

l’enzyme de conversion de l’angiotensine, des métalloprotéinases matricielles (MMP), 

l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) ou encore la plasmine (Zlokovic, 2004; Yoon and 

Jo, 2012; Tarasoff-Conway et al., 2015). 

 

 La néprilysine 

La néprilysine (NEP) est une protéine ubiquitaire qui appartient à la famille des 

métalloendopeptidases zinc-dépendantes. Dans le cerveau, cette protéase est surtout 

retrouvée dans les membranes des terminaisons axonales des neurones présynaptiques 

(Miners et al., 2008; Bayes-Genis et al., 2016). La NEP est la plus importante enzyme de 

dégradation du peptide Aβ, elle peut métaboliser les monomères Aβ1-40 et Aβ1-42 et 

également les oligomères (Tarasoff-Conway et al., 2015). Dans la MA, l’expression et la 

fonctionnalité de la NEP sont diminuées dans le cerveau de personnes atteintes de cette 

pathologie (Akiyama et al., 2001; Wang et al., 2010). Il semble exister une corrélation entre 

le niveau d’expression de cette protéase et les taux cérébraux du peptide Aβ. En effet, une 

augmentation de la concentration cérébrale et aussi plasmatique du peptide Aβ a été 

observée chez des souris déficientes en NEP. Cette absence semblait être un facteur 

favorable à la formation des plaques amyloïdes et au développement de CAA (Farris et al., 

2007). A l’inverse, dans un modèle murin de la MA, il a été montré qu’une surexpression de 

la NEP pouvait être liée à une diminution des taux cérébraux du peptide Aβ et permettait de 

diminuer la formation des plaques amyloïdes (Leissring et al., 2003). 

 

 L’enzyme de dégradation de l’insuline  

L’enzyme de dégradation de l’insuline (IDE) est un membre de la famille des 

métalloendopeptidases zinc-dépendantes, principalement exprimée dans le cytosol (Miners 

et al., 2008; Wang et al., 2010). Dans le cerveau, l’IDE est localisée au niveau des neurones, 

des CECCs et aussi dans les plaques amyloïdes (Bernstein et al., 1999; Morelli et al., 2004). 
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Cette protéase participe à la dégradation du peptide Aβ (Wang et al., 2010). Tout comme 

pour la NEP, l’expression d’IDE semble être corrélée aux concentrations du peptide Aβ. En 

effet, Miller et al. ont montré que des souris déficientes en IDE présentaient des 

concentrations cérébrales augmentées du peptide Aβ (Miller et al., 2003). En revanche, une 

diminution des plaques amyloïdes a été observée dans un modèle de souris MA 

surexprimant IDE (Leissring et al., 2003).  

 

2.2.3.2. Le transport du peptide β-amyloïde à travers la barrière hémato-
encéphalique 

 

Le peptide Aβ peut avoir une localisation cérébrale mais aussi périphérique. A la BHE, 

plusieurs récepteurs et transporteurs ont été identifiés comme participant aux échanges du 

peptide Aβ entre le cerveau et le sang. Ainsi, le passage sang-cerveau du peptide Aβ se fait à 

travers la BHE principalement par l’intermédiaire du récepteur RAGE (receptor for advanced 

glycation end products) (Zlokovic, 2011; Sagare et al., 2013). Le peptide Aβ localisé dans le 

cerveau peut être éliminé du cerveau via la BHE par l’intermédiaire de 

transporteurs/récepteurs présents et fonctionnels à la surface des CECCs (Zlokovic, 2004). 

L’hypothèse actuelle repose sur une coopération entre le récepteur LRP1 (low-density 

lipoprotein receptor related protein 1) et des protéines ABC pour assurer l’efflux cérébral du 

peptide Aβ à travers la BHE (Zlokovic, 2004; Erickson et al., 2012). 

 

 Les acteurs de l’influx cérébral du peptide Aβ à travers la barrière hémato-

encéphalique 

 RAGE 

Le récepteur des produits avancés de glycation (RAGE, receptor for advanced glycation end 

products) est un récepteur transmembranaire d’environ 35-45 kDa. Il a été caractérisé pour 

la première fois en 1992 dans les poumons chez le bovin (Neeper et al., 1992). Son 

expression est ubiquitaire, il est retrouvé dans différents types cellulaires dont les 

astrocytes, les microglies et les cellules endothéliales (Deane, 2012). Dans des conditions 

physiologiques, RAGE est exprimé dans ces tissus à une faible concentration, toutefois la 

présence de son ligand entraine une augmentation de l’expression de RAGE (Bierhaus and 
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Nawroth, 2009). Ce récepteur appartient à la superfamille des immunoglobulines et a la 

particularité d’être un récepteur multi-ligands. La liaison RAGE/ligand va activer différentes 

voies de signalisation tels le stress oxydant, la voie NF-κB ou encore une réponse pro-

inflammatoire (Salahuddin et al., 2014; Cai et al., 2016b). D’un point de vue structural, RAGE 

est constitué d’une région extracellulaire divisée en trois domaines de type 

immunoglobuline (des domaines de type V et de type C1 et C2) où se trouve le site de liaison 

au ligand, d’une région transmembranaire et d’une région cytoplasmique courte qui est 

impliquée dans la signalisation cellulaire. Trois isoformes existent pour RAGE. La protéine 

complète, mRAGE (membrane RAGE), possédant les trois régions est localisée à la 

membrane plasmique des cellules. RAGE peut aussi être sous forme soluble (sRAGE) qui 

regroupe deux isoformes du récepteur dépourvus des domaines transmembranaires et 

cytosoliques : cRAGE (cleaved RAGE) obtenu par clivage protéolytique et esRAGE 

(endogenous secretory RAGE) obtenu par épissage alternatif (Deane, 2012; Farmer et al., 

2014; Yu et al., 2015) [Figure 16]. Ces trois isoformes de RAGE partagent les mêmes ligands 

(Cai et al., 2016).  

Les principaux ligands de RAGE sont les AGEs (advanced glycation end products) qui sont des 

protéines ou des lipides formés par glycosylation. L’origine des AGEs peut être endogène ou 

alimentaire (Perrone and Grant, 2015; Yu et al., 2015). Ce sont des glycotoxines associées à 

des pathologies telles l’athérosclérose ou des maladies neurodégénératives comme la 

maladie de Parkinson ou la MA (Salahuddin et al., 2014; Kuhla et al., 2015; Perrone and 

Grant, 2015). Une expression plus importante des AGEs a été retrouvée dans des cerveaux 

de patients atteints de la MA (Takeuchi et al., 2007). Parmi les autres ligands de RAGE sont 

retrouvés des protéines de la famille S100/calgranuline, des phosphatidylsérines, la protéine 

HMGB1 (high-mobility group box 1 ou amphotérine) et le peptide Aβ (Candela et al., 2010; 

Deane, 2012). La liaison entre RAGE et le peptide Aβ a été caractérisée pour la première fois 

par l’équipe de Yan et al. (Yan et al., 1996). Cette interaction avec le peptide Aβ confère à 

RAGE un rôle physiopathologique clé dans la MA. Une augmentation de RAGE a été observée 

in vitro dans des capillaires cérébraux murins, après incubation avec le peptide Aβ (Wan et 

al., 2015). Des taux augmentés de RAGE ont également été observés dans le cerveau de 

patients atteints de la MA (Donahue et al., 2006; Jeynes and Provias, 2008). De plus, une 

étude réalisée sur des microvaisseaux cérébraux humains a mis en évidence le rôle de RAGE 

dans la transcytose du peptide Aβ du pôle apical vers le pôle basolatéral des CECCs (Mackic 
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et al., 1998). In vivo, l’inhibition de l’activité de RAGE ou l’absence de son expression chez 

des souris entraine l’absence de passage du peptide Aβ circulant vers le cerveau, à travers la 

BHE, faisant de ce récepteur un acteur principal dans l’influx cérébral du peptide Aβ (Deane 

et al., 2003; Zlokovic, 2011; Sagare et al., 2013). Par ailleurs, la liaison RAGE/peptide Aβ 

semble être responsable de mécanismes cytotoxiques qui peuvent avoir des conséquences 

sur l’intégrité de la BHE, notamment en entrainant la diminution de l’expression des 

protéines constitutives des JS, plus particulièrement les ZO-1, les claudines 5 et les 

occludines (Wan et al., 2015).  

Par ces différents mécanismes, RAGE semble être l’un des acteurs clés de l’accumulation 

cérébrale du peptide Aβ, faisant de lui une cible thérapeutique contre la MA. Une étude in 

vivo a montré dans un modèle de souris développant la MA qui surexprime l’APP d’origine 

humaine (APPsw/0), qu’une inhibition du récepteur RAGE entrainait une diminution des taux 

cérébraux des peptides Aβ1-40 et Aβ1-42 et permettait de normaliser les performances 

cognitives (Deane et al., 2012). L’un des facteurs favorisant l’effet de RAGE dans la MA est la 

diminution des taux plasmatiques de l’isoforme sRAGE (Li et al., 2010). Une augmentation 

des concentrations plasmatiques de cette isoforme pourrait diminuer l’accumulation 

cérébrale du peptide Aβ en empêchant l’interaction RAGE/Aβ. En effet, Sugihara et al. ont 

démontré que chez des souris déficientes en RAGE ou surexprimant esRAGE humain, l’influx 

cérébral du peptide Aβ était diminué (Sugihara et al., 2012). 
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Figure 16 : Structure des différentes isoformes de RAGE : A] La structure complète du récepteur RAGE 
(mRAGE) est composée de trois  régions. La région extracellulaire constitue le site de liaison au ligand. Elle 
possède trois domaines de type immunoglobuline (V, C1 et C2). La région extracellulaire est suivie d’un 
domaine transmembranaire puis d’un petit domaine intracellulaire impliqué dans la signalisation 
cellulaire. B] Il existe deux isoformes solubles (sRAGE) de RAGE : cRAGE obtenu par clivage protéolytique 
et esRAGE obtenu par épissage. Les sRAGE sont dépourvus de domaines transmembranaires et 
cytosoliques. [D’après (Deane, 2012)]  

 

 

 Oatp1a4 

RAGE pourrait ne pas être le seul acteur dans l’influx cérébral du peptide Aβ. En effet, 

l’équipe de Jaeger a observé, chez la Souris, une augmentation de l’entrée cérébrale du 

peptide Aβ dans des conditions d’inflammation alors qu’aucune modification de l’expression 

de RAGE n’était constatée (Jaeger et al., 2009). Par ailleurs, il a été montré que l’expression 

d’Oapt1a4 était augmentée sur des microvaisseaux cérébraux isolés de rats soumis à une 

inflammation (Ronaldson et al., 2011). Récemment, notre équipe a montré par co-

immunoprécipitation une interaction entre le transporteur Oatp1a4 et le peptide Aβ chez la 

Souris. De plus, l’influx cérébral du peptide Aβ pouvait être inhibé à la BHE, chez la Souris par 

deux molécules : le taurocholate et la rosuvastatine, deux inhibiteurs potentiels d’Oatp1a4 

(Do et al., 2013). Ces différents travaux suggèrent l’implication d’Oatp1a4 dans le transport à 

travers la BHE du peptide Aβ du sang vers le cerveau.  
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 Les acteurs de la clairance cérébrale du peptide Aβ à travers la barrière hémato-

encéphalique  

 LRP1 

La protéine LRP1 (low-density lipoprotein receptor related protein 1) est un récepteur 

transmembranaire appartenant à la famille des récepteurs aux lipoprotéines de faible 

densité (LDL, low density lipoprotein). Cette protéine peut exister sous forme soluble ou 

ancrée dans la membrane plasmique. Sous forme soluble, LRP1 assure une fonction de 

transporteurs alors que sous forme transmembranaire, il va être impliqué dans le processus 

d’endocytose de ses ligands. Plus de quarante molécules ont été identifiées comme 

substrats de LRP1, parmi lesquelles se trouvent l’apolipoprotéine E, l’APP, tPA, l’α2-

macroglobuline et le peptide Aβ (Zlokovic et al., 2010; Kanekiyo and Bu, 2014). LRP1 est 

principalement retrouvé dans le foie, les poumons et le cerveau. A la BHE, LRP1 est exprimé 

au niveau des CECCs chez l’Homme et les Rongeurs (Donahue et al., 2006; Ito et al., 2006). 

Récemment, cette localisation a été remise en question par une étude in vitro sur un modèle 

cellulaire de la BHE, montrant une localisation de LRP1 au niveau des péricytes (Candela et 

al., 2015).  

Différentes études ont mis en évidence l’implication de LRP1 dans la clairance du peptide Aβ 

(Zlokovic et al., 2010). Principalement exprimé sur la membrane apicale des CECCs, il semble 

initier l’efflux du peptide Aβ à travers la BHE. Storck et al. ont récemment montré une 

diminution des concentrations plasmatiques et une augmentation des concentrations 

cérébrales du peptide Aβ chez des souris n’exprimant plus LRP1 au niveau de leurs CECCs. 

Ces souris présentaient un défaut d’apprentissage et de mémoire (Storck et al., 2016). De 

plus, l’expression de LRP1 au niveau des CECCs est diminuée chez les personnes âgées, les 

patients atteints de la MA ou dans les modèles animaux de la MA (Ramanathan et al., 2015). 

Une fois dans le sang, le peptide Aβ semble être pris en charge par la forme soluble de LRP1 

qui l’acheminerait vers le foie et le rein pour y être dégradé (Sagare et al., 2007, 2013). 

Néanmoins, il semblerait que LRP1 ne soit pas la seule protéine initiatrice du transport 

d’efflux du peptide Aβ. En effet, Ito et al. ont montré chez la Souris, que l’administration 

d’un inhibiteur de LRP1, la RAP (receptor-associated protein), n’avait pas d’effet sur 

l’élimination du peptide Aβ à travers la BHE (Ito et al., 2010) suggérant l’existence d’un 

mécanisme de transport du peptide Aβ indépendant de LRP1.  
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 ABCB1 

ABCB1 a été le premier transporteur ABC décrit comme pouvant effluer le peptide Aβ de la 

cellule vers le milieu extracellulaire, grâce aux travaux réalisés par Lam et al. sur des 

vésicules membranaires enrichies en ABCB1 (Lam et al., 2001). Peu de temps après, 

Vogelgesang et al. ont montré par immunohistochimie sur des échantillons de tissus 

cérébraux humains, que les niveaux d’expression d’ABCB1 dans les vaisseaux cérébraux 

étaient inversement corrélés à l’accumulation du peptide Aβ dans le cerveau, chez des 

personnes âgées non démentes (Vogelgesang et al., 2002).  

L’implication d’ABCB1 dans le transport du peptide Aβ a fait l’objet d’un grand nombre 

d’études (Abuznait and Kaddoumi, 2012; Pahnke et al., 2014). Une diminution de la clairance 

cérébrale du peptide Aβ a notamment été observée chez des souris déficientes en ce 

transporteur ou en présence d’inhibiteur d’ABCB1 dans un modèle murin de la MA (APPsw+/-) 

(Cirrito et al., 2005). Une étude réalisée sur des tissus cérébraux extraits de patients âgés ou 

atteints de la MA, a mis en évidence une diminution de la protéine ABCB1 au niveau de la 

BHE, sans modification de l’expression des ARNm d’ABCB1. Cette diminution serait plutôt 

liée à des mécanismes post-traductionnels non encore identifiés (Chiu et al., 2015). 

Récemment, Hartz et al. ont montré que le peptide Aβ induisait la dégradation du 

transporteur ABCB1 par le système ubiquitine-protéasome, ce qui aurait pour conséquence 

une diminution d’expression et de fonction d’ABCB1 (Hartz et al., 2016).  

Néanmoins, le rôle d’ABCB1 dans la clairance du peptide Aβ reste controversé. En effet, 

certaines études n’ont pas trouvé de lien entre ce transporteur et le peptide Aβ. Ito et al. 

n’ont observé aucune modification de la clairance cérébrale du peptide Aβ, après 

administration d’inhibiteurs d’ABCB1, la quinidine et le vérapamil, dans le cerveau de rats 

(Ito et al., 2006). De plus, il a été montré que la présence du peptide Aβ n’entrainait aucune 

modification de l’activité ATPasique d’ABCB1 dans des cellules surexprimant ce transporteur 

et que ce dernier n’avait pas d’effet protecteur vis-à-vis de la cytotoxicité en raison de la 

présence du peptide Aβ (Bello and Salerno, 2015). Par ailleurs, une augmentation tardive de 

l’expression d’Abcb1 a été observée par notre équipe dans un modèle de souris MA (3xTg-

AD) âgées de 18 mois (Do et al., 2015). Cependant, de récents travaux de Kannan et al. ont 

montré que, dans les capillaires cérébraux, les modifications de l’expression d’ABCB1 sont 

dépendantes de la région cérébrale et également de la proximité des dépôts du peptide Aβ 



60 
 

(Kannan et al., 2016). Ainsi, les disparités de résultats pourraient être expliquées par le fait 

que les différents paramètres utilisés (régions cérébrales, âge, …) n’étaient pas les mêmes 

pour toutes les études.  

 

 ABCG2 

Le rôle d’ABCG2 dans l’efflux du peptide Aβ a d’abord été démontré in vitro, dans des 

modèles cellulaires de BHE. Une augmentation du passage du peptide Aβ du pôle apical vers 

le pôle basolatéral des cellules a été observée en présence d’inhibiteurs d’ABCG2, dont la 

fumitrémorgine C et le GF120918 (Tai et al., 2009; Candela et al., 2010). Xiong et al. ont 

montré que la présence du peptide Aβ entrainait une diminution de l’efflux cellulaire d’un 

substrat connu d’ABCG2, Hoechst 33342, dans des cellules surexprimant le gène humain 

ABCG2 (Xiong et al., 2009). Dans cette même étude, une augmentation de l’accumulation du 

peptide Aβ a été mise en évidence dans le cerveau de souris déficientes en Abcg2 par 

rapport aux souris sauvages. De plus, une surexpression du transporteur a été observée dans 

le cerveau de patients atteints de la MA présentant une CAA, ainsi que dans des modèles de 

souris MA (3xTg-AD et TgSwDl) (Xiong et al., 2009). Des travaux de notre groupe ont 

confirmé l’implication d’ABCG2 dans l’efflux cérébral du peptide Aβ : in vitro, en montrant 

que l’efflux cellulaire du peptide Aβ était augmenté dans des cellules surexprimant Abcg2, 

en comparaison à des cellules contrôles et in vivo, en montrant qu’en présence de 

GF120918, un inhibiteur commun d’ABCB1 et ABCG2, l’efflux cérébral du peptide Aβ était 

inhibé chez des souris déficientes en Abcb1 alors qu’aucun effet n’était observé chez des 

souris déficientes en Abcb1 et Abcg2 (Do et al., 2012). Zhang et al. ont également observé 

qu’après injection par voie intraveineuse de peptides Aβ d’origine humaine, l’accumulation 

du peptide Aβ était augmentée dans le cerveau de souris déficientes en ABCB1 ou en ABCG2 

(Zhang et al., 2013). Récemment, notre équipe a mis en évidence une augmentation de 

l’expression de ce transporteur au niveau de la BHE dans un modèle de souris MA (3xTg-AD) 

âgées de 18 mois (Do et al., 2015) 
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 Autres transporteurs ABC : ABCA1, ABCG4 et ABCA2 

A ce jour, ABCB1 et ABCG2 sont les deux transporteurs ABC identifiés comme étant 

impliqués dans le transport du peptide Aβ à travers la BHE. Néanmoins, d’autres 

transporteurs ABC pourraient participer à cet efflux. L’implication d’ABCA1 dans l’efflux 

cérébral du peptide Aβ a été suggérée par des études montrant une corrélation entre les 

concentrations d’ABCA1 et l’accumulation cérébrale de ce peptide (Fukumoto et al., 2002; 

Kim et al., 2010b; Koldamova et al., 2010). Cependant, différents travaux ont montré que ce 

transporteur ne participerait pas directement à l’efflux du peptide Aβ. En effet, aucune 

différence entre des souris déficientes en Abca1 et des souris contrôles n’avait été observée 

dans l’efflux du peptide Aβ à travers la BHE, une heure après l’administration de peptides Aβ 

humains directement dans le cerveau des souris (Akanuma et al., 2008). In vitro, aucune 

modification de l’accumulation du peptide Aβ dans des péricytes surexprimant ABCA1 n’a 

été constatée (Saint-Pol et al., 2012). Des études réalisées par notre équipe ont montré, chez 

la Souris, que l’efflux cérébral du peptide Aβ était inhibé par le probucol et que cette 

interaction était indépendante d’Abca1 (Do et al., 2012). De plus, dans cette même étude il a 

été montré qu’Abcg4 assurait l’efflux cellulaire du peptide Aβ et que le probucol inhibait ce 

transport. Par ailleurs, une surexpression d’Abcg4 a été observée à la BHE dans un modèle 

de souris MA (3xTg-AD) âgées de trois mois, qui pourrait correspondre à la mise en place 

d’un mécanisme compensatoire suite à l’augmentation de RAGE (Do et al., 2015). Ainsi, le 

rôle potentiel de ce transporteur a été proposé par notre équipe. Par ailleurs, un lien entre 

ABCA2 et la MA a été décrit, mais les mécanismes ne sont pas élucidés. 

 

2.3. Lien entre le cholestérol et la MA 

Le cerveau est l’un des organes les plus riches en cholestérol, dont la quantité cérébrale 

représente 20 à 30 % du cholestérol total dans le corps. Il est majoritairement retrouvé dans 

la gaine de myéline, mais aussi dans la membrane plasmique des neurones et des cellules 

gliales dont les astrocytes (Arbor et al., 2016). Dans le cerveau, le cholestérol participe à 

différents processus physiologiques tels la plasticité synaptique, le développement et le 

maintien de la fonction des neurones (Xue-shan et al., 2016). Du fait de la présence de la 

BHE qui limite les échanges sang-cerveau de lipides, la synthèse du cholestérol dans le 
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cerveau se fait de novo. La concentration cérébrale du cholestérol est très contrôlée car un 

déséquilibre peut représenter un facteur de risque dans la physiopathologie de maladies 

neurodégénératives telles la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington ou la MA (Di 

Paolo and Kim, 2011; Martín et al., 2014; Doria et al., 2016). L’une des premières études 

mettant en évidence un lien entre le cholestérol et la MA a été réalisée chez des lapins 

recevant une alimentation enrichie en cholestérol. Ces animaux présentaient une 

accumulation intracellulaire importante de peptide Aβ, qui n’était pas retrouvée chez les 

animaux contrôles (Sparks et al., 1994). In vitro, il a été montré que la formation de fibrilles 

de peptide Aβ était dépendante du cholestérol dans les cellules (Mizuno et al., 1999). 

Cependant, les mécanismes reliant le cholestérol et la MA ne sont pas encore bien compris. 

Il semblerait que des variations des quantités cérébrales du cholestérol, entrainant 

notamment des modifications de la structure membranaire des cellules, pourraient 

correspondre à l’un des mécanismes de cette interaction. En effet, une augmentation de la 

concentration intracellulaire du cholestérol favoriserait l’activité de BACE1 et de ce fait la 

génération de peptides Aβ. A l’inverse, une diminution des quantités de cholestérol 

favoriserait l’activité de l’α-sécrétase et ainsi privilégierait le métabolisme de l’APP par la 

voie non-amyloïdogénique (Xue-shan et al., 2016). 

L’hypercholestérolémie représente ainsi un facteur de risque dans le développement de la 

MA. De nombreuses études réalisées chez différentes espèces animales (lapins, rats, 

modèles murins de la MA) ont montré qu’un régime alimentaire riche en cholestérol 

pourrait être associé à l’accumulation cérébrale du peptide Aβ, à une phosphorylation 

anormale de la protéine tau et à des pertes synaptiques entrainant des déficits cognitifs 

touchant par exemple la mémoire ou l’apprentissage (Ghribi et al., 2006; Lemieux et al., 

2010; de Oliveira et al., 2011; Umeda et al., 2012; Zhang et al., 2015). A l’inverse, il a été 

montré que des composés hypolipémiants comme les statines pourraient réduire les risques 

de développer la MA, néanmoins certaines études n’ont montré aucun effet de ces 

molécules dans la MA (Wolozin et al., 2000; Daneschvar et al., 2015). Bien que les 

modifications des quantités plasmatiques du cholestérol participent au développement des 

lésions cérébrales associées à la MA, ces modifications n’ont pas d’incidence sur le 

cholestérol cérébral. Cette absence d’effet est en partie due à la présence de la BHE qui 

limite les échanges du cholestérol entre le sang et le cerveau. Il a été proposé que les effets 

de l’hypercholestérolémie sur le cerveau pourraient en partie être expliqués par un 
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mécanisme indirect qui mettrait en jeu le 27-hydroxycholestérol (27-OHC), un métabolite du 

cholestérol principalement localisé en périphérie et qui peut traverser la BHE (Marwarha and 

Ghribi, 2015). Des études ont mis en évidence que le 27-OHC pouvait notamment 

augmenter l’expression de BACE1, la synthèse de peptides Aβ et la phosphorylation de la 

protéine tau (Prasanthi et al., 2009, 2011; Marwarha and Ghribi, 2015). Récemment, il a été 

montré qu’un régime riche en cholestérol était associé à un défaut de mémoire chez des 

souris sauvages, mais que cet effet n’était pas retrouvé chez des souris Cyp27-/- qui 

n’exprimaient pas le 27-OHC (Heverin et al., 2015). Cependant, les mécanismes expliquant le 

lien entre le 27-OHC et la MA ne sont pas encore élucidés.      

Le desmostérol est un stérol, pouvant avoir une origine périphérique ou cérébrale. C’est le 

dernier précurseur dans la synthèse du cholestérol par la voie Bloch (Zerenturk et al., 2013). 

La conversion de ce lipide en cholestérol est catalysée par la 24-déhydrocholestérol 

réductase (DHCR24). Comme le cholestérol, le desmostérol semble également être lié à la 

MA. Il a notamment été montré que les quantités de desmostérol étaient augmentées au 

début de la MA dans un modèle de souris développant la MA (APPSLxPS1) (Vanmierlo et al., 

2010). A l’inverse, une autre étude a montré une diminution de la quantité de desmostérol 

dans des tissus cérébraux humains de patients atteints de la MA, par rapport aux tissus 

cérébraux de personnes saines (Wisniewski et al., 2013). L’expression de DHRC24 dans le 

cerveau n’est pas différente entre les personnes souffrants de la MA et les personnes saines, 

suggérant que cette diminution est indépendante du taux de conversion du desmostérol en 

cholestérol (Sharpe et al., 2012). Toutefois, son implication dans la physiopathologie de la 

MA reste à ce jour encore peu étudiée. Notre travail de doctorat a porté sur l’étude des 

transporteurs ABC impliqués dans le transport de ces lipides à la BHE. 
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MATERIEL ET METHODES 
 

Dans cette partie, seront décrites les différentes lignées de souris utilisées pour les travaux 

de la thèse, ainsi que la technique de perfusion cérébrale in situ utilisée pour étudier la 

fonctionnalité des différents transporteurs à la BHE des souris. Les autres méthodes d’étude 

que j’ai utilisées au laboratoire (extraction des microvaisseaux cérébraux, RT-qPCR) ou en 

collaboration (imagerie confocale, LC-MS/MS, modélisation moléculaire) seront décrites 

dans les différents articles de la partie TRAVAUX PERSONNELS. 

 

I. Matériel 

1. Animaux 

Les études in vivo ont été réalisées sur des souris mâles ou femelles âgées de 8 à 12 

semaines. Toutes les souris ont été hébergées au sein de l’animalerie centrale de la Faculté 

de Pharmacie de Paris. Elles ont été soumises à un cycle jour-nuit 12h/12h et ont eu un accès 

libre à l’eau et à la nourriture. L’hébergement et toutes les expériences animales ont été 

réalisés dans le respect des règles d’éthique des directives européennes (210/63/EU). Le 

protocole a été soumis et accepté par le Comité d’Ethique de l’Université Paris-Descartes 

(numéro de saisine : 12-181. CEEA34.FB.151.12). 

 

1.1 Souris sauvages 

Les souris sauvages (wild-type, WT) avec un fond génétique C57BL/6 ou FVB/N ont été 

commandées chez Janvier (Route des Chênes secs, Le Genest Saint Isle). Les deux lignées 

sont élevées au sein de l’animalerie centrale de la Faculté de Pharmacie de Paris. Les souris 

sauvages avec un fond génétique CF-1 ont été achetées chez Charles River (Saint-Germain-

L’Abresle, France). Ces souris ont été élevées au sein de l’animalerie centrale de la Faculté de 

Pharmacie de Châtenay-Malabry.  
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1.2. Souris déficientes en Abcg4 

Les souris déficientes en Abcg4 ont un fond génétique C57BL/6 et ont été créées par l’équipe 

du Dr Shailendra B. Patel (Medical college of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA) au sein de la 

Medical University of South Carolina. La génération de cette lignée est décrite dans l’article 

1, intitulé « Expression and function of Abcg4 in the mouse blood-brain barrier : role in 

Alzheimer’s disease ». Ces souris sont élevées au sein de l’animalerie centrale de la Faculté 

de Pharmacie de Paris.  

 

1.3. Souris déficientes en Abcb1a 

Les souris déficientes Abcb1a (Mdr1a-/-) ont un fond génétique CF-1 et ne présentent pas le 

gène Abcb1a au niveau de leur BHE (Schinkel et al., 1994). Les couples parentaux 

homozygotes proviennent de chez Charles River (Saint-Germain-l’Abresle, France) et leur 

descendance a été élevée au sein de l’animalerie centrale de la Faculté de Pharmacie de 

Châtenay-Malabry. 

 

1.4. Souris déficientes en Abcb1 et Abcg2 

Les souris triples transgéniques Mdr1a/b/Bcrp-/- ont été obtenues dans le cadre d’une 

collaboration avec le Dr Alfred Schinkel (Amsterdam, Pays-Bas). Ces souris ont un fond 

génétique FVB/N. Elles sont élevées au sein de l’animalerie centrale de la Faculté de 

Pharmacie de Paris. 

 

1.4. Souris déficientes en Abca2 

Les souris déficientes Abca2 ont un fond génétique C57BL/6. Les couples parentaux 

homozygotes proviennent de chez Jackson Laboratory et leur descendance a été élevée au 

sein de l’animalerie centrale de la Faculté de Pharmacie de Paris. 
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II. Méthodes d’étude in vivo du transport à la barrière 

hémato-encéphalique  

1. La technique de perfusion cérébrale in situ 

1.1. Description  

La perfusion cérébrale in situ permet l’étude in vivo des mécanismes de transport des 

molécules à travers la BHE, et plus précisément du côté luminal des CECCs. Elle a d’abord été 

développée chez le Rat par Takasato (Takasato et al., 1984) puis adaptée chez la Souris 

(Dagenais et al., 2000). Cette technique peut être utilisée pour mesurer les paramètres de 

transport tels que le volume vasculaire cérébral et la clairance d’entrée cérébrale (Clup) 

d’une molécule d’intérêt. 

Cette technique consiste en l’administration sur un temps très court (30s-120s) d’un 

perfusat contenant deux molécules radiomarquées : la molécule dont le transport à travers 

la BHE doit être étudié et une molécule servant de marqueur de l’espace vasculaire (par 

exemple le saccharose). L’un des avantages de cette technique est qu’elle permet 

l’administration d’inhibiteurs d’un transporteur ou l’utilisation de souris déficientes en ce 

transporteur afin d’étudier le rôle de ce dernier au niveau de la BHE. Si la Clup est augmentée 

en présence d’un inhibiteur ou lorsque le transporteur testé n’est pas exprimé, cela signifie 

que le transporteur joue un rôle dans l’efflux de la molécule d’intérêt au niveau de la BHE. A 

l’inverse, si la Clup est diminuée, le transporteur participe alors à l’influx de la molécule 

d’intérêt. 

 

1.2. Réalisation de la chirurgie et de la perfusion chez la Souris 

Avant la perfusion, les souris sont anesthésiées par injection intra-péritonéale d’un mélange 

de kétamine et de xylazine (140/8 mg/kg). Leur artère carotide commune droite est ligaturée 

du côté du cœur et leur artère carotide externe droite est ligaturée au niveau de la 

bifurcation de l’artère carotide commune droite. Cette étape va permettre d’assurer un 

acheminement du perfusat vers le cerveau. Un cathéter est installé dans l’artère carotide 

commune droite et est relié à une seringue contenant le perfusat qui est placée sur une 
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pousse-seringue automatique [Figure 17]. Le cœur de l’animal est coupé juste avant 

l’administration du perfusat, qui est composé d’un tampon Krebs (128 mM NaCL, 24 mM 

NaHCO3, 4,2 mM KCl, 2,4mM NaH2PO4, 1,5 mM CaCl2, 0,9 mM MgCl2 et 9mM D-Glucose) 

oxygéné par un mélange gazeux O2/CO2 afin de normaliser le pH 7,4 et maintenu au bain-

marie à 37°C. Des volumes prédéfinis de la molécule d’intérêt et du marqueur de l’espace 

vasculaire, qui, dans notre étude, sont respectivement le peptide [3H]Aβ1-40 ou le 

[3H]desmostérol (0,2 µCi/mL) et le [14C]saccharose (0,1 µCi/mL), sont également ajoutés au 

perfusat. D’autres composés non radioactifs, comme le 17-β-estradiol (100 µM), 

l’estramustine (100 µM), le GF120918 (10 µM), la L-thyroxine (10 µM) ou le probucol (10 

µM) sont dissous dans leurs véhicules respectifs (DMSO/éthanol, eau, DMSO, eau/NaOH) et 

ajoutés au perfusat. Après une minute de perfusion à la vitesse de 2,5 mL/min, l’animal est 

décapité et l’hémisphère droit ainsi que des échantillons du perfusat sont récupérés. 

L’hémisphère droit est dissous dans du Solvable à 50°C puis mélangé à 9 mL de cocktail à 

scintillation (Ultima Gold). La radioactivité de chaque échantillon est mesurée à l’aide d’un 

compteur à scintillation (Tricarb, Perkin Elmer, France). Les résultats du comptage vont 

permettre de calculer les paramètres du transport.  

 

 

 

Figure 17 : Schéma de la perfusion cérébrale in situ adaptée chez la Souris (Dagenais et al., 2000). Après 
avoir ligaturé l’artère carotide commune droite et l’artère externe droite chez la Souris anesthésiée, un 
perfusat composé d’un tampon Krebs, auquel ont été ajoutées deux molécules radiomarquées (la 
molécule d’intérêt et une molécule servant de marqueur de l’espace vasculaire) est injecté via un cathéter 
installé au niveau de l’artère carotide interne droite. Après la perfusion, l’hémisphère droit est récupéré 
ainsi que des aliquots du perfusat. 
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1.3. Calcul des paramètres de transport 

Le volume de l’espace vasculaire cérébral (Vvasc, µL/g) est estimé à partir de la distribution 

tissulaire du marqueur de l’espace vasculaire cérébral qui diffuse très peu à travers la BHE. 

Dans cette étude, le marqueur de l’espace vasculaire cérébral est le [14C]saccharose. Le Vvasc 

permet de vérifier l’intégrité de la BHE (le Vvasc doit être inférieur à 20 µL/g) et de corriger la 

quantité cérébrale totale de la molécule étudiée par la quantité présente dans l’espace 

vasculaire. Il est calculé en divisant la quantité de [14C]saccharose (X*, dpm/g) contenue dans 

l’hémisphère droit par la concentration en [14C]saccharose (C*, dpm/µL) dans le perfusat. 

Vvasc = 
X*

C*
 

Le volume apparent de distribution cérébrale de la molécule étudiée radiomarquée 

(Vdcerveau, µL/g) est calculé à partir de la quantité de radioactivité contenue dans 

l’hémisphère droit et celle de départ dans le perfusat, selon l’équation : 

Vdcerveau = 
Xcerveau

Cperf
  

où Xcerveau (dpm/g) correspond à la quantité calculée de la molécule étudiée dans 

l’hémisphère droit et Cperf (dpm/µL) correspond à la concentration de la molécule étudiée 

dans le perfusat. La Xcerveau (dpm/g) est obtenue par l’équation suivante : 

Xcerveau = Xtotale - (Vvasc x Cperf) 

où Xtotale (dpm/g) est la quantité cérébrale totale de la molécule étudiée (dans l’espace 

vasculaire et extravasculaire), à laquelle a été soustraite la quantité de la molécule étudiée 

présente dans l’espace vasculaire (Vvasc x Cperf). Le coefficient de transport Kin (µL/g/s), 

correspondant à la clairance d’entrée cérébrale (Clup, μL/g/s), est défini comme le rapport 

entre le volume de distribution cérébrale de la molécule étudiée (Vdcerveau, µL/g) et le temps 

de perfusion (T, s). 

Kin = 
Vdcerveau

 T
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2. Analyse des résultats 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD de n expériences avec n correspondants au 

nombre de souris ou au nombre de puits cellulaires utilisés. 

L’analyse statistique est réalisée en utilisant le test de Student pour les comparaisons de 

deux groupes (le groupe contrôle et le groupe traité). Les différences sont considérées 

significatives lorsque p est inférieur à 0,05. 
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TRAVAUX PERSONNELS 
 

Notre premier objectif a été, tout d’abord, d’étudier l’expression des transporteurs Abcg4 et 

Abca2 à la BHE chez la Souris, et de déterminer si ces transporteurs fonctionnent bien 

comme des transporteurs d’efflux au niveau de la BHE. Pour cela il était nécessaire 

d’identifier des substrats et inhibiteurs de ces deux transporteurs. Les résultats de cette 

étude ont fait l’objet de deux articles. L’un est soumis pour une publication dans le journal 

« Nature Communications ». Le second est actuellement en préparation. 

 Article 1 :  

“Expression and function of Abcg4 in the mouse blood-brain barrier: role in Alzheimer’s 

disease”. 

Agnès Dodacki, Matthew Wortman, Bruno Saubaméa, Stéphanie Chasseigneaux, Sophie 

Nicolic, Nathalie Prince, Murielle Lochus, Xavier Declèves, Jean-Michel Scherrmann, 

Shailendra B. Patel and Fanchon Bourasset [en soumission] 

 

 Article 2 : 

“Expression and function of Abcg4 in the mouse blood-brain barrier: involvement in the 

efflux of amyloid-β peptide”. 

Agnès Dodacki, Lucien Tchara, Sophie Nicolic, Murielle Locchus, Marie-Claude Menet, Jean-

Michel Scherrmann and Fanchon Bourasset [en préparation]  

 

 

Notre second objectif a été d’évaluer l’importance relative de leurs fonctions d’efflux pour le 

peptide Aβ par rapport à celles d’Abcb1 et Abcg2. Les résultats de ce travail sont présentés 

dans l’article 3, qui est en préparation. 
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 Article 3 : 

“Cooperation between Abcb1, Abcg2, Abcg4 and Abca2 in the blood-brain barrier efflux of 

amyloid-β peptide”. 

Agnès Dodacki, Tuan-Minh Do, Shailendra B. Patel, Sophie Nicolic, Murielle Locchus, Robert 

Farinotti, Jean-Michel Scherrmann et Fanchon Bourasset [en préparation] 

 

 

Durant mon doctorat, j’ai également pu participer aux travaux de deux articles (en 2ème et 

4ème auteure), qui sont présentés dans la partie « ANNEXE » du manuscrit.  
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1er objectif: Caractérisation d’Abcg4 et d’Abca2 à la 

barrière hémato-encéphalique 
 

Article 1 

“Expression and function of Abcg4 in the mouse blood-brain barrier: 

role in Alzheimer’s disease”  

 

Agnès Dodacki, Matthew Wortman, Bruno Saubaméa, Stéphanie Chasseigneaux, Sophie 

Nicolic, Nathalie Prince, Murielle Lochus, Xavier Declèves, Jean-Michel Scherrmann, 

Shailendra B. Patel et Fanchon Bourasset 

 

 Introduction 

Les transporteurs d’efflux majoritairement représentés par la superfamille des protéines 

ABC (ATP-binding cassette) font partie des acteurs majeurs de la barrière hémato-

encéphalique (BHE). ABCB1 (P-glycoprotéine, P-gp) et ABCG2 (breast cancer resistance 

protein, BCRP) sont les principaux transporteurs exprimés et étudiés à la BHE. ABCG4 est 

principalement impliqué dans le transport de stérols. Son expression au niveau de la BHE a 

été démontrée, mais sa localisation cellulaire ainsi que sa fonction à la BHE n’étaient pas 

encore connues. Il a été montré, sur des cellules HEK transfectées avec le gène Abcg4, que le 

peptide β-amyloïde (Aβ) était substrat d’Abcg4 et que le probucol était un inhibiteur 

potentiel d’Abcg4. Chez la Souris, le probucol inhibe, indépendamment d’Abca1, l’efflux du 

peptide Aβ à la BHE, suggérant l’implication d’Abcg4 dans cet efflux. 

 

 Objectif 

Ainsi notre objectif était de caractériser l’expression et la fonctionnalité du transporteur 

Abcg4 à la BHE chez la Souris.  
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 Méthodes 

Pour ce faire, nous avons utilisé un nouveau modèle de souris développé par l’équipe du Dr 

Shailendra B. Patel, qui sont déficientes en Abcg4 (Abcg4-/-) en comparaison avec des souris 

sauvages (Abcg4+/+). L’expression d’Abcg4 au niveau des capillaires cérébraux a été étudiée 

par imagerie confocale et RT-qPCR. La fonctionnalité d’Abcg4 à la BHE a été étudiée en 

mesurant les clairances d’entrée cérébrale (Clup, µL/g/s) du peptide [3H]Aβ1-40 et du 

[3H]desmostérol (un substrat connu d’ABCG4) par la technique de perfusion cérébrale in situ 

(PCIS), en présence ou en absence de deux inhibiteurs potentiels d’ABCG4 (le probucol et la 

L-thyroxine (T4)). Des modélisations de structure de dimères d’Abcg4 et d’interactions 

(docking) ont été réalisées pour étudier les interactions possibles entre Abcg4 et ses 

substrats potentiels. 

 

 Résultats 

Nous avons démontré qu’Abcg4 était exprimé au niveau des cellules endothéliales des 

capillaires cérébraux. En utilisant la technique de PCIS, nous avons mis en évidence qu’en 

présence du probucol les Clup du peptide [3H]Aβ1-40 et du [3H]desmostérol étaient 

augmentées respectivement d’un facteur 2,1 et 1,8 chez les souris sauvages, mais pas chez 

les souris  Abcg4-/-. Une interaction directe de type ligand-ligand a été détectée entre le 

peptide Aβ et le desmostérol par docking. Nous avons également montré que la T4 

augmente significativement les Clup du peptide [3H]Aβ1-40 et du [3H]desmostérol d’un facteur 

2 et 1,6 chez les souris sauvages, mais pas chez les souris Abcg4-/-. De plus, la modélisation a 

permis de montrer une liaison du desmostérol avec Abcg4 dans le site de liaison au ligand, 

avec une affinité meilleure que celle du cholestérol.  

  

 Conclusion 

Ces résultats ont permis de mettre en évidence, pour la première fois, qu’Abcg4 est exprimé 

et fonctionnel à la BHE de la souris. Nous avons identifié pour ce transporteur deux substrats 

(le peptide Aβ et le desmostérol) et deux inhibiteurs (le probucol et la T4). Ces résultats 

identifient un nouveau transporteur ABC exprimé à la BHE qui semble étroitement lié à la 
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MA, chez la Souris, car il a pour substrat deux acteurs impliqués dans la physiopathologie de 

la maladie, et chez l’Homme chez qui une surexpression d’ABCG4 cérébral chez des patients 

atteints de MA a été mise en évidence (Uehara et al., 2008). Ce nouveau transporteur ABC 

présent au niveau de la BHE pourrait ainsi constituer une nouvelle cible thérapeutique de la 

MA. 
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ABSTRACT 

ABCG4 is an ATP-binding cassette transmembrane protein which has been shown, in vitro, to 

participate in the cellular efflux of desmosterol and amyloid-β peptide (Aβ). ABCG4 is highly 

expressed in the brain but its localization and function at the blood-brain barrier (BBB) level 

remain unknown. We demonstrate by qRT-PCR and confocal imaging that mouse Abcg4 is 

expressed in the brain capillary endothelial cells. Modelling studies of the Abcg4 dimer show 

that desmosterol and Aβ can bind and interact together in the ligand-binding site. Using a 

novel Abcg4-deficient mice model, we show that Abcg4 transports Aβ and desmosterol from 

brain to blood at the BBB level and that Abcg4 can be inhibited by probucol and L-thyroxine. 

A direct Aβ/desmosterol interaction was also detected in the mouse BBB. Our data evidence, 

for the first time, that Abcg4 is an efficient efflux pump at the mouse BBB level and reveal 

ABCG4 as a potential new pharmacological BBB target in Alzheimer’s disease.  

 

KEYWORDS: ABCG4, Amyloid-β peptide, blood-brain barrier, desmosterol, structural model 
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INTRODUCTION 

The brain capillary endothelial cells (BCECs), associated with the basement membrane, 

pericytes and astrocyte end-feet, constitute the blood–brain barrier (BBB), which represents 

the main interface separating the blood from the brain (1,2). The permeability restriction of 

the BBB is mainly due to the presence of tight junctions (TJ) connecting the BCECs to each 

other (3,4). Several influx and efflux transporters, such as solute carriers (SLC) and ATP-

binding cassette (ABC) proteins, are expressed in these BCECs (1). ABC transporters belong 

to a superfamily of transmembrane proteins, divided into 7 sub-families (A to G) according 

to their structural homology (5–7). The most studied ABC transporters at the BBB are ABCB1 

(P-glycoprotein, P-gp) and ABCG2 (breast cancer resistant protein, BCRP), which carry their 

substrates, mainly exogenous compounds, out of the brain into the bloodstream (1,2,8). 

Besides ABCB1 and ABCG2, other ABC transporters belonging to ABCA and ABCG subfamilies 

are likely to be expressed and functional at the BBB. Since ABCA and ABCG transporters are 

highly involved in the transport of endogenous compounds such as lipids, their potential 

expression and efflux function at the BBB level would give to the BBB a role in maintaining 

the brain lipid homeostasis. However, little is known about their exact localization and role 

in the BBB. The ABCA1 mRNA and ABCA1 protein have been localized in cultured human and 

rat BCECs as well as in isolated mouse microvessels (9,10). We evidenced that Abca1 acts as 

an efflux transporter at the BBB level and that probucol, a known  inhibitor of ABCA1 (11), 

inhibits the Abca1-mediated cholesterol efflux at the luminal side of the mouse BCECs (10). 

ABCG proteins are half-transporters that dimerize with another half-protein to become 

functional (12–14). Hence, ABCG2 forms homodimers whereas ABCG4 can form homo- or 

hetero-dimers with ABCG1 but not with ABCG2 (12,15,16). Whether ABCG4 exists as a 

homodimer or as heterodimers in vivo has not been established. ABCG proteins are involved 

in sterol transport, except for ABCG2 which is mostly implicated in drug cell efflux. ABCG4 

and ABCG1 are highly expressed in the brain, in particular in neurons and astrocytes (17). We 

have shown that Abcg4 protein was also expressed in microvessels isolated from mouse 

brains (18), but its exact cellular localization as well as its role in the BBB remains unknown. 

ABCG4 is involved in the cellular efflux of sterols, in particular cholesterol and desmosterol (a 

cholesterol precursor), to high-density lipoprotein (HDL) (17,19,20). Therefore, ABCG4 could 

play a role in pathologies involving cholesterol such as Alzheimer’s disease (AD) (21,22). In 

AD, excessive accumulation and aggregation of amyloid-β peptide (Aβ) is observed in the 
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brain (23). Aβ originates from the amyloid precursor protein (APP) which is cleaved by both 

the β- and γ-secretases to produce Aβ in the brain (24). Supporting the hypothesis of ABCG4 

involvement in AD pathology, Uehara et al. showed, in human AD brains, that ABCG4 was 

over-expressed in microglia surrounding senile plaques, suggesting a role for ABCG4 in the 

Aβ phagocytose by microglial cells (25). Recently, a study reported that ABCG1 and ABCG4 

can modify the plasma membrane distribution of the γ-secretase, leading to a decrease of its 

activity and then of the brain Aβ production (26). But the brain accumulation of Aβ might be 

mainly due to a default of its brain clearance, in particular at the BBB level (18,27–31). Two 

ABC transporters, ABCB1 and ABCG2, as well as the low density lipoprotein receptor-related 

protein 1 (LRP1) have been shown to be involved in the BBB efflux of Aβ, but other 

unidentified transporters are likely to be also involved in this efflux process (8,18,32,33). We 

previously showed, in vitro, that Aβ was actively transported by the murine Abcg4 from 

intra- to extra-cellular compartment of HEK-Abcg4 transfected cells and that probucol 

specifically inhibited this Abcg4-mediated cell efflux (18). But whether Abcg4 can be 

expressed and able to efflux its substrates through the mouse BCECs is still unknown. 

The aim of our study was to characterize the expression and function of Abcg4 at the mouse 

BBB. For this purpose, we developed and used Abcg4-knockout (KO) mice in comparison 

with C57Bl/6 wild-type (WT) mice.  

 

RESULTS 

Immunodetection of Abcg4 in WT and Abcg4-KO mice 

Abcg4 and P-gp co-immunostaining of WT vs KO mouse brain cryosections was performed to 

assess the presence of the transporter at the BBB [Fig. 1]. As can be seen in Fig. 1A, Abcg4 

labelling was detected in WT parenchymal cells, most likely in neurons, and in P-gp-positive 

brain cortex capillaries. No detectable signal could be observed when primary antibody was 

omitted (not shown). In Abcg4-KO mice, a stronger signal was observed with a predominant 

localization in the perinuclear region of endothelial cells, reflecting the intracellular 

retention of misfolded Abcg4 mutant protein [Fig. 1B]. The Abcg4 detection in KO mice 

agrees with the fact that the non-functional Abcg4 mutant protein still contains the 

immunoreactive epitope recognized by the anti-ABCG4 antibody (amino acids 321-370 

within an N-terminal cytoplasmic domain of ABCG4 of human origin).  
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mRNA quantification of other ABC transporters in WT and Abcg4-KO mice BBB 

We compared, by qRT-PCR, the relative mRNA amount of the ABC transporters involved (or 

suggested to be involved) in sterol and/or Aβ efflux through the mouse BBB (Abca1, Abcb1, 

Abcg1, Abcg2 and Abcg4) in the brain microvessels of WT vs. Abcg4-KO mice. The primers 

used to detect Abcg4 were designed in a non-mutant 5’ region of Abcg4 gene (see material 

and methods section).  

As shown in Fig. 2, the Abca1, Abcb1, Abcg1 and Abcg2 mRNA amounts in WT mouse brain 

microvessels were not significantly different from those in Abcg4-KO mice. On the contrary, 

the mRNA amount of Abcg4, judged by primers located 5’ of the targeting site, was 

significantly 20-fold higher in Abcg4-KO mice than in WT mice (p = 9.4x10-6). 

 

Abcg4 function at the mouse BBB 

We first measured the time-course of the brain volume (Vbrain, µL/g) of distribution of 

[3H]desmosterol by using the in situ brain perfusion (ISBP) technique in WT mice [Fig. 3A]. 

We observed a linear increase of [3H]desmosterol Vbrain as a function of the perfusion time 

suggesting that [3H]desmosterol transport rate remained unchanged over time. We then 

chose a perfusion time of 60 s for subsequent single time-points experiments. Similar 

experiments and results had been previously obtained for Aβ (18). 

Thus, we evaluated the function of Abcg4 at the BBB level by measuring the brain uptake 

clearance (Clup) of [3H]desmosterol and [3H]Aβ1-40, in WT and Abcg4-KO mice, in the presence 

or absence of probucol. The [3H]desmosterol and [3H]Aβ1-40 Clup obtained in Abcg4-KO mice 

were not significantly different from those of WT mice (p = 0.21 and 0.97 respectively) [Fig. 

3B and 3C], suggesting either that Abcg4 was not involved in the [3H]desmosterol and 

[3H]Aβ1-40 efflux at the mouse BBB or that the lack of Abcg4 has been offset by other efflux 

proteins at the mouse BBB, like Abcg1 for desmosterol (17) or Abcb1/Abcg2 for Aβ (18). To 

elucidate if Abcg4 can effectively participate in the desmosterol and Aβ efflux through the 

BBB, we compared the [3H]desmosterol and [3H]Aβ1-40 Clup obtained with and without co-

perfusion of probucol in WT and Abcg4-KO mice. Probucol has been previously described to 

inhibit both ABCA1 (11) and Abcg4 (18) but not ABCG1 (34). Our results show that the 

[3H]desmosterol and [3H]Aβ1-40 Clup obtained in WT but not in Abcg4-KO mice, were 

significantly 1.8- and 2.1-fold increased (p = 0.0003 and 0.0002 respectively) by adding 

probucol in the perfusion buffer, respectively [Fig. 3B and 3C], indicating that probucol had 
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inhibited the Abcg4-mediated efflux of [3H]desmosterol and [3H]Aβ1-40 through the BBB in 

WT mice. These results demonstrate that Abcg4 is an efficient efflux transporter at the BBB 

level, able to limit the entry of its substrates, i.e. desmosterol and Aβ, from the blood to the 

brain.  

 

L-thyroxine (T4) inhibition of Abcg4-mediated efflux of [3H]Aβ1-40 and [3H]desmosterol at 

the BBB level 

We measured the Clup of [3H]Aβ1-40 and [3H]desmosterol in the presence or absence of T4 in 

WT and Abcg4-KO mice. Adding T4 to the perfusion buffer significantly increased the Clup of 

[3H]Aβ1-40 (p = 0.0007) and [3H]desmosterol (p = 0.002) in WT mice (2-fold and 1.6-fold, 

respectively) while no significant effect was observed in Abcg4-KO mice, neither for [3H]Aβ1-

40 nor for [3H]desmosterol (p = 0.47 and 0.69 respectively). Thus the efflux ratio, measured 

as the ratio between the Clup of [3H]Aβ1-40 or [3H]desmosterol obtained with and without co-

perfusion of T4 (ERT4/ctrl) were equal to 2 and 1.6, respectively in WT mice and 1 in Abcg4_KO 

mice [Fig. 4]. Taken together, these data demonstrate that T4 inhibits the Abcg4-mediated 

efflux of [3H]Aβ1-40 and [3H]desmosterol at the BBB level. 

 

In vivo interaction between [3H]Aβ1-40 and desmosterol at the mouse BBB level 

We tested whether desmosterol and [3H]Aβ1-40 could compete for Abcg4 by measuring the 

Clup of [3H]Aβ1-40 in the presence or absence of desmosterol in WT and Abcg4-KO mice. 

Adding desmosterol to the perfusion buffer significantly increased the Clup of [3H]Aβ1-40 in 

WT mice (1.5-fold, p = 0.01) while no significant effect was observed in Abcg4-KO mice (p = 

0.64). Thus the efflux ratio, measured as the ratio between the Clup of [3H]Aβ1-40 obtained 

with and without co-perfusion of desmosterol (ERdesmosterol/ctrl) was equal to 1.5 in WT mice 

and 1 in Abcg4_KO mice [Fig. 5]. Taken together, these data demonstrate that desmosterol 

inhibits the Abcg4-mediated efflux of [3H]Aβ1-40 at the BBB level. 

 

Abcg4 homology modeling 

A homology model of the Abcg4 dimer consisting of residues 82-641 was created using the 

published x-ray structure of a related ABC protein complex ABCG5/ABCG8 (35) that is also 

known to transport sterols [Fig. 6]. The initial model was optimized by adding missing side-

chain atoms, relaxing steric clashes, and sampling rotomers to identify a favorable 
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configuration. Overall model quality, as assessed by MolProbity (36,37), increased from the 

23rd to the 92nd percentile (N=27675, 0Å – 99Å). While a small segment of residues from the 

protein sequence could not be modeled, a significant portion had sufficient homology to 

develop a model that includes the nucleotide-binding domain, the transmembrane domain 

including the sterol binding site (35), and the extracellular region. Based on the structure and 

purported mechanism of the related ABCG5/ABCG8 protein complex, sterols bind to a cavity 

formed at the dimer interface that allows sterols to move from the lipid bilayer into the 

dimer core followed by translocation to the membrane surface (35). Analogous structural 

features present in our model suggest that the Abcg4 dimer may translocate sterols by an 

analogous mechanism.  

 

Sterol docking 

We tested the feasibility of desmosterol translocation in the Abcg4 model by performing 

15,000 simulations of desmosterol binding to Abcg4 using SwissDock (38) in accurate mode 

with no side-chain flexibility [Fig. 6B]. While the structure of ABCG5/ABCG8 places the sterol-

binding site in a cleft formed at the dimer interface, we chose to allow SwissDock to dock 

desmosterol over the entire dimer surface to avoid bias toward our hypothetical 

mechanism. Importantly, of the top 250 predicted binding modes all but 1 were found in the 

predicted sterol binding cleft and all had favorable binding energetics with G between -

6.79 and -8.12 kcal/mol. In addition, simulations using cholesterol produced nearly identical 

results though with less favorable binding energetics (G between -6.14 and -7.79 kcal/mol) 

suggesting a higher affinity for desmosterol. 

 

Aß docking 

Our data support a role for Abcg4 in both desmosterol and Aβ transport despite large 

differences in the substrate molar mass (384.6 and 4514.1 g/mol respectively) [Fig. 7]. While 

Aβ is not small molecule ligand and therefore cannot be docked in a binding site using 

traditional docking software, algorithms are available that predict protein:protein 

interactions. GRAMM-X (39,40) is a web-based service that accepts two proteins as input 

and, like SwissDock for small molecules, performs a large number of unbiased simulations in 

order to determine a thermodynamic ‘best fit’ for a given protein pair. As with sterol 

docking, we did not define a binding site therefore GRAMM-X sampled the entire surfaces of 
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both proteins. GRAMM-X also identified the dimer interface cleft as the binding site for Aβ 

which suggests that Aβ and desmosterol compete for binding.  

Abcg4 monomers come together to form a homodimer that includes nearly identical binding 

clefts which are opposite one another on the dimer surface. The homology model is an 

approximation of the dimer structure frozen in time which fails to capture the dynamic 

nature of protein motions. In vivo it is likely that nucleotide binding changes the overall 

configuration of the dimer to allow for sterol binding on one side of the complex followed by 

translocation of sterol to the dimer core before being exported from the membrane. One 

consequence of this movement could be that only one sterol-binding site exists at a given 

time. Thus sterol binding would alternate from one binding site to the other as sterols are 

translocated. This mechanism could explain why the homology model has a single sterol-

binding site despite the presence of two nearly identical binding clefts. Importantly however, 

this does not appear to be the case for Aβ which is predicted to bind in both clefts equally. 

Thus, Abcg4 seems to have two Aβ binding sites which agrees with our previous data that 

percent efflux of Aβ was greater than cholesterol (18) and with our current data that 

desmosterol competes with Aβ efflux. In addition, we determined, in HEK-Abcg4 transfected 

cells, the Abcg4-mediated transport of Aβ parameters (not shown). The velocity of Aβ 

transport by Abcg4 in function of the Aβ concentrations was best fitted by a Hill equation 

(sigmoid) with a Hill coefficient at around 2 (n = 1.80  0.08), supporting the hypothesis of 2 

binding sites for the Abcg4-mediated transport of Aβ. The Km was found equal to 349.9  

16.8 pM and the Vm to 22.4  0.2 pmol/L/min. Taken in a whole, our biological and 

structural data suggest that Abcg4 contains two Aβ binding sites and one alternating sterol 

site which explains our observation that Abcg4 transports both Aβ and sterols with a 

preference for Aβ.  While we feel this is a plausible mechanism, more research including 

direct structural observation of the Abcg4 dimer is needed. 

 

DISCUSSION 

In the literature, ABCG4 was mainly described in neurons and astrocytes of hippocampus, 

cerebellum and olfactory bulb regions (17,26,41). ABCG4 has been also detected in 

ependymal cells from non-dement elderly brain patients and in microglial cells in human AD 

brains (25,42). But, to our knowledge, the expression and function of ABCG4 in human BCECs 

have not been reported. However, we previously detected Abcg4 in microvessels isolated 
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from WT and 3xTgAD mouse brains (18,43), but its exact cell localization as well as its mouse 

BBB function was unknown. In accordance with these previous reports, we detected Abcg4 

mRNA and Abcg4 protein in C57Bl/6 mouse brain microvessels [Fig. 1,2]. The pattern of 

Abcg4 immunostaining and the observed colocalization with Abcb1 further suggest that 

Abcg4 is expressed in endothelial cells of mouse brain capillaries. Recently, Hegyi and 

Homolya reported a predominantly cell plasma membrane localization of ABCG4 in several 

cell types (15). Furthermore, we clearly evidenced an efflux function of Abcg4 at the mouse 

BBB level by using the ISBP technique, which allows for the exploration of BBB transport 

mechanisms occurring at the luminal side of the BCECs (44). Taken together our data 

strongly suggest that Abcg4 is localized at the luminal side of the mouse BCECs, as are other 

ABC transporters including ABCB1 (45). 

To further study the role of Abcg4 in BBB, we generated and used a novel Abcg4-KO mouse 

model. These mice express an incomplete Abcg4 protein fused to eGFP [Fig. 8]. As expected, 

this mutated Abcg4 is non-functional as demonstrated by our data showing that probucol, a 

known Abcg4 inhibitor (18), is unable to modulate the Clup of a well-known Abcg4 substrate, 

[3H]desmosterol, in KO mice, whereas this modulation was present in WT mice [Fig. 3]. In 

addition, using primers designed in the non-mutated 5’ region of Abcg4, we showed, by qRT-

PCR, that the mRNA amount of Abcg4 was increased 20-fold in KO mice, as compared to WT 

mice. This result was corroborated at the protein level by the observation of a stronger 

immunofluorescence signal following Abcg4 labelling. Interestingly, such a regulation had 

been previously observed in another KO mice model deleted from a part of the Abcg1 gene, 

but to a lesser extent, since a 2-fold increase of the total brain Abcg1 mRNA had been 

reported in Abcg1-KO mice compared with WT mice (17,46). Our data suggest that the 

absence of the complete Abcg4 protein in the plasma membrane of the mouse BCECs led the 

cells to over-express the Abcg4 gene to attempt to compensate for the loss of Abcg4 activity. 

It has been shown that Abcg4 can be induced by the liver-X receptor (LXR) activation 

(17,47,48). One explanation may be that Abcg4 could export a LXR ligand such as 

desmosterol (17); in the absence of Abcg4 function, the increased intracellular accumulation 

of this ligand might increase LXR activation resulting in increased Abcg4 transcription. In 

addition, our results show that no other ABC transporters mRNA levels (Abca1, Abcb1, 

Abcg1, Abcg2) were up- or down-regulated in Abcg4-KO mice, which differ from previous 

data obtained in complete deleting ABC gene KO mouse models, in which the lacking protein 
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was compensated by the over-expression of another ABC protein. Hence, we reported that 

the absence of Abca1 or Abcb1/Abcg2 transporters led to the over-expression of Abcg4 in 

the BBB of C57Bl/6 mice (10,18). Similarly, the Abcb1 deficiency resulted in an increase in 

the Abcg2 mRNA levels in mouse BCECs (49). Such functional compensation was also 

observed in Mrp2-deficient rats in which Abcb1 was up-regulated (50). Nevertheless, the fact 

that the absence of the complete Abcg4 gene, and thus of a well addressed Abcg4 protein, 

was compensated by its own over-expression suggests an important role of Abcg4 in the 

mouse BCECs.  

We previously evidenced that a probucol- and a L-thyroxine-sensitive transporter, different 

from Abca1, Abcb1 and Abcg2, mediated the efflux of [3H]Aβ1-40 through the mouse BBB 

(18,51). On the other hand, we have shown, in HEK-Abcg4 transfected cells, that Abcg4 was 

efficient to efflux Aβ and that this efflux was specifically inhibited by probucol (18). In the 

current study, we demonstrate that Abcg4 is the probucol- and T4-sensitive transporter 

involved in the mouse BBB efflux of Aβ. For the first time, we clearly demonstrate that Abcg4 

is an efficient efflux transporter at the mouse BBB level, able to mediate the efflux of both, 

desmosterol and Aβ. Moreover, our data confirm that probucol is a potent inhibitor of Abcg4 

and evidence for the first time that T4 is also an Abcg4 inhibitor. Our current in vivo and 

previous in vitro (18) data support our docking results. Hence, building a high quality Abcg4 

homology model based on the crystal structure of related family members ABCG5/ABCG8 

suggests that the Abcg4 dimer contains a sterol binding domain that has a greater affinity for 

desmosterol than cholesterol. In addition, and somewhat surprisingly, we found that 

unbiased simulations of Aβ:Abcg4 dimer interactions indicate that Aβ binds to the same cleft 

as desmosterol despite having greater than ten times the molar mass. While it is possible 

that modeling Abcg4 using ABCG5/ABCG8 incorporates mechanistic bias into our model (for 

example, sterol binding) it is important to note that selection of that template was unbiased 

as was determination of the desmosterol binding site. In addition, no loops or gaps in the 

sequence were needed to achieve a very high quality model (92nd percentile, N=27675, 0Å – 

99Å based on MolProbity score). This Aβ/desmosterol interaction was confirmed in vivo 

since desmosterol inhibited the Abcg4-mediated efflux of [3H]Aβ1-40 in WT but not in Abcg4-

KO mice. The interaction between Aβ and desmosterol with Abcg4 suggests the complex 

may be a target for drug discovery via identification of Abcg4 modulators using 

computational tools and homology modeling as we have reported previously (52). 
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To our knowledge, we are the first to provide direct evidence that Abcg4 mediates the 

mouse BBB efflux of desmosterol and Aβ. These data are of a great importance, since it 

reveals -1) that besides ABCB1 and ABCG2 (53), a third ABC protein is involved in the brain to 

blood clearance of Aβ and -2) that besides cholesterol (which efflux is mediated by Abca1 at 

the mouse BBB (10)), another sterol, i.e. desmosterol, can also be pumped out of the brain 

by an ABC protein located at the luminal side of the mouse BCECs. Thus, our data suggest 

cooperation between several ABC transporters ensuring a proper cerebral efflux of Aβ. 

Interestingly, the Km that we estimated in vitro for the Aβ/Abcg4 interaction indicated a very 

tighter affinity of Aβ for Abcg4 (350 pM) than reported for Abcb1 (12.5 µM) (54). This could 

be explained by the prediction of two Aβ binding sites on the Abcg4 dimer, obtained both by 

pharmacokinetic modelling (Hill constant = 1.8) and by docking simulations. This cooperation 

between several ABC transporters seems to allow for a preservation of the BBB efflux of Aβ 

in several pathophysiological conditions including the lack of one or two of these 

transporters. Indeed, the BBB Clup of Aβ was the same in WT and Abcg4-KO mice as well as in 

WT and Abcb1/Abcg2-KO mice (18).  

Moreover, our data reveal a potential role of the BBB Abcg4 in the pathophysiology of AD. In 

the literature, a link between AD and ABCG4 has already been described, but not at the BBB 

level (21,22,26). Hence, mice lacking Abcg4 have a defective associative fear memory and an 

over-expression of ABCG4 has been observed in the brain of AD patients (25,55). Our group 

was the first to point out a link between BBB, ABCG4 and AD, by evidencing an over-

expression of Abcg4 in young 3xTg-AD mice (3 months) (43). Our present data, by 

demonstrating that Abcg4 can efflux Aβ through the mouse BBB, suggest that these 3 

months-aged 3xTg-AD mice could efflux more Aβ than WT and then compensate for the 

increased RAGE-mediated influx of Aβ observed at the same time in 3xTg-AD mice (43). This 

hypothesis is supported by the unchanged Clup of [3H]Aβ1-40 observed in 3-months-old 3xTg-

AD mice compared with WT mice (43). In addition, an indirect link between ABCG4 and AD 

can be hypothesized based on the sterol efflux function of ABCG4 (17) and the sterol/AD 

relationship (22,56–59). In particular, several studies have highlighted the strong 

interrelations existing between cholesterol and Aβ levels although the mechanisms of this 

relationship are still not well understood (56,60,61). Desmosterol, a precursor of cholesterol 

which conversion depends on the DHCR24 (24-dehydrocholesterol reductase), seems to be 

also linked with AD (62,63). Hence, the brain desmosterol amount was increased in a mouse 



86 
 

model of AD (APPSLxPS1mut) compared with WT (64). On the contrary, a decrease of the 

desmosterol level in brain tissues of AD patients compared to those of age-matched control 

patients has been observed (65). This decrease seems to be independent of the conversion 

rate of desmosterol to cholesterol since the gene expression level of DHCR24 was the same 

in brains of AD and non-AD patients (62). Our results evidenced a role of ABCG4 in the BBB 

efflux of desmosterol. It is obvious that an increase of the ABCG4 expression and/or function 

in AD, like observed in AD patients and in 3xTg-AD mice (25,43), could decrease the brain 

levels of desmosterol. On the other hand, it is known that desmosterol can activate the LXR 

which target genes are in particular ABCA1, ABCG1 or ABCG4 (17,47,64). Interestingly, it has 

been shown that an increase of the brain desmosterol levels induced the expression of the 

LXR-target genes Abca1 and Abcg1 in double KO Abcg1-/-/Abcg4-/- mice (17). Taken together, 

it is likely that LXR regulation by desmosterol could be involved in the 

ABCG4/desmosterol/AD relationship. 

 

In conclusion, we provide evidence, for the first time, that Abcg4 is expressed and functional 

in the luminal membrane of mouse BCECs and is an efficient efflux pump for Aβ and 

desmosterol. This result enriches the knowledge of the ABC transporters expressed at the 

mouse BBB level and encourage further studies in human brain microvessels, in particular in 

the context of AD. We identified two inhibitors (probucol and T4) of Abcg4 at the mouse BBB 

and provide support for a direct interaction between desmosterol and Aβ. Moreover, our 

results indicate a relationship between AD, ABCG4 and T4 at the BBB level which deserves to 

be studied in-depth. In addition, our findings support the hypothesis of cooperation 

between several ABC transporters to mediate de brain-to-blood efflux of Aβ through the 

BBB, including ABCG4, ABCB1 and ABCG2. The relative part of each transporter in these 

efflux processes remains to be determined. However, our data clearly reveals ABCG4 as a 

new potential drug target in AD.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Animals  

Abcg4-KO mice were initially produced in the Patel laboratory at the Medical University of 

South Carolina as described in the Abcg4-KO mice line establishment section of this 

manuscript. The Abcg4-KO mice were then maintained and used in the animal house of the 
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Faculty of Pharmacy of Paris (Animal Platform, CRP2 - UMS 3612 CNRS - US25 Inserm-IRD – 

Faculté de Pharmacie de Paris, Université Paris Descartes, Paris, France). In vivo 

experiments were performed with 8-12 week-old mice. Wild-type C57BL/6 and Abcg4-KO 

mice had free access to standard laboratory food and water and were kept on a 12 hours 

light-dark cycle at 22 ± 3°C. All studies involving animals and their care were performed 

according to the National Research Council’s guide and complied with the Ethical rules of the 

European directive (210/63/EU) for experimentation with laboratory animals. All 

experimental protocols were approved by the ethics review committee of Paris Descartes 

University (approval n° 12-181/12-2012), the Animal Care and Use Committees of the 

Medical University of South Carolina, Charleston, SC, and the Medical College of Wisconsin 

and the IACUC for the Clement J. Zablocki VAMC, Milwaukee, WI.  

 

Reagents 

[3H]Aβ1-40 (20 Ci/mmol) and [3H]desmosterol (10 Ci/mmol) were purchased from Hartmann 

Analytic (Braunschweig, Germany), [14C]sucrose (435 mCi/mmol), liquid scintillation cocktails 

Ultima Gold XR® and Solvable® were purchased from PerkinElmer Life Sciences 

(Courtaboeuf, France). L-thyroxine, probucol, desmosterol, Triton X-100, human serum, and 

bicinchoninic acid (BCA) assay kits were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-

Fallavier, France). All the other chemicals were commercial products of reagent grade. 

 

Brain microvessel isolation, mRNA extraction and reverse transcription 

Mouse brain was collected and the olfactory bulbs, cerebellum, thalamus, white matter, 

hippocampus, striatum, meninges and large superficial blood vessels were removed. For 

each sample, six cortices were pooled and immersed in Hank's Balanced Salt Solution 

containing 1% Hepes (HBSS + 1% Hepes buffer) and centrifuged at 600 g for 5 min at 4°C. 

After discarding the supernatant, the pellet was homogenized in HBSS + 1% Hepes buffer 

containing Liberase DL (37,5 µg/mL) and DNase I (20 U/mL) and incubated for 45 min at 

37°C. The resulting homogenate was centrifuged at 600 g for 5 min at 4°C and the 

supernatant discarded. The pellet was homogenized in HBSS + 1% Hepes buffer containing 

18 % bovine serum albumin (BSA) and centrifuged at 2000 g for 15 min at 4°C. After 

discarding the supernatant, the pellet was homogenized in HBSS + 1% Hepes buffer 

containing 1% BSA. The homogenate was passed through a 100 µm mesh cell strainer then 
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through a 10 µm mesh nylon filter. The fraction retained on the 10 µm mesh nylon filter was 

collected, suspended in HBSS + 1% Hepes buffer containing 1% BSA and centrifuged at 600 g 

for 5 min at 4°C. The pellet containing the brain microvessels was washed in HBSS + 1% 

Hepes buffer and centrifuged again at 600 g for 5 min at 4°C. The supernatant was 

discarded; the pellets were resuspended in RLT buffer containing β-mercaptoethanol and 

stored at -80°C. 

Total RNA was extracted from the microvessel samples using RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen) 

according to the manufacturer’s instructions and treated with DNase I to remove genomic 

DNA. For each sample, 350 ng of extracted RNA were converted to cDNA using SuperScript® 

II Reverse Transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions and stored 

at -80°C. 

 

Abcg4-knockout mice line establishment 

Targeting vector construction and generation of knockout mice 

A mouse genomic bacterial artificial chromosome (BAC) library (CitbCJ7, ES cell line/129Sv, 

Research Genetics, Inc., Huntsville, AL, USA) was screened by using primers designed from 

the sequences of mouse Abcg4 cDNA and a positive BAC clone was used as a template to 

amplify genomic DNA fragments of Abcg4. Long-fragment polymerase chain reaction (PCR) 

was performed using Expanded Long Template PCR system kit (Roche Applied Science, 

Indianapolis, IA, USA). An approximately 1.7 kb ‘long-arm’ genomic fragment containing 

exon 6 to partial exon 7 was inserted in-frame into the coding sequence for enhanced green 

fluorescent protein (pCRII, Invitrogen) and the exon 6–exon 7-eGFP fusion fragment (5’ arm, 

‘short-arm’) was cloned into cloning site A of OSDUPDEL vector (supplied by Dr. Nobuyo 

Maeda, University of North Carolina) and verified by sequencing. The ‘long-arm’ genomic 

fragment, containing partial exon 9 to exon 14 (~ 4.2kb), was cloned into cloning site B; 

homologous targeting would result in deletion of remaining exon 7, intron 7, exon 8 and 

intron 8 [Fig. 8A]. A theoretical translation of partial Abcg4 fused to eGFP results in a ~57kDa 

fusion protein. A functional protein is not expected; the targeting retains the Walker motifs, 

with deletion of part of exon 7 and all of exon 8, with in-frame GFP fusion to part of exon 7, 

with a stop translation codon [Fig 8A]. This disrupts all of the transmembrane domains, and 

in silico analyses suggested that any hybrid protein that could result from translation would 

remain cytosolic. Additionally, the targeting construct also contains a Neomycin gene 
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cassette, bounded by LoxP sites, after the GFP further ensuring disruption of normal 

downstream ABCG4 expression. The ES cell targeting and micro-injection of positive clones 

was performed by the transgenic core at the Medical University of South Carolina. ES cells 

(129/SvEvTac-cell line) were electroporated with the linearized targeting vector DNA and 

cultured on sub-confluent embryonic fibroblasts. Transfected cell colonies were selected by 

culturing cells in medium containing 200 µg/mL G418 (Life Technologies, Rockville, MD, 

USA). Out of 79 colonies screened by PCR, 18 clones were identified containing a 

homologously targeted 5’ arm, of which 11 clones were confirmed by Southern blotting. 

Positively targeted ES cells were microinjected into C57BL6 blastocysts and transplanted into 

pseudopregnant recipients. Three chimeric male mice (agouti coat color) were isolated and 

bred with C57BL/6J mice, only one of which led to germ-line transmission. Heterozygous 

offspring mice were back-crossed to C57BL/6J mice (n > 16) to produce disrupted line and 

inter-crossed to generate knockout mice [Fig. 8B].  

 

Southern blot analysis 

DNAs were digested with Bgl I, subjected to electrophoresis in a 0.8% agarose gel and 

transferred to nylon membrane. Southern blot filters were hybridized with a ~800 bp PCR 

fragment from intron 2 to intron 5 (containing exons 3, 4 and 5), using a non-radioactive 

detection system (Dig labeling kit, Roche, Indianapolis) [Fig 8B]. 

 

Sequencing of Abcg4 mRNA 

Total RNA was extracted from mouse brain of WT and Abcg4-KO mice using RNeasy Lipid 

Tissue Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. Total RNA (500 ng) 

was reverse transcribed into cDNA in a final volume of 20 μL. The mixture consisted of 500 

ng total RNA, 500 μM of each dNTP, 10 mM DTT, 1.5 μM random hexanucleotide primers, 20 

U RNAse in ribonuclease inhibitor, and 100 U SuperScript II reverse transcriptase 

(Invitrogen). Hexamers were annealed at 25°C for 10 min, products were extended at 42°C 

for 30 min, and the reaction was terminated by heating to 99 C for 5 min and quick-chilling 

to 4°C. The cDNA was then amplified by PCR using GoTaq® Green Master Mix (Promega, 

Madison, WI, USA). Primer pairs for amplification and sequencing of Abcg4 exons were 

designed based on Abcg4 reference sequence (Genbank: NM-138955.3) [Table 1]. The PCR 

products were purified using NucleoFast® 96 PCR Clean Up kit (Macherey-Nagel, Düren, 
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Germany) according to the manufacturer’s instructions. The Abcg4 mRNA was sequenced in 

WT and Abcg4-KO mice by Sanger sequencing using the Applied Biosystems 3730xl DNA 

Analyzer (ThermoFisher Scientific, Whaltman, MA, USA). After a filtration by 

chromatography using Sephadex® G-50 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), the sequence 

was analyzed with ChromasPro program (Technelysium, South Brisbane, USA). 

Only wild-type Abcg4 gene was amplified when Abcg4-1 and Abcg4-2 primers were used, 

whereas when eGFP-1 and eGFP-2 primers were used, the amplification only works for the 

mutant Abcg4 gene. The sequencing of Abcg4 mRNA in WT and Abcg4-KO mice confirmed 

the absence in the mutant Abcg4 mRNA of the end of exon 7 and the exon 8 which are 

replaced by eGFP gene in Abcg4-KO mice (data not shown). 

 

Genotype: PCR analysis 

Genotyping of mice was performed using PCR on mouse tails cDNA (data not shown) using 

four primers. The Mo-ABCG4-WT-f (5’-CTGCCCTCCCTTATCAATC-3’) and Mo-ABCG4-WT-r (5’-

TATCACAAGCCAGCCTTCTCGG-3’) primers were used to detect a 423 bp fragment from the 

WT allele. The Mo-ABCG4-Mut-f (5’- CTGCCCTCCCTTATCAATC-3’) and Mo-ABCG4-Mut-r (5’- 

TTGCTCACCATGGTGGCGACCGGTGG-3’) primers were used to detect a 400 bp fragment from 

the mutant allele.  

The PCR was performed using GoTaq® Green Master Mix (Promega). The program consists of 

a denaturation step at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of denaturation (95°C for 30 s), 

annealing (60°C for 30 s) and extension (72°C for 45 s) steps. The final extension at 72°C for 7 

min ends the program.  

 

Quantitative RT-PCR 

The mRNA levels of ABC transporter genes (Abca1, Abcb1, Abcg1, Abcg2 and Abcg4) were 

determined in WT and Abcg4-KO mice by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) using Power 

SYBR® Green PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific) on an ABI Prism 7900 HT sequence 

detection system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). All the primers used [Table 2] 

were tested upstream on positive controls using SYBR Green fluorescence detection. The 

Abcg4 primers were designed in exons 2 and 3 which belong to the non-mutant sequence of 

the Abcg4 gene. The expression levels of all the transcripts were normalized to the 

expression levels of the housekeeping gene β-actin in the same tissue. The comparative Ct 
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method with the formula 2-ΔΔCt (where ΔΔCt = ΔCtKO – ΔCtWT) was used to calculate the 

relative expression of each gene. 

 

Confocal imaging of mouse cortex cryosections 

Brains of WT or KO mice were fresh-frozen in isopentane at -45°C and staining was 

performed on 20 µm thick cryosections. Sections were fixed in methanol (10 min at -20°C) 

and blocked in PBS, 10% Goat serum, 1% BSA, 0.1% Triton for 1h at RT. They were incubated 

overnight at 4°C in a mixture of mouse anti-Pgp (C219 clone, Enzo Life Sciences, 

Villeurbanne, France) and rabbit anti-ABCG4 (sc-33825, Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg, Germany) antibodies diluted 1/50 and 1/100 in PBS, respectively. Sections were 

then reacted with Goat anti-rabbit Alexafluor 488 and Goat anti-Mouse IgG1 Alexafluor 555 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) diluted 1/300 for 2h at RT. Nuclei 

counterstaining was performed by incubation in Topro3 (ThermoFisher Scientific) diluted 

1/500 for 15 min at RT. Thorough PBS washing was performed after each incubation step. 

Sections were mounted in 90% glycerol in PBS and viewed in a Leica TCS SP2 confocal 

microscope (Leica microsystems SAS, Nanterre, France) equipped with a x40 objective with 

NA=1.0. Images were taken with the same acquisition parameters for all conditions and no 

detectable signal was observed when primary antibodies were omitted.  

 

In situ brain perfusion (ISBP) technique 

The ISBP technique was developed to study drug transport processes occurring at the 

luminal side of the BCECs (66,67). This method can be used to measure transport 

parameters, including the distribution volume and the Clup of a target molecule over very 

short periods (30-120 s). One of the advantages of this technique is the ability to administer 

inhibitors or to use transporter deficient mice, in order to study the role of transporters at 

the BBB. If the Clup increases in the presence of a transporter inhibitor or when a carrier is 

not expressed, we can conclude that the transporter plays a role in the efflux of the target 

molecule at the BBB. 

Surgical procedures and Perfusion 

Mice were anesthetized by intra-peritoneal injection of a mixture of ketamine and xylazine 

at 140:8 mg/kg. The right common carotid artery was ligated on the heart side and the right 

external carotid artery was ligated at the level of the bifurcation. A catheter was inserted 
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into the right common carotid artery. The perfusion liquid was contained in a syringe placed 

in an infusion pump and connected to the catheter. Before the perfusion, the thorax of the 

animal was opened, the heart was removed and perfusion started immediately at flow of 2.5 

mL/min. The perfusion fluid was Krebs bicarbonate-buffered physiological saline (128 mM 

NaCl, 24 mM NaHCO3, 4.2 mM KCl, 2.4 NaH2PO4, 1.5 mM CaCl2, 0.9 mM MgCl2 and 9 mM D-

glucose).The solution was gassed with 95% O2 - 5% CO2 to bring the pH to 7.40 and warmed 

to 37°C in water bath. Each mouse was perfused for 60 s with [3H]Aβ1-40 (0.2 µCi/mL) or 

[3H]desmosterol (0.2 µCi/mL). [14C]sucrose was used as a vascular marker of the physical 

integrity of the BBB and co-perfused with the tritiated substrate. The brain uptake of 

tritiated tracers was also measured in the presence of unlabelled substrates [probucol 10 

µM, L-thyroxine 10 µM or desmosterol 20 µM], dissolved in their respective vehicles [DMSO 

(<0.5% in final perfusion fluid) or H2O/NaOH]. The experiment was terminated by 

decapitating the mouse. The right cerebral hemisphere and aliquots of the perfusion fluid 

were sampled in tared vials, weighted, digested in 2 mL of Solvable® solubilizer 

(PerkinElmer) at 50°C and mixed with 9 mL of Ultima Gold XR® scintillation cocktail 

(PerkinElmer). Labeled compounds were counted on a Tri-Carb® (PerkinElmer) counter with 

the appropriate dual (14C/3H) quenching curves and standards to measure disintegration per 

minute (dpm) in samples. 

Calculation of the BBB transport parameters 

All the calculations were done as described previously (67). The brain vascular volume of 

each animal (Vvasc, µL/g) was estimated using the [14C]sucrose distribution volume, which 

does not measurably cross the BBB during short perfusions, by dividing the amount of 

[14C]sucrose (dpm/g) in the right brain hemisphere by the concentration of [14C]sucrose in 

the perfusion fluid (dpm/µL). All the values were under 20 µL/g, indicating that the BBB was 

not altered during these experiments (66). The brain uptake clearance (Clup, µL/g) is the ratio 

between the apparent tissue distribution volume (Vbrain, µL/g) of [3H]Aβ1-40 or 

[3H]desmosterol and the perfusion time (s). The Vbrain was calculated from the amount of 

radioactivity in the right brain hemisphere using the following equation:  

Vbrain = Xbrain/ Cperf 

where Xbrain (dpm/g) is the calculated amount of tritiated tracer in the right cerebral 

parenchyma and Cperf (dpm/µL) is the concentration of tritiated tracer in the perfusion fluid. 

Xbrain is obtained by this equation:  
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Xbrain = Xtot - (Vvasc x Cperf) 

where Xtot (dpm/g) is the total amount of tritiated tracer measured in the brain tissue 

sample (vascular and extravascular). 

 

Abcg4 dimer structural modeling 

The mouse sequence of Abcg4 (UniProtKB Q8K4E1) was submitted to the MobBase modeling 

server (68) to create a homology model of an Abcg4 monomer. ModBase selected the 

structure of ABCG5/ABCG8 (PDB code 5do7A) as the template and produced 5 Abcg4 models 

including one that spanned target sequence from 82-641 (corresponding to template 

sequence 66-645). This model was selected and optimized by adding missing hydrogen 

atoms, tuning side-chains, and energy minimizing using default settings in Yasara Structure 

(www.YASARA.org). Model quality and optimization were assessed using MolProbity (36,37). 

The final Abcg4 homodimer was created by aligning an Abcg4 monomer to both ABCG5 and 

ABCG8 using the align instruction in PyMOL (www.pymol.org). The resulting Abcg4 

homodimer was used for docking studies and is available at www.somelink.edu. 

 

Docking 

Sterols 

The optimized Abcg4 homodimer was submitted to the SwissDock docking server (38) as the 

binding target after removing the intracellular nucleotide binding domains in order to meet 

server-imposed size constraints. Both desmosterol and cholesterol were allowed to dock 

freely across the entire dimer as an unbiased approach to identify potential binding sites. 

Aß 

After removing the nucleotide binding domains, the Abcg4 homodimer was submitted to the 

GRAMM-X Protein-Protein Docking Web Server (39,40) as the receptor and Aβ as the ligand 

(PDB code 1aap, chain A) and the top ten predictions were returned. 

 

Statistical analysis 

Results are expressed as means ± SD. Student’s unpaired t test was used to identify 

significant differences between groups when appropriate. All the tests were two-tailed and 

statistical significance was set at *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.  
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Figure 1: Immunodetection of Abcg4 in wild-type (WT) and Abcg4-KO mice: Abcg4 confocal 

imaging in the mouse brain cortex. Brain capillaries are identified by endothelial cell-specific 

Pgp labelling (magenta) and nuclei are counterstained by Topro3 (cyan). In the WT mouse 

(A) Abcg4 staining (yellow) is localized to parenchymal cells (arrows) and endothelial cells of 

the capillaries (full arrowheads). In the Abcg4-KO mouse (B), localization of the mutated 

Abcg4 is similar but shows an additional signal in the perinuclear region of endothelial cells 

(open arrowheads). Scale bar: 30 µm. 
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Figure 2: mRNA quantification of several ABC transporters in wild-type (WT) and Abcg4-KO 

mice BBB: mRNA levels of each gene were determined by qRT-PCR and normalized to those 

of β-actin. Data presented are comparison between WT and Abcg4-KO mice using the 2-ΔΔCt 

method (ΔΔCt = ΔCtKO – ΔCtWT). Data are means ± SD (n= 3 experiments). *** p<0.001, NS 

non-significant, Student’s unpaired t test.  
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Figure 3: Abcg4 function at the mouse BBB: A] Time-course of the brain distribution volume 

(Vbrain, µL/g) of [3H]desmosterol in wild-type mice determined by in situ brain perfusion 

technique. B] Brain uptake clearance (Clup, µL/g/s) of [3H]desmosterol in Abcg4+/+ and Abcg4-

/- mice, measured by in situ brain perfusion technique in the absence (control) or presence of 

probucol (10 µM). C] Brain uptake clearance (Clup, µL/g/s) of [3H]Aβ1-40 in Abcg4+/+ and 

Abcg4-/- mice, measured by in situ brain perfusion technique in the absence (control) or 

presence of probucol (10 µM). Data are means ± SD of 5-9 mice. *** p<0.001, NS non-

significant, Student’s unpaired t test. 
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Figure 4: L-thyroxine (T4) inhibition of Abcg4-mediated efflux of [3H]Aβ1-40 and 

[3H]desmosterol at the BBB level: A] Efflux ratio of [3H]Aβ1-40 obtained by dividing the brain 

uptake clearance (Clup, µL/g/s) measured in the presence of T4 over the Clup measured  in the 

absence (control) of T4 (ERT4/ctrl) in Abcg4+/+ and Abcg4-/- mice. B] Efflux ratio of 

[3H]desmosterol obtained by dividing the Clup measured in the presence of T4 mice over the 

Clup measured  in the absence (control) of T4 (ERT4/ctrl) in Abcg4+/+ and Abcg4-/- mice. Data are 

means ± SD of 5-9 mice. ** p<0.01, *** p<0.001, NS non-significant, Student’s unpaired t 

test. 
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Figure 5: In vivo interaction between [3H]Aβ1-40 and desmosterol at the mouse BBB level: 

Efflux ratio of [3H]Aβ1-40 obtained by dividing the brain uptake clearance (Clup, µL/g/s) 

measured in the presence of desmosterol over the Clup measured  in the absence (control) of 

desmosterol (ERdesmosterol/ctrl) in Abcg4+/+ and Abcg4-/- mice. Data are means ± SD of 5-9 mice. 

* p<0.05, NS non-significant, Student’s unpaired t test. 
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Figure 6: Computed structural and binding features of the Abcg4 dimer model: A] Mouse 

Abcg4 sequence was submitted to the ModBase modeling server which constructed an 

Abcg4 model (blue) after selecting the x-ray crystal structure of ABCG5/ABCG8 (red cartoon) 

as the template in an unbiased search. B] Docking of desmosterol across the entire 

transmembrane surface identified two putative desmosterol binding sites (red dots 

represent the placement of desmosterol after each docking run). The overwhelming majority 

of final binding modes for desmosterol on Abcg4 were located in the homologous sterol 

binding cleft found in ABCG5/ABCG8 suggesting conserved sterol binding domain is found in 

both dimers. C] Best predicted binding mode of desmosterol (pink and white spheres) in the 

cleft formed by Abcg4 dimers (gray and blue). D] Gray monomer rotated 90° away from the 

viewer along the axis of symmetry reveals competitive binding between desmosterol and Aβ 

(green mesh). 
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Figure 7: Dual Aβ binding sites in Abcg4: A] The Abcg4 dimer is comprised of two monomers 

(gray surface) that form two nearly identical binding sites for Aβ (green mesh).  This view of 

the membrane-spanning domain from the intracellular aspect shows to Aβ molecules (green 

mesh) occupying the binding clefts. B] The membrane-spanning domain viewed from the 

side shows the competitive binding mode of desmosterol (yellow surface) with Aβ (red 

mesh) while another Aβ molecule is present in the opposite binding cleft (green mesh).  This 

configuration explains the observed preference for Aβ (two sites) and inhibitory effect of 

sterols on Aβ efflux. 
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Figure 8: Abcg4-knockout mice line establishment: Panel A depicts a cartoon of the Abcg4 

knockout targeting vector used for homologous recombination. The gene structure is not 

drawn to scale. Targeting was engineered to result in expression of a fusion protein encoding 

partial Abcg4 fused to eGFP prior to the transmembrane domains. The neomycin gene 

cassette is indicated by Neo. The homologous targeting removes a significant portion of 

coding sequences in exon 7 and all of exon 8. The Bgl I sites are as shown. Panel B shows the 

validation of the homologous recombination by Southern blotting. DNA was digested using 

Bgl I and detected using a genomic fragment spanning exons 3-5 shown in panel A. The 

targeted fragment (6.4kb) is larger than the wildtype fragment (4.5kb). The molecular weight 

marker positions were estimated from the ethidium-stained gel.  
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Table 1: Sequence of primers used for Abcg4 mRNA sequencing. 

Name Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') 

Amplified 

exon 

Abcg4-1 ACAGCCCTGGGACTGATGTC TCTTCTCGGCCATGGTGCAA 6 to 9 

Abcg4-2 TACCACAACCCCGCTGACTTC GGCAACTAAGGCGGTGGCTA 8 to 13 

eGFP-1 CAACAACCCGCCTGTCATGT TGGCGGACTTGAAGAAGTCGT 6 to eGFP 

eGFP-2 ACGACTTCTTCAAGTCCGCCA TCGTCCATGCCGAGAGTGAT eGFP 

 

Table 2: Sequence of primers used for qRT-PCR. 

Gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') 
Length 

(bp) 

Abca1 AGCTGGGAAGTCAACAACTTTCA GCCCATGTTCTGGTGTACTTCAT 120 

Abcb1 AAGCGACTCCGATACATGGTTT AGTGCTCCGGTGGTGTTTTTAGG 85 

Abcg1 GCTGCCTCACCTCACTGTT CTCTCGTCTGCCTTCATCCTTC 81 

Abcg2 TGGCTGTCCTGGCTTCAGTAC AGTGCTGTTGTCCGTTACATTGA 116 

Abcg4 CGCTCTGCTGTGGACATCG CTCGGCGACAGAACTTACCAG 119 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



108 
 

Article 2 

“Expression and function of Abca2 in the mouse blood-brain barrier: 

involvement in the efflux of amyloid-β peptide” 

 

Agnès Dodacki, Lucien Tchara, Shailendra B. Patel, Camille Taccola, Sophie Nicolic, Murielle 

Locchus, Jean-Michel Scherrmann, Marie-Claude Menet and Fanchon Bourasset.  

 

 Introduction 

Le transporteur ABCA2 est le second membre de la sous-famille A des protéines ABC (ATP-

binding cassette), qui regroupe des transporteurs de lipides, dont ABCA1. ABCA2 est 

principalement exprimé dans le cerveau où il est impliqué dans le transport de lipides et 

également dans la myélinisation. Ce transporteur semble avoir pour substrat une molécule 

anticancéreuse, l’estramustine ainsi que le 17-β-estradiol (E2). A la barrière hémato-

encéphalique (BHE), il est le troisième transporteur ABC le plus exprimé, après ABCB1 et 

ABCG2, dans des microvaisseaux cérébraux isolés humains. Cependant, sa fonction à la BHE 

n’est pas encore connue. Nous avons suggéré qu’ABCA2 pourrait être impliqué dans l’efflux 

cérébral du peptide β-amyloïde (Aβ) à la BHE.  

 

 Objectifs 

Nos objectifs ont été d’une part de quantifier Abca2 et d’autre part de déterminer son 

implication dans l’efflux du peptide Aβ à la BHE chez la Souris. 

 

 Méthodes 

L’expression d’Abca2 sur des microvaisseaux cérébraux isolés de souris sauvages a été 

étudiée par RT-qPCR et par protéomique quantitative absolue ciblée. L’implication d’Abca2 

dans l’efflux du peptide Aβ à la BHE a été étudiée en mesurant la clairance d’entrée 

cérébrale (Clup, µL/g/s) du peptide [3H]Aβ1-40 par la technique de perfusion cérébrale in situ 
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(PCIS), en présence ou en absence d’E2 chez des souris sauvages ou déficientes en Abcb1 et 

Abcg2 (Abcb1/Abcg2-/-), Abcg4 (Abcg4-/-) ou Abca2 (Abca2-/-). 

 

 Résultats 

Nous avons montré qu’Abca2 était exprimé à la BHE chez la souris. En utilisant la technique 

de PCIS, nous avons mis en évidence que E2 augmentait significativement la Clup du peptide 

[3H]Aβ1-40, chez les souris sauvages, mais aussi chez les souris déficientes en Abcb1/Abcg2 ou 

Abcg4. Aucun n’effet n’a été observé chez les souris déficientes en Abca2, suggérant 

qu’Abca2 serait fonctionnel à la BHE chez la souris et aurait pour substrat le peptide Aβ et 

pour inhibiteur l’E2.  

 

 Conclusion 

Notre étude a permis de mettre en évidence, pour la première fois, qu’Abca2 est exprimé et 

fonctionnel à la BHE chez la Souris. Nous avons montré que le peptide Aβ et l’E2 étaient 

respectivement substrat et inhibiteur d’Abca2. Ces résultats permettent de compléter la 

cartographie des transporteurs ABC présents et fonctionnels à la BHE et renforcent 

l’hypothèse de l’existence d’une collaboration entre différents transporteurs ABC pour 

assurer une clairance cérébrale efficace du peptide Aβ à travers la BHE. Cependant, la part 

jouée par chacun de ces transporteurs dans l’efflux cérébral d’Aβ reste à déterminer. Enfin, 

ABCA2 étant beaucoup plus fortement exprimé chez l’Homme que chez la Souris, nos 

résultats suggèrent un rôle important d’ABCA2 à la BHE humaine.  
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ABSTRACT: 

ABCA2 is the second member of the A sub-family of the ATP-binding cassette (ABC) proteins 

family. It is expressed in the brain, and in particular in oligodendrocytes and lysosomes. Its 

BBB expression has been revealed in human brain microvessels as well as in human 

endothelial cells (hCMEC/D3). Like other ABCA transporters, ABCA2 is involved in brain lipids 

transport and in myelination process. Estramustine and 17-β-estradiol (E2) are two potential 

substrates of ABCA2. However little is known about its function at the BBB level. We 

hypothesized that Abca2 could be involved in the BBB efflux of amyloid-beta peptide (Aβ). 

We first determined, by quantitative targeted absolute proteomics, the expression of Abca2, 

Abcb1 and Abcg2 protein in the brain microvessels isolated from wild-type C57Bl/6 mice. We 

show that the concentration of Abcb1, Abcg2 and Abca2 were equal to 22.3  2.45, 4.6  

0.39 and 0.45  0.05 fmol/µg protein, respectively. Using the in situ brain perfusion 

technique, we showed that E2 significantly increased the brain uptake clearance (Clup, µl/g/s) 

of [3H]Aβ1-40 in wild-type (x 5.2), Abcb1/Abcg2- (x 6.9) and Abcg4-deficient mice (x 5.2), but 

not in Abca2-deficient mice. These data suggest that E2 can inhibit the Abca2-mediated 

brain efflux of [3H]-Aβ1-40. In conclusion, we evidenced, for the first time, the expression and 

function of Abca2 in the mouse BBB, in which it is involved in the efflux of Aβ. 

 

KEYWORDS: ABCA2, amyloid-β peptide, blood-brain barrier, 17-β-estradiol, in situ brain 

perfusion technique  
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INTRODUCTION 

The ATP-binding cassette (ABC) transporters belong to a large superfamily of 

transmembrane proteins, which use the energy of ATP hydrolysis to ensure their function 

(1). These proteins are divided into 7 sub-families (A to G) according to their structural 

homology (2–4). The A sub-family includes lipid transporters, such as ABCA1 which mediates 

the cellular efflux of cholesterol to apolipoproteins (5–7). ABCA2 has been reported to be 

involved in multidrug resistance phenotype in several cancer cell lines (8–10). Moreover 

ABCA2 participates in the homeostasis and intracellular metabolism of lipids (9,11,12). 

ABCA2 is mostly expressed in central and peripheral nervous systems, in particular in 

oligodendrocytes and Schwann cells, assigning ABCA2 a role in myelination process (13–16). 

Moreover, ABCA2 protein was detected in cultured and isolated human brain capillary 

endothelial cells (BCECs) (17,18). The latter constitute, with basal membrane, pericytes and 

astrocyte end-feet, the blood-brain barrier (BBB), which is the major interface separating the 

brain from the blood (19,20). Both, the presence of tight junctions between BCECs and ABC 

transporters on BCECs strongly restrict the permeability of the BBB (21,22). P-glycoprotein 

(P-gp, ABCB1) and the breast cancer resistant protein (BCRP, ABCG2) are the most abundant 

ABC transporters expressed at the BBB. ABCA2 was the third ABC transporter quantitatively 

expressed in isolated human brain microvessels, behind ABCB1 (P-glycoprotein, P-gp) and 

ABCG2 (Breast cancer Resistance Protein, BCRP), whereas it was the most abundant ABC 

transporter expressed in cultured human endothelial cell line hCMEC/D3 (18). The functions 

of ABCB1 and ABCG2, but not ABCA2, have been deeply studied in the BBB and it is now 

established that these two proteins ensure the efflux of their substrates from the brain to 

the blood (23,24). ABCB1 and ABCG2 share a lot of common substrates and cooperation 

between these two carriers has been described in several studies (25). ABCA2 being the third 

ABC transporter expressed at the BBB level and being involved, like ABCB1 and ABCG2, in 

multidrug resistance phenotype (10,26), we hypothesized that ABCA2 could play an 

important role in the human BBB by effluxing its substrates from the brain to the blood. But 

to date, the efflux function of ABCA2 in the BBB has not been studied and the substrates of 

ABCA2 are not well identified. Several works have reported an increase of ABCA2 expression 

in cancer cell lines treated with anticancer drugs such as estramustine, mitoxantrone or 

imatinib, suggesting these drugs as potential substrates of ABCA2 (8,27–29). ABCA2 might 

also participate in the efflux of sterols, like does ABCA1, and of 17-β-Estradiol (E2) (9–11,29). 
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These data strongly suggest that ABCA2 could have both, endogenous and exogenous 

substrates.   

ABCA2 has been linked with the pathophysiology of Alzheimer’s disease (AD) by evidencing 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) of ABCA2 (30,31). Moreover it has been recently 

established that the overexpression of ABCA2 regulates transcription of the amyloid 

precursor protein gene (APP) (32). AD is partly due to a brain accumulation of the amyloid-β 

peptide (Aβ) which mainly results from a disturbance of its cerebral clearance (33–37). We 

and others have shown that Abcb1, Abcg2 and Abcg4 were involved in the BBB clearance of  

Aβ  (38–40). ABCG4 was originally known to be a sterol transporter, and even if sterols and 

Aβ are structurally different, we have shown that Aβ could bind the ABCG4 sterol pocket 

(40). In addition, our in vitro data obtained in HEK-Abcg4 transfected cells showed that 

Abcg4 was most efficient to efflux Aβ than cholesterol (41), maybe because it could bind two 

Aβ molecules vs. only one molecule of sterol (40). The structure of ABCA2 shows the 

presence of a L-domain that corresponds to the signature of lipocalins, suggesting ABCA2 to 

bind with ligands of lipocalins, such as retinoids, steroids, sterols and, more generally, with 

small hydrophobic coumpounds (10,42). Interestingly, it has been evidenced that a lipocalin 

protein (lipocalin type prostaglandin D-synthase (L-PGDS)) was a chaperone protein for Aβ, 

able to transport Aβ in brain extracellular space and in cerebrospinal fluid, thus preventing 

Aβ aggregation (43–45). Moreover, Aβ bonded L-PGDS with high affinity (43). Similarly, it has 

been shown that E2 can bind with lipocalin-1 (46). This latter observation suggests that E2 

could also bind the lipocalin domain of ABCA2, which might explain the ABCA2/ E2 

interaction previously described (15,47). Taken together, these data led us to hypothesize 

that Aβ and E2 could compete for the lipocalin binding domain of ABCA2. 

We aimed at measuring the gene and protein expression of Abca2 in C57Bl/6 mice and 

studying whether Abca2 might be an Aβ efflux transporter at the mouse BBB level.   

 

MATERIALS AND METHODS 

Animals  

In vivo experiments were performed with 8-12 week-old mice. Wild-type C57BL/6 and FVB/N 

mice were obtained from Janvier (Le Genest Saint Isle, France). The Abcg4-deficient (Abcg4-/-

) mice were from a C57BL/6 background and were originally obtained from Dr. S. Patel 

(Medical college of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA) (40). The Abcb1/Abcg2-deficient 
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(Mdr1a/1b/Bcrp-/-) mice were from a FVB/N genetic background and were originally 

obtained from the Dr. A. H. Schinkel laboratory (Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, 

The Netherlands). Abca2-/- mice were from Jackson Laboratories (B6.129-Abca2tm1Kdt/J) and 

were purchased from Charles River Laboratories (Saint Germain Nuelles, France). All mice 

were maintained and used in the animal house of the Faculty of Pharmacy of Paris (Animal 

Platform, CRP2 - UMS 3612 CNRS - US25 Inserm-IRD – Faculté de Pharmacie de Paris, 

Université Paris Descartes, Paris, France). The mice had free access to standard laboratory 

food and water and were kept on a 12 hours light-dark cycle at 22 ± 3°C. All studies involving 

animals and their care were performed according to the National Research Council’s guide 

and complied with the Ethical rules of the European directive (210/63/EU) for 

experimentation with laboratory animals. All experimental protocols were approved by the 

ethics review committee of Paris Descartes University (approval n° 12-181/12-2012) the 

Animal Care and Use Committees of the Medical University of South Carolina, Charleston, 

SC, and the Medical College of Wisconsin and the IACUC for the Clement J. Zablocki VAMC, 

Milwaukee, WI. 

 

Reagents 

BCA Protein Assay Kit, HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) and HEPES buffer were 

purchased from Thermo Scientific (Illkirch, France). The following reagents were acquired 

from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France): NaCl, MgCl2, KCl, 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Tris-HCl, sucrose, Guanidine-HCl, dithiothreitol 

(DTT), iodoacetamide (IAA), bovine serum albumin (BSA), dextran (molecular weight 70.000) 

and urea. The Protease Inhibitor Cocktail Complete Mini ® was provided by Roche (Bâle, 

Switzerland). Sequencing grade Modified Trypsin, Mass Spectrometry grade rLys-C and 

ProteaseMAX surfactant were acquired from Promega (Charbonnières-les-Bains, France). 

RIPA buffer was prepared with analytical grade reagents from Sigma Aldrich (Saint Quentin 

Fallavier, France): 150 mmol.L-1 NaCl, 50 mmol.L-1 Tris (pH 8.0), 1% (V/V) Triton X-100, 0.5% 

(W/V) sodium deoxycholate and 0.1% (V/V) SDS in water. Standard peptides for protein 

quantification were either purchased from Pepscan (Lelystad, The Netherlands) or 

synthetized in home in solid phase, using Fmoc chemistry. [3H]Aβ1-40 (20 Ci/mmol) was 

purchased from Hartmann Analytic (Braunschweig, Germany), [14C]sucrose (435 mCi/mmol), 

liquid scintillation cocktails Ultima Gold XR® and Solvable® were purchased from PerkinElmer 
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Life Sciences (Courtaboeuf, France). E2 was obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-

Fallavier, France). All the other chemicals were commercial products of reagent grade. 

 

Isolation of mice brain cortical microvessels 

Microvessels were isolated from mice brain cortex as previously described (48,49), 

maintaining samples at 4°C during the whole procedure. Non staved mice were anesthetized 

with the cocktail Ketamine/Xylazine (140/8 mg/kg) before being sacrificed decapitation. 

Brain cortexes were dissected, then transferred to a Becker containing buffer 1 (HBSS 

supplemented with 10% (V/V) HEPES), minced using scalpels and homogenized using a 

Potter–Thomas homogenizer (Kontes Glass, Vineland, NJ, USA). Samples were centrifuged in 

buffer 1 containing 17.5 % (W/V) dextran (64–76 kDa, buffer 2) and filtered through two 

successive nylon meshes (100 µm and 20 µm). The vessels retained in the 20 µm mesh were 

recovered in buffer 1 containing 1% (W/V) BSA (buffer 3) and washed twice with buffer 1 

(BSA-free). Proteins were extracted with RIPA buffer, aided by ultrasounds homogenization 

using a BioRuptor (Diagenode, Seraing (Ougrée), Belgium) in high mode for 5 minutes. The 

lysate was centrifuged 15 minutes at 10 000 g and the supernatant was recovered. Each 

sample was constituted by a pool of brain microvessels from at least 10 mice, with a sex 

distribution of 1/3 males and 2/3 females. 

 

Protein Digestion 

Protein samples were digested as previously reported (49). Briefly, denatured and alkylated 

proteins were precipitated using a methanol-chloroform-water system, resuspended using 

urea and Protease-Max detergent in Tris-HCl buffer (pH 8.5) and digested in tandem using 

Lys-C and Trypsin endoproteases. Stable isotope labeled (SIL) peptides were added after 

digestion for absolute quantification. Samples were dried using a centrifugal vacuum 

concentrator (Maxi-Dry Lyo, Heto Lab Equipment, Denmark), stored at -80°C and solubilized 

just before analysis in a mixture of 10% acetonitrile, 90% water plus 0.1% formic acid. 

 

Absolute quantification of Abcb1, Abcg2 and Abca2  

The quantification was performed using the AQUA approach (50). The selected peptides for 

Abcb1 (IATEAIENFR), Abcg2 (SSLLDVLAAR) and Abca2 (LLFGPLPDLDGK) had already been 

reported by Kamiie et al. (51). Proteotypic peptides were synthetized in light and heavy (SIL) 
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forms as standards. A dilution curve including the light peptides covering a range from 0.125 

to 125 fmol µL-1 and the heavy peptides in constant concentration (15 fmol µL-1) was 

analyzed in triplicate. The QuaSAR plugin (52) for Skyline was used to obtain the LOD and 

LOQ as well as the linear regression equation for each transition using the light-to-heavy 

peak area ratio. Peptide amounts were calculated as the mean of the concentration of 3 or 4 

transitions obtained using the linear equation and transformed to fmol per µg of total 

protein in the sample. 

 

Targeted LC-MS/MS analyses  

The targeted LC-MS/MS analyses were performed on an ACQUITY UPLC H-Class® System on line with 

a Waters Xevo® TQ-S mass spectrometer (Waters, Manchester, UK). Peptides were injected into an 

ACQUITY UPLC BEH® C18 column (Peptide BEH® C18 Column, 300Å, 1.7 µm, 2.1 mm X 100 mm; 

Guyancourt, France) and eluted over a 24 minutes gradient where the mobile phase consisted in a 

mixture of water and acetonitrile (formic acid 0.1% (V/V)) with a flow rate of 0.3 mL.min-1. Eluted 

molecules underwent positive electrospray ionization with ion spray capillary voltage at 2.80 kV, 

drying gas flow-rate at 1000 L/h and under a temperature of 650°C. Analysis was performed in MRM 

mode using three to four transitions per peptide. Samples were injected randomly. 

 

Brain microvessel enzymatic isolation, mRNA extraction and reverse transcription 

Mouse brains were collected and the olfactory bulbs, cerebellum, thalamus, white matter, 

hippocampus, striatum, meninges and large superficial blood vessels were removed. For 

each sample, six cortices were pooled and immersed in Hank's Balanced Salt Solution 

containing 1% Hepes (HBSS + 1% Hepes buffer) and centrifuged at 600 g for 5 min at 4°C. 

After discarding the supernatant, the pellet was homogenized in HBSS + 1% Hepes buffer 

containing Liberase DL (37,5 µg/mL) and DNase I (20 U/mL) and incubated for 45 min at 

37°C. The resulting homogenate was centrifuged at 600 g for 5 min at 4°C and the 

supernatant discarded. The pellet was homogenized in HBSS + 1% Hepes buffer containing 

18 % bovine serum albumin (BSA) and centrifuged at 2000 g for 15 min at 4°C. After 

discarding the supernatant, the pellet was homogenized in HBSS + 1% Hepes buffer 

containing 1% BSA. The homogenate was passed through a 100 µm mesh cell strainer then 

through a 10 µm mesh nylon filter. The fraction retained on the 10 µm mesh nylon filter was 

collected, suspended in HBSS + 1% Hepes buffer containing 1% BSA and centrifuged at 600 g 
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for 5 min at 4°C. The pellet containing the brain microvessels was washed in HBSS + 1% 

Hepes buffer and centrifuged again at 600 g for 5 min at 4°C. The supernatant was 

discarded; the pellets were resuspended in RLT buffer containing β-mercaptoethanol and 

stored at -80°C.  

Total RNA was extracted from the microvessel samples using RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen) 

according to the manufacturer’s instructions and treated with DNase I to remove genomic 

DNA. For each sample, 350 ng of extracted RNA were converted to cDNA using SuperScript® 

II Reverse Transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions and stored 

at -80°C.  

 

Quantitative RT-PCR 

The mRNA levels of ABC transporter genes (Abca2, Abcb1 and Abcg2) were determined in 

WT mice by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) using Power SYBR® Green PCR Master Mix 

(ThermoFisher Scientific) on an ABI Prism 7900 HT sequence detection system (Applied 

Biosystems). All the primers used [Table 1] were tested upstream on positive controls using 

SYBR Green fluorescence detection. The expression levels of all the transcripts were 

normalized to the expression levels of the housekeeping gene β-actin in the same tissue. The 

comparative Ct method with the formula 2-ΔCt (where ΔCt = Ctgene – Ctβ-actin) was used to 

calculate the relative expression of each gene. 

Table 1: Sequence of primers used for qRT-PCR. 

 

In situ brain perfusion technique 

The in situ brain perfusion technique (ISBP) was developed to study drug transport processes 

occurring at the luminal side of the BCECs(53,54). This method can be used to measure 

transport parameters, including the distribution volume and the brain uptake clearance 

(Clup) of a target molecule over very short periods (30-120 s). One of the advantages of this 

technique is the ability to administer inhibitors or to use transporter deficient mice, in order 

Gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') 
Length 

(bp) 

Abca2 ACCAGCAACCCCAAAATCCT ACCTGGGCGTAGTGTGTAACG 112 

Abcb1 AAGCGACTCCGATACATGGTTT AGTGCTCCGGTGGTGTTTTTAGG 85 

Abcg2 TGGCTGTCCTGGCTTCAGTAC AGTGCTGTTGTCCGTTACATTGA 116 
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to study the role of transporters at the BBB. If the Clup increases in the presence of a 

transporter inhibitor or when a carrier is not expressed, we can conclude that the 

transporter plays a role in the efflux of the target molecule at the BBB. 

Surgical procedures and Perfusion 

Mice were anesthetized by intra-peritoneal injection of a mixture of ketamine and xylazine 

at 140:8 mg/kg. The right common carotid artery was ligated on the heart side and the right 

external carotid artery was ligated at the level of the bifurcation. A catheter was inserted 

into the right common carotid artery. The perfusion liquid was contained in a syringe placed 

in an infusion pump and connected to the catheter. Before the perfusion, the thorax of the 

animal was opened, the heart was removed and perfusion started immediately at flow of 2.5 

mL/min. The perfusion fluid was Krebs bicarbonate-buffered physiological saline (128 mM 

NaCl, 24 mM NaHCO3, 4.2 mM KCl, 2.4 NaH2PO4, 1.5 mM CaCl2, 0.9 mM MgCl2 and 9 mM D-

glucose).The solution was gassed with 95% O2 - 5% CO2 to bring the pH to 7.40 and warmed 

to 37°C in water bath. Each mouse was perfused for 60 s with [3H]Aβ1-40 (0.2 µCi/mL). 

[14C]sucrose was used as a vascular marker of the physical integrity of the BBB and co-

perfused with the tritiated substrate. The brain uptake of tritiated tracers was also measured 

in the presence of unlabelled substrate, βestradiol 100 µM, dissolved in DMSO (<0.5% in 

final perfusion fluid). The experiment was terminated by decapitating the mouse. The right 

cerebral hemisphere and aliquots of the perfusion fluid were sampled in tared vials, 

weighted, digested in 2 mL of Solvable® solubilizer (PerkinElmer) at 50°C and mixed with 9 

mL of Ultima Gold XR® scintillation cocktail (PerkinElmer). Labeled compounds were counted 

on a Tri-Carb® (PerkinElmer) counter with the appropriate dual (14C/3H) quenching curves 

and standards to measure disintegration per minute (dpm) in samples. 

Calculation of the BBB transport parameters 

All the calculations were done as described previously(54). The brain vascular volume of 

each animal (Vvasc, µL/g) was estimated using the [14C]sucrose distribution volume, which 

does not measurably cross the BBB during short perfusions, by dividing the amount of 

[14C]sucrose (dpm/g) in the right brain hemisphere by the concentration of [14C]sucrose in 

the perfusion fluid (dpm/µL). All the values were under 20 µL/g, indicating that the BBB was 

not altered during these experiments. The brain uptake clearance (Clup, µL/g) is the ratio 

between the apparent tissue distribution volume (Vbrain, µL/g) of [3H]Aβ1-40 and the perfusion 
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time (s). The Vbrain was calculated from the amount of radioactivity in the right brain 

hemisphere using the following equation:  

Vbrain = Xbrain/ Cperf 

where Xbrain (dpm/g) is the calculated amount of tritiated tracer in the right cerebral 

parenchyma and Cperf (dpm/µL) is the concentration of tritiated tracer in the perfusion fluid. 

Xbrain is obtained by this equation:  

Xbrain = Xtot - (Vvasc x Cperf) 

where Xtot (dpm/g) is the total amount of tritiated tracer measured in the brain tissue 

sample (vascular and extravascular). 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using R software®. Results are expressed as means ± SD. The 

Student’s t test was used to compare samples, when appropriate. Differences were considered to be 

statistically significant when *p<0.05 or ∆ p<0.05. 

 

RESULTS 

mRNA and protein expression of Abca2, Abcb1 and Abcg2 in WT mouse brain microvessels 

We measured by qRT-PCR the relative mRNA amount of Abca2, Abcb1 and Abcg2 in the 

brain microvessels of WT mice. As shown in Table 1, Abca2 was detected in our samples but 

at a much lower concentration than Abcb1 and Abcg2.  

The protein expression level of Abcb1, Abcg2 and Abca2 were evaluated by quantitative 

targeted absolute proteomics in brain microvessels which were isolated from WT mouse 

brain. We observed the same expression profile than that for transcripts. Among those three 

transporters, Abcb1 was the most abundant transporter in the brain microvessels (22,30 ± 

2,45 fmol/µg protein), followed by Abcg2 (4,60 ± 0,39 fmol/µg protein) and Abca2 (0,45 ± 

0,05 fmol/µg protein) [Table 2]. 

 

Effect of E2 in the brain uptake clearance of [3H]Aβ1-40 in WT (C57Bl/6 and FVB), 

Abcb1/Abcg2-, Abcg4- and Abca2-KO mice  

We first measured the Clup of [3H]Aβ1-40 in the presence or absence of E2 in WT (FVB) and 

Abcb1/Abcg2-KO mice. The addition of E2 led to a significant 3.2- and 6.9-fold increase of 

the [3H]Aβ1-40 Clup in WT and Abcb1/Abcg2-KO mice, respectively [Fig. 1A], showing that the 
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E2-sensitive transporter was neither Abcb1 nor Abcg2. Moreover, the Clup of Aβ obtained in 

the presence of E2 was significantly 1.9-fold higher in Abcb1/Abcg2-KO mice compared with 

WT (FVB) [Fig 1A]. As Abcg4 is an Aβ transporter (41) and as E2 was suggested to interact 

with Abca2, we tested whether this E2-mediated inhibition was dependent from Abcg4 

and/or Abca2. Thus, we measured the Clup of [3H]Aβ1-40 in the presence or absence of E2 in 

WT (C57BL/6), Abcg4-KO and Abca2-KO mice. Adding E2 to the perfusion buffer significantly 

increased the Clup of [3H]-Aβ1-40 in WT (C57Bl/6) mice and Abcg4-KO mice (5.2-fold in both 

cases) but not in Abca2-KO mice [Fig. 1B]. These results evidence that Abca2 is involved in 

the efflux of [3H]Aβ1-40 at the mouse BBB level. 

 

DISCUSSION 

ABCA2 was first detected in human brain microvessels and in human endothelial cells 

hCMEC/D3, in which it was quantitativeley the third and the first ABC transporter expressed, 

respectively (17,18). In human brain microvessels, ABCA2 was 2- and 3-fold less expressed 

than ABCB1 and ABCG2, respectively (17). These data stressed the potential role that ABCA2 

might have in the human BBB. However, the BBB function of ABCA2 was unknown and, to 

our knowledge, Abca2 amounts were found to be under the limit of detection in ddY 

(Deutschland, Denken, and Yoken) and FVB mice (47,55), suggesting a weak or no expression 

of Abca2 in mouse BBB and thus, a strong interspecies difference. Though, Abca2 mRNA was 

evidenced in rat and human BBB cell lines (56) as well as in brain microvessels isolated from 

human, rat, mouse (CD-1), pig and cow (57). These discrepancies might have several 

explanations, including lack of mRNA translation, mouse strain differences, different 

specificity of the proteomic method used to quantify Abca2 or different microvessels sample 

qualities. Our data clearly demonstrate that Abca2 mRNA and protein were both detected in 

isolated C57Bl/6 mouse brain microvessels. The amount of Abca2 in brain microvessels of 

C57Bl/6 mice was approximatively 5-fold lower than that reported in human (17). In 

addition, the relative amount of ABCA2 vs. ABCB1 and ABCG2 were also lower in mice than 

in human: the ratio ABCG2/ABCA2 was at around 3 in human and 10 in mice, whereas the 

ratio ABCB1/ABCA2 was at around 2 in human and 50 in mice. These discrepancies might be 

due to the higher relative expression of ABCG2 compared to ABCB1 in human compared to 

mice (55). Nevertheless, our data demonstrate that C57Bl/6 mice express Abca2 in their 

isolated brain microvessels, and thus could be relevant animal model to study the BBB 
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function of Abca2. We evaluated the efflux function of Abca2 at the BBB level by using the 

ISBP technique which allows for studying the initial transport mechanisms occurring at the 

luminal side of the BCECs (53,54,58). Our data reveal that the co-perfusion of E2 with [3H]-

Aβ1-40  leads to a significant increase of its Clup in WT (C57Bl/6 and FVB), Abcb1/Abcg2- and 

Abcg4-KO mice but not in Abca2-KO mice, indicating that E2 has specifically inhibited the 

Abca2-mediated efflux of Aβ through the BBB. Thus our data evidence, for the first time, an 

efflux function of Abca2 at the luminal side of the mouse BCECs by effluxing Aβ from the 

brain to the blood. In addition, our data reveal a direct interaction between E2 and Aβ, in 

agreement with our hypothesis of competition between E2 and Aβ at the Abca2 lipocalin 

binding site level. E2 is an estrogen produced from cholesterol metabolism. Strong 

correlations between cholesterol and Aβ have been described but the exact mechanisms of 

this relationship are still not well understood (59–61). We have recently shown that 

desmosterol, a precursor of cholesterol could inhibit the BBB efflux of [3H]Aβ1-40 mediated by 

Abcg4 (40). Taken together, these data support the hypothesis of a direct ABC transporters-

mediated interaction between cholesterol precursors and/or metabolites with Aβ, at the 

BBB level.  

Moreover, our results demonstrate that the contribution of Abca2 in the mouse BBB efflux 

of Aβ seems to be higher than those of other ABC transporters also involved in this BBB 

efflux, i.e. Abcb1, Abcg2 and Abcg4 (37,38). Indeed, the Abca2 efflux ratio calculated by 

dividing the Clup obtained with E2 over the Clup obtained without E2 (Clup
E2 /Clup

ctrl ) was 

equal to 5.2 in C57Bl/6 WT mice, whereas those of Abcg2 and Abcg4, were 1.8 (in FVB mice) 

and 2.3 (in C57Bl/6 mice), respectively (40,41). These data show that Abca2 might be a major 

efflux transporter of Aβ in the mouse BBB. However, further studies are needed to confirm 

the part of each transporter in the mouse BBB of Aβ. Knowing that ABCA2 is 5-fold more 

expressed in human microvessels than in C57Bl/6 mice, these data highlight the potential 

importance of this transporter in the human BBB efflux of Aβ and more generally, in the 

efflux processes at the human BBB.  

Taken in a whole, these data suggest the existence of cooperation between several ABC 

transporters to ensure a proper brain-to-blood efflux of Aβ through the BBB, in mouse. Such 

cooperation has already been described for Abcb1 and Abcg2 in order to ensure the efflux of 

their common substrate, even if one of these transporters was lacking (25,62–64). Agarwal 

et al. showed that, in the case of dual substrate of both Abcb1 and Abcg2, the transporter 
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that play the major role in its BBB efflux is not systematically the most abundant one but the 

transporter for which the substrate has the higher affinity (25), suggesting that the affinity of 

Aβ for Abca2 could be higher than that for other ABC transporters. In addition, Agarwal et al. 

showed that the chemically and/or genetically inhibition of the major transporter can reveal 

the involvement of the other one (25). In our work, we found that the cooperation between 

Abcb1, Abcg2, Abcg4 and Abca2 led in identical [3H]Aβ1-40 Clup in WT (FVB) and Abcb1/Abcg2-

KO mice as well as in WT (C57Bl/6) and Abcg4-KO mice. This result means that the lack of 

one or two transporters was compensated by the other ones, resulting in similar uptake 

clearances of Aβ. Interestingly, our data show that the Clup of Aβ obtained in the presence of 

E2 was significantly 1.9-fold higher in Abcb1/Abcg2-KO mice than in WT (FVB). Two 

hypotheses might explain this result. The first would be that the E2-mediated inhibition of 

Abca2 has allowed for evidencing the lack of Abcb1/Abcg2-mediated efflux of Aβ in 

Abcb1/Abcg2-KO mice. Thus, the 7-fold enhanced Clup of [3H]-Aβ1-40 obtained with E2 in 

these mice might correspond to the additional lack of efflux mediated by Abca2 (5.2) and 

Abcb1/Abcg2 (1.9). The second hypothesis would be that the E2-sensitive transporter might 

be overexpressed in Abcb1/Abcg2-KO mice compared to WT mice. We already showed such 

compensations in Abcb1/Abcg2-KO mice that overexpressed Abcg4 (41). Further studies are 

needed to elucidate this question.  

In conclusion, we evidenced, for the first time that Abca2 is expressed in the mouse brain 

microvessels. This result allows completing the cartography of functional ABC transporters 

expressed in the mouse brain microvessels. We evidenced that Abca2 was an efficient efflux 

transporter at the mouse BBB level and we identified Aβ as substrate and E2 as inhibitor of 

Abca2. Then, our results strongly support the hypothesis that several ABC transporters 

cooperate each other in the brain-to-blood efflux of Aβ through the BBB. ABCA2 being more 

expressed in human than in mice microvessels, our data highlight the potential role of Abca2 

in the BBB transport processes as well as in AD and encourage further studies to identify 

new substrates/inhibitors as well as Abca2 regulation pathways which could become new 

targets in AD. 
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FIGURE AND TABLE LEGENDS 

Table 1: mRNA expression of ABC transporters in isolated mouse brain microvessel 

samples.  

Brain microvessels of wild-type mice were isolated as described in Material and Methods. 

The mRNA amounts were quantified by qRT-PCR. Data are the relative mRNA expression of 

each gene calculated as a percentage of the relative mRNA expression of Abcb1 (± SD of n = 

2 samples/gene)   

 

Gene 
% of the relative mRNA expression of 
Abcb1 

SD 

Abca2 5,96 % 0.73 
Abcb1 70,46 % 12.15 

Abcg2 100 % 12.96 
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Table 2: Protein expression of Abcb1, Abcg2 and Abca2 in isolated mouse brain 

microvessels  

Brain microvessels of wild-type mice were isolated as described in Material and Methods. 

The protein expression amounts were measured using the AQUA approach. Data are means 

±SD of the concentration of 3 or 4 transitions per peptide.   

 

protein mean SD 

(fmol/µg of total 
protein) 

Abca2 0.45 0.05 
Abcb1 22.3 2.45 
Abcg2 4.6 0.39 

  



129 
 

Figure 1: A] Brain uptake clearance (Clup, µL/g/s) of [3H]Aβ1-40 in wild-type (FVB) (n= 4 mice in 

control and βestradiol (E2) groups) and Mdr1a/1b/Bcrp -/- mice (n= 4 and 5 mice in control 

and E2 groups, respectively), measured by ISBP technique in the absence (control) or 

presence of E2 (100 µM). Data are means ± SD. B] Brain uptake clearance (Clup, µL/g/s) of 

[3H]Aβ1-40 in wild-type (C57Bl/6) (n= 11 and n= 12 mice in control and E2 group, respectively), 

Abcg4-/- ( n= 6 in control and E2 groups) and Abca2-/- mice (n= 3 in control and E2 groups), 

measured by ISBP technique in the absence (control) or presence of E2 (100 µM). Data are 

means ± SD. *** p<0.001, ∆∆∆ p<0.001, NS non-significant. 
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2ème objectif : Etude de l’implication d’Abcg4 et Abca2 

dans l’efflux cérébral du peptide Aβ  
 

 Article 3 

“Cooperation between Abcb1, Abcg2, Abcg4 and Abca2 in the 

blood-brain barrier efflux of amyloid-β peptide” 

 

Agnès Dodacki, Tuan-Minh Do, Shailendra B. Patel, Camille Taccola, Sophie Nicolic, Murielle 

Locchus, Robert Farinotti, Jean-Michel Scherrmann et Fanchon Bourasset  

 

 Introduction 

La maladie d’Alzheimer (MA) est l’une des maladies neurodégénératives les plus fréquentes 

chez les personnes âgées. Cette pathologie est principalement caractérisée par des 

enchevêtrements neurofibrillaires et des plaques séniles. Ces dernières résultent de 

l’accumulation et l’agrégation pathologiques de peptides β-amyloïdes (Aβ) dans le cerveau. 

Ce phénomène serait principalement dû à un défaut de clairance cérébrale du peptide Aβ, 

en particulier au niveau de la barrière hémato-encéphalique (BHE). L’élimination du peptide 

Aβ du cerveau via la BHE est un processus qui semble mettre en jeu le récepteur LRP1 (low-

density lipoprotein receptor related protein 1) et plusieurs transporteurs ATP-binding 

cassette (ABC). Les mécanismes exacts de cette clairance ne sont pas encore bien compris 

mais elle pourrait être initiée par l’internalisation du peptide Aβ médiée par LRP1 du côté 

abluminal des cellules endothéliales des capillaires cérébraux (CECCs), puis les transporteurs 

ABC prendraient le relai du côté luminal pour assurer l’efflux du peptide Aβ vers le sang et 

empêcher que ce peptide ne pénètre à nouveau dans le cerveau. ABCB1 a été le premier 

transporteur ABC identifié comme étant impliqué dans ce processus. Cependant, son rôle 

reste à ce jour controversé. D’autre part, l’implication de trois autres protéines ABC, Abcg2, 

Abcg4 et Abca2, dans l’efflux cérébral d’Aβ a été mise en évidence, notamment par notre 
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laboratoire. Cependant, la contribution de chacun de ces quatre transporteurs dans l’efflux 

total du peptide Aβ à la BHE n’est à ce jour pas connue. 

 

 Objectifs 

Ainsi, les objectifs de ce travail étaient tout d’abord de confirmer le rôle d’Abcb1 dans 

l’efflux cérébral du peptide Aβ à travers la BHE chez la Souris, puis de déterminer la part de 

chacun des quatre transporteurs (Abcb1, Abcg2, Abcg4 et Abca2) dans ce transport. 

 

 Méthodes 

Pour répondre à ces objectifs, nous avons mesuré la clairance d’entrée cérébrale (Clup, 

µL/g/s) du peptide [3H]Aβ par la technique de perfusion cérébrale in situ (PCIS) chez des 

souris sauvages ou déficientes en Abcb1 (Abcb1-/-), Abcb1 et Abcg2 (Abcb1/Abcg2-/-), Abcg4 

(Abcg4-/-) ou Abca2 (Abca2-/-), en présence ou en absence d’inhibiteurs potentiels de ces 

transporteurs (GF120918, probucol ou estramustine).  

 

 Résultats 

Nous avons confirmé l’implication d’Abcb1 dans l’efflux du peptide [3H]Aβ1-40 à travers la 

BHE, qui représente 9% de l’efflux total, suggérant que son rôle n’est que mineur. Nous 

avons mis en évidence que les contributions individuelles d’Abcb1, d’Abcg2, d’Abcg4 et 

d’Abca2 sont additionnelles et lorsque ces quatre transporteurs sont simultanément inhibés, 

la Clup du peptide [3H]Aβ1-40 augmente significativement d’un facteur 9. Ainsi, nous avons 

montré que les participations individuelles d’Abcb1, d’Abcg2, d’Abcg4 et d’Abca2 

correspondent respectivement à 9%, 13%, 24% et 54% de l’efflux total du peptide [3H]Aβ1-40 

à la BHE.  
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 Conclusion 

Ces résultats ont permis de mettre en évidence une coopération entre Abcb1, Abcg2, Abcg4 

et Abca2 dans l’élimination du peptide Aβ hors du cerveau. Abcg4 et Abca2 assurent à eux 

deux 80% de l’efflux total du peptide [3H]Aβ1-40, tandis que la contribution d’Abcb1 et 

d’Abcg2 ne représente que 20%. Ainsi, notre travail met en évidence l’importance des 

transporteurs Abcg4 et Abca2 dans cet efflux, faisant de ces protéines de nouvelles cibles 

thérapeutiques potentielles dans la MA.  
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ABSTRACT 

Alzheimer’s disease is partly characterized by a brain accumulation of amyloid-β peptide 

(Aβ), which could mainly result from a disturbance of its cerebral clearance. This brain 

clearance might involve several actors, including the low-density lipoprotein receptor related 

protein 1 (LRP1) as well as several ATP-binding cassette (ABC) transporters. To better 

understand this cooperation and to determine which transporter(s) played a major role in 

this efflux, we determined the individual and simultaneous contribution of Abcb1, Abcg2, 

Abcg4 and Abca2 in the mouse Aβ efflux process. By combining chemically and genetically 

inhibition of one or several transporters, we measured, by using the in situ brain perfusion 

technique, the efflux ratio corresponding to the involvement of each transporter separately 

or of all transporters together. We first evidenced that individual contributions of each 

transporter in the Aβ efflux process were additional and that the total Aβ efflux inhibition 

led to a significant 9-fold increase of the [3H]Aβ1-40 Clup (µL/g/s). Thus, the percentage 

involvement of Abcb1, Abcg2, Abcg4 and Abca2 in the Aβ efflux process at the mouse BBB 

level were found equal to 9 %, 13 %, 24 %, and 54 %, respectively. These data confirm the 

cooperation between 4 transporters at the mouse BBB level to efflux Aβ out of the brain and 

evidence that Abca2 and Abcg4 mediate at around 80% of the total efflux of Aβ through the 

BBB, whereas the contribution of both Abcb1 and Abcg2 were solely equal to 20 %. Thus our 

data highlight the importance to deeply study the involvement of ABCA2 and ABCG4 in AD 

pathophysiology and reveal ABCA2 and ABCG4 as new drug targets in AD. 

 

KEYWORDS: ABC transporters, amyloid-β peptide, blood-brain barrier, cooperation, 

Alzheimer’s disease 
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INTRODUCTION 

The blood-brain barrier (BBB) is the major interface separating the brain from the blood. It is 

mostly formed by the brain capillary endothelial cells (BCECs), which are connected together 

by tight junctions limiting the paracellular passive diffusion (1,2). Endogenous and 

exogenous drugs transport through the BBB can be facilitated or limited by influx and efflux 

transporters, respectively, as well as by receptors mediating transcytosis processes (3). 

Alzheimer’s disease is one of the most frequent neurodegenerative diseases in the elderly. 

This pathology is characterized by neurofibrillary tangles and senile plaques which consist in 

the brain accumulation and aggregation of amyloid-β peptide (Aβ) (4). The Aβ transport 

through the BBB involves several partners including receptors and transporters mediating its 

blood-brain influx or its brain-blood efflux (5–8). It has been shown that the brain 

accumulation of Aβ was mainly due to a disturbance of its brain clearance (8,9), which could 

result either from a decrease of its brain efflux processes and/or from an increase of its brain 

influx processes. We recently showed in a mouse model of AD (3xTg-AD) that several BBB 

efflux transporters of cholesterol and/or Aβ were up-regulated to maintain the brain 

clearance of Aβ (10). Thus, the modulation of these transporters might become a new 

therapeutic target in AD. Therefore, it is urgent to precisely identify these BBB proteins and 

to understand their relationship to efflux Aβ from brain to blood. The main hypothesis claims 

the cooperation between the low-density lipoprotein receptor related protein 1 (LRP1) and 

ABC transporters which are respectively expressed in the abluminal and luminal side of the 

BCECs (5,6). The exact relationship between LRP1 and ABC transporters is not fully 

understood, but LRP1 might allow the transcytosis of Aβ through BCEC whereas ABC 

transporters might allow the expulsion of Aβ from BCEC and/or limit the re-entry of Aβ from 

blood to brain (6,11–13). To date, several ABC proteins have been identified to participate in 

the BBB efflux of Aβ.  ABCB1 (P-glycoprotein, P-gp) was the first ABC protein described as a 

potential Aβ efflux transporter (11,14–17). This was first evidenced in Abcb1 enriched 

vesicles (14), but further in vitro studies showed slight or no effect of Abcb1 in this BBB 

efflux of Aβ, depending of the species (bovine/human/mice) and/or inhibitors used 

(verapamil/valspodar) (18–20). In vivo experiments using the brain efflux index (BEI) method 

in mouse and rats also showed controversial results (15,21,22). Indeed, the brain Aβ 

clearance measured in rat was the same in control and pre-treated rats with two Abcb1 

inhibitors (quinidine and verapamil), whereas the brain efflux of Aβ was 2-fold reduced in 
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Abcb1-KO mice (FVB strain) and in C57Bl/6 mice receiving valspodar (16,19,22). In human, an 

inverse correlation has been reported between brain Aβ and Abcb1 levels in elderly people 

(23) and a decrease of the Abcb1 expression and activity was shown in brains of AD 

patients(24,25). Finally, the level of Abcb1 expression in brain microvessels was dependent 

on the cerebral area studied as well as the Aβ cerebral accumulation (26). Taking in a whole, 

these data show that the involvement of Abcb1 in the brain Aβ efflux is still in debate and 

that discrepancy might result from many factors like the species, the stage of the pathology, 

the methods and particularly the Abcb1 inhibitors used. Another explanation would be that 

the role of Abcb1 might be minor comparing to other transporters also identified as Aβ 

carriers through the BBB. Indeed, we and others have shown that Abcg2 (Breast Cancer 

Resistance Protein, BCRP), Abcg4 and, more recently, Abca2 were also involved in this brain 

Aβ efflux process (12,27–29). But the exact part of each ABC transporter in the total efflux of 

Aβ through the BBB remains unknown. The aim of our study was to confirm the role of 

Abcb1 in the Aβ efflux through the mouse BBB and to determine the part of each transporter 

(Abcb1, Abcg2, Abcg4 and Abca2) in this Aβ efflux process.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Animals  

In vivo experiments were performed with 8-12 week-old mice. Wild-type C57BL/6 mice were 

obtained from Janvier (Le Genest Saint Isle, France). CF-1 mice (WT and Mdr1a-/- mice) were 

bred in-house from progenitors genotyped for Mdr1a (Abcb1a) that were initially obtained 

from Charles River Laboratories (Wilmington, MA, USA). The Abcg4-deficient (Abcg4-/-) mice 

were from a C57BL/6 background and were originally obtained from Dr. S. Patel (Medical 

college of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA). The Abca2-/- mice were from Jackson 

Laboratories (B6.129-Abca2tm1Kdt/J) and were purchased from Charles River Laboratories 

(Saint Germain Nuelles, France). Mice were maintained and used in the animal house of the 

Faculty of Pharmacy of Paris (Animal Platform, CRP2 - UMS 3612 CNRS - US25 Inserm-IRD – 

Faculté de Pharmacie de Paris, Université Paris Descartes, Paris, France). The mice had free 

access to standard laboratory food and water and were kept on a 12 hours light-dark cycle at 

22 ± 3°C. All studies involving animals and their care were performed according to the 

National Research Council’s guide and complied with the Ethical rules of the European 

directive (210/63/EU) for experimentation with laboratory animals. All experimental 
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protocols were approved by the ethics review committee of Paris Descartes University 

(approval n° 12-181/12-2012) the Animal Care and Use Committees of the Medical 

University of South Carolina, Charleston, SC, and the Medical College of Wisconsin and the 

IACUC for the Clement J. Zablocki VAMC, Milwaukee, WI. 

 

Reagents 

[3H]Aβ1-40 (20 Ci/mmol) was purchased from Hartmann Analytic (Braunschweig, Germany), 

[14C]sucrose (435 mCi/mmol), liquid scintillation cocktails Ultima Gold XR® and Solvable® 

were purchased from PerkinElmer Life Sciences (Courtaboeuf, France). GF12019 was kindly 

provided by GlaxoSmithKline (Collegeville, PA, US). Estramustine and probucol were 

obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). All the other chemicals were 

commercial products of reagent grade. 

 

In situ brain perfusion technique 

The in situ brain perfusion technique (ISBP) was developed to study drug transport processes 

occurring at the luminal side of the BCECs37,38. This method can be used to measure 

transport parameters, including the distribution volume and the brain uptake clearance 

(Clup) of a target molecule over very short periods (30-120 s). One of the advantages of this 

technique is the ability to administer inhibitors or to use transporter deficient mice, in order 

to study the role of transporters at the BBB. If the Clup increases in the presence of a 

transporter inhibitor or when a carrier is not expressed, we can conclude that the 

transporter plays a role in the efflux of the target molecule at the BBB. 

Surgical procedures and Perfusion 

Mice were anesthetized by intra-peritoneal injection of a mixture of ketamine and xylazine 

at 140:8 mg/kg. The right common carotid artery was ligated on the heart side and the right 

external carotid artery was ligated at the level of the bifurcation. A catheter was inserted 

into the right common carotid artery. The perfusion liquid was contained in a syringe placed 

in an infusion pump and connected to the catheter. Before the perfusion, the thorax of the 

animal was opened, the heart was removed and perfusion started immediately at flow of 2.5 

mL/min. The perfusion fluid was Krebs bicarbonate-buffered physiological saline (128 mM 

NaCl, 24 mM NaHCO3, 4.2 mM KCl, 2.4 NaH2PO4, 1.5 mM CaCl2, 0.9 mM MgCl2 and 9 mM D-

glucose).The solution was gassed with 95% O2 - 5% CO2 to bring the pH to 7.40 and warmed 
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to 37°C in water bath. Each mouse was perfused for 60 s with [3H]Aβ1-40 (0.2 µCi/mL). 

[14C]sucrose was used as a vascular marker of the physical integrity of the BBB and co-

perfused with the tritiated substrate. The brain uptake of tritiated tracers was also measured 

in the presence of unlabelled substrates [probucol 10 µM, GF120918 10 µM, estramustine 

100 µM], dissolved in their respective vehicles [DMSO (<0.5% in final perfusion fluid) or 

H2O]. The experiment was terminated by decapitating the mouse. The right cerebral 

hemisphere and aliquots of the perfusion fluid were sampled in tared vials, weighted, 

digested in 2 mL of Solvable® solubilizer (PerkinElmer) at 50°C and mixed with 9 mL of Ultima 

Gold XR® scintillation cocktail (PerkinElmer). Labeled compounds were counted on a Tri-

Carb® (PerkinElmer) counter with the appropriate dual (14C/3H) quenching curves and 

standards to measure disintegration per minute (dpm) in samples. 

Calculation of the BBB transport parameters 

All the calculations were done as described previously38. The brain vascular volume of each 

animal (Vvasc, µL/g) was estimated using the [14C]sucrose distribution volume, which does not 

measurably cross the BBB during short perfusions, by dividing the amount of [14C]sucrose 

(dpm/g) in the right brain hemisphere by the concentration of [14C]sucrose in the perfusion 

fluid (dpm/µL). All the values were under 20 µL/g, indicating that the BBB was not altered 

during these experiments. The brain uptake clearance (Clup, µL/g) is the ratio between the 

apparent tissue distribution volume (Vbrain, µL/g) of [3H]Aβ1-40 and the perfusion time (s). The 

Vbrain was calculated from the amount of radioactivity in the right brain hemisphere using the 

following equation:  

Vbrain = Xbrain/ Cperf 

where Xbrain (dpm/g) is the calculated amount of tritiated tracer in the right cerebral 

parenchyma and Cperf (dpm/µL) is the concentration of tritiated tracer in the perfusion fluid. 

Xbrain is obtained by this equation:  

Xbrain = Xtot - (Vvasc x Cperf) 

where Xtot (dpm/g) is the total amount of tritiated tracer measured in the brain tissue 

sample (vascular and extravascular). 
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Statistical analysis 

Results are expressed as means ± SD. The Student’s t test was used to compare samples, 

when appropriate. Differences were considered to be statistically significant when *p<0.05 

or ∆ p<0.05.  

 

RESULTS 

Relative contribution of Abcb1 and Abcg2 in the BBB efflux of [3H]Aβ1-40 measured in CF-1 

mice  

The respective contributions of Abcb1 and Abcg2 in the BBB efflux of Aβ were evaluated by 

measuring the brain uptake clearance (Clup) of [3H]Aβ1-40, in CF-1 WT and Mdr1a-/- mice, in 

the presence or absence of GF120918, a known inhibitor of both, ABCB1 and ABCG2 

transporters (32,33) [Fig. 1]. The [3H]Aβ1-40 Clup obtained in CF-1 WT mice were not 

significantly different from those of Mdr1a-/- mice. Adding GF120918 to the perfusion buffer 

increased the Clup of [3H]Aβ1-40 in CF-1 WT mice (3.3-fold), meaning that Abcb1 and/or Abcg2 

were involved in the BBB efflux of [3H]Aβ1-40. The effect of GF120918 was 1.4-fold decreased, 

but not abolished, in Mdr1a-/- mice compared to WT mice, meaning -1) that Abcb1 was 

involved in the BBB efflux of [3H]Aβ1-40 with an efflux ratio (ERAbcb1), measured as the ratio 

between the [3H]Aβ1-40 Clup obtained in the presence of GF120918 in WT over Mdr1a-/- mice, 

was equal to 1.4, and -2) that another transporter inhibited by GF120918, i.e. Abcg2, was 

also involved in the BBB efflux of [3H]Aβ1-40. The ERAbcg2, measured as the ratio between the 

[3H]Aβ1-40 Clup obtained in the presence or not of GF120918 in Mdr1a-/- mice was equal to 

2.0.  

Taken together, these results demonstrate that Abcb1 and Abcg2 were involved in the BBB 

efflux of [3H]Aβ1-40 and that their effects were additional [Fig. 4A]. The part of Abcb1 in the 

BBB efflux of [3H]Aβ1-40 is equal to 41 % of the total efflux by Abcb1 and Abcg2 together 

[table 1]. 

 

Relative contribution of Abcg4, Abcb1, and Abcg2 in the BBB efflux of [3H]Aβ1-40 measured 

in CF-1 mice 

The Clup of [3H]Aβ1-40 was measured in the presence or absence of probucol in CF-1 WT and 

Mdr1a-/- mice. Adding probucol to the perfusion buffer significantly increased the Clup of 

[3H]-Aβ1-40 in both groups (3.6-fold and 3.8-fold, respectively) [Fig. 2], meaning that probucol 
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has inhibited a probucol-sensitive transporter different from Abcb1. Since probucol has been 

shown to be a potent inhibitor of Abcg4 (12) and since Aβ has been shown to be a substrate 

of Abcg4 (12,28), this result showed that probucol has inhibited Abcg4 in CF-1 mice BBB. The 

efflux ratio of Abcg4, measured as the ratio between the [3H]Aβ1-40 Clup obtained in CF-1 WT 

mice, with and without probucol was equal to 3,6. Then, the part of Abcg4 in the BBB efflux 

of [3H]Aβ1-40 is almost equal to that of Abcb1 and Abcg2 together (ERAbcg4 / ERAbcb1+Abcg2 = 1.1) 

[Fig. 4A and table 1]. 

 

Relative contribution of Abcg4, Abcb1, Abcg2 and Abca2 in the BBB efflux of [3H]Aβ1-40 

measured in C57Bl/6 WT, Abcg4-KO mice and Abca2-KO mice 

The Clup of [3H]Aβ1-40 was measured in the presence or absence of GF120918, estramustine 

or the combination of GF120918 and estramustine in WT, Abcg4-/- or Abca2-/- mice [Fig. 3]. 

Adding GF120918 to the perfusion buffer significantly increased the efflux ratio of [3H]Aβ1-40 

in WT and Abcg4-/- mice (2.2- and 2.0-fold, respectively), meaning that GF120918 has 

inhibited P-gp and/or Abcg2 in WT and Abcg4-/- mice. The addition of estramustine in the 

buffer led to a significant 4.5-fold increase of the [3H]Aβ1-40 efflux ratio in WT mice. This 

effect was decreased but not abolished in Abcg4-/- mice, meaning that estramustine has 

inhibited Abcg4 and another transporter, sensitive to estramustine. The part of Abcg4 in the 

[3H]Aβ1-40 efflux in this experiment, is the ratio between the Clup of [3H]Aβ1-40 obtained in the 

presence of estramustine in WT over Abcg4-/- mice; this ratio is equal to 2.3. Finally, the co-

perfusion of estramustine alone in Abca2-/- mice or of estramustine plus GF120918 in WT or 

Abcg4-/- mice, led to a significant 9.0 and 9.6- and 9.3-fold increase of the [3H]Aβ1-40 efflux 

ratio, respectively. This result confirms the multiple transporters cooperation in the mouse 

BBB to efflux [3H]Aβ1-40 out of the brain. The maximum Clup of [3H]Aβ1-40 is obtained when all 

the transporters were inhibited. 

Like in CF-1 mice, the percentage of Abcg4 involvement in the BBB efflux of [3H]Aβ1-40 is 1.1-

fold higher than that of Abcb1 and Abcg2 together. The contribution parts of Abcb1+Abcg2, 

Abcg4 and Abca2 are equal to 22, 24 and 54 %, respectively [table 1]. 

  

DISCUSSION 

Amyloid-β peptide is a multi-ABC transporter substrate (5,11,12,17,28,29). Thus, evidencing 

the net individual contribution of each transporter is difficult because of the 
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cooperation/compensation by other transporters. For instance, it has been shown, by the 

brain efflux index (BEI) method, that the clearance out of the brain of sorafenib, a dual 

substrate of both Abcb1 and Abcg2, was the same in WT and in Mdr1a/b-/- mice but was 2- 

and 2.5-fold inhibited in Abcg2- and Abcb1/Abcg2-deficient mice, respectively, meaning that 

both Abcb1 and Abcg2 were involved in the BBB efflux of sorafenib but that the part of 

Abcb1 was minor than that of Abcg2, and that its effect could be seen only when Abcg2 was 

genetically inhibited (34). Similarly, we demonstrated previously that the brain uptake 

clearance of Aβ was the same in WT and in Abcb1/Abcg2-/- as well as in Abcg4-/- mice 

although these transporters were involved in the brain clearance of Aβ (12,28). Evidencing 

Abcg2 and Abcg4 involvement in this efflux process was possible by combining genetic and 

chemical inhibitions of one or several transporters. Our current data show that the Clup of Aβ 

was the same in WT and Mdr1a-/- mice. But we also show that the addition of GF120918 led 

to a 3.3- and 2-fold increase of the Clup in WT and Mdr1a-/- mice, respectively, meaning that 

the net contribution of Abcg2 alone was equal to 2. The part of Abcb1 in this efflux was the 

ratio between the Clup obtained with GF120918 in WT over Mdr1a-/- mice, and was found 

equal to 1.4. Moreover, our data show that the effect of Abcb1 and Abcg2 in the BBB efflux 

of Aβ were additional [Fig. 4B]. This first result confirms the involvement of Abcb1 in the 

mouse BBB efflux of Aβ and show, for the first time, that the part of Abcb1 in this efflux 

process is lesser than that of Abcg2.  

We previously evidenced that Abcg4 and Abca2 were involved in the Aβ efflux through the 

mouse BBB and reported efflux ratio equal to 2.2 and 5.2, respectively (28,29). Here, we re-

evaluated the contributions of Abca2 and Abcg4 in the BBB efflux of Aβ by using 

estramustine, an anticancer drug described as a substrate of ABCA2 and an inhibitor of 

ABCB1 (35–37). Our data clearly demonstrate that estramustine inhibited the mouse brain to 

blood efflux of Aβ with an efflux ratio equal to 4.5 (ERestramustine/WT). Our data also 

demonstrated that estramustine can inhibit Abcg4 since the efflux ratio is decreased in the 

presence of estramustine in Abcg4-/- mice (ERestramustine-WT/estramustine-Abcg4-/- = 2.3). This is the 

first report demonstrating that estramustine can inhibit Abcg4, confirming that estramustine 

is not a specific inhibitor of Abca2 and can interact, at least, with three ABC transporters: 

Abcb1, Abca2 and Abcg4. Thus, it is difficult to conclude if the ERestramustine/WT we found equal 

to 4.5 was due to the inhibition of Abca2, Abcb1, Abcg4 or a combination of the three 

transporters. This would in particular depend on the affinity of estramustine for each 
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transporter. Adding GF120918 and estramustine in the perfusion buffer increased the Aβ 

efflux ratio obtained with vehicles alone in WT mice by 9.6-fold. This value corresponds to 

the addition of individual efflux ratio calculated for Abcb1/Abcg2, Abcg4 and Abca2 [Fig. 4B], 

meaning that the co-perfusion of estramustine plus GF120918 allows for the inhibition of all 

the transporters involved in the BBB efflux of Aβ. As expected, this full inhibition was also 

found in Abca2-/- and Abcg4-/- mice co-perfused with estramustine or estramustine plus 

GF120918 respectively, i.e. when all the transporters were chemically and/or genetically 

inhibited. This suggests that estramustine might also inhibit Abcg2. Moreover, in Abcg4-/-

mice, the addition of estramustine plus GF120918 led to a 4.7-fold increase of the Aβ efflux 

ratio obtained with GF120918 alone, suggesting that, as Abcg4 was lacking and Abcb1 and 

Abcg2 were inhibited by GF120918, estramustine could only inhibit the Abca2-mediated 

efflux of Aβ. Hence, the ERestramustine+GF120918/GF120918 obtained in Abcg4-/- mice is at around 5, 

thus very close from that of Abca2, previously found at 5.2 (29). Moreover, the efflux ratio 

obtained in Abcg4-/- mice co-perfused with estramustine or GF120918 alone were similar, 

suggesting that estrasmustine has preferentially inhibited Abcb1 and Abcg2 (ERestramustine/ctrl = 

ERGF120918/ctrl) rather than Abca2. This supports the hypothesis of Abcg2 inhibition by 

estramustine and suggests that the affinity of GF120918 for Abcb1 and Abcg2 might be 

higher than that of estramustine. Thus, the addition of GF120918 with estramustine in 

Abcg4-/- mice might have displaced estramustine from Abcb1/Abcg2, making estramustine 

available for Abca2 inhibition. Consequently, our data also suggests that the affinity of 

estramustine is higher for Abcb1 and Abcg2 than for Abca2. In these conditions, the 

estramustine effect observed in WT mice (ERestramustine/ctrl = 4.5) might be mainly attributed to 

the additional effect of Abcg4 and Abcb1/Abcg2 (ERAbcb1+Abcg2 + ERAbcg4 = 2.1 + 2.3 = 4.4), 

whereas estramustine could inhibit Abca2 only when Abcg4 and Abcb1/Abcg2 were 

chemically/genetically inhibited.  

Knowing the individual contribution of each transporter, we aimed at determining their 

relative contributions in the BBB efflux of Aβ. But we obtained Abcb1 and Abca2 data in two 

different strains of mice, since the net contribution of Abcb1 could only be evidenced in 

Mdr1a-/- mice (CF-1) whereas that of Abca2 could only be evidenced in Abca2-/- mice 

(C57Bl/6). Quosa et al. recently showed that the brain efflux of Aβ as well as brain Abcb1 

amounts were the same in four strains of mice including C57Bl/6 and FVB mice (38). Our 

data showed that the absolute values of efflux ratio measured for Abcb1 and Abcg2 together 
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and for Abcg4 were not the same in CF-1 and C57Bl/6 mice. However, the relative 

contribution of Abcg4 comparing to that of Abcb1/Abcg2 was the same in the two strains of 

mice and was almost equal to unity (x1.1). This finding allowed us to suggest that the 

percentage involvement of Abcb1 in the total Abcb1/Abcg2-mediated efflux of Aβ was the 

same in CF-1 and C57Bl/6 mice and was 41 % [Table 1]. Supporting our findings, a similar 

value can be calculated from data published by Zhang et al. in which the initial brain 

concentration of Aβ1-40 was enhanced by 133 % and 124.2 % in Abcg2-/- and Abcb1-/- mice 

(FVB strains), respectively (39). Hence, the part of Abcb1 in the total Abcb1/Abcg2-mediated 

efflux of Aβ can be calculated as 42 %, thus very close to our value. Taken together, these 

results show that the relative part of Abcb1 and Abcg2 in the brain efflux of Aβ is the same in 

CF-1, C57Bl/6 and FVB mice. Thus, we further compared the relative involvement of Abcb1, 

Abcg2, Abcg4 and Abca2 in the BBB efflux of Aβ in C57Bl/6 mice. We used the efflux ratio 

values obtained when all the transporters have been genetically or chemically inhibited. In 

these conditions, the Aβ efflux from brain to blood seems to be abolished and we considered 

this condition as the 100% efflux inhibition. The parts of Abcb1, Abcg2, Abcg4 and Abca2 in 

the total Aβ efflux mechanisms involved in the BBB were 9 %, 13 %, 24 % and 54 %, 

respectively [table 1]. Thus, our data clearly demonstrate, for the first time, that the role of 

Abcb1 is minor in the total mouse BBB efflux of Aβ but that together, Abcb1- and Abcg2-

mediated efflux account for 22 % of the total Aβ clearance through the BBB. This might 

explain divergent data reported in the literature about the role of Abcb1 in the BBB efflux of 

Aβ (16,17). On the opposite side, Abca2 is the transporter that clears by itself more than 50 

% of Aβ from the brain to the blood, although its mouse BCECs protein amount is 50- and 10-

fold lesser than that of Abcb1 and Abcg2, respectively (29). In addition, about 80% of Aβ is 

cleared by both Abca2 and Abcg4 at the mouse BBB level. Thus, our data highlights the 

importance of these two ABC transporters in the BBB efflux of Aβ, and, more generally, in 

the regulation of endogenous molecules trafficking through the BBB. Their BBB functions 

deserve to be more deeply studied in rodents and human, in physiological as well as in 

pathological conditions. 

In conclusion, our data provide for the first time evidences for cooperation between 4 ABC 

transporters to clear Aβ from the brain which contributions vary from 9 to 50%. This 

cooperation ensures the clearance of Aβ even in the absence or disruption of one/several 

transporter(s) because of compensations by others. We evidenced ABCA2 as the major 
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transporter involved in mouse BBB efflux of Aβ. ABCA2 being highly expressed at the human 

BBB (40,41), its involvement in Aβ efflux is likely to be also efficient in human BBB. Thus, 

stimulating the function of ABCA2 and/or ABCG4 might allow increasing the Aβ efflux from 

the brain to the blood and could represent interesting new targets in AD treatment. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1 : Brain uptake clearance (Clup, µL/g/s) of [3H]Aβ1-40 in Mdr1a+/+ and Mdr1a-/- mice, 

measured by ISBP technique in the absence (control) or presence of GF120918 (elacridar, 10 

µM). Data are means ± SD of 6-10 mice. *** p<0.001 when compared to control group, ∆ 

p<0.05 when comparing Mdr1a+/+ and Mdr1a-/- mice. 

Figure 2: Brain uptake clearance (Clup, µL/g/s) of [3H]Aβ1-40 in Mdr1a+/+ and Mdr1a-/- mice, 

measured by ISBP technique in the absence (control) or presence of probucol (10 µM). Data 

are means ± SD of 6-10 mice. *** p<0.001.  

Figure 3: Efflux ratio of [3H]Aβ1-40 obtained by dividing the Clup measured in the presence of 

GF120918 (10 µM), estramustine (100 µM) or estramustine + GF120918 (100/10 µM) over 

the Clup obtained without inhibitors (Ctrl), in WT, Abcg4-/- or Abca2-/- mice. Data are means ± 

SD of 3-6 mice. *** p<0.001 when compared to control group, in each strain of mice. ∆∆∆ 

p<0.001 when comparing WT, Abcg4-/- and Abca2-/- mice. 

Figure 4: Relative effect of each transporter expressed as the [3H]Aβ1-40 efflux ratio measured 

in CF-1 mice (panel A) and C57Bl/6 mice (panel B) by ISBP technique. ISBP data were from 

figures 1-3 and from data published from our laboratory (28).  
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 

 

 

 

 

 

  

  



152 
 

Table 1: Relative involvement of Abcb1, Abcg2, Abcg4 and Abca2 in the total efflux of 

[3H]Aβ1-40 in CF-1 and C57Bl/6 mice. Data are expressed as a percentage of the total efflux by 

P-gp and Abcg2 in CF-1 mice or by Abcb1 + Abcg2 + Abcg4 + Abca2 in C57Bl/6 mice. The 

relative part of Abcg4 versus Abcb1 + Abcg2 was estimated by dividing the ERAbcg4 over 

ERAbcb1+Abcg2. 

 

CF-1 C57Bl/6 

Abcb1 41 %   

Abcg2 59 %   

Total (Abcb1 + Abcg2) 100 %   

Abcg4 / (Abcb1+Abcg2) 1.1 Abcg4 / (Abcb1+Abcg2) 1.1 

  Abcb1 + Abcg2 22 % 

  Abcg4 24 % 

  Abca2 54 % 

  Total 100% 
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DISCUSSION GENERALE 
 

1. Caractérisation des transporteurs Abcg4 et Abca2 à la BHE : 

implication dans le transport de molécules endogènes. 

Actuellement, les principaux transporteurs ABC décrits dans la littérature comme étant 

exprimés et fonctionnels au niveau de la BHE sont ABCB1, ABCG2, et certaines protéines 

ABCC (MRPs); les substrats décrits pour ces transporteurs sont essentiellement des 

xénobiotiques (pour revue voir (Mahringer and Fricker, 2016)). Cependant, des études 

réalisées avant mon arrivée au laboratoire ont montré qu’Abca1 était exprimé et fonctionnel 

au niveau de la BHE, chez la Souris, permettant l’efflux cérébral de son substrat, le 

cholestérol (Do et al., 2011). Cette étude pose la question du rôle joué par les transporteurs 

de lipides au niveau de la BHE. Leur présence et leur fonction pourraient participer à 

l’homéostasie cérébrale des lipides et/ou à la physiopathologie de maladies 

neurodégénératives impliquant les lipides telles la maladie de Parkinson, la MA ou la maladie 

de Huntington (Di Paolo and Kim, 2011; Martín et al., 2014; Doria et al., 2016). Nos travaux 

démontrent qu’Abca1 n’est pas le seul transporteur de lipides présent au niveau de la BHE, 

et que deux autres transporteurs, Abcg4 et Abca2 sont également exprimés et fonctionnels 

au niveau de la membrane luminale des CECCs [Articles 1 et 2]. Nous avons identifié le 

cholestérol, le desmostérol et le peptide Aβ comme substrats d’Abcg4 et le probucol, la L-

thyroxine et l’estramustine comme inhibiteurs d’Abcg4 [Articles 1 et 3]. Ainsi, Abcg4 est, 

après Abca1, le deuxième transporteur de lipides fonctionnel identifié à la BHE murine. Ces 

deux transporteurs partagent un inhibiteur commun qui est le probucol (Favari et al., 2004; 

Do et al., 2012). Toutefois, ils semblent avoir des spécificités de substrats. Ainsi, 

contrairement à Abca1, Abcg4 peut prendre en charge le peptide Aβ (Do et al., 2012) [Article 

1]. A l’inverse, des études in vivo réalisées chez les souris Abca1-/- suggèrent que, 

contrairement à Abca1, le cholestérol ne serait que peu ou pas transporté par Abcg4. En 

effet, en l’absence d’Abca1 et malgré une surexpression d’Abcg4 chez ces souris, l’efflux du 

cholestérol est diminué et n’est plus inhibé par le probucol (Do et al., 2011). Cette faible 

contribution d’Abcg4 dans l’efflux cellulaire du cholestérol a également été montrée in vitro 

sur des cellules transfectées par Abcg4 (Do et al., 2012). Enfin, nos études de modélisation 
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moléculaire suggèrent une plus grande affinité du desmostérol pour Abcg4 que le 

cholestérol [Article 1]. Ces résultats pris dans leur ensemble laissent penser que l’efflux du 

cholestérol et du desmostérol au niveau de la BHE chez la Souris serait respectivement 

assuré par Abca1 et Abcg4.  

Nous avons pu également mettre en évidence qu’Abca2 est exprimé à la BHE, chez la Souris, 

avec une concentration protéique cependant plus faible que celles d’Abcb1 et d’Abcg2 

[Article 2]. D’un point de vue fonctionnel, nos travaux indiquent que ce transporteur est 

fonctionnel à la BHE murine et que le peptide Aβ en serait un substrat. Nos données 

démontrent aussi que le 17-β-estradiol (E2) et l’estramustine en seraient des inhibiteurs 

[Articles 2 et 3]. Dans la littérature, E2 a été suggéré comme pouvant aussi être substrat 

d’ABCA2 (Mack et al., 2007a). Ce dernier a la particularité de posséder un motif signature 

des lipocalines, le motif L, au niveau duquel peuvent se fixer de petites molécules 

hydrophobes, tels des rétinoïdes, des stéroïdes ou encore des stérols (Terrisse et al., 1998; 

Mack et al., 2008). Il a également été montré que le peptide Aβ et E2 avaient la capacité de 

se fixer à des lipocalines (Crow et al., 2009; Kumasaka et al., 2009). De plus, nos études de 

modélisation moléculaire ont montré que le peptide Aβ pouvait se fixer dans la poche de 

liaison aux stérols d’Abcg4 [Article 1], suggérant une interaction possible du peptide Aβ avec 

les sites de liaisons aux stérols. Ces observations nous amènent à penser qu’une compétition 

de liaison entre le peptide Aβ et E2 pourrait être mise en place au niveau du motif L d’Abca2. 

Considérées dans leur ensemble, ces données font d’Abca2 un nouveau transporteur de 

lipides fonctionnel identifié à la BHE, chez la Souris. Des études in vitro et in vivo ont montré 

qu’Abca2 n’avait pas d’effet sur les quantités et le transport du cholestérol circulant (Mack 

et al., 2008; Davis, 2011), ce qui suggère qu’à la BHE, l’efflux du cholestérol n’impliquerait 

pas Abca2. Par ailleurs, nous avons également mis en évidence qu’Abca2 ne transportait pas 

seulement des lipides à la BHE de la Souris, mais également une autre molécule endogène, le 

peptide Aβ [Article 2]. Nous avons vu qu’Abca2 semble assurer 54% de l’efflux total du 

peptide Aβ à travers la BHE [Article 3], suggérant une forte affinité entre Abca2 et le peptide 

Aβ. Cependant, ABCA2 semble être plus exprimé dans les microvaisseaux chez l’Homme que 

chez la Souris (Shawahna et al., 2011; Uchida et al., 2011) [Article 2]. L’ensemble de ces 

données suggère donc que chez l’Homme, ABCA2 pourrait avoir un rôle majeur dans l’efflux 
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cérébral de molécules, dont le peptide Aβ, montrant ainsi l’importance de poursuivre la 

caractérisation de ce transporteur à la BHE.  

Notre premier travail a ainsi permis de compléter la cartographie des protéines ABC 

présentes et fonctionnelles au niveau de la BHE chez la Souris, en caractérisant deux 

transporteurs, Abcg4 et Abca2 [Figure 18]. Nos données mettent en évidence l’implication 

de ces deux protéines dans le transport de molécules endogènes à travers la BHE, montrant, 

de ce fait, l’importance de continuer à explorer leur fonctionnalité à la BHE dans des 

conditions physiologiques et aussi pathologiques chez la Souris mais également chez 

d’autres espèces, dont l’Homme. 

 

 

 

Figure 18 : Cartographie des transporteurs ABC exprimés à la BHE : A] Schéma représentatif des 
transporteurs ABC exprimés à la BHE qui sont décrits dans la littérature (Mahringer and Fricker, 2016; Do 
et al., 2011). B] Schéma représentatif des transporteurs ABC exprimés à la BHE complété grâce à notre 
travail de doctorat. (CECC = cellule endothéliale des capillaires cérébraux).  

 

 



156 
 

 2. Les acteurs de l’efflux cérébral du peptide Aβ à travers la 

barrière hémato-encéphalique 

La première protéine identifiée comme participant à l’efflux cérébral du peptide Aβ à la BHE 

a été le récepteur LRP1 (Shibata et al., 2000). Son interaction avec ce peptide avait déjà été 

décrite in vitro dans les cellules musculaires lisses, les neurones ou les fibroblastes, au niveau 

desquels LRP1 permettait l’internalisation du peptide Aβ (Narita et al., 1997; Urmoneit et al., 

1997; Qiu et al., 1999). Une diminution de l’expression de LRP1 liée à l’âge a été montrée 

dans les capillaires cérébraux, chez les Rongeurs, les Primates et l’Homme. De plus, chez les 

patients atteints de la MA, cette diminution semblait être associée à une augmentation de 

l’accumulation cérébrale du peptide Aβ, faisant de LRP1 un acteur important dans 

l’élimination du peptide Aβ à travers la BHE (Zlokovic et al., 2010). Sa localisation cellulaire 

exacte à la BHE n’est pas encore certaine, mais LRP1 serait majoritairement exprimé du côté 

abluminal des CECCs, où il initierait la clairance cérébrale du peptide Aβ en l’internalisant 

dans les CECCs (Ramanathan et al., 2015; Zhao et al., 2015). Cependant, l’expression de LRP1 

au niveau des CECCs ainsi que son implication dans cet efflux ont été remises en cause par 

différentes études (Ito et al., 2006, 2010). Par exemple, dans un modèle cellulaire de BHE, il 

a été montré que LRP1 serait faiblement exprimé dans les CECCs, mais majoritairement dans 

les péricytes où il participerait à l’endocytose du peptide Aβ (Candela et al., 2015). 

Néanmoins, une nouvelle lignée de souris a récemment été développée, dans laquelle 

l’expression de LRP1 a été éteinte spécifiquement dans les CECCs (Storck et al., 2016). Chez 

ces souris, une diminution de l’efflux cérébral du peptide Aβ a été mise en évidence, 

renforçant l’hypothèse du rôle de LRP1 dans l’initiation de l’efflux du peptide Aβ à travers les 

CECCs.  

Une fois dans les CECCs, le peptide Aβ serait pris en charge par des transporteurs d’efflux 

localisés à la membrane luminale des CECCs, qui vont assurer l’élimination du peptide Aβ de 

la BHE vers la circulation sanguine. A ce jour, les processus reliant l’internalisation du 

peptide Aβ par LRP1 du côté abluminal des CECCs et l’efflux du peptide Aβ vers le sang 

médié par les transporteurs ABC du côté luminal des CECCs sont encore inconnus. 

Néanmoins, dans les conditions physiologiques, le peptide Aβ cérébral est soit dégradé par 

des enzymes, soit éliminé du cerveau via, notamment, la BHE. Une fois dans le sang, le 

peptide Aβ serait pris en charge par la sLRP1 qui l’acheminerait vers le foie et le rein pour y 
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être dégradé. Cependant, la présence à la membrane luminale des CECCs de protéines 

participant à l’influx cérébral du peptide Aβ, dont RAGE, suggère que ce peptide pourrait 

retraverser la BHE pour rejoindre le cerveau. Il a été montré que RAGE était surexprimé chez 

les patients atteints de la MA ainsi que dans des modèles de souris « Alzheimer » (Donahue 

et al., 2006; Jeynes and Provias, 2008; Do et al., 2015), ce qui pourrait en partie expliquer 

l’accumulation cérébrale du peptide Aβ lors de la MA. Dans ce travail de doctorat, nous 

avons utilisé la technique de perfusion cérébrale in situ (PCIS) pour nos études in vivo sur le 

transport à la BHE. Son utilisation permet d’évaluer les mécanismes d’échanges au niveau de 

la membrane luminale des CECCs pour une molécule perfusée, donc provenant de la 

circulation artificielle et non du cerveau. Ainsi, lorsque nous avons étudié le transport du 

peptide Aβ par la technique PCIS, nous avons regardé le devenir du peptide Aβ circulant et 

non cérébral. Au vu de nos résultats, nous pouvons émettre l’hypothèse que les 

transporteurs ABC pourraient protéger le cerveau en assurant l’efflux cérébral du peptide Aβ 

circulant, afin de l’empêcher de pénétrer à nouveau dans le parenchyme cérébral. Les 

résultats obtenus par Do et al. appuient cette hypothèse, en montrant qu’en réponse à une 

augmentation de Rage, l’expression d’Abcg4, d’Abca1, d’Abcb1 et d’Abcg2 était également 

augmentée afin de compenser l’augmentation de l’influx du peptide Aβ (Do et al., 2015). 

Dans la littérature, les principaux transporteurs ABC décrits comme assurant l’efflux cérébral 

du peptide Aβ vers le sang sont ABCB1 et ABCG2 (Pahnke et al., 2014). ABCB1 a été le 

premier transporteur ABC identifié et étudié pour son rôle dans le transport du peptide Aβ 

(Lam et al., 2001). Il a longtemps été décrit comme étant le principal transporteur ABC 

impliqué dans cet efflux, malgré la publication de résultats contradictoires (Pahnke et al., 

2014). De nombreuses études in vitro et in vivo ont permis de démontrer qu’ABCB1 

participait bien à la clairance cérébrale du peptide Aβ et qu’il empêchait également que ce 

peptide ne rejoigne à nouveau le cerveau (Abuznait and Kaddoumi, 2012; Qosa et al., 2015). 

Il a notamment été montré que l’expression et l’activité d’ABCB1 étaient diminuées dans les 

capillaires cérébraux associés à des dépôts de peptides Aβ, chez des personnes âgées non-

démentes ou atteintes de la MA ou encore dans des modèles murins de la MA (Vogelgesang 

et al., 2002; Hartz et al., 2010; Mehta et al., 2013; Deo et al., 2014; Provias and Jeynes, 

2014). Pourtant, d’autres études n’ont pas observé d’effet d’ABCB1 sur l’efflux cérébral du 

peptide Aβ. En effet, des études réalisées sur des cellules surexprimant ABCB1, n’ont montré 
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aucun effet sur le transport du peptide Aβ, ni augmentation de l’activité ATPasique au 

niveau membranaire en présence de peptides Aβ (Nazer et al., 2008; Bello and Salerno, 

2015). Chez le rat, l’administration de deux inhibiteurs d’Abcb1, la quinidine et le vérapamil, 

n’a  eu aucune incidence sur l’élimination cérébrale du peptide Aβ (Ito et al., 2006). Nos 

travaux montrent qu’Abcb1 est bien impliqué dans l’efflux du peptide Aβ mais qu’il n’en est 

cependant pas le transporteur majoritaire. En effet, l’implication d’Abcb1 dans ce transport 

ne représente que 9% de l’efflux total du peptide Aβ à travers la BHE chez la souris [Article 

3]. Cette faible contribution d’Abcb1 à l’efflux total du peptide Aβ à travers la BHE pourrait 

en partie expliquer les résultats contradictoires obtenus dans les différentes études déjà 

menées. 

ABCB1 et ABCG2 partageant un grand nombre de substrats (Kodaira et al., 2010), il a été 

suggéré qu’ABCG2 pourrait, au même titre qu’ABCB1, participer à l’efflux du peptide Aβ au 

niveau de la BHE. Différents travaux ont confirmé que le peptide Aβ était bien un substrat 

d’ABCG2 à la BHE (pour revue voir Abuznait and Kaddoumi, 2012). Shen et al. ont montré, 

chez des souris n’exprimant plus Abcg2, une accumulation cérébrale de peptides Aβ, 

suggérant qu’Abcg2 participait à la limitation de l’entrée de ce peptide du sang vers le 

cerveau, via la BHE (Shen et al., 2010). Des études réalisées dans notre laboratoire ont mis 

en évidence l’implication d’Abcg2 dans l’efflux du peptide Aβ chez la Souris et sur des 

cellules transfectées par Abcg2 (Do et al., 2012). De plus, des modifications d’expression 

d’ABCG2 ont été observées dans la MA (Pahnke et al., 2014). Ainsi, une surexpression 

d’ABCG2 a été montrée dans les capillaires cérébraux de patients atteints de la MA ayant 

développé une CAA (Xiong et al., 2009). Dans cette pathologie, le peptide Aβ s’accumule 

dans la paroi des vaisseaux cérébraux (Schrag and Kirshner, 2016). Il a été proposé que la 

surexpression d’ABCG2 pourrait correspondre à la mise en place d’un mécanisme de 

compensation de la diminution d’ABCB1 dans les vaisseaux cérébraux proches des zones où 

s’accumulent les peptides Aβ (Abuznait and Kaddoumi, 2012). Cependant, l’implication 

d’ABCG2 dans l’efflux cérébral du peptide Aβ est aussi controversée (Wolf et al., 2012; 

Pahnke et al., 2014; Qosa et al., 2015). Par exemple, aucune différence d’expression 

d’ABCG2 n’a été constatée in vitro dans des cellules en présence de peptides Aβ ou chez des 

patients atteints de la MA comparés à des personnes saines (Wijesuriya et al., 2010; Kania et 

al., 2011). Il a été également montré que dans un modèle murin de la MA (APP/PS1) 
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déficient en Abcg2, l’accumulation de peptides Aβ n’était pas augmentée par rapport aux 

souris contrôles (Krohn et al., 2011). Ce dernier résultat pourrait cependant s’expliquer par 

l’existence d’une coopération entre plusieurs transporteurs au niveau de la BHE pour effluer 

le peptide Aβ. Une telle collaboration a été décrite à plusieurs reprises entre ABCB1 et 

ABCG2 pour d’autres substrats que le peptide Aβ; elle permettrait d’assurer l’efflux de ces 

substrats même en l’absence de l’un ou l’autre de ces deux transporteurs (de Vries et al., 

2007; Polli et al., 2009; Kodaira et al., 2010; Agarwal and Elmquist, 2012). Nos travaux 

mettent en évidence l’existence d’une telle coopération pour le peptide Aβ. Ainsi, la mesure 

de la clairance d’entrée cérébrale du peptide Aβ est la même chez les souris WT et les souris 

déficientes en Abcb1, Abcb1/Abcg2 ou encore Abcg4 [Articles 1, 2 et 3] montrant que 

l’absence d’un transporteur ne suffit pas pour modifier le niveau d’efflux cérébral du peptide 

Aβ. En revanche, lorsque tous les transporteurs sont simultanément éteints par des 

combinaisons d’extinction chimique et génétique, la clairance d’entrée cérébrale du peptide 

Aβ est multipliée par neuf [Article 3]. Nos travaux mettent ainsi en évidence la difficulté de 

conclure sur l’implication d’un transporteur dans le transport d’un substrat à travers la BHE, 

lorsque ce substrat est commun à plusieurs transporteurs. Il peut être nécessaire d’inhiber le 

transporteur majoritaire pour mettre en évidence le ou les autres transporteurs (Agarwal 

and Elmquist, 2012; Chapy et al., 2015). Les travaux d’Agarwal et al. suggèrent, de plus, que 

la contribution de chacun des transporteurs impliqués dans l’efflux d’un même substrat ne 

dépend pas uniquement du niveau d’expression des transporteurs, mais aussi de l’affinité du 

substrat pour chacun des transporteurs ; le transporteur jouant le plus grand rôle dans 

l’efflux du substrat est alors celui pour lequel l’affinité du substrat est la meilleure (Agarwal 

et al., 2011; Wang et al., 2012). En accord avec ces observations, nos travaux suggèrent que 

l’efflux cérébral du peptide Aβ est à 80% assuré par Abcg4 et Abca2, transporteurs dont les 

niveaux d’expression au niveau de la BHE chez la Souris sont bien plus faibles que ceux 

d’Abcb1 et d’Abcg2 (Ohtsuki et al., 2004; Shawahna et al., 2011) [Articles 1, 2 et 3]. Nos 

résultats suggèrent donc une meilleure affinité du peptide Aβ pour Abcg4 et Abca2 que pour 

Abcb1 et Abcg2. 

En conclusion, nos travaux ont identifié deux nouveaux acteurs impliqués dans le transport 

cérébral du peptide Aβ à travers la BHE : Abcg4 et Abca2. Ces résultats mettent en évidence 

que le transport du peptide Aβ à travers la BHE est un processus complexe impliquant au 
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moins quatre transporteurs ABC dont les contributions individuelles sont additionnelles 

[Article 3 et Figure 19]. Ainsi, les contributions respectives d’Abcb1, Abcg2, Abcg4 et Abca2 

dans l’efflux du peptide Aβ à travers la BHE chez la Souris sont de 9%, 13%, 24% et 54%. Ces 

résultats mettent donc en évidence des rôles minoritaires pour Abcb1 et Abcg2 dans l’efflux 

du peptide Aβ à travers la BHE chez la souris par rapport à Abcg4 et Abca2, qui, à eux deux, 

sont responsables d’environ 80% de l’efflux cérébral d’Aβ [Article 3 et Figure 19]. Cependant, 

dans la littérature, l’implication d’un autre transporteur ABC, Abcc1 (ou MRP1) a été suggéré 

dans la clairance cérébrale du peptide Aβ à la BHE (Krohn et al., 2015). Une étude a montré 

que dans un modèle de souris « Alzheimer » (APP/PS1) déficient en Abcc1, l’absence de ce 

transporteur était liée à une augmentation de la quantité cérébrale du peptide Aβ, sans 

modification de la production de ce peptide. De plus, la présence de thiéthylpérazine, un 

activateur d’Abcc1, était associée à une diminution de peptides Aβ chez ces souris (Krohn et 

al., 2011). Cependant, la présence d’Abcc1 à la BHE chez la souris reste encore controversée 

(Abuznait and Kaddoumi, 2012), suggérant que le rôle possible de ce transporteur dans 

l’efflux du peptide Aβ pourrait se faire à une autre interface cérébrale, comme la barrière 

hémato-liquidienne.  

 

 

Figure 19 : Schéma représentant les différents acteurs impliqués dans l’efflux cérébral du peptide Aβ à 
travers la BHE. Les traits rouges correspondent aux effets inhibiteurs identifiés de l’efflux du peptide Aβ 
médié par un ou plusieurs transporteurs ABC à la BHE. Les pourcentages correspondent à la contribution 
de chacun des transporteurs ABC dans l’efflux total du peptide Aβ. (CECC = cellule endothéliale des 
capillaires cérébraux)    
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3. L-thyroxine et 17-β-estradiol : des facteurs de risque potentiels 

pour le développement de la maladie d’Alzheimer ?  

 

Nos travaux nous ont permis d’identifier de nouveaux inhibiteurs de l’efflux cérébral du 

peptide Aβ et également d’identifier le ou les transporteurs ciblés par l’inhibition. La T4 est 

une hormone thyroïdienne qui participe à la régulation du métabolisme énergétique de 

l’organisme. Dans la littérature, des liens controversés ont été suggérés entre cette molécule 

endogène et la MA. Un effet protecteur de la T4 vis-à-vis de la MA a été décrit dans 

différentes études (Belakavadi et al., 2011). Fu et coll. ont montré qu’un traitement à base 

de T4 protégeait contre un déficit cognitif et améliorait la mémoire dans un modèle murin de 

la MA (Fu et al., 2010). A l’inverse, une hypothyroïdie ou encore une hyperthyroïdie 

semblent être des facteurs de risque potentiels dans la physiopathologie de la MA (Kalmijn 

et al., 2000; Tan et al., 2008; Johansson et al., 2013; Yong-Hong et al., 2013). Notre équipe 

avait montré que la T4 augmentait la Clup du peptide [3H]-Aβ1-40 en inhibant un ou plusieurs 

acteurs de son efflux (Do et al., 2013). Nous avons montré, chez la Souris, que la T4 inhibait 

l’efflux cérébral du peptide Aβ médié par Abcg4 au niveau de la BHE. Si un tel effet peut être 

retrouvé chez l’Homme, ces observations nous amènent à penser qu’une hyperthyroïdie 

et/ou un traitement chronique par des hormones thyroïdiennes pourraient participer à 

l’accumulation cérébrale du peptide Aβ en inhibant son efflux cérébral, et par conséquent, 

représenter un facteur de risque potentiel dans la MA. Cette hypothèse est en accord avec 

plusieurs études dans lesquelles une augmentation des concentrations plasmatiques de T4 

est décrite comme pouvant potentiellement participer à la physiopathologie de la MA. En 

effet, il a été constaté qu’une augmentation de la concentration de T4 était en corrélation 

avec un nombre augmenté de plaques amyloïdes et de NFTs (de Jong et al., 2009). De plus, 

une étude réalisée chez des personnes atteintes de la MA a montré une diminution de la 

thyréostimuline, suggérant que l’hyperthyroïdie subclinique serait un facteur de risque de la 

MA (Agarwal et al., 2013). Des études complémentaires sont nécessaires afin de mieux 

comprendre l’interaction entre la MA, la T4 et Abcg4, notamment au niveau de la BHE.  

L’E2 est un œstrogène issu du métabolisme du cholestérol qui possède un rôle majeur dans 

le maintien des caractères sexuels chez la femme. Cette hormone est décrite comme ayant 

des effets neuroprotecteurs notamment en diminuant la production du peptide Aβ ou en 



162 
 

protégeant contre l’apoptose et le stress oxydant (Amtul et al., 2010). D’un point de vue 

épidémiologique, la MA touche plus fréquemment les femmes que les hommes (Grimm et 

al., 2012; Irvine et al., 2012). Il a été suggéré que cette différence entre les deux sexes serait 

due à une diminution liée à l’âge des quantités d’œstrogènes chez la femme, faisant de ces 

hormones un facteur de risque dans le développement de la MA (Vest and Pike, 2013). Un 

rôle bénéfique des thérapies hormonales substitutives (THS) a été suggéré dans la 

prévention ou le traitement de la MA. Cependant, des conclusions contradictoires ont été 

rapportées dans les différentes études : alors que certains résultats montraient un rôle 

bénéfique des THS, d’autres n’observaient aucun effet (Barron and Pike, 2012; Pines, 2016). 

Ces disparités seraient dues à l’âge de début et à la durée des THS qui ne seraient pas les 

mêmes dans les différentes études. Whitmer et al. ont montré que chez la femme âgée 

d’environ 50 ans, la THS peut avoir un effet protecteur dans les déficits cognitifs, alors que 

chez la femme âgée de plus de 80 ans environ, la THS peut au contraire augmenter le risque 

de démence (Whitmer et al., 2011). Il est important de spécifier que pour ces différentes 

études, les cohortes utilisées étaient constituées de femmes saines et non de femmes 

atteintes de la MA. Nous avons montré un effet inhibiteur d’E2 administré par perfusion sur 

l’efflux cérébral du peptide Aβ à la BHE chez la Souris sauvage. Nos résultats suggèrent que 

chez les patients âgés atteints de la MA, la prise d’hormones stéroïdiennes pourrait être 

impliquée dans l’accumulation cérébrale du peptide Aβ en inhibant son efflux cérébral. Des 

expériences complémentaires consistant à évaluer l’effet d’E2 sur le transport du peptide Aβ 

à travers la BHE chez des modèles de souris MA permettraient de confirmer ces résultats. Il 

paraît néanmoins important de poursuivre l’étude de l’implication des hormones 

stéroïdiennes et/ou THS dans la MA. 
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 

Notre travail nous a permis de caractériser à la BHE chez la Souris, deux transporteurs de 

lipides, qui sont Abcg4 et Abca2, montrant ainsi qu’Abca1 n’est pas l’unique transporteur de 

lipides présent à la BHE. Nous avons montré qu’Abcg4 est fonctionnel à la membrane 

luminale des CECCs. Toutefois, des études complémentaires utilisant notamment l’imagerie 

confocale et/ou des souris Abca2-/- sont nécessaires pour confirmer la localisation d’Abca2 à 

la BHE. Nous avons mis en évidence qu’Abcg4 et Abca2 étaient tous deux impliqués dans 

l’efflux de molécules endogènes à travers la BHE, tels les lipides, ce qui pourrait leur conférer 

un rôle dans l’homéostasie cérébrale de lipides. Grâce à notre travail, nous avons pu 

identifier des substrats et inhibiteurs pour Abcg4 et Abca2. Nous avons montré qu’à la BHE, 

Abcg4 assurait l’efflux du desmostérol et du peptide Aβ, et que le probucol, la T4 et 

l’estramustine pouvaient inhiber sa fonction. De plus, le peptide Aβ, l’E2 et l’estramustine 

sont tous les trois substrats et/ou inhibiteurs d’Abca2. Par ailleurs, nous avons pu identifier 

Abcg4 et Abca2 comme deux nouveaux acteurs impliqués dans l’efflux cérébral du peptide 

Aβ à travers la BHE, montrant ainsi qu’à la BHE, le transport du peptide Aβ est un processus 

complexe, qui implique au moins Abcb1, Abcg2, Abcg4 et Abca2. De plus, nous avons vu qu’à 

la BHE, Abcg4 et Abca2 assurent à eux deux environ 80% de l’efflux total du peptide Aβ. 

Cette donnée montre d’une part que les rôles d’Abcb1 et d’Abcg2 ne sont que minoritaires 

et d’autre part l’importance d’Abcg4 et d’Abca2 dans l’élimination du peptide Aβ au niveau 

de la BHE. Au vu de nos résultats, nous avons posé l’hypothèse que ces deux transporteurs 

pourraient limiter l’accumulation cérébrale du peptide Aβ en l’empêchant de retraverser la 

BHE pour rejoindre le cerveau. Ce qui fait d’Abcg4 et d’Abca2 de potentielles cibles 

thérapeutiques intéressantes dans la MA. Cette hypothèse pourrait être testée in vivo, chez 

des souris « Alzheimer » en étudiant notamment l’effet d’une modulation d’Abcg4 et/ou 

d’Abca2 sur l’accumulation cérébrale de peptides Aβ chez ces souris, pour déterminer si une 

inhibition précoce d’Abcg4 et/ou d’Abca2 aggraverait la MA ou au contraire si une 

stimulation de ces deux transporteurs entrainerait une régression de la pathologie. De plus, 

parmi les substrats et/ou inhibiteurs d’Abcg4 et d’Abca2 qui interagissent avec le peptide 

Aβ, certains sont en lien étroit avec le cholestérol. En effet, le desmostérol et l’E2 sont 

respectivement précurseur et métabolite du cholestérol. Cela renforce les liens existants 
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entre le cholestérol et la MA en apportant une nouvelle hypothèse, celle d’interactions entre 

les précurseurs ou les dérivés du cholestérol et le peptide Aβ au niveau de leur transport à 

travers la BHE. Il paraît donc nécessaire de continuer d’explorer ces interactions afin de 

mieux comprendre le lien entre l’homéostasie du cholestérol et le développement de la MA.   

D’autre part, nos différentes études ont toutes été réalisées dans des conditions 

physiologiques chez la Souris. Il serait intéressant d’évaluer le transport du peptide Aβ dans 

des conditions pathologiques de la MA, notamment en présence ou non des différents 

inhibiteurs identifiés pour l’efflux du peptide Aβ à la BHE ; cette étude peut être réalisée en 

utilisant des modèles murins de la MA. Nos données incitent également à explorer l’impact 

des transporteurs impliqués dans l’efflux du peptide Aβ chez l’Homme. Une quantification 

protéomique de ces transporteurs est envisagée dans les cerveaux de patients atteints de la 

MA comparés à des personnes saines, grâce à une collaboration avec la startup Brain 

PLotting (N. Perrière, Institut du Cerveau et de la Moëlle Epinière, Hôpital de la Pitié 

Salpêtrière, Paris), qui a accès à une banque de cerveaux. De plus, nous avons montré un lien 

entre la MA et la T4 par son inhibition de l’efflux du peptide Aβ médié par Abcg4 à la BHE, 

chez la Souris, ce qui pourrait correspondre à l’un des mécanismes impliquant 

l’hyperthyroïdie et/ou un traitement chronique par des hormones thyroïdiennes dans la 

physiopathologie de la MA. Cette hypothèse pourrait être vérifiée in vivo en étudiant 

l’impact d’un traitement chronique précoce (dès le sevrage) et/ou tardif par des hormones 

thyroïdiennes chez des souris sauvages et des souris « Alzheimer ». En clinique, nous 

pourrions, en collaboration avec le CMRR Paris-Nord, étudier la relation entre les 

concentrations plasmatiques de T4 et les concentrations de peptides Aβ dans le liquide 

céphalo-rachidien, en exploitant les données disponibles dans la cohorte de patients atteints 

de la MA.  

En conclusion, notre travail de doctorat a permis de compléter la cartographie des 

transporteurs ABC exprimés et fonctionnels à la BHE chez la souris. Nous avons montré le 

rôle important des transporteurs Abcg4 et Abca2 dans l’efflux de lipides et du peptide Aβ à 

travers la BHE, démontrant l’importance de poursuivre les études sur ces transporteurs et 

ouvrant de nouvelles perspectives thérapeutiques dans la MA. 
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