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Résumé 

Introduction : Au cours de la neuro-inflammation, les astrocytes, qui font partie intégrante de l’unité neuro-

vasculaire avec les vaisseaux de la barrière hémato-encéphalique (BHE), subissent des changements 

morphologiques et moléculaires appelés « astrogliose ». On parle alors d’« astrocytes réactifs » dont le  

phénotype est complexe avec des effets soit bénéfiques, soit délétères, sur l’intégrité de la BHE. Pour caractériser 

le transcriptome astrocytaire induit par l'astrogliose en contexte inflammatoire et ainsi mieux comprendre les 

conséquences qui en découlent au niveau du système nerveux central (SNC), le laboratoire a réalisé un 

séquençage de l'ARN sur des astrocytes humains en culture, quiescents versus réactifs. Ce séquençage a permis 

d’identifier le gène delta like canonical Notch ligand 4 (Dll4), un ligand de la voie NOTCH, comme étant fortement 

surexprimé par les astrocytes réactifs in vitro. Cette observation a été vérifiée in vivo sur des biopsies corticales 

de lésions actives de patients atteints de sclérose en plaques (SEP). 

Objectifs : Notre objectif est d’étudier la contribution de la signalisation DLL4-NOTCH1 aux effets de l’astrogliose 

en condition neuro-inflammatoire. 

Méthodes : Dans un premier temps, nous avons développé deux modèles murin d’inhibition génique 

spécifiquement astrocytaire de Dll4 (souris DLL4ACKO), le premier permettant une inhibition partielle et le 

second une inhibition totale du DLL4 astrocytaire. Puis dans un second temps, nous avons mis au point un modèle 

préclinique d’inhibition pharmacologique systémique reposant sur un anticorps monoclonal bloquant dirigé 

contre DLL4 injecté à des souris sauvages C57BL/6. Le modèle de neuro-inflammation que nous avons utilisé est 

un modèle murin de SEP appelée encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) qui consiste à immuniser 

l’animal contre sa propre myéline. La taille des lésions, l'inflammation, la démyélinisation et le handicap clinique 

ont été mesurés afin d’évaluer la gravité de la pathologie. En parallèle, nous avons utilisé in vitro des astrocytes 

primaires humains incubés avec l’interleukin 1 beta (IL1B) afin de mimer un état inflammatoire et ainsi induire 

l’astrogliose. Dans ce modèle, l’inhibition de DLL4 est obtenue par traitement avec un petit ARN interférent 

(siRNA) dirigé contre DLL4. 

Résultats : In vivo, nous avons observé une diminution de la gravité de la pathologie chez les souris Dll4ACKO 

proportionnelle au degré d’inhibition du DLL4 astrocytaire. D’un point de vue clinique, le handicap moteur est 

moins important chez les souris mutées que chez les souris contrôles. D’un point de vue anatomo-pathologique, 

ces mêmes animaux présentent une diminution de l’astrogliose, corrélée à une diminution de l'expression 

astrocytaire du facteur pro-inflammatoire interleukin 6 (IL6), et des facteurs de perméabilisation vasculaire, 

thymidine phosphorylase (TYMP) et vascular endothelial growth factor A (VEGFA). In vitro, nous avons démontré 

que la signalisation juxtacrine DLL4-NOTCH1 dans les astrocytes réactifs participe au contrôle direct du niveau 

transcriptionnel d’IL6 et que l’inhibition de cette voie engendre une diminution de la production de TYMP et 

VEGFA. Enfin, nous avons prouvé que le traitement de souris C57BL/6 avec un anticorps monoclonal dirigé contre 

DLL4 réduit l’invalidité clinique dans un modèle d'EAE et permet le maintien de l’imperméabilité de la BHE. 

Discussion : L'ensemble de ces données suggère que DLL4 induit une partie des effets délétères de l’astrogliose 

durant l’EAE via la promotion de l’inflammation et la perturbation de la structure de la BHE. Ainsi, nous pensons 

que l’axe DLL4-NOTCH1, dans les astrocytes réactifs en contexte inflammatoire, représente une cible 

intéressante pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la prise en charge des 

pathologies neuro-inflammatoires comme la SEP, pour lesquelles les options thérapeutiques font encore 

cruellement défaut. 

 

  



Abstract 

Introduction: During neuroinflammation, astrocytes, which form an integral part of the neurovascular unit (NVU) 

with the vessels of the blood-brain barrier (BBB), undergo morphological and molecular changes known as 

"astrogliosis". They take the name of "reactive astrocytes", and have a complex phenotype with either beneficial 

or deleterious effects on the integrity of the BBB. To characterize the astrocytic transcriptome induced by 

astrogliosis in an inflammatory context, and thus gain a better understanding of its consequences for the central 

nervous system (CNS), the laboratory carried out a RNA sequencing on quiescent versus reactive human 

astrocytes in culture. This sequencing identified the delta like canonical Notch ligand 4 (Dll4) gene, a ligand of 

the NOTCH pathway, as being strongly overexpressed by reactive astrocytes in vitro. This observation was 

verified in vivo on cortical biopsies of active lesions from multiple sclerosis (MS) patients. 

Objectives: Our aim is to study the contribution of DLL4-NOTCH1 signaling to the effects of astrogliosis under 

neuroinflammatory condition. 

Methods: First, we developed two astrocytic-specific Dll4 gene inhibition murine models (DLL4ACKO mice), the 

first enabling partial inhibition and the second total inhibition of astrocytic DLL4. Then, we developed a preclinical 

model of systemic pharmacological inhibition based on a blocking monoclonal antibody directed against DLL4 

injected into wild-type C57BL/6 mice. The neuroinflammation model we used is a mouse model of MS called 

experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), in which the animal is immunized against its own myelin. 

Lesion size, inflammation, demyelination and clinical disability were measured to assess the severity of the 

pathology. In parallel, we used in vitro primary human astrocytes incubated with interleukin 1 beta (IL1B) to 

mimic an inflammatory state and thus induce astrogliosis. In this model, DLL4 inhibition is achieved by treatment 

with a small interfering RNA (siRNA) directed against DLL4. 

Results: In vivo, we observed a reduction in the severity of pathology in Dll4ACKO mice. From a clinical point of 

view, motor disability was less severe in mutated mice than in control mice. From an anatomical-pathological 

point of view, these same animals show a reduction in astrogliosis, correlated with a decrease in astrocytic 

expression of the pro-inflammatory factor interleukin 6 (IL6), and of the vascular permeability factors thymidine 

phosphorylase (TYMP) and vascular endothelial growth factor A (VEGFA). In vitro, we demonstrated that DLL4-

NOTCH1 juxtacrine signaling in reactive astrocytes participates in the direct control of IL6 transcriptional levels, 

and that inhibition of this pathway results in a decrease in TYMP and VEGFA production. Finally, we have 

demonstrated that treatment of C57BL/6 mice with a monoclonal antibody directed against DLL4 reduces clinical 

disability in a model of EAE and maintains the impermeability of the BBB. 

Discussion: Taken together, these data suggest that DLL4 induces some of the deleterious effects of astrogliosis 

during EAE by promoting inflammation and disrupting the structure of the BBB. Thus, we believe that the DLL4-

NOTCH1 axis, in reactive astrocytes in an inflammatory context, represents an interesting target for the 

development of new therapeutic strategies for the management of neuroinflammatory pathologies such as MS, 

for which therapeutic options are still sorely lacking. 
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Introduction 

1. La sclérose en plaque 

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune inflammatoire touchant le système nerveux 

central (SNC) qui entraîne des perturbations motrices, sensitives, cognitives, visuelles et 

sphinctériennes. 

C’est une maladie neurologique évolutive touchant l’adulte jeune dont les signes et symptômes sont 

variés et parfois peu visibles ou non spécifiques. 

1.1. Historique de la SEP 

1.1.1. Les premières observations anatomopathologiques chez l’homme 

Les plus anciennes descriptions évocatrices de la SEP remontent au XIVème siècle avec Lidwine de 

Schiedam, sainte patronne des patineurs sur glace, qui présentait une maladie progressant lentement 

avec des périodes de récupération et dont la symptomatologie était 

composée de trouble de la marche, d’une paralysie du membre supérieur 

droit, d’une perte de la vue unilatérale, de douleurs faciales lancinantes et 

de trouble à la déglutition (Medaer 1979). 

Dans la première moitié du XIXème siècle, des atlas d’anatomopathologie, 

par Jean Cruveilhier (Cruveilhier 1829) et Sir Robert Carswell (Carswell 

1838), s’intéressent à la moelle épinière et proposent des illustrations de 

lésions sclérotiques spinales. 

Il faut cependant attendre 1868 pour que Jean-Marie Charcot, grâce à son 

approche anatomo-clinique, fasse le lien entre ces observations 

histologiques post-mortem de lésions sclérotiques médullaires et les 

signes cliniques décrits depuis plusieurs siècles. Il décrit la pathogénèse de 

la maladie, démyélinisation et prolifération gliale, et propose ainsi les 

critères diagnostic de la pathologie qu’il nomme la SEP. Ces signes, 

dysarthrie, nystagmus et tremblement intentionnel, prennent alors le nom 

de triade de Charcot (Charcot 1869). 

Figure 1 Illustration de lésions 
scléreuses de moelle épinière 
par Sir Robert Carswell 
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1.1.2. Les modèles animaux 

1.1.1.1. EAE 

Il faut attendre le développement des modèles animaux de SEP pour qu’un début d’explication causale 

de la SEP soit avancé. Le modèle animal le plus utilisé et le plus connu est celui d’encéphalomyélite 

auto-immune expérimentale (EAE) durant laquelle l'auto-immunité pour des composants du SNC est 

induite par l'immunisation avec des auto-antigènes dérivés de la protéine basique de la myéline. 

Dans les années 1930, Koritschoner et Schweinburg ont provoqué une paralysie chez le lapin après 

l’injection de broyat de moelles épinières humaines. Les travaux de Stuart et Krikorian ont par la suite 

confirmé les résultats obtenus chez le lapin en reproduisant cette expérience avec des broyats de 

cerveaux ovins (Stuart et Krikorian 1928; 1930). Dans ses travaux sur le primate non humain, après 

injection de broyat de cerveaux de lapins, Rivers associe la clinique (anomalie de la marche et faiblesse 

musculaire) à une dégradation de la myéline et des changements périvasculaires. Parmi ces 

changements, ils notent une prolifération gliale et l’infiltration de cellules mononuclées et de 

polynucléaires éosinophiles (Rivers et Schwentker 1935). 

L’ajout ultérieur d’adjuvant de Freund (Freund, Stern, et Pisani 1947; Freund et McDermott 1942) puis 

de toxine pertussique (Munoz, Bernard, et Mackay 1984) aux broyats de cerveaux a ensuite permis 

d’en augmenter l’immunogénicité en potentialisant la réponse humorale. 

À ce jour, le protocole d’induction de l’EAE est parfaitement harmonisé et les broyats de cerveaux sont 

remplacés par des fragments de myéline de taille connue appelés myelin oligodendrocyte glycoprotein 

(MOG). Les fragments les plus utilisés sont composés des acides aminés 35 à 55 (MOG35-55) (Bernard et 

al. 1997). 

Chez la souris, l’EAE est caractérisée par une paralysie ascendante commençant au niveau de la queue 

au dixième jour post induction en moyenne et remontant progressivement au membre postérieur puis 

antérieur. L’évaluation clinique des souris est faite selon une échelle de score allant de 0 à 5, 0 

correspondant à l’absence de symptômes et 5 à une paralysie presque totale nécessitant l’euthanasie 

de l’animal. 
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L’EAE induite par le MOG a permis une compréhension des aspects auto-immuns et neuro-

inflammatoire de la SEP. Cependant ce modèle possède des limites : absence de re-myélinisation ; 

localisation au niveau de la moelle épinière des lésions d’EAE induite par le MOG chez la souris 

contrairement à la SEP où les lésions apparaissent majoritairement au niveau du cerveau et enfin 

l’implication majoritaire des cellules CD4+ dans l’EAE qui ne traduit pas l’implication des différents 

types cellulaires dans la SEP (Lassmann et Bradl 2017). 

1.1.1.2. L’adoption passive 

Dès les années 60, Patterson a montré que l’injection de lymphocytes issus de ganglions lymphatiques 

de rats immunisés contre des broyats de cerveaux, les rats donneurs, permet le développement d’une 

encéphalomyélite allergique chez les rats receveurs (Paterson 1960). 

Ce modèle a permis de démontrer comment les lymphocytes T pénètrent dans le parenchyme cérébral 

(Flügel et al. 2001), la réactivation des lymphocytes au sein du SNC (Mues et al. 2013) ainsi que 

l’importance de la polarisation des lymphocytes dans la localisation des lésions (Pierson et al. 2012).  

Figure 2 Échelle de scoring des souris atteintes d'EAE induite par le MOG 
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1.1.1.3. Le modèle cuprizone 

Afin d’étudier les phénomènes de démyélinisation et de re-myélinisation, des modèles de 

démyélinisation toxique qui permettent de faire abstraction des complications inflammatoires de l’EAE 

induite par le MOG, peuvent être utilisés. 

Le modèle le plus utilisé est le modèle cuprizone qui consiste à nourrir les animaux avec de la 

cuprizone, un chélateur du cuivre, causant l’apoptose des oligodendrocytes via l’induction d’un stress 

métabolique et ainsi une démyélinisation réversible (Gudi et al. 2014). 

1.2. Epidémiologie SEP 

Plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence une augmentation de l’incidence de la SEP de 

l’ordre de 15% depuis 2013 amenant l’incidence moyenne à l’échelle mondiale en 2020 à 43,95 pour 

100 000 personnes (intervalle de confiance à 95% [43,90 ; 44,01]) avec une forte disparité 

locorégionale, les pays d’Europe et d’Amérique étant plus touchés que les pays d’Asie ou d’Afrique. 

(Koch-Henriksen et Magyari 2021). 

Maladie de l’adulte jeune, la SEP 

est deux fois plus fréquente 

chez les femmes que chez les 

hommes (Boström et 

Landtblom 2015). 

Une des limites majeures des 

études épidémiologiques est 

qu’elles reposent sur des 

déclarations d’incidence et de 

prévalence par les pays. La 

fiabilité variable des bases de 

données à travers le monde 

explique donc en partie les différences observées. 

Ces différences épidémiologiques géographiques, au-delà de la performance déclarative des différents 

systèmes de santé nationaux, traduisent l’existence de facteurs génétiques prédisposant et de facteurs 

de risques environnementaux. 

Figure 3 Prévalence de la sclérose en plaque pour 100 000 habitants dans le 
monde en 2020 - source : www.atlasofms.org 
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1.2.1. Facteurs de risque environnementaux 

1.2.1.1. Tabac 

La consommation de tabac est corrélée à une augmentation du risque de SEP (Hawkes 2007; Handel 

et al. 2011). Une relation dose-réponse a ainsi été mise en évidence, la dose cumulée de tabac étant 

associée à une augmentation de l’incidence de la SEP (Ghadirian et al. 2001). Une explication proposée 

à cette association est l’irritation 

pulmonaire causée par la fumée du tabac 

qui activerait le système immunitaire 

(Hedström et al. 2011) 

1.2.1.2. Obésité infantile 

L’obésité provoque une inflammation de 

bas grade. Une association entre obésité 

infantile et SEP dans l’enfance a été mise en 

évidence. Cette association n’est pas 

retrouvée chez l’adulte, l’indice de masse 

corporelle au diagnostic n’étant pas 

indicatif. Cependant, l’association existe 

entre obésité à l’adolescence et SEP à l’âge 

adulte. 

1.2.1.3. Vitamine D 

La question de l’exposition solaire / vitamine D et SEP a été découverte suite à l’observation d’une 

différence de prévalence et d’incidence dépendant de la latitude (Koch-Henriksen et Sørensen 2010). 

L’association entre faible concentration sérique en vitamine D et incidence de la SEP a été démontrée 

dans de nombreuses études épidémiologiques. Chez les patients atteints de SEP, un taux élevé de 

vitamine D sérique est également associé à un plus faible taux de rechute. 

En 2022, une équipe anglaise a étudié l’impact de six polymorphismes nucléotidiques (Single 

Nucleotide Polymorphisms, SNPs) mis en évidence dans l’étude SUNLIGHT, sur les taux sanguins de 

vitamine D de patients atteints de SEP et de patients sains. Chez les patients sains et les patients 

atteints de SEP non supplémentés en vitamine D, le score de risque génétique basé sur les SNPs est 

corrélé à la concentration sérique en vitamine D. Chez les patients supplémentés, cette association 

Figure 4 Facteurs de risque de la SEP 
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n’est pas retrouvée, faisant de l’apport en vitamine D un élément important de la prise en charge des 

malades. (Kuri et al. 2022) 

1.2.1.4. Epstein Barr Virus 

L’association entre maladie auto-immune et infection virale est connue et étudiée depuis longtemps. 

Le virus Epstein-Barr (Epstein-Barr virus, EBV) a été identifié depuis longtemps comme associé à la SEP 

en raison d’une incidence de la maladie augmentée chez les patients préalablement atteints de 

mononucléose infectieuse, de concentrations sériques élevées en anticorps dirigés contre l’EBV chez 

les patients atteints de SEP et de la présence d’EBV dans les plaques démyélinisantes de certains 

malades. Début 2022, une étude de cohorte longitudinale, menée durant 20 ans chez des militaires 

appartenant au Corps des Marines des États-Unis, a permis de mettre en évidence une relation causale 

entre le virus et le développement de la maladie (Bjornevik et al. 2022) 

1.2.2. Facteurs de risque génétiques 

La SEP est en partie héréditaire. En effet, le risque de développer la maladie dans la population 

générale est de 1 sur 1 000 alors qu’il est de 1 sur 4 chez les jumeaux homozygotes quand l’un est 

atteint. Des études d’association pangénomique (Genome-Wide Association Study, GWAS) ont mis en 

évidence que la variabilité dans les régions régulatrices de gènes de l’immunité est en grande partie 

responsable de l’aspect héréditaire de la SEP. 

La base de donnée développée par l’International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, un 

consortium de membres académiques focalisé sur l’impact de l’hérédité sur l'étiologie, la 

pathogenèse, l'évolution clinique et la réponse au traitement de la SEP, a mis en évidence une 

association significative pour 233 variants géniques, parmi lesquels 32 concernent les antigènes des 

leucocytes humains (HLA de l’anglais human leukocyte antigen), le complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH ou MHC de l’anglais major histocompatibility complex) chez l’humain 

(Parnell et Booth 2017). 

Le premier variant génétique identifié concerne le gène HLA-DRB1 qui code pour la sous-unité beta de 

HLA-DR, un récepteur de surface du CMH de classe 2 qui permet la présentation des antigènes aux 

lymphocytes T auxilliaires CD4+ (développé en page 39 - Généralités). Le variant 15:01 de ce gène 

augmente le risque de développer une SEP par trois (Olerup et Hillert 1991).  
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1.3. Formes évolutives de la SEP 

Le diagnostic positif de SEP est posé sur des arguments cliniques et para-cliniques. Afin 

d’homogénéiser ce diagnostic, les critères de Mc Donald ont été élaborés par l’International panel on 

diagnosis of multiple sclerosis composé de neurologues européens et américains. Ces critères reposent 

sur une dissémination spatiale et temporelle des lésions (Thompson et al. 2018). 

Malgré ces critères diagnostics communs, les différentes présentations cliniques de la SEP sont 

extrêmement hétérogènes. 

Dès 1996, un consensus americano-européen, The International Advisory Committee on Clinical Trials 

in Multiple Sclerosis, a classé les différentes formes évolutives de la SEP en quatre catégories (Lublin 

et Reingold 1996) : 

- La forme récurrente-rémittente (SEP-RR) 

- La forme secondairement progressive (SEP-SP) 

- La forme progressive primaire (SEP-PP) 

- La forme récurrente-progressive (SEP-PR) 

 

La SEP-RR se 

caractérise par une 

alternance de 

poussées, ou crises, 

et de périodes de 

récupération 

complète. Les crises 

se développent de 

manière graduelle, 

sur plusieurs jours. 

C’est la forme la plus 

fréquente au 

diagnostic, 85% des 

cas. Les patients atteints de SEP-RR peuvent ensuite développer une SEP-SP correspondant à une 

évolution continue des symptômes. La SEP-PP correspond à une détérioration continue et progressive 

des fonctions neurologiques, sans périodes de récupération franche mais avec de potentielles phases 

de plateau ou d’amélioration mineure. Elle concerne 10 à 15 % des patients au diagnostic et touche 

plus volontiers les hommes. L’âge moyen au diagnostic est également plus élevé (40 ans versus 30 ans 

Figure 5 Formes évolutives de la SEP définies en 1996 
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pour les formes RR). La SEP-PR, beaucoup plus rare, correspond à une forme progressive primaire avec 

des épisodes de poussées aigues, avec ou sans périodes de récupération (Lublin et Reingold 1996). 

En 2013, une actualisation de ces recommandations introduit un nouveau syndrome, le syndrome 

clinique isolé, et les auteurs proposent deux notions permettant la caractérisation de la maladie : 

l’activité de la maladie et la progression de la maladie (Lublin et al. 2014). 

Le syndrome clinique isolé correspond à la première présentation clinique d’un épisode qui possède 

les signes caractéristiques d’une maladie démyélinisante sans remplir la totalité des critères de Mac 

Donald permettant de poser le diagnostic et notamment la notion de dissémination temporelle, i.e. 

une ou plusieurs lésions caractéristiques de la sclérose en plaques dans au moins deux des quatre 

régions du SNC : périventriculaire, corticale ou juxtacorticale, infratentorielle, ainsi que la moelle 

épinière (Thompson et al. 2018). 

L’évaluation de l’activité peut être clinique (signes cliniques de rechutes) ou se faire grâce à l’imagerie. 

La progression est déterminée sur des preuves cliniques d’aggravation du handicap. 

Ainsi, les nouveaux phénotypes proposés sont les suivants (Lublin et al. 2014) : 

Maladie rémittente : 

- Syndrome clinique isolé actif 

- Syndrome clinique isolé non actif 

- SEP-RR active 

- SEP-RR non active 

Maladie progressive : SEP-PP ou SEP-SP 

- Maladie progressive active avec progression 

- Maladie progressive active sans progression 

- Maladie progressive non active avec progression 

- Maladie progressive non active sans progression (maladie stable) 

En parallèle de la progression, la notion d’aggravation de la maladie a été définie en 2020. 

Contrairement à la progression qui correspond à une accumulation de l’invalidité, indépendamment 

de toutes rechutes, pendant la phase de progression, l’aggravation de la maladie correspond à 

l’augmentation du handicap qu’elle provienne d’un déficit résiduel de rechute ou d’un handicap 

progressif pendant la phase d’évolution de la maladie (Lublin et al. 2020). 
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1.4. Éléments diagnostiques de l’atteinte de l’UNV dans la SEP 

C’est dans la deuxième moitié du XXème siècle, grâce aux progrès de l’imagerie médicale basée sur le 

phénomène de résonnance magnétique nucléaire, que les lésions observées post-mortem par Charcot 

deviennent visualisables chez le sujet vivant. 

À ce jour, l’imagerie par résonance magnétique (IRM) constitue un examen clé dans le diagnostic de 

SEP et permet la visualisation, selon les séquences, de zones de démyélinisation, de lésions axonales 

et de l’ouverture de la barrière hémato-encéphalique (BHE) (Wattjes et al. 2021). 

En effet, sous l’influence d’une onde radio à une fréquence déterminée (fréquence de Larmor), 

l’aimantation des noyaux d’hydrogène pivote et se retrouve dans le plan transversal. Lors de la 

relaxation, l’aimantation retourne à sa position d’équilibre selon une dynamique qui permet de définir 

2 constantes selon les temps de relaxation transversale et longitudinale, respectivement T2 et T1. La 

modification des temps d’écho, i.e. l'intervalle entre la bascule dans le plan transversal et la mesure 

du signal, et le temps de relaxation, i.e. l'intervalle séparant deux répétitions (impulsion de 90°C), 

permet de maximiser le contraste T1 et T2. Ainsi, en fonction de la pondération utilisée et des 

propriétés de relaxation longitudinale et transversale des différents tissus, ces derniers peuvent être 

différenciés et apparaître soit en hyper-signal soit en hypo-signal. D’autres séquences existent, 

notamment l’inversion récupération, qui, en faisant précéder l’impulsion initiale de 90° d’une 

impulsion de 180°, permet d’obtenir un contraste différent dans certains tissus. Ainsi, en séquence 

FLAIR (fluid-attenuated inversion recovery) par exemple, l’eau libre apparait hypo-intense. 
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Chez les patients atteints de SEP, en T2 et en séquence FLAIR, les foyers de démyélinisation 

apparaissent en hyper-signal sous la forme de lésions rondes ou ovoïdes siégeant dans la substance 

blanche périventriculaire. En T1, des lésions hypo-denses sont parfois visibles et traduisent l’existence 

de lésions axonales. L’injection de 

chélate de gadolinium (Gd) sur les 

séquences pondérées en T1 permet 

la détection de la rupture de la BHE, 

corrélée à la phase inflammatoire de 

la lésion, et traduit ainsi une lésion 

active et récente (Saade et al. 2018). 

Le Gd possède cependant des limites 

dues à son manque de sensibilité et 

de spécificité. D’autres marqueurs 

de neuro-inflammation active sont 

en développement parmi lesquels 

les nanoparticules d’oxyde de fer 

superparamagnétiques possédant 

une meilleure diffusion à travers une 

BHE altérée ou la Gadofluorine, un 

complexe amphiphilique de Gd se 

liant à l’albumine et qui possède 

ainsi une excellente sensibilité et 

spécificité (Tourdias et Dousset 

2013). 

La perturbation de la BHE, et plus largement de l’unité neuro-vasculaire (UNV), est un élément précoce 

et fondamental dans la pathogénèse de la maladie et participe en partie au diagnostic de SEP. 

2. Organisation de l’unité neuro-vasculaire  

Le SNC a une consommation énergétique importante mais une capacité de stockage très faible. Cette 

consommation énergétique massive nécessite un échange permanent entre le sang et le cerveau. 

Ainsi, alors qu’il représente seulement 2% de la masse du corps humain, le SNC reçoit plus de 20% du 

débit sanguin afin de satisfaire ses besoins en oxygène et nutriments (Meng et al. 2015; Xing et al. 

Figure 6 A) et B) Coupe axiale en séquence pondérée en T1 après injection de 
gadolinium montrant une lésion active (cercle jaune) en A et des lésion 
ancienne en B. C) Coupe axiale en séquence pondérée en T2 indiquant une 
lésion peu visible (cercle rouge) et D) Coupe axiale pondérée en T2 FLAIR 
indiquant une lésion bien visible (cercle rouge) 
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2017). Cependant, le SNC est aussi un tissu fragile, avec une faible capacité de renouvellement, qui 

nécessite de ce fait une protection vis-à-vis des microorganismes. 

En condition physiologique, le SNC est protégé des éléments endogènes et exogènes présents dans la 

circulation systémique par une barrière physique qui, chez les vertébrés, est appelée BHE. La BHE, qui 

représente un avantage évolutif majeur, possède une structure unique lui permettant de répondre aux 

besoins spécifiques du parenchyme en termes de métabolisme. La structure de la BHE, hautement 

complexe, fait l’objet de nombreuses études et présente encore aujourd’hui de nombreuses zones 

d’ombre. 

À l’origine, cette barrière était décrite comme majoritairement de nature endothéliale en association 

avec les cellules murales, péricytes ou cellules musculaires lisses (CMLs), et la matrice basale. 

Cependant, cette vision simpliste de la barrière sang cerveau ne comprenant que des cellules 

endothéliales et une membrane basale est depuis longtemps dépassée. La complexification de la BHE 

avec la découverte de nouveaux types cellulaires tels que la microglie et les astrocytes au sein de sa 

structure ont permis l’émergence d’un nouveau concept consensuel, celui d’UNV. 

2.1. Cellules endothéliales 

Le passage au sein du parenchyme est finement régulé au sein des capillaires cérébraux. Les cellules 

endothéliales des capillaires cérébraux sont fortement liées afin d’assurer l’étanchéité des vaisseaux, 

restreindre le passage paracellulaire et contrôler le passage des éléments cellulaires et protéiques. 

La liaison des cellules endothéliales des capillaires cérébraux (BCECs, de l’anglais Brain Capillaries 

Endothelial Cells) est assurée par la présence de complexes jonctionnels comprenant des jonctions 

apicales, appelées jonctions serrées, et des jonctions basales, appelées jonctions adhérentes. 

Figure 7 Schéma de l'organisation de l'unité neuro-vasculaire 
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2.2. Les jonctions étanches ou jonctions serrées 

Les jonctions serrées, également appelées jonctions étanches, des cellules endothéliales restreignent 

le passage des éléments de faible poids moléculaire tels que les ions et les molécules de taille inférieure 

à 800 Daltons. Les protéines transmembranaires impliquées dans l’établissement des jonctions serrées 

sont de trois types : les protéines de la famille claudin (CLDN), les protéines de la famille MARVEL 

associées aux jonctions serrées et les protéines de type immunoglobulines (Bauer et al. 2014). 

2.2.1. Claudin 

La famille de protéines CLDN comprend plus de 27 isoformes (Mineta et al. 2011). Elles sont le véritable 

pilier des jonctions serrées. L’isoforme majoritaire au niveau des BCECs est la claudin 5 (CLDN5). 

D’autres isoformes sont présents mais jouent un rôle moindre, ou en tout cas moins étudié, sur 

l’homéostasie de la barrière. En effet, la plupart des études sur les protéines de la famille CLDN sont 

réalisées in vitro et les cellules endothéliales en culture surexpriment CLDN5 par rapport aux autres 

protéines de jonctions. De façon intéressante, Berndt et al. ont récemment montré que les niveaux 

transcriptionnels de claudin 1 (CLDN1), 11 (CLDN11), 12 (CLDN12), 25 (CLDN25) et 27 (CLDN27) sont 

également élevés chez l’homme in vivo (Berndt et al. 2019). 

2.2.2. MARVEL 

L’occludin (OCLN) est la première protéine de jonction serrée qui a été décrite. Elle contient un 

domaine MARVEL conservé (Furuse et al. 1993). D’autres protéines de cette famille ont été identifiées 

plus récemment, la MARVEL domain containing 2 (MARVELD2) et la MARVEL domain containing 3 

(MARVELD3) (Ikenouchi et al. 2005; Steed et al. 2009). 
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2.2.3. Immunoglobulines 

Les protéines de la famille junctional adhesion molecule (JAM) sont des protéines de type 

immunoglobuline présentes au niveau épithélial. Elles sont également retrouvées au niveau des 

jonctions capillaires endothéliales cérébrales. À l’inverse des protéines décrites ci-dessus, elles ne 

possèdent qu’un seul domaine transmembranaire au lieu de quatre. Ces protéines transmembranaires 

sont reliées au cytosquelette via des protéines cytoplasmiques de la famille tight junction protein (TJP) 

(Palmeri et al. 2000; Aurrand-Lions et al. 2005; 2001; Martìn-Padura et al. 1998). 

2.3. Les jonctions adhérentes 

Les jonctions adhérentes sont formées 

par les membres de la famille cadherin 

(CDH). Les BCECs expriment à des 

niveaux élevés deux protéines de cette 

famille, cadherin 2 (CDH2) et cadherin 

5 (CDH5), cependant la CDH2 n’est pas 

localisée spécifiquement au niveau 

des jonctions et son expression est 

plus diffuse. La CDH5 est liée au niveau 

cytoplasmique à la catenin beta 1 

(CTNNB1) et à la junction plakoglobin 

(JUP) ce qui permet, dans un second 

temps, le recrutement de catenin 

alpha 1 (CTNNA1). La CTNNA1 est reliée au cytosquelette d’actin via des protéines de liaison de l’actin : 

actinin alpha 1 (ACTN1), vinculin (VCL), tight junction protein 1 (TJP1) aussi connue sous le nom de 

zonula occludens 1 (ZO1), afadin (AFDN), actin-related protein 2 et 3 (ARP2 et ARP3), LIM domain and 

actin binding 1 (LIMA1) et epidermal growth factor receptor pathway substrate 8 (EPS8) (Lampugnani, 

Dejana, et Giampietro 2018). 

En conditions pathologiques, l’organisation quantitative et qualitative des protéines de jonctions est 

modifiée et se traduit soit par la destruction des jonctions existantes soit par la création de nouvelles 

jonctions (OCLN ou autres isoformes de la famille CLDN) (Luissint et al. 2012).  

Figure 8 Jonctions serrées et jonctions adhérentes entre deux cellules 
endothéliales 
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2.4. Péricytes et cellules murales 

Les péricytes sont des cellules murales enchassées dans la membrane basale des capillaires des 

artérioles pré-capillaires et des veinules post-capillaires. 

Elles reçoivent des signaux provenant des cellules voisines pour assurer des réponses fonctionnelles 

en conditions physiologiques et pathologiques, y compris la régulation de la perméabilisation de la BHE 

et la neuro-inflammation (Sweeney, Ayyadurai, et Zlokovic 2016). 

Les péricytes contrôlent l’expression de protéines de jonctions pendant le développement, durant 

lequel les péricytes sont nécessaires à la formation de la BHE et dont la couverture vasculaire 

détermine la perméabilisation (Daneman et al. 2010), mais également à l’âge adulte ou en condition 

pathologique comme la démence durant laquelle une perte péricytaire entraine des dommages 

vasculaires à l’origine de troubles cognitifs (Bell et al. 2010). 

En conditions neuro-inflammatoires, les péricytes du SNC jouent un rôle dans le recrutement des 

cellules souches périphériques dans le parenchyme cérébral. En réponse à des médiateurs 

inflammatoires, les péricytes surexpriment des molécules d’adhésion comme intercellular adhesion 

molecule 1 (ICAM1) et sécrètent des chimioattractants comme macrophage migration inhibitory factor 

(MIF) (Stark et al. 2013). L’expression de molécules d’adhésion, ICAM1 mais aussi integrin subunit 

alpha M (ITGAM) et integrin subunit beta 2 (ITGB2), par les péricytes est responsable d’un phénomène 

de crawling des cellules inflammatoires sur les péricytes, identique au crawling sur les cellules 

endothéliales, à la recherche d’un passage, préférentiellement une lacune entre deux péricytes 

provoquée par des cytokines proinflammatoires (Proebstl et al. 2012). 

Les CMLs sont des cellules murales vasculaires contractiles caractérisées par l'expression de protéines 

contractiles telles que actin alpha 2, smooth muscle (ACTA2) et des isoformes de la famille myosin 

heavy chain (MYH) et myosin light chain (MYL). Elles sont situées autour de vaisseaux de plus gros 

diamètre que les péricytes, comme les artérioles. Ces capacités contractiles permettent aux CMLs 

vasculaires de réguler le débit sanguin et ainsi l’apport d’oxygène et de nutriments au parenchyme 

cérébral (Hill et al. 2015; Hayes et al. 2022). 

2.5. Membrane basale 

La membrane basale est un complexe de protéines de matrice extracellulaire retrouvée sous les 

cellules épithéliales et endothéliales. Elle exerce différents rôles de soutien structurel, d’ancrage 

cellulaire et de transduction des signaux. La membrane basale est constituée de deux sous-types, 

néanmoins non identifiables en conditions physiologiques, la membrane basale endothéliale et la 
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membrane basale parenchymale qui sont séparées par les péricytes (Xu, Nirwane, et Yao 2019; 

Thomsen, Routhe, et Moos 2017).  

Structurellement, la membrane basale est un feuillet protéique de 50 à 100 nm d’épaisseur, constitué 

majoritairement de 4 protéines : collagen type IV (COL4), laminin (LAM), nidogen (NID) et heparan 

sulfate proteoglycan 2 (HSPG2). Le COL4 est une protéine trimérique composée de 3 chaines alpha 

dont 6 types ont été identifiés (COL4A1-6). C’est la protéine la plus abondante de la membrane basale 

(Sado et al. 1998). La LAM est une protéine trimérique composée de chaînes alpha, beta et gamma. 

Les différentes associations de ces chaînes donnent lieu à un grand nombre d’isoformes. Les 

astrocytes, les cellules endothéliales et les péricytes synthétisent tous de la LAM, mais la nature des 

isoformes est différente (Hallmann et al. 2020; Yousif, Di Russo, et Sorokin 2013). La NID est une 

glycoprotéine qui agit en stabilisant le COL et la LAM (Fox et al. 1991). HSPG2, aussi appelée Perlecan, 

est une protéine de très haut poids moléculaire dont la fonction exacte est peu connue. Elle n’est pas 

indispensable pour la formation de la membrane basale mais son inactivation génique est létale durant 

l’embryogénèse (Knox et Whitelock 2006). 

Lors du développement ou dans des situations pathologiques, de nouveaux composants matriciels 

peuvent être produits tel que la fibronectin 1 (FN1) et plusieurs métalloprotéinases. 

2.6. Espace périvasculaire 

L’espace de Virchow-Robin, décrit pour la première fois au milieu du XIXème siècle, correspond à un 

compartiment liquidien situé entre les membranes basales parenchymale et endothéliale. Les espaces 

périvasculaires contribuent à l’homéostasie du SNC et leur dysfonction contribue à la physiopathologie 

des maladies neurologiques. 

Longtemps controversée, l’existence de ces espaces est aujourd’hui validée par la communauté 

scientifique internationale, cependant de nombreuses interrogations persistent concernant leur 

anatomie et leur fonction. 

2.7. Astrocyte et membrane basale astrocytaire 

Les astrocytes représentent l’un des types cellulaires les plus abondants du SNC, entre 20 et 50% du 

nombre total de cellules du SNC selon les espèces, et contribuent à maintenir l'homéostasie du 

parenchyme au cours du développement, en situation physiologique et au cours du vieillissement. À 

l’origine, les astrocytes étaient uniquement considérés comme une population cellulaire de soutien 

structurel aux neurones mais, depuis le début des années 2000, de nombreuses études ont démontré 

un éventail de rôles beaucoup plus diversifiés pour les astrocytes en conditions physiologiques 
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(fourniture énergétique, synaptogénèse et synthèse de facteurs neurotrophiques) et pathologiques 

(Hasel et Liddelow 2021). 

Les astrocytes étant le focus de ma thèse, une partie beaucoup plus exhaustive leur sera consacrée 

dans la suite du manuscrit (en page 44 - Astrocytes). 

2.8. Microglie 

Lors du développement embryonnaire et de la période post-natale précoce, des cellules myéloïdes 

dérivées de la moelle osseuse et du sac de yolk, ou vésicule vitelline, pénètrent dans le parenchyme 

cérébral et deviennent des cellules résidentes immunocompétentes, appelées microglie (Glezer, 

Simard, et Rivest 2007). 

Les cellules microgliales représentent 5 à 10% des cellules du cerveau. Elles sont en contact avec les 

neurones et impliquées dans le remodelage et la maturation synaptique. Elles sont également les 

cellules principales du cerveau à exprimer des acteurs de la voie classique du complément qui est 

impliquée dans la défense contre les agents pathogènes et dans l’élimination des débris cellulaires. 

Elles jouent ainsi un rôle dans l’élagage synaptique lors du développement (Qingyun Li et Barres 2018; 

Borst, Dumas, et Prinz 2021). 

3. Rôles de l’UNV dans la physiopathologie de la SEP 

L’UNV est une structure complexe finement régulée en condition physiologique permettant de 

maintenir l’intégrité du SNC. En contexte neuro-inflammatoire, les propriétés de barrière des vaisseaux 

sont dévoyées. Les aspects auto-immuns et inflammatoires de la SEP font des vaisseaux un élément 

central pour une meilleure compréhension de cette pathologie. 

3.1. Dysfonction vasculaire 

La dysfonction vasculaire est un élément important de la physiopathologie de la SEP. Deux éléments 

majeurs seront détaillés dans le paragraphe suivant : la perturbation du débit sanguin cérébral 

modifiant l’apport en oxygène aux neurones et la modification de la perméabilisation de la BHE 

responsable d’une augmentation de l’infiltration des protéines plasmatiques et de l’extravasation des 

cellules immunitaires dans le parenchyme cérébral. 

3.1.1. Débit sanguin cérébral 

Plusieurs études ont montré une diminution du débit sanguin cérébral chez des patients atteints de 

SEP dans certaines zones cérébrales ou dans des situations cliniques particulières. Cette diminution de 
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débit semble très précoce car elle a également été montrée dans la substance blanche de patients 

atteints de syndrome clinique isolé, mais pas dans la substance grise (Varga et al. 2009). 

Comparé à celui de volontaires sains, le débit sanguin cérébral est réduit dans diverses zones corticales 

et dans le putamen / thalamus de patients atteints de SEP avec déficit cognitif (Hojjat et al. 2016). 

Peruzzo et al., en comparant par IRM le débit sanguin chez un même patient dans les lésions corticales 

à celui dans des zones où la substance grise apparait normale, montrent une diminution du débit de 

46% dans les lésions et proposent ainsi cet examen comme marqueur de gravité de la maladie à un 

instant donné mais également comme critère d’évolution au cours du temps de la pathologie (Peruzzo 

et al. 2013). 

L’étude du débit sanguin cérébral chez des patients atteints de SEP pose cependant la question des 

contrôles : une comparaison intra-individuelle, i.e. zone lésionnelle versus zone saine chez un même 

patient, ou inter-individuelle, i.e. zone lésionnelle d’un malade versus zone saine d’un sujet sain. Ainsi 

Law en 2004, en comparant le débit sanguin cérébral par IRM chez des patients atteints de SEP versus 

des volontaires sains, met en évidence une diminution dans les zones non lésionnelles de patients 

atteints de SEP versus la même zone chez des volontaires sains (Law et al. 2004). 

A l’inverse, une étude publiée en 2018 a montré une augmentation du débit dans certaines zones du 

cerveau comme le putamen et le cortex occipital de malades comparés à des individus sains (X. Zhang 

et al. 2018). Cependant, l’hypothèse communément admise à l’heure actuelle est que l’hypo-perfusion 

entrainée par la baisse du débit sanguin crée une situation d’hypoxie au niveau des lésions (R. Yang et 

Dunn 2015). Cette hypoxie, confirmée par élévation de l’expression d’hypoxia inducible factor 1 

subunit alpha (HIF1A) et par l’utilisation de sondes à hypoxie (T. W. Johnson et al. 2016), semble 

corrélée quantitativement, spatialement et temporellement à la présence ou au développement d’un 

déficit cognitif (Davies et al. 2013). 

3.1.2. Perméabilisation vasculaire 

La déstructuration de l’UNV en contexte neuro-inflammatoire est un élément physiopathologique 

important avec plusieurs voies de passage possibles qui seront décrites en détail dans la suite du 

manuscrit (en page 32 - Voies d’entrée de l’infiltration lymphocytaire dans le SNC). Dans la SEP, 

l’augmentation de la perméabilisation vasculaire est un élément très précoce. Le phénomène de 

perméabilisation vasculaire le plus étudié dans la SEP concerne le passage de l’infiltration 

inflammatoire au niveau des veinules post-capillaire. Ce phénomène peut être divisé en deux 

évènements : la perte de la fonction de barrière qui implique une perte et / ou une altération des 
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jonctions et l'activation de la BHE, qui correspond à la capacité des constituants de l’UNV à exprimer 

des facteurs influençant le recrutement de cellules inflammatoires (J. I. Alvarez, Cayrol, et Prat 2011). 

3.1.2.1. Perturbation des jonctions endothéliales 

L’analyse post-mortem de cortex de patients atteints de SEP a permis de mettre en évidence des 

anomalies de la BHE et notamment des fuites de protéines sériques ainsi que des modifications de la 

membrane basale dans la substance blanche mais pas dans la substance grise. Ces lésions semblent 

chroniques et apparaissent y compris en l’absence d’inflammation active (van Horssen et al. 2007; 

Kwon et Prineas 1994; Claudio, Raine, et Brosnan 1995). 

Kirk et al. ont analysé post-mortem par immunofluorescence la substance blanche de patients atteints 

de SEP (plaque active ou inactive et zone saine) et de volontaires sains, à la recherche d’anomalies des 

protéines de jonctions pouvant expliquer cette augmentation de perméabilisation. Les vaisseaux ont 

été caractérisés et classés comme normaux ou anormaux selon le marquage TJP1. Le nombre de 

vaisseaux avec jonctions serrées anormales dans les plaques actives (42,5 %) est significativement plus 

élevé que dans les zones saines (13 %) ou que chez les volontaires sains (3,9 %) et les anomalies dans 

les plaques inactives (22,76 %) sont significativement plus importantes chez les patients SEP par 

rapport aux témoins. Enfin le taux d’anomalies observé n’est pas dépendant de la taille des vaisseaux 

mais est corrélé au taux d’extravasation de la protéine plasmatique de haut poids moléculaire 

fibrinogen beta chain (FGB) (Kirk et al. 2003). 

Des modèles murins d’EAE ont également mis en avant cette dérégulation des protéines de jonctions. 

Dans une étude chez la souris menée par Bennett et al., la dérégulation de TJP1 dans la moelle épinière 

précéde l’apparition de signes cliniques et est corrélée à la progression de la maladie (Bennett et al. 

2010). Chez le rat, Fabis et al. ont mis en évidence une déphosphorylation d’OCLN qui coïncide avec 

l’augmentation de la perméabilisation de la BHE et le début de l'inflammation, précédant les signes 

visibles de la maladie (Fabis et al. 2007). 

3.1.2.2. Marqueurs d’activation endothéliales 

L’augmentation de l’expression d’intégrines, de sélectines et de molécules d’adhésion par les vaisseaux 

est un marqueur d’activation endothéliale. 

Des micro-vaisseaux, isolés post-mortem de plaques de patients atteints de SEP, expriment des 

niveaux significatifs d’ICAM1, de vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1) et de selectin E (SELE). 

Dans les zones saines chez ces mêmes patients, l’expression est moindre (Washington et al. 1994). 
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Les formes solubles de SELE (sSELE), d’ICAM1 (sICAM1) et VCAM1 (sVCAM1) sont des marqueurs 

d’activation endothéliale (Pigott et al. 1992), mesurables dans le sang et dans le liquide cérébrospinal 

(LCS). Dans la SEP, Dore-Duffy et al. ont montré que les taux d'ICAM1 et de SELE dans le sérum et de 

VCAM1 et de SELE dans le liquide céphalo-rachidien (LCS) sont plus élevés chez des patients atteints 

de SEP-RR que chez des volontaires sains (Dore-Duffy et al. 1995). Dans des formes de SEP-PP, des taux 

sanguins plus élevés sont retrouvés pour sVCAM1, sICAM1 et sSELE (McDonnell et al. 1999). 

Ces résultats chez l’humain correspondent à ceux dans des modèles murins d’EAE qui ont montré 

l’importance d’ICAM1 et ICAM2 endothéliaux dans le phénomène de diapédèse (Haghayegh Jahromi 

et al. 2020). 

L’augmentation de la perméabilisation vasculaire et de l’activation endothéliale est responsable d’une 

infiltration importante de cellules immunitaires, et notamment de lymphocytes, dans le parenchyme 

cérébral au cours de la SEP et de l’EAE. La composition quantitative et qualitative de cette infiltration 

lymphocytaire est d’un intérêt majeur pour une meilleure compréhension des mécanismes 

physiopathologiques à l’œuvre dans cette pathologie. 

3.2. Voies d’entrée de l’infiltration lymphocytaire dans le SNC 

En conditions pathologiques, les leucocytes mononucléés et les monocytes présents dans la circulation 

systémique peuvent pénétrer le parenchyme cérébral afin d’assurer des fonctions immunologiques. 

La diapédèse correspond à la migration des leucocytes à travers la paroi des vaisseaux sanguins lors 

des phénomènes inflammatoires. 

Le modèle d’EAE induite par le MOG, durant lequel les lymphocytes autoréactifs sont activés au niveau 

des ganglions lymphatiques, a permis d’étudier le passage des lymphocytes de la circulation 

systémique au parenchyme cérébral selon trois voies possibles (Engelhardt et al. 2016) : 

- Passage à travers la BHE endothéliale au niveau des veinules post-capillaires 

- Passage à travers la barrière arachnoïde leptoméningéale au niveau des veinules 

leptomeningéales 

- Passage via le plexus choroïde 

3.2.1. Passage au niveau des veinules post-capillaires 

Au niveau de la BHE, les cellules immunitaires traversent au niveau des veinules post-capillaires alors 

que les protéines traversent au niveau des capillaires. 

Pour pénétrer le parenchyme au niveau des veinules post-capillaires, les cellules doivent passer la 

barrière endothéliale. Une fois cela fait, les cellules n’ont pas encore rejoint le parenchyme cérébral 

mais se retrouvent piégées dans l’espace périvasculaire. Les cellules doivent alors traverser une 
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deuxième barrière, formée par les pieds astrocytaires et la membrane basale parenchymale aussi 

appelée glia limitans. 

3.2.1.1. Passage de l’endothélium 

Au cours de la neuro-inflammation, les cellules endothéliales de l’UNV deviennent activées, elles 

participent à la migration des leucocytes de la circulation systémique vers le parenchyme et la fonction 

de barrière de l’endothélium est perdue.  

Les cellules endothéliales activées subissent des modifications, notamment une augmentation de 

l'expression des molécules d'adhésion, des cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines, combinée 

à une réduction de l’expression ou une désorganisation des molécules de jonction, ce qui permet le 

recrutement et le passage de leucocytes circulants à travers l’endothélium de la BHE. 

L’augmentation de l’expression de protéines de la famille des sélectines, selectin P (SELP) et SELE, sur 

les cellules endothéliales entraine une augmentation du roulement des leucocytes par liaison de 

selectin P ligand (SELPLG) située sur les lymphocytes T (Battistini et al. 2003). Cependant ce mécanisme 

de roulement n’est pas primordial et de manière intéressante, les sélectines semblent dispensables 

dans l’induction de l’EAE par exemple (Sathiyanadan et al. 2014; Kerfoot et al. 2006). 

Pour s’arrêter complètement, les lymphocytes T ont ensuite besoin d’une signalisation dépendante 

des récepteurs couplés aux protéines G, notamment atypical chemokine receptor 1 (ACKR1). Cette 

étape d’arrêt est contrôlée par les intégrines integrin subunit alpha L (ITGAL) et integrin subunit alpha 

Figure 9 Schématisation des phénomènes de roulement, d'arrêt /adhésion puis diapédèse trans- et para-cellulaire 
des lymphocytes 
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4 (ITGA4) et leurs ligands endothéliaux, respectivement ICAM1 et VCAM1 (Steffen, Butcher, et 

Engelhardt 1994; Greenwood, Wang, et Calder 1995). 

Une fois à l’arrêt, les lymphocytes T vont ensuite ramper à la recherche d’un site favorable à la 

diapédèse. 

Jusqu’au début des années 2000, l’hypothèse communément admise était que les cellules 

mononucléées traversent la barrière endothéliale par un phénomène de passage paracellulaire appelé 

« diapédèse paracellulaire », suite à une réorganisation des jonctions serrées selon un modèle parfois 

appelé « modèle de la fermeture éclair » (Luscinskas et al. 2002; Johnson-Léger et Imhof 2003). 

Depuis, de nombreuses études ont mis en évidence l’existence d’un passage transcellulaire appelé 

« diapédèse transcellulaire », qui épargne les jonctions serrées (Engelhardt et Wolburg 2004). Le 

passage transcellulaire reste beaucoup moins étudié que le passage paracellulaire, cependant il 

semblerait qu’en condition neuro-inflammatoire, le passage endothélial des cellules sanguines 

circulantes soit majoritairement transcellulaire. Cette hypothèse est soutenue par le fait que la 

surexpression de molécules d’adhésion, notamment ICAM1, retrouvée en condition neuro-

inflammatoire, favorise le passage transcellulaire. De plus, la diminution de l’intégrité jonctionelle au 

niveau des cellules endothéliales n’est pas corrélée à une augmentation de la diapédèse paracellulaire 

mais plutôt à une augmentation de la diapédèse transcellulaire (Abadier et al. 2015; Wimmer et al. 

2019). 

3.2.1.2. Passage de l’espace périvasculaire 

Le SNC est parfois comparé à un château fort, muni de deux murailles, l’endothélium et la glia limitans, 

entre lesquelles sont situées des douves, l’espace périvasculaire (Ineichen et al. 2022; Engelhardt et 

Coisne 2011). 

Cependant, plus qu’un simple lieu de transit, l’espace périvasculaire est un lieu actif dans la protection 

du parenchyme cérébral, peuplé de cellules présentatrices d’antigènes, les macrophages 

périvasculaires et les cellules dendritiques, exprimant le CMH de classe II (Greter et al. 2005; Goldmann 

et al. 2016; Esiri et Gay 1990). En condition physiologique, les lymphocytes peuvent pénétrer dans le 

parenchyme cérébral afin d’assurer une surveillance immune active. Ainsi, malgré la notion de barrière 

évoquée dans le paragraphe ci-dessus, il semble que les cellules endothéliales ne restreignent pas de 

manière absolue le passage des lymphocytes T activés qui sont capables de s’accumuler dans les 

espaces périvasculaires. Une fois piégés dans ces espaces, les lymphocytes doivent rencontrer à 

nouveau leurs antigènes afin d’être réactivés et pouvoir franchir la deuxième barrière, la glia limitans 

(Mundt et al. 2019). 
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3.2.1.3. Passage de la glia limitans 

Le passage des lymphocytes à travers la glia limitans nécessite un recrutement actif par différents types 

cellulaires et le clivage enzymatique des composants de cette barrière gliale. 

Dans l’espace périvasculaire, les macrophages produisent des métallo-protéinases, matrix 

metallopeptidase 2 (MMP2) et matrix metallopeptidase 9 (MMP9), qui permettent une déstabilisation 

de la glia limitans et ainsi le passage des leucocytes dans le parenchyme. Parmi les substrats des MMP2 

et MMP9, on retrouve le dystroglycan qui permet l’ancrage des pieds astrocytaires à la membrane 

basale parenchymale via une interaction de haute affinité avec les laminins 1 et 2, le perlecan et l’agrin 

(Agrawal et al. 2006; J. Song et al. 2015). 

Cette barrière astrocytaire est inductible et peut se former en réponse à l’ouverture de la BHE. Lors 

d’une perte des protéines de jonctions endothéliales, on observe une infiltration et une accumulation 

des cellules circulantes et des protéines plasmatiques dans l’espace périvasculaire ce qui, en réaction, 

provoque la formation de jonctions serrées astrocytaires composées de CLDN1 et de claudin 4 

(CLDN4), habituellement exprimées par des épithéliums étanches comme l’épithélium digestif ou 

rénal. Ainsi, la glia limitans exprime des jonctions serrées induites par un état pathologique et 

l’extravasation d’éléments figurés du sang dans l’espace périvasculaire ; cela lui confère des propriétés 

de barrière permettant une prise de relais, en réponse à la perte d’intégrité de la BHE, pour protéger 

le parenchyme cérébral en en restreignant l’accès (Mora et al. 2020). 

D’autres protéines de jonction sont également produites par les astrocytes, en particulier F11 receptor 

(F11R), aussi appelé junctional adhesion molecule A (JAMA). Le rôle de F11R est double : sous forme 

dimérique, il permet la formation et la stabilisation des jonctions serrées de type CLDN et OCLN via des 

liaisons entre astrocytes voisins, et sous forme monomérique, il possède une fonction de récepteur de 

surface pour la liaison avec les lymphocytes T et les monocytes dans l’espace périvasculaire puis le 

parenchyme cérébral (Amatruda et al. 2022). 

3.2.2. Passage au niveau de la barrière arachnoïde 

Les méninges sont des membranes fibreuses constituées majoritairement de fibroblastes et de 

collagène qui enveloppent la totalité du SNC. On distingue : la pachyméninge ou dure mère et les 

leptoméninges ou méninges molles composées de l’arachnoïde et de la pie-mère. L’espace entre la 

dure mère et l’arachnoïde prend le nom d’espace sous-dural, celui entre l’arachnoïde et la pie-mère, 

d’espace sous-arachnoïdien. L’espace sous-arachnoïdien est rempli de LCS et est continu avec l’espace 

péri-vasculaire du parenchyme cérébral (Derk et al. 2021). 
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Les vaisseaux leptoméningés possèdent des propriétés de barrière. Des analyses par microscopie 

électronique ont mis en évidence l’expression de jonctions serrées (Nabeshima et al. 1975) évitant 

ainsi la diffusion libre de molécules dans le LCS. 

La dure mère est composée de 2 couches épithéliales, la couche la plus externe est appelée couche 

périostale et est attachée au crâne. Les vaisseaux sanguins, lymphatiques et les nerfs sont situés entre 

ces deux couches (Weller et al. 2018). Les capillaires contenus dans la dure mère, à l’inverse des 

vaisseaux leptoméningés, sont fenêtrés et ainsi perméables. La barrière arachnoïde contrôle donc le 

passage entre les vaisseaux de la dure mère et le LCS contenu dans l’espace sous-arachnoïdien. 

L’expression de CLDN11 et CLDN5 a été mise en évidence dans la fraction membranaire d’un 

homogénéisat de leptoméninges (Uchida et al. 2022). De manière intéressante, Uchida et al. ont 

également mis en évidence une diminution de l’expression de CLDN11 au niveau de la barrière 

arachnoïde dans un modèle EAE et chez des patients atteints de SEP soutenant l’idée d’une altération 

de la fonction de barrière de la barrière arachnoïde (Uchida et al. 2019). 

 

Figure 10 Schéma des méninges au niveau du crâne 
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3.2.3. Le plexus choroïde 

Les plexus choroïdes sont des 

structures villositaires situées au 

niveau de la paroi des ventricules 

cérébraux, responsables de la 

sécrétion de la majorité du LCS. Ils 

sont composés d’une barrière 

épithéliale recouvrant des 

vaisseaux fenêtrés. L’espace entre 

ces deux couches cellulaires, 

dénommé stroma, est peuplé de cellules myéloïdes présentatrices d’antigène (Rodríguez-Lorenzo et 

al. 2020). 

 

Les cellules endothéliales des vaisseaux fenêtrés expriment moins de protéines de jonctions mais des 

niveaux d’ICAM1, de SELP et de SELE plus élevés facilitant ainsi le passage des cellules immunitaires du 

sang vers le stroma (Kivisäkk et al. 2003). Les cellules épithéliales du plexus choroïde en revanche sont 

hautement polarisées et possèdent de nombreuses jonctions serrées composées d’OCLN et de 

protéines de la famille CLDN (Liddelow et al. 2012; Tietz et Engelhardt 2015; Wolburg et al. 2001; 

Kratzer et al. 2012). La liste des isoformes de la famille CLDN présents au niveau des cellules 

épithéliales est variable selon les auteurs et des analyses récentes ont montré que le manque de 

sélectivité des méthodes utilisées a pu aboutir à des données erronées par le passé. Ainsi, en 2019, 

Castro Dias et al. ont montré que claudin 3 (CLDN3) n’était pas exprimé au niveau des cellules 

épithéliales et que son KO n’avait pas d’impact sur la perméabilisation des barrières cérébrales (Castro 

Dias et al. 2019). 

 

Figure 11 Localisation du plexus choroïde au sein des ventricules cérébraux 
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Plus récemment, des preuves que le plexus choroïde peut être une porte d’entrée dans le SNC ont été 

publiées. Dans un modèle 

d’EAE, Reboldi et al. ont 

montré que les 

lymphocytes TH17 auto-

réactifs pénètrent dans le 

parenchyme cérébral au 

tout début de la maladie, 

en l’absence 

d’inflammation, via la 

liaison du C-C motif 

chemokine receptor 6 

(CCR6) lymphocytaire à 

son ligand C-C motif 

chemokine ligand 20 

(CCL20) exprimé par le 

plexus choroïde. Ce mode 

d’entrée est défini par les auteurs comme une première vague d’infiltration, par opposition à une 

deuxième vague d’infiltration, s’effectuant de manière indépendante à CCR6 et prenant place au 

niveau des veinules post-capillaires durant la phase active de la maladie (Reboldi et al. 2009). 

Chez l’humain, plusieurs études se sont intéressées au plexus choroïde comme marqueur d’activité 

radiologique de la SEP. Dès 2020, Kim et al. ont mis en évidence que le plexus choroïde apparait plus 

intense à l’IRM (séquence T1 gadolinium) chez des patients atteints de SEP que chez des volontaires 

sains (H. Kim et al. 2020). L’année suivante Ricigliano et al. ont confirmé ces changements au niveau 

du plexus choroïde à l’imagerie et démontré que son volume est augmenté de 35% par rapport aux 

volontaires sains, cette augmentation étant corrélée au taux annuel de rechutes des patients 

(Ricigliano et al. 2021). Fleischer et al ont confirmé la corrélation entre la neuro-inflammation et 

l’augmentation de volume du plexus choroïde à l’IRM, ainsi qu’avec le degré d’activité de la maladie 

(Fleischer et al. 2021). Enfin en 2023, Bergsland et al. ont étudié les propriétés du plexus choroïde en 

plus de sa taille en utilisant une carte pseudo-T2 et démontré que l’intensité en pseudo-T2 est associée 

à une progression de la maladie (Bergsland et al. 2023). 

Figure 12 Schéma de l'organisation d'une villosité de plexus choroïde 
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3.3. Lymphocytes 

3.3.1. Généralités 

Les lymphocytes peuvent être divisés en trois grandes populations sur la base de différences 

fonctionnelles et phénotypiques : les lymphocytes B (cellules B), les lymphocytes T (cellules T) et les 

cellules tueuses naturelles (NK). 

Le lymphocyte B (cellule B) tire sa désignation de son site de maturation, la moelle osseuse, bone 

marrow en anglais. Les cellules B matures expriment à leur surface le récepteur des cellules B (BCR de 

l’anglais B cell receptor), une immunoglobuline, ou anticorps, qui a la capacité de se lier à un antigène. 

Chaque cellule B exprime un anticorps de surface spécifique et unique. La liaison va provoquer 

l’activation et la différenciation en cellules effectrices appelées plasmocytes qui n’expriment plus 

d’immunoglobulines de surface mais sécrètent des anticorps. 

Les lymphocytes T (cellules T) deviennent matures dans le thymus d’où ils tirent leur nom. Ils expriment 

un récepteur unique de liaison à l'antigène, appelé récepteur de cellule T (TCR de l’anglais T cell 

receptor). Cependant, les récepteurs des cellules T ne reconnaissent que des morceaux d'antigènes 

liés à des protéines membranaires appelées molécules du CMH dont il existe deux versions : les 

molécules du CMH de classe I, qui sont exprimées par la plupart des cellules nucléées, et les molécules 

du CMH de classe II, qui sont exprimées par les cellules présentatrices d'antigènes. Les lymphocytes T 

Figure 13 Schématisation des différents types de lymphocytes issus des progéniteurs lymphoïdes communs 
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se divisent en deux grands types de cellules : les cellules T helper ou auxiliaires (TH) et les cellules 

cytotoxiques (TC), qui se distinguent par l’expression membranaire respective des glycoprotéines 

cluster of differentiation 4 ou 8 (CD4 et CD8). Les cellules TH CD4+ reconnaissent l'antigène en 

complexe avec le CMH de classe II, tandis que les cellules TC CD8+ reconnaissent l'antigène en 

complexe avec le CMH de classe I. 

Les cellules T CD8 naïves parcourent les surfaces des cellules présentatrices d'antigènes à l'aide de 

leurs récepteurs de cellules T. Si elles se lient à un antigène, les cellules T CD8 s'activent, prolifèrent et 

se différencient en une cellule effectrice appelée lymphocyte TC qui a une fonction vitale de 

surveillance des cellules de l'organisme et d'élimination de toutes les cellules qui présentent un 

antigène étranger complexé avec un CMH de classe I. 

Les cellules T CD4 naïves parcourent également les surfaces des cellules présentatrices d'antigènes à 

l'aide de leurs récepteurs de cellules T. Quand elles reconnaissent un CMH, les cellules T CD4 naïves 

s’activent, prolifèrent et se différencient en l'un des sous-types de cellules T effectrices : cellules TH de 

type 1 (TH1), cellules TH de type 2 (TH2), cellules TH de type 17 (TH17), cellules T folliculaires (TFH) et 

cellules T régulatrices (Treg). Les lymphocytes TH1 régulent la réponse immunitaire aux pathogènes 

intracellulaires et les lymphocytes TH2 aux pathogènes extracellulaires. Découverts plus récemment, 

les lymphocytes TH17 jouent un rôle dans l'immunité à médiation cellulaire et les lymphocytes TFH 

dans l'immunité humorale. Enfin les lymphocytes Treg ont la capacité, soit d'inhiber une réponse 

immunitaire en apparaissant au cours de la maturation dans le thymus à partir de cellules auto-

réactives (TREG naturel), soit d’être induites sur le site d'une réponse immunitaire de manière 

dépendante de l'antigène (TREG induit). Chacun de ces sous-types de cellules T CD4 produit un 

ensemble différent de cytokines qui participent à l'activation des cellules B, des cellules TC, des 

macrophages et de diverses autres cellules qui participent à la réponse immunitaire. 

Les lymphocytes NK font partie de l’immunité innée et tuent les cellules anormales. À l’inverse des 

lymphocytes B et T, ils ne reconnaissent pas d’antigènes mais détectent une absence ou une 

diminution de l’expression du CMH de classe I, physiologiquement exprimé par la grande majorité des 

cellules mais dont l’expression est diminuée dans les cellules tumorales ou les cellules infectées par un 

virus. 



41 
 
 

3.3.2. Le cas de la SEP et de l’EAE 

3.3.2.1. TCD8 

Historiquement, les études des cellules inflammatoires infiltrées dans le SNC en contexte de SEP se 

sont orientées sur l’analyse des lymphocytes T CD4+ auto-réactifs et ce pour deux raisons principales. 

Premièrement, comme expliqué dans la partie sur les facteurs de risques génétiques (en page 19 - 

Facteurs de risque génétiques), le premier variant génétique identifié concerne le CMH de classe II qui 

présente les antigènes aux lymphocytes TH CD4+. Deuxièmement, les lymphocytes TH CD4+ jouent un 

rôle critique dans la pathogénèse de l’EAE, le modèle animal le plus utilisé pour étudier la SEP. 

Cependant depuis le début des années 2000, de nombreuses études se sont intéressées au rôle des 

lymphocytes TH CD8+. Des études histo-pathologiques de tissus nerveux de patients atteints de SEP 

ont montré que les lymphocytes TH CD8 sont en réalité majoritaires que ce soit dans la SEP-RR ou dans 

la SEP progressive (Booss et al. 1983; Babbe et al. 2000; Machado-Santos et al. 2018). En conditions 

physiologiques ainsi que dans les lésions non actives, les lymphocytes T CD8+ sont retrouvés en faible 

nombre dans le parenchyme cérébral et sont restreints à l’espace périvasculaire. À l’inverse, dans les 

lésions actives, on retrouve au niveau des plaques des cellules CD8+ en grand nombre ainsi que des 

cellules CD4+ et CD20+ (Machado-Santos et al. 2018). 

Les analyses clonales de populations lymphocytaires laissent penser que les lymphocytes TH CD8+ 

rencontrent l’antigène, sont stimulés et prolifèrent in situ au niveau du SNC. L’analyse des régions 

variables du T cell receptor beta locus (TRB) de lymphocytes T isolés de lésions de SEP a permis de 

mettre en évidence la présence de peu de clones différents à l’intérieur de ces populations soutenant 

l’hypothèse d’une prolifération clonale à l’intérieur du SNC (Babbe et al. 2000). 

Cette théorie de l’expansion clonale in situ ne fait cependant toujours pas consensus auprès de la 

communauté internationale. En effet des études sur le taux de cellules CD8+ réactives envers la 

myéline dans le sang de patients atteints de SEP ont montré des résultats opposés. Berthelot et al. ne 

retrouvent pas de différences de fréquences concernant les lymphocytes TH CD8+ réactifs pour des 

protéines de la myéline, myelin basic protein (MBP), proteolipid protein 1 (PLP1) et MOG) entre les 

patients atteints de SEP et les volontaires sains soutenant ainsi l’hypothèse d’une prolifération clonale 

au niveau du SNC des patients (Berthelot et al. 2008). À l’inverse, Zang et al, après avoir identifié 4 

résidus peptidiques de MBP susceptibles d’interagir avec le HLA-A2 et le HLA-A24, ont comparé les 

lymphocytes TH CD8+ réactifs envers ces peptides chez des patients atteints de SEP versus des 

volontaires sains. La quantité de lymphocyte TH CD8+ réactifs envers ces résidus de myéline est 

beaucoup plus importante chez les patients atteints de SEP. Les lignées cellulaires isolées expriment 
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majoritairement interferon gamma (IFNG) et tumor necrosis factor (TNF), deux cytokines 

caractéristiques d’un phénotype TH1 (Zang et al. 2004). 

Chez la souris, Huseby et al. ont montré que l’injection intraveineuse de lymphocytes TH CD8+ réactifs 

pour la myéline induit une auto-immunité envers le SNC. Les symptômes cliniques chez les animaux 

sont principalement associés à une atteinte des motoneurones supérieurs, notamment l'ataxie, les 

réflexes spasmodiques, la perte de coordination des mouvements, la rotation et l'inclinaison de la tête. 

Quelques souris ont développé une perte de fonction motrice des membres postérieurs tout en 

conservant des sensations sensorielles. Il est important de noter que dans ce modèle, l'évolution 

clinique de la maladie est distincte de l'EAE classique dont le symptôme principal est une paralysie 

flasque ascendante (Huseby et al. 2001). 

Plus généralement, les lymphocytes T CD8+ sont considérés comme délétères dans la SEP puisqu’ils 

sont capables de produire des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFNG, le TNF, et l’interleukin 

17 alpha (IL17A) (Ifergan et al. 2011). Ils sont également responsables de la production de molécules 

effectrices telles que le granzyme B (GZMB) (Kebir et al. 2007) et la perforin (PRF1) (Frisullo et al. 2011) 

et possèdent une toxicité directe pour les oligodendrocytes (Saxena et al. 2008) et les neurones (Zhao 

et al. 2018). 

3.3.2.2. TCD4 

La balance entre les différents sous-types de lymphocytes T auxiliaires est perturbée dans la SEP. On 

retrouve principalement des lymphocytes T CD4 pro-inflammatoires produisant IL17A (lymphocyte 

TH17), IFNG et TNF (lymphocyte TH1) et GM-CSF (THGM). 

Les lymphocytes TH1 et TH17 jouent des rôles multiples dans la physiopathologie de la SEP notamment 

pour réguler l’activation et la maturation de la microglie (Á. C. Murphy et al. 2010) et des monocytes 

périphériques invasifs ainsi que l’activation des cellules gliales du SNC notamment les astrocytes 

(Prajeeth et al. 2017). 

Les lymphocytes TH17, via la production d’IL17A, provoquent l’ouverture de la BHE et entretiennent 

l’inflammation du SNC. Kebir et al. ont montré que les cellules endothéliales de l’UNV expriment des 

récepteurs pour IL17A et que le traitement in vitro de cellules endothéliales avec de l’IL17A provoque 

une augmentation de la perméabilisation, mesurée par le passage d’albumine fluorescente, corrélée à 

une baisse de l’expression de protéines de jonction OCLDN et TJP1. De plus, le traitement par IL17A 

permet également une augmentation de la migration trans-endothéliale de lymphocytes T CD4+ en 

culture, via une augmentation de la production de CCL2, d’interleukin 6 (IL6) et CCL8 (Kebir et al. 2007). 

Huppert et al., ont ensuite démontré que le traitement par IL17A de cellules endothéliales bEND.3 
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provoque une augmentation de la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS de l’anglais 

reactive oxygen species) via xanthine dehydrogenase (XDH) et NADPH oxydase (NOX). Ces espèces 

réactives de l’oxygène sont responsables de la dégradation de protéines de jonctions serrées ainsi que 

de l’augmentation de la phosphorylation de MLC qui, en contrôlant l’activité contractile des cellules 

endothéliales, provoquent la perméabilisation des vaisseaux (Huppert et al. 2010). 

3.3.2.3. Lymphocyte et neurodégénérescence dans la SEP/EAE 

Le lien entre inflammation et démyélinisation n’est toujours pas compris de manière complète. En 

effet, historiquement l’inflammation est considérée comme le processus le plus précoce dans la SEP, 

provoquant la démyélinisation des axones puis conduisant à la mort neuronale (Babinski 1885). Cette 

théorie n’explique pas, en revanche, les différences observées en termes de nature de la réponse 

inflammatoire et d’efficacité des traitements (Lassmann 2018). Certaines pathologies comme les 

lymphomes à cellules B, la tuberculose méningée ou la méningo-encéphalite sont responsables d’un 

infiltrat inflammatoire similaire à celui retrouvé dans la SEP sans qu’une démyélinisation ne soit 

retrouvée. La démyélinisation ne semble ainsi pas être une conséquence non spécifique de la neuro-

inflammation (Fischer et al. 2013). En effet, selon la localisation des lésions, un infiltrat inflammatoire 

massif n’est pas systématique. Dans les lésions corticales humaines de SEP, le nombre de cellules CD3+ 

n’est pas systématiquement augmenté et la distribution lymphocytaire n’est pas modifiée (Bø et al. 

2003; Peterson et al. 2001). Il est ainsi peu probable que la démyélinisation et les lésions axonales 

soient induites par un contact direct entre les cellules cibles et les lymphocytes. En revanche, une 

accumulation de lymphocyte est retrouvée dans les espaces péri-vasculaires au voisinage des lésions. 

Une explication probable serait la production de facteurs solubles par les lymphocytes de l’espace péri-

vasculaire qui diffuseraient dans le cortex et induiraient une démyélinisation, soit directement, soit 

indirectement par l'activation de la microglie.  

Dans la SEP, la perte de fonction de barrière des vaisseaux sanguins de la BHE et l’activation 

endothéliale permettent un infiltrat lymphocytaire massif dans les espaces perivasculaires. Les 

thérapeutiques à l’œuvre à ce jour ciblent principalement les cellules immunitaires de cet infiltrat. 

Cependant, comprendre l’origine des facteurs favorisant la destruction des protéines de jonctions 

endothéliales, l’activation endothéliale et le recrutement des cellules immunitaires, notamment des 

lymphocytes, est d’un intérêt considérable pour le développement de nouvelles thérapeutiques 

synergiques avec les immunosuppresseurs et permettrait d’intervenir plus en amont. Parmi les cellules 

impliquées dans les phénomènes évoqués précédemment, on retrouve les astrocytes qui représentent 

actuellement un sujet d’étude en pleine expansion. 
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4. Astrocytes 

Les cellules gliales sont les cellules non neuronales du SN, elles n’ont pas d’activité électrique mais 

participent à l’homéostasie du parenchyme. 

Différents types cellulaires constituent cette catégorie de cellules : les astrocytes, la microglie, les 

oligodendrocytes, les cellules épendymales, les cellules de Schwann et les cellules satellites gliales. 

Les astrocytes sont les cellules gliales les plus nombreuses du SNC et représentent 30% du nombre 

total de cellules d’un cerveau humain. 

4.1. Production des astrocytes 

La production d’astrocytes se fait selon deux mécanismes principaux : la différentiation de cellules 

souches ou de cellules progénitrices et la prolifération d’astrocytes matures (Molofsky et Deneen 

2015; Clavreul, Dumas, et Loulier 2022). Elle commence au stade embryonnaire et se poursuit durant 

la période post-natale. Pour donner un exemple concret, chez le rat, les cellules non-neuronales 

représentent seulement 6% du nombre total des cellules du cerveau à la naissance mais 50% à l’âge 

adulte (Bandeira, Lent, et Herculano-Houzel 2009). 

4.1.1. Différenciation depuis les cellules souches neurales 

Les cellules neuro-épithéliales qui forment la paroi du tube neural correspondent au système nerveux 

primitif de l’embryon. Reliées par des complexes jonctionnels, elles forment un épithélium pseudo-

stratifié appelé neuro-épithélium. Ce sont ces cellules souches neurales (NSCs de l’anglais Neural Stem 

Cells) qui génèrent des cellules progénitrices intermédiaires appelées cellules radiales gliales (RGCs de 

l’anglais Radial Glial Cells) qui se différencient à leur tour en neurones dans un premier temps puis, 

une fois la quantité de neurones nécessaire produite, en cellules macrogliales, i.e. les oligodendrocytes 

et les astrocytes (Götz et Huttner 2005). 

Cette différentiation est séparée en plusieurs étapes : la différentiation en précurseurs astrocytaires, 

la migration depuis les centres germinaux puis l’acquisition de marqueurs d’astrocytes matures. 

4.1.1.1. Différenciation des cellules souches neurales en précurseurs 

astrocytaires 

Chez la souris, ce switch gliogénique a lieu autours de E12,5 dans la moelle épinière et autour de E16 

– 18 dans le cortex (Deneen et al. 2006). 
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Les modifications moléculaires à l’origine du switch entre neurogénèse et gliogénèse sont encore mal 

connues cependant certains gènes comme NOTCH (M. K. Taylor, Yeager, et Morrison 2007), bone 

morphogenetic protein (BMP) (Mabie et al. 1997), LIF interleukin 6 family cytokine aussi connu sous le 

nom leukemia inhibitory factor (LIF) (Pitman et al. 2004) et ciliary neurotrophic factor (CNTF) (Johe et 

al. 1996) sont associés à une différenciation astrocytaire. Plus récemment, epidermal growth factor 

receptor (EGFR) a été identifié comme facteur clé dans la différenciation des cellules souches neurales 

en astrocytes. 

4.1.1.2. Migration depuis les centres germinaux 

Durant le développement, ces précurseurs astrocytaires vont migrer le long des prolongements des 

cellules progénitrices radiales gliales pour coloniser les différentes zones du SNC (Jacobsen et Miller 

2003) et former les astrocytes fibreux et protoplasmiques respectivement dans la substance blanche 

et la substance grise. 

4.1.2. Différenciation depuis les précurseurs de la zone subventriculaire 

En post natal, on observe une perte des cellules progénitrices radiales gliales. Les astrocytes produits 

par différenciation sont alors issus d’autres progéniteurs, les progéniteurs de la zone subventriculaire 

(SVZ). La production d’astrocytes issus des cellules progénitrices de la zone subventriculaire a lieu 

jusqu’à P14 (Levison et Goldman 1993). 

L’importance des progéniteurs de la SVZ dans la production d’astrocytes ainsi que les périodes 

temporelles au sein desquelles cette production intervient (voire son existence même) sont toujours 

soumises à débat au sein de la communauté scientifique. A l’heure actuelle, il semble admis que cette 

production est réelle, même si son importance par rapport à la production par d’autres sources est 

certainement à tempérer, cette production par d’autres sources intervenant dès la fin de 

l’embryogénèse et se poursuivant en post-natal (Clavreul, Dumas, et Loulier 2022; Ge et al. 2012; 

Stogsdill et al. 2017; Clavreul et al. 2019; Figueres-Oñate et al. 2019). 

4.1.3. Prolifération locale d’astrocytes 

La prolifération locale d’astrocytes matures commence dès le stade embryonnaire vers E18 et se 

poursuit en postnatal. Durant les premières semaines postnatales, la quantité d’astrocytes augmente 

fortement : 19% des astrocytes corticaux prolifèrent à P3. Cette prolifération diminue rapidement pour 

atteindre 1,5% d’astrocytes qui prolifèrent à P14. Les auteurs considèrent que la prolifération 

astrocytaire prend place majoritairement avant P10 et est complète à la 3ème semaine (Ge et al. 2012; 

Burns et al. 2009; Bandeira, Lent, et Herculano-Houzel 2009). 
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4.2. Morphologie des astrocytes 

4.2.1. Hétérogénéité en conditions physiologiques 

En conditions physiologiques, l’hétérogénéité morphologique des astrocytes est décrite depuis 

longtemps. Historiquement, on différencie les astrocytes fibreux de la substance blanche et les 

astrocytes protoplasmiques de la substance grise (Miller et Raff 1984; Peters, Palay, et Webster 1976; 

Sofroniew et Vinters 2010). 

Les astrocytes protoplasmiques, situés au sein de la substance grise se caractérisent par des 

prolongements courts et très nombreux qui leurs permettent de rentrer en contact avec d’autres 

astrocytes ainsi que d’autres types cellulaires comme les cellules endothéliales ou les neurones. Dans 

la substance blanche, les astrocytes sont dits fibreux ou fibrillaires et possèdent un corps cellulaire plus 

petit. Leurs prolongements sont plus longs et moins nombreux (Tabata 2015). 

Cette différence morphologique basée sur la localisation anatomique des astrocytes n’est en réalité 

pas uniquement due à des différences basées sur l’origine de ces cellules ou sur des facteurs 

intrinsèques, mais également à des stimuli environnementaux ou facteurs extrinsèques. En effet, 

quand on greffe des astrocytes exogènes, ceux-ci acquièrent une morphologie protoplasmique ou 

fibreuse selon la zone dans laquelle ils sont greffés (X. Han et al. 2013). 

4.2.2. Polarisation des astrocytes 

Les astrocytes sont des cellules complexes et volumineuses, hautement ramifiées et polarisées, qui 

possèdent des prolongements au contact des vaisseaux sanguins et des synapses neuronales, appelés 

respectivement « processus » astrocytaires périvasculaires (PvAPs de l’anglais perivascular astrocytic 

Figure 14 Représentation d'astrocyte protoplasmique en (A) et d'astrocyte fibreux en (B) 
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processes) et « processus » astrocytaires périsynaptiques (PAPs de l’anglais perisynpatic astrocytic 

processes) (Mazaré, Oudart, et Cohen-Salmon 2021). 

Les PvAPs forment une couche continue autour des vaisseaux (Mathiisen et al. 2010). La surface de 

vaisseaux couverte par un PvAPs varie grandement en fonction du type de vaisseaux et de son 

diamètre. Ainsi la taille des PvAPs et leur taux de couverture des vaisseaux diminuent en même temps 

que diminue le diamètre des vaisseaux et les pieds astrocytaires sont plus larges autour des artères 

qu’autour des veines (M. X. Wang et al. 2021). 

Comme le travail global de ma thèse se concentre sur l’interaction entre les astrocytes et les cellules 

endothéliales de la BHE, dans la suite de ce manuscrit, je traiterai essentiellement du dialogue entre 

ces deux types cellulaires au détriment des interactions astrocytes / neurones. 

4.3. Rôle des astrocytes en conditions physiologiques 

4.3.1. Métabolisme 

Les astrocytes sont une source importante de nutriments pour les neurones. En effet, dans les 

astrocytes, le glutamate stimule la glycolyse aérobie. Le glucose est apporté aux astrocytes depuis le 

sang via le transporteur solute carrier family 2 member 1 (SLC2A1) aussi appelé GLUT1. Au niveau 

astrocytaire, le glucose est alors transformé en lactate et mis à disposition des neurones comme source 

énergétique via les protéines de la famille solute carrier family 16 (SLC16) aussi appellées 

monocarboxylate transporters (MCT) (Aubert et al. 2005). 

Ce mécanisme moléculaire, conceptualisé par Pellerin, est appelé la navette lactate. Le lactate n’est 

cependant probablement pas la seule source énergétique des neurones. In vitro, il a été démontré que 

les neurones peuvent capter directement le glucose afin de s’en servir comme source énergétique 

(Pellerin et Magistretti 1994). In vivo, Patel et al ont démontré que cette capture directe du glucose 

par les neurones est une source énergétique plus importante que la navette lactate (A. B. Patel et al. 

2014). La communauté scientifique internationale n’est cependant pas parvenue à un consensus sur 

le sujet. 
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4.3.2. Régulation du débit sanguin 

Au-delà de leur fonction de fourniture énergétique, les astrocytes ont également un rôle dans 

l’augmentation du débit sanguin afin de pallier la demande énergétique des neurones. En effet, le 

débit sanguin cérébral est régulé en fonction de la demande énergétique. Le couplage neuro-vasculaire 

désigne le mécanisme par lequel l'apport en oxygène et en nutriments est ajusté à l'activité neuronale 

via la régulation du flux sanguin. Ce procédé est en parti régulé par les pieds astrocytaires. 

En 2003, Zonta et al. sont les premiers à mettre en évidence un effet direct des astrocytes sur la 

dilatation artériolaire. Sur des préparations de coupes de cerveau de rat, ils démontrent que le 

glutamate libéré par les neurones, en se fixant sur les sous-types 1 et 5 des récepteurs astrocytaires 

de type glutamate ionotropic receptor AMPA (GRIA), provoque une augmentation du calcium dans les 

pieds astrocytaires (Zonta, Angulo, et al. 2003). 

Plusieurs mécanismes conjoints font le lien entre cette augmentation de calcium au niveau des pieds 

astrocytaires et le tonus vasculaire, principalement la voie de métabolisation de l’acide arachidonique 

et l’augmentation de la sécrétion de potassium (K+). Zonta et al. dans la suite de leurs travaux, 

identifient les produits de la cyclooxygénase, et notamment la prostaglandin E2 (PGE2), comme 

Figure 15 Schématisation simplifiée de la navette lactate entre les astrocytes et les neurones 
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intervenant dans la dilatation artériolaire, leur sécrétion étant sous la dépendance des variations de 

concentration en calcium (Zonta, Sebelin, et al. 2003). 

En 2004 cependant, Mulligan et al. publient un article dans lequel ils montrent un effet opposé, i.e. 

une vasoconstriction en réponse à une augmentation du taux de calcium au niveau des pieds 

astrocytaires, via la voie de la phospholipase A2 / acide arachidonique et la production d’acide 20-

hydroxyeicosatetraénoique (20-HETE) (Mulligan et MacVicar 2004). 

En parallèle de la production de facteurs vasodilatateurs, les astrocytes contrôlent également le taux 

de K+ extracellulaire. L’augmentation du calcium astrocytaire conduit à une ouverture des canaux 

potassiques dépendant du calcium (canaux BK) qui provoque la libération de K+ dans l’espace 

extracellulaire. Ce K+, via potassium inwardly rectifying channel subfamily J member 1 (KCNJ1), 

provoque une hyperpolarisation de la membrane des CMLs et ainsi une diminution de l’entrée de 

calcium, aboutissant à une vasodilatation artériolaire (Filosa et al. 2006). 

Les astrocytes, en réponse à un stimulus sont donc capables d’exercer des effets vasoconstricteurs et 

des effets vasodilatateurs via l’augmentation de K+ et la voie de l’acide arachidonique. Plusieurs 

mécanismes viennent réguler ces effets parmi lesquels la production de monoxyde d’azote (NO) et le 

taux d’oxygène (O2). Une explication à la différence entre les travaux de Konta et ceux de Mulligan sur 

l’acide arachidonique pourrait ainsi être le NO. En effet le NO module l’activité des enzymes 

métabolisant l’acide arachidonique (l’epoxygenase qui produit les epoxyeicosatrienoic acids (EETs), la 

cyclooxygenase qui produit la PGE2 et la ω-hydroxylase qui produit le 20-HETE). Konta, dans son 

protocole, utilisait du L-NAME, un inhibiteur de la production du NO, ce qui expliquerait l’effet 

vasodilatateur observé. Le NO produit par les neurones agirait alors comme régulateur de la balance 

vasodilatation / vasoconstriction en orientant la transformation de l’acide arachidonique en PGE2 ou 

en 20-HETE. 

Le taux d’O2 est également important car il module la synthèse du NO et la métabolisation de l’acide 

arachidonique avec des affinités variables pour les différentes enzymes. Ainsi, en cas de réduction de 

la pression en O2, la synthèse du NO par les neurones est réduite en premier, suivie de la synthèse de 

20-HETE par les astrocytes alors que la synthèse d’EET et de PGE2 est peu modifiée. 

Il faut également noter que la plupart des travaux décrits ci-dessus ont été réalisés sur des coupes de 

cerveaux au sein desquelles le tonus vasculaire est perturbé c’est-à-dire réduit voire nul. 



50 
 
 

Blanco et al., en 2008, ont mis en évidence que le tonus vasculaire basal impacte la réponse de 

l’endothélium aux stimulus astrocytaires. Afin de reproduire le tonus vasculaire, les coupes de 

cerveaux ont été traitées par l’U-46619, un agoniste du récepteur au thromboxane A2 receptor 

(TBXA2R), afin de provoquer une pré-constriction des artères pour induire des conditions 

expérimentales plus proches d’un état physiologique. Les facteurs vasodilatateurs évoqués ci-dessus 

ont ensuite été testés. En utilisant des niveaux de pré-constriction différents, l’équipe a ainsi mis en 

Figure 16 Mécanismes de régulation de la vasodilatation et de la vasoconstriction par les astrocytes 
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évidence que la polarité et l’amplitude de la réponse artériolaire aux stimulus astrocytaires dépendent 

du tonus musculaire (Blanco, Stern, et Filosa 2008). 

Ainsi, en cas de vasodilatation basale, les stimulus astrocytaires provoquent une vasoconstriction et 

en cas de vasoconstriction basale, une vasodilatation. 

La plupart des mécanismes cités ci-dessus ont été conceptualisés in vitro, en conditions non 

physiologiques. Si la plupart des auteurs s’accordent sur l’impact du flux calcique astrocytaire sur la 

régulation du flux sanguin cérébral à la suite d’un stimulus, sa pertinence in vivo par rapport à d’autres 

mécanismes reste encore à démontrer et varie très certainement selon l’âge et le type de vaisseau 

considéré par exemple. 

4.3.3. Développement vasculaire et maintenance de l’UNV 

L’angiogenèse et la formation de la BHE sont influencées par les cellules radiales gliales durant le 

développement et par les astrocytes différenciés à l’âge adulte. 

4.3.3.1. Développement 

Durant le développement, la production de l’isoforme 8 de la sous-unité bêta de l’intégrine, integrin 

subunit beta 8 (ITGB8), par le neuro-épithélium joue un rôle sur l’homéostasie de la BHE. Une délétion 

de cette ITG au sein du neuro-épithélium, sous contrôle du promoteur de la Nestin provoque, à la 

naissance, des hémorragies cérébrales bilatérales chez les souris corrélées à une anomalie de la 

morphologie vasculaire et au regroupement anormal des cellules endothéliales (Proctor et al. 2005).  

La régulation de la morphogénèse vasculaire par le neuro-épithélium et les progéniteurs neuronaux 

passe en partie par la sécrétion du transforming growth factor beta 1 (TGFB1) par les cellules radiales 

gliales qui, en se liant au transforming growth factor beta receptor 2 (TGFBR2) sur les cellules 

endothéliales, stimule la production vasculaire de TGFB1. En effet, l’injection intra-ventriculaire de 

shRNA anti-TGFB1 à des souris in utero augmente les lacunes vasculaires et réduit la densité vasculaire 

et la production de laminin (Siqueira et al. 2018). 

Les cellules radiales gliales sont également connues pour stabiliser les néo vaisseaux en inhibant la voie 

WNT dans les cellules endothéliales. Ainsi, le blocage de la division des cellules radiales gliales via 

l’induction du knockdown conditionnel d’origin recognition complex subunit 3 (ORC3) sous contrôle 

du promoteur de la nestin (NES)itg, provoque une baisse de la population de cellules radiales gliales 

avec pour conséquence une diminution chez les animaux de la densité vasculaire de 83% à P0 associée 

à une stimulation de la voie WNT endothéliale. Cet effet de WNT sur les vaisseaux passe par la 

production de MMP2 (S. Ma et al. 2013). 
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4.3.3.2. Age adulte 

L’effet des astrocytes matures sur l’homéostasie de la BHE en conditions physiologiques est moins 

connu et moins étudié. 

Chez des souris adultes, l’inhibition de la production de laminin par les astrocytes matures via 

l’injection d'un adénovirus glial fibrillary acidic protein (GFAP)-Cre chez des souris laminin gamma1 

flox/flox, provoque une augmentation de l’extravasation d’immunoglobuline G (IgG) et la fuite de bleu 

Evans, 7 jours après l’injection. Cette perméabilisation vasculaire est corrélée à une perturbation de 

l’UNV et notamment de la maturation et de la différenciation des péricytes via un effet dépendant de 

l’integrin subunit alpha 2 (ITGA2) (Yao et al. 2014). 

A l’inverse, les cellules endothéliales régulent les fonctions des astrocytes matures, notamment la 

glycolyse. En effet, la production de NO par les cellules endothéliales provoque, via les voies de 

mechanistic target of rapamycin kinase (MTOR, aussi abrévié mTOR) et mitogen-activated protein 

kinase (MAPK), la stabilisation et la translocation au noyau de HIF1A qui agit comme facteur de 

transcription pour des gènes codant pour des enzymes glycolytiques. In vitro, l’incubation des 

astrocytes avec du NO induit une augmentation de la production et de la sécrétion de lactate par les 

astrocytes (Brix et al. 2012). 

In vitro, l’équipe de Robinson a également montré que la co-culture de cellules endothéliales de BHE 

murine avec des astrocytes provoque une augmentation de la production de SLC1A2 par les astrocytes 

et ainsi une augmentation de la recapture par ces cellules du glutamate. En utilisant un shRNA anti 

recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa j region (RBPJ), également appelé CBF-

1/suppressor of hairless/Lag1 (CSL) la même équipe a mis en évidence l’implication de la voie NOTCH 

dans cette fonction (Lee et al. 2017). 

4.3.4. Immunoquiescence du SNC 

En conditions physiologiques, les astrocytes sont également impliqués dans la quiescence immunitaire. 

Chez des souris knockdown pour gap junction protein alpha 1 (GJA1), aussi appelé connexin 43 (CX43) 

au niveau astrocytaire (promoteur aldehyde dehydrogenase 1 family member L1 (ALDH1L1)), une 

augmentation de l’infiltration leucocytaire est observée au niveau du parenchyme dès la 6ème semaine 

de vie sans que cela ne soit corrélé à une augmentation de la perméabilisation vasculaire ou de 

l’astrogliose. Il semblerait que ce mécanisme soit plutôt lié à une augmentation de l’activation 

endothéliale et du chimiotactisme, i.e. le mouvement des cellules en fonction de certains facteurs dans 

leur environnement. En effet, chez les souris knockdown pour la GJA1, on observe une augmentation 
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de l’expression de molécules d’adhésion au niveau vasculaire (SELP, SELE, VCAM1 et ICAM1) et de la 

production de chimiokines (C-X-C motif chemokine ligand 10 (CXCL10), C-X-C motif ligand 12 (CXCL12) 

et C-C motif chemokine ligand 5 (CCL5)) au niveau cortical (Boulay et al. 2015). 

4.4. Réactivité astrocytaire 

Les astrocytes sont des cellules quiescentes qui subissent de profondes modifications morphologiques 

et fonctionnelles à la faveur d’un 

stress. La nature de ce stress est 

variée : ischémique, cytokinique, 

traumatique ou infectieux par 

exemple. 

De nombreuses dénominations 

existent pour décrire ces 

phénomènes, les plus communes 

et celles utilisées dans la suite de 

ce manuscrit seront « astrogliose » pour décrire l’ensemble des modifications observées et 

« astrocytes réactifs » pour décrire les astrocytes ayant subi ces modifications. 

De l’extrême variabilité des modifications observées au cours de l’astrogliose est né le désir de 

classification des astrocytes réactifs. 

4.4.1. Les astrocytes A1 et A2 

Ainsi, en 2017 l’équipe de Ben Barres a proposé une classification des astrocytes en astrocyte A1 versus 

A2 à l’image des macrophages M1 et M2 (Liddelow et al. 2017). 

Les astrocytes A1 sont induits par la sécrétion microgliale d’interleukin 1 beta (IL1B), de TNF et de 

complement C1q (C1Q). Ils subissent des pertes de fonction qui entrainent une incapacité à 

promouvoir la survie neuronale et consécutivement la synaptogénèse, provoquant la mort neuronale 

(Yun et al. 2018; Clarke et al. 2018). À l’inverse, les astrocytes A2, induits par l’ischémie, sont perçus 

comme protecteurs via la production de facteurs neurotrophiques. En co-culture avec des astrocytes 

A2, les neurones produisent moins de facteurs pro apoptotiques (caspase 3 (CASP3), caspase 9 

(CASP9), calpain (CAPN) et BCL2 associated X, apoptosis regulator (BAX)) et plus de facteurs 

antiapoptotiques (BCL2 apoptosis regulator (BCL2)) (Chang et al. 2023). 

Figure 17 Schématisation simplifiée de l'astrogliose 
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Plus récemment, cette vision manichéenne des astrocytes réactifs a été remise en cause et l’astrogliose 

est désormais envisagée comme un continuum spatial et temporel affectant les différentes 

populations astrocytaires du SNC. 

4.4.2. L’apport du séquençage en cellule unique 

Le séquençage de l’acide ribonucléique (ARN) en cellule unique (scRNAseq) a permis de confirmer 

l’hétérogénéité de réponse des astrocytes à un stress (Sadick et al. 2022; Hasel et al. 2021). Des 

analyses de transcriptomique spatiale ont mis en évidence différents clusters d’astrocytes en fonction 

des zones du SNC (substances blanches versus substances grises, différentes couches corticales, etc.). 

Les hypothèses avancées pour expliquer la présence de ces différents clusters est l’existence de sous-

type d’astrocytes possédant des fonctions différentes selon leurs localisations anatomiques (Hasel et 

al. 2021). 

4.4.3. Les marqueurs d’astrocytes réactifs 

Même si les études évoquées plus haut n’ont pas permis d’aboutir à une classification commune, les 

analyses transcriptomiques réalisées dans différentes conditions de stress ont permis la définition 

d’une signature génomique des astrocytes réactifs permettant une quantification de l’astrogliose au 

sein d’un tissu. 

Un groupe d’experts, issus de la communauté internationale et travaillant sur les astrocytes, a proposé 

un consensus sur les marqueurs d’astrocytes réactifs formellement identifiés dans la littérature parmi 

lesquels on retrouve des protéines du cytosquelette, des protéines du métabolisme, des protéines 

chaperonnes, des protéines sécrétées, des facteurs de transcription et des transporteurs ou canaux 

ioniques (Escartin et al. 2021). 

Tableau 1 Marqueurs d'astrocytes réactifs définis par Escartin et al. utilisés dans la suite du manuscrit 

Marqueur Fonction Type de changement Conditions Commentaire 

Cytosquelette     

GFAP Filament 
intermédiaire 

Augmentation ARNm 
et protéine 

Largement 
répandue 

Libéré par les astrocytes lésés. 
produit de clivage trouvé dans 

le dans le liquide céphalo-
rachidien et le plasma 

(biomarqueur de 
neurotraumatisme). 

VIM Filament 
intermédiaire 

Augmentation ARNm 
et protéine 

Largement 
répandue 

Également exprimée par les 
cellules endothéliales, les 
cellules musculaires lisses 
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vasculaires et les astrocytes 
immatures. 

Protéines chaperonnes 

LCN2 Protéine de 
transport du 

fer 

Augmentation ARNm 
et protéine 

SEP et autres  

Facteurs de transcription 

STAT3 Facteurs de 
transcription 

Phosphorylation, 
translocation 

nucléaire 

Largement 
répandue 

Également exprimée dans les 
neurones et 

d'autres types de cellules 

Transporteurs 

SLC1A3 
(a.k.a. 

EAAT1) & 
SLC1A2 
(a.k.a. 
EEAT2) 

Transporteurs 
du glutamate 

Diminution ARNm et 
protéine 

Non 
déterminée 

 

5. Astrocyte en conditions neuro-inflammatoires 

5.1. Hétérogénéité de la réponse 

Un scRNAseq effectué sur des souris C57BL6/N induites par l’EAE a mis en évidence 7 sous-groupes 

différents d’astrocytes réactifs. Parmi ces sous-groupes, celui ayant le plus augmenté entre l’induction 

et le pic de la maladie se caractérise par une transcription accrue de gènes liés à la neuro-toxicité et à 

la neuro-inflammation (Wheeler et al. 2020). 

A l’inverse, il existe des clusters avec des effets bénéfiques sur la physiopathologie de l’EAE. Les 

astrocytes exprimant lysosomal associated membrane protein 1 (LAMP1) limitent le développement 

de l’EAE en induisant l’apoptose des lymphocytes T via une augmentation de l’adressage de TNF 

superfamily member 10 (TNFSF10), aussi appelé TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL), à la 

membrane. Cette population d’astrocytes LAMP1+ TRAIL+ est diminuée de 37% chez les souris après 

induction de l’EAE et de 84% chez des patients atteints de SEP (Sanmarco et al. 2021). 

Les analyses par séquençage en cellule unique permettent une analyse des différentes sous-

populations d’un type cellulaire au sein d’un tissu mais ne permettent pas d’évaluer la répartition 

spatiale de ces clusters. 

Par contre, une analyse par cytométrie et imagerie de masse à 13 marqueurs, a mis en évidence 5 

sous-types d’astrocytes dans une lésion démyélinisante de patient atteint de SEP. Chaque cluster est 
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séquestré dans une zone définie : le centre de la lésion, la bordure de la lésion, ou la substance blanche 

non atteinte. Dans une lésion tardive, les auteurs ne mettent en évidence que deux sous-types 

d’astrocyte, localisés au centre de la lésion et au niveau de la bordure de la lésion (Park et al. 2019). 

5.2. La cicatrice gliale 

Après une lésion, le tissu nerveux nécrotique est séparé du tissu sain par une cicatrice gliale composée 

notamment d’astrocytes prolifératifs (Mathewson et Berry 1985). Depuis les premières observations 

de la cicatrice gliale au début du 20ème siècle (Ramón y Cajal et May 1928), les connaissances 

quantitatives et qualitatives sur sa composition mais également sur les interactions des astrocytes qui 

composent cette cicatrice avec les autres types cellulaires de l’UNV ont fortement évolué. 

En 2013, le laboratoire de MV Sofroniew a mis en évidence l’hétérogénéité phénotypique des 

astrocytes constituant cette cicatrice dans un modèle aigu de traumatisme médullaire. Au contact 

immédiat de la lésion, la prolifération est importante et les astrocytes vont s’orienter parallèlement à 

la lésion via une signalisation dépendant de signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 

(Wanner et al. 2013). Cette cicatrice permet notamment de protéger les neurones viables en 

ségréguant les cellules inflammatoires au niveau de la zone lésionnelle. 

Figure 18 Astrocytes réactifs formant une cicatrice gliale, séquestrant les cellules immunitaires 
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Dans des modèles de neuro-inflammation chronique, l’observation de clusters de cellules 

inflammatoires est ancienne (Adams, Poston, et Buk 1989). En 2009, la même équipe a mis en 

évidence, dans un modèle murin d’EAE, une organisation des astrocytes similaire à celle retrouvée 

suite à un traumatisme médullaire. En effet, les astrocytes réactifs, dans les zones de lésion 

inflammatoire induites par l’EAE, forment également une cicatrice qui empêche l’infiltration des 

cellules inflammatoires à l’ensemble du parenchyme (Sofroniew 2009). 

Dans une étude plus récente, l’équipe de GR John a démontré l’expression par les astrocytes réactifs, 

de protéines de jonctions serrées habituellement retrouvées dans les épithéliums étanches comme 

l’épithélium digestif ou rénal par exemple. Les principales protéines de jonctions identifiées sont la 

CLDN1 et la CLDN4. Dans un modèle d’astrogliose in vitro, le knockdown de ces protéines de jonction 

conduit à une désorganisation des réseaux d’astrocytes réactifs et à un défaut de ségrégation de 

lymphocytes T CD4+ en co-culture. In vivo, l’induction de l’EAE dans un modèle murin de souris 

déficiente pour la CLDN4 astrocytaire est associée à une pathologie moins sévère et à une moindre 

infiltration inflammatoire du parenchyme (Horng et al. 2017). 

Des travaux ultérieurs dans l’EAE ont également montré que F11R, outre une fonction de jonction 

serrée, joue également un rôle dans la communication astrocytes – lymphocytes T et favorise le 

passage de ces derniers depuis l’espace périvasculaire dans le parenchyme (Amatruda et al. 2022). 

5.3. Impact de l’activation astrocytaire sur l’intégrité de la BHE et l’infiltrat 

inflammatoire dans la SEP 

En condition de SEP, plusieurs études démontrent des effets à la fois bénéfiques et délétères de 

l’astrogliose sur l’homéostasie de la BHE via la 

sécrétion de facteurs par les astrocytes réactifs. 

5.3.1. Astrocyte et cellules 

endothéliales 

Chez les patients atteints de SEP ainsi que dans 

différents modèles de neuro-inflammation chez 

la souris, les astrocytes réactifs ont été identifiés 

comme sécrétant des facteurs bénéfiques ou 

délétères pour l’intégrité de la BHE en régulant 

notamment l’expression des protéines de Figure 19 Récapitulatif des facteurs sécrétés par les astrocytes 
réactifs au cours de la neuro-inflammation (les facteurs 
délétères sont en rouge et les facteurs protecteurs en vert). 
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jonctions endothéliales ainsi que les marqueurs d’activation endothéliaux. 

5.3.1.1. Vascular endothelial growth factor A (VEGFA) 

La famille des facteurs de croissance vascular endothelial growth factor (VEGF) contient 6 membres:  

VEGFA, VEGFB, CEGFC, VEGFD, VEGFE et placental growth factor (PGF). Ils se fixent sur des récepteurs 

tyrosine kinase dont il existe trois formes : fms related receptor tyrosine kinase 1 (FLT1) également 

appelé VEGFR1, kinase insert domain receptor (KDR) aussi appelé VEGFR2 et fms related receptor 

tyrosine kinase 4 (FLT4) aussi appelé VEGFR3. VEGFA est le ligand le plus connu et le plus étudié, il 

interagit majoritairement avec VEGFR2 et de manière plus anecdotique avec VEGFR1. L’axe VEGFA-

VEGFR2 est très étudié dans l’angiogénèse durant le développement et dans l’homéostasie vasculaire 

(Apte, Chen, et Ferrara 2019). 

Les premières mentions de l’expression de VEGF par des cellules gliales datent du début des années 

90 dans les gliomes humains (J. A. Alvarez et al. 1992), dans le processus d’angiogénèse de la rétine 

chez le rat ou chez le chat (Stone et al. 1995) ou in vitro dans des cultures d’astrocytes de rat soumis à 

des conditions hypoxiques (Ijichi, Sakuma, et Tofilon 1995). En 1999, le laboratoire de MJ Merril met 

en évidence que l’exposition chronique de cerveaux de rats sains à du VEGFA, délivré par pompe ou 

par vecteur viral, provoque une augmentation de la perméabilisation vasculaire, mesurée par 

radiographie après administration intraveineuse (M. A. Proescholdt et al. 1999). Toujours chez le rat, 

les auteurs rapportent une expression de VEGFA dès J6 post induction de l’EAE ainsi qu’une 

augmentation de cette production dans le temps. L’expression de VEGFA dans le SNC des animaux est 

corrélée à l’infiltrat parenchymal de cellules CD45+ (Martin A. Proescholdt et al. 2002). En 2002, le 

même laboratoire met en évidence une surexpression astrocytaire dans des zones corticales 

lésionnelles de patients atteints de SEP. L’équipe de GR John et AT Argaw a ensuite démontré que 

l’expression astrocytaire de VEGFA est en partie régulée par IL1B. IL1B induit la production de HIF1A 

via nuclear factor-kappa B (NFƘB). HIF1A permet ensuite la formation d’un complexe hétérodimérique 

HIF1A / aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) qui transloque au noyau et active la 

transcription de gènes cibles notamment VEGFA (Argaw et al. 2006). In vitro, l’ajout de VEGFA à des 

cellules endothéliales cérébrales humaines (BMVECs) provoque une diminution de l’expression des 

protéines de jonctions CLDN5 et OCLN. In vivo, l’administration stéréotaxique intra corticale de VEGFA 

à des souris sauvages induit une augmentation de la perméabilisation et une diminution de 

l’expression de la CLDN5 et de l’OCLN (Argaw et al. 2009). En créant un modèle murin de knockdown 

astrocytaire de VEGFA (VEGFA ACKO) sous promoteur GFAP, les auteurs ont ensuite montré que les 

signes cliniques de l’EAE chez ces souris sont extrêmement réduits, faisant de l’axe IL1B/VEGFA/CLDN5 

une cible thérapeutique intéressante. De plus en aval de VEGFA, les auteurs ont montré que la 
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diminution de l’expression de la 

CLDN5 endothéliale par le VEGFA 

astrocytaire passe par 

l’activation du VEGFR2 

endothélial qui active 

l’endothelial nitric oxide 

synthase (eNOS) via la 

phospholipase C gamma 1 

(PLCG1). L’utilisation d’un 

inhibiteur d’eNOS, la cavtratin, 

chez des souris atteintes d’EAE 

permet également une réduction 

des signes cliniques de la 

pathologie, similaire à la 

réduction observée chez les 

souris VEGFAACKO (Argaw et al. 

2012).  

Malgré les travaux du laboratoire de GR John sur l’importance de VEGFA dans l’ouverture de la BHE en 

condition neuro-inflammatoire, le blocage de VEGFA ne permet pas une abrogation complète des 

signes cliniques de l’EAE suggérant que d’autres voies sont impliquées dans l’ouverture de la BHE. 

5.3.1.2. Tymidine phosphorylase (TYMP) 

En réalisant un screening sur des astrocytes humains en culture stimulés par IL1B, Chapouly et al. ont 

identifié la tymidine phosphorylase (TYMP), aussi connue sous le nom d’endothelial cell growth factor-

1 (ECGF1), comme un facteur pro- perméabilisation (Chapouly et al. 2015). L’implication de TYMP dans 

l’angiogenèse tumorale a précédemment été démontrée dans certains cancers de la sphère digestive 

(Saeki et al. 1997; Maeda et al. 1996; Igarashi et al. 1998; Takao et al. 1998), dans le cancer du sein 

(Engels et al. 1997) et dans le cancer du poumon (Koukourakis et al. 1997). L’effet endothélial de TYMP 

est dû à la protéine mature mais également à l’un de ses produits de dégradation, le 2-deoxy-D-ribose 

(DDR). En effet, TYMP catalyse la transformation de la thymidine en thymine et en 2-deoxy-D-ribose-

1-phosphate, ultérieurement déphosphorylé pour donner le DDR (Sengupta et al. 2003).  

Chapouly et al. ont démontré que le DDR a les même effets que le VEGFA sur la diminution de 

l’expression des protéines de jonctions CLDN5 et OCLN à la fois in vitro et in vivo. Les auteurs ont 

Figure 20 Schématisation des interactions entre les VEGFR1, VEGFR2, 
VEGFR3 et leurs ligands 
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également mis en évidence que les effets du VEGFA et du DDR sont synergiques. Cependant, malgré 

ces effets similaires, le séquençage de cellules endothéliales incubées avec du VEGFA et du DDR a 

montré que les gènes modulés par ces deux facteurs sont différents et sur les 80 gènes modulés par 

VEGFA et 41 modulés par DDR, seuls 9 sont communs (Chapouly et al. 2015).  

5.3.1.3. Voie hedgehog  

Chez les mammifères, il 

existe 3 ligands de la voie 

hedgehog : sonic (SHH), 

indian (IHH) et desert 

(DHH) hedgehog. Ils sont 

synthétisés sous forme 

de précurseurs qui 

subissent des 

modifications post-

traductionnelles : 

clivage, modification du 

cholestérol en C-terminal 

et palmitoylation en N-terminal. Les protéines hedgehog initient leur signalisation en se liant au 

récepteur patched 1 (PTCH1) ce qui entraine une levée d’inhibition de smoothened, frizzled class 

receptor (SMO). SMO provoque ensuite la dissociation des protéines de la famille GLI family zinc finger 

(GLI) de leurs inhibiteurs dont SUFU negative regulator of hedgehog signaling (SUFU). Les protéines de 

la famille GLI agissent ensuite comme effecteur transcriptionnel de la voie (Beachy et al. 2010).  

Le rôle critique de la signalisation hedgehog dans la neuro-inflammation a été mis en évidence pour la 

première fois en 2011 par l’équipe d’A. Prat ; cette étude a révélé qu'en condition de SEP ou d’EAE, le 

morphogène SHH est exprimé par les astrocytes réactifs et participe au maintien de l'homéostasie de 

la BHE (J. I. Alvarez et al. 2011). Cependant, à la suite de cette découverte, notre groupe a constaté 

que, si SHH est exprimé par les astrocytes activés, DHH est quant à lui physiologiquement exprimé par 

les cellules endothéliales chez l'adulte, notamment au niveau de la BHE (Hollier et al. 2021). Nous avons 

démontré que le DHH endothélial est régulé négativement au cours de l'EAE et que le knockdown 

endothélial de DHH est suffisant pour induire la perméabilisation de la BHE en inhibant l'expression de 

jonctions serrées. Parallèlement, notre équipe a publié une étude qui démontre que l'expression 

ectopique de SHH par les astrocytes activés en condition d’EAE induit une rupture de la BHE en agissant 

comme antagoniste compétitif de DHH au niveau endothélial. En effet, dans un contexte de neuro-

Figure 21 Schéma simplifié de la voie Hh 
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inflammation chronique, les deux ligands entrent en compétition au niveau de leur liaison au récepteur 

PTCH1 sur les cellules endothéliales : ainsi, la sécrétion massive de SHH par les astrocytes contribue au 

déplacement de DHH de son récepteur au niveau de la BHE avec pour conséquence une rupture de 

l’UNV.  Cette étude a permis de réconcilier un certain nombre de données bibliographiques 

incohérentes concernant le rôle de la signalisation hedgehog dans la biologie de l’UNV. En effet, 

pendant longtemps, l’absence d’inhibiteurs spécifiques de chaque ligand hedgehog ou de souris 

knockdown spécifique d’un ligand dans un type cellulaire donné a contribué à des conclusions 

erronées. L’utilisation d’anticorps qui ne discriminent pas les trois ligands hedgehog ainsi que 

l’utilisation d’inhibiteurs de SMO et de modèles murins knockdown pour SMO en sont la cause majeure 

(Hollier et al. 2021).  

5.3.2. Astrocytes et cellules inflammatoires 

Au sein de l’UNV, les astrocytes sont très impliqués dans la communication avec les cellules 

immunitaires. Outre des contacts directs des astrocytes avec les cellules immunitaires piégées dans 

l’espace périvasculaire ou infiltrées dans le parenchyme cérébral, la localisation anatomique des pieds 

astrocytaires de la glia limitans au contact des vaisseaux de la BHE rend possible une communication 

juxtacrine et paracrine avec les cellules immunitaires via la sécrétion de facteurs solubles. 

5.3.2.1. Facteurs solubles 

5.3.2.1.1. Cytokines 

Le TNF est surexprimé dans les lésions actives, aigues et chroniques, de cerveaux de patients atteints 

de SEP (Selmaj et al. 1991). Cependant cette cytokine a été identifiée comme ayant à la fois des rôles 

bénéfiques et délétères dans l’EAE. Cela peut s’expliquer par le fait que le TNF existe sous deux formes : 

une forme soluble (solTNF) et une forme membranaire (memTNF). Ainsi, chez des souris atteintes 

d’EAE, en utilisant des inhibiteurs du TNF dirigés contre les différentes formes, Brambilla et al. ont 

démontré que le solTNF, en se fixant sur TNFR1, est responsable d’actions pro-apoptotiques et pro-

inflammatoires et que le memTNF, en se fixant sur le récepteur TNFR2, possède des actions anti-

inflammatoires et remyélinisantes (Brambilla et al. 2011). Plus récemment, Plumb et al. ont mis en 

évidence, chez des patients atteints de SEP, une augmentation de l’expression d’ADAM 

metallopeptidase domain 17 (ADAM17), dans les astrocytes réactifs au sein des lésions actives de la 

substance blanche. ADAM17 est une enzyme provoquant la coupure de TNF sous forme soluble 

suggérant un rôle neurotoxique du TNF astrocytaire (Plumb et al. 2006). Cependant, il faut noter que 

les astrocytes expriment TNFR1 mais aussi TNFR2 et que le rôle anti-inflammatoire et pro-myélinisant 

associé à l’activation du TNFR2 astrocytaire a été mis en évidence dans un modèle cuprizone, donc un 
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modèle de démyélinisation toxique et non auto-immun, sous la dépendance de CXCL2 (J. R. Patel et al. 

2012).  

L’IL6 est surexprimée notamment par les astrocytes activés dans les cerveaux de patients atteints de 

SEP au niveau de lésions actives aigues et chroniques (Maimone, Guazzi, et Annunziata 1997; 

Schönrock, Gawlowski, et Brück 2000). Si plusieurs équipes se sont intéressées à l’IL6 en contexte 

neuro-inflammatoire, son rôle exact n’est toujours pas connu dans la physiopathologie de la SEP. 

Certaines études suggèrent un rôle bénéfique de l’IL6 astrocytaire, notamment parce que, dans des 

cerveaux humains les astrocytes IL6+ sont majoritairement situés proche des oligodendrocytes sains 

(Schönrock, Gawlowski, et Brück 2000). À l’inverse, plusieurs études chez la souris suggèrent un rôle 

délétère de l’IL6. En effet, dans un modèle murin présentant un knockdown total pour l’IL6, les souris 

déficientes sont complètement résistantes à l’induction de l’EAE (Okuda et al. 1998). Dans un modèle 

de souris inductibles knockdown pour l’IL6 spécifiquement dans les astrocytes, le délai d’apparition 

des signes cliniques de l’EAE est allongé chez les femelles qui présentent également une diminution 

des zones de démyélinisation et une diminution de l’infiltration cellulaire dans le parenchyme. 

Cependant, ces différences de score clinique entre les femelles déficientes en IL6 astrocytaire et les 

femelles du groupe contrôle restent minimes en comparaison des effets cliniques obtenus avec le 

knockdown total de l’IL6. Cela peut s’expliquer par le fait que le knockdown astrocytaire est compensé 

par la production de l’IL6 par d’autres types cellulaires notamment les lymphocytes B. Chez les mâles 

à l’inverse, aucune différence n’est observée, tant cliniquement qu’histologiquement (Erta et al. 2016). 

D’autres interleukines sont également produites par les astrocytes mais leurs rôles sont moins connus. 

L'interleukine 33 (IL33) est surexprimée dans le SNC des patients atteints de SEP, à la fois dans les 

lésions corticales (plaques) et dans les régions saines du cerveau et de la moelle épinière, par rapport 

aux volontaires sains (Christophi et al. 2012). Dans un modèle animal d'EAE, Chen et al. ont démontré 

qu’IL33 est libérée par les astrocytes activés et les neurones mourants au cours de la progression de la 

maladie ce qui prévient l'exacerbation de l'EAE. Après administration d'un anticorps bloquant dirigé 

contre l'IL33 dans les ventricules cérébraux, les auteurs ont observé une augmentation des scores 

cliniques, une démyélinisation accrue et une infiltration plus importante de cellules CD3+ dans le SNC 

(Chen et al. 2015). En 2019, la même équipe a répété l'expérience dans un modèle de souris avec 

knockdown total d’IL33. Les auteurs ont confirmé les données obtenues avec l'anticorps et ont montré 

une exacerbation du handicap et de la démyélinisation de la moelle épinière, corrélée à une diminution 

des cellules T régulatrices dans la rate et les ganglions lymphatiques et une diminution des populations 

de cellules TH2 dans le SNC des souris knockdown IL33 induites par l'EAE (Xiao et al. 2018). Cependant, 

ces données sont critiquables car l'effet observé sur la physiopathologie de l'EAE est lié à l'inhibition 
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totale de l'IL33 chez la souris via l'utilisation d'un anticorps bloquant ou par un knockdown total de 

l'IL33. Ainsi, l'effet spécifique de l'IL33 astrocytaire ne peut être identifié avec certitude dans ces 

modèles. En outre, les scores cliniques en phase de plateau chez les animaux témoins sont 

anormalement bas pour les modèles d'EAE. 

L’interleukine 15 (IL15) est peu exprimée à l’état basal par les astrocytes. Cependant, l’équipe de Saikali 

a mis en évidence une surexpression astrocytaire de cette cytokine dans les lésions corticales et leur 

pourtour chez des patients atteints de SEP. Dans ses travaux, cette équipe démontre que les 

lymphocytes T CD8+ sont situés dans les zones où l’IL-15 est surexprimée suggérant un rôle de l’IL-15 

astrocytaire dans la promotion des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8 (Saikali et al. 2010). 

Il n’y a que très peu d’études d’autres groupes sur le rôle de l’IL-15 astrocytaire dans l’EAE ou dans la 

SEP à notre connaissance. 

L’IL17A est produite en grande quantité par les lymphocytes T après induction de l’EAE. Les astrocytes 

expriment le récepteur à l’IL17A de manière constitutive et le sur-expriment en condition neuro-

inflammatoire (Das Sarma et al. 2009). In vitro, le traitement de cultures d’astrocytes avec un cocktail 

d’IL17A et de TNF provoque la translocation nucléaire de NFƘB et la production d’interleukines (IL6 et 

IL8) et de chimiokines (CXCL1, CXCL2 et CCL20) (Elain et al. 2014). Le récepteur à l’IL17A est un 

complexe hétérodimérique composé de protéines de la famille SEFIR : interleukin 17 receptor A 

(IL17RA) et interleukin 17 receptor C (IL17RC) (Toy et al. 2006). Act1 adaptor protein (ACT1) est une 

protéine cytoplasmique qui appartient également à la famille des protéines SEFIR. Après stimulation 

par l’IL17A, ACT1 est recruté au niveau du récepteur à l’IL17A via une interaction dépendante du 

domaine SEFIR. ACT1 provoque à son tour le recrutement de kinases de la famille TNF receptor 

associated factor (TRAF) telles que TRAF6 qui active la voie du NFƘB (Gu, Wu, et Li 2013). In vivo, en 

utilisant un knockdown d’ACT1 sous contrôle du promoteur de la Nestin (souris NesCreAct1fl/-) pour 

induire une inhibition d’ACT1 spécifiquement dans les précurseurs neuronaux, Kang et al. ont mis en 

évidence, chez les souris déficientes, un délai de l’apparition des signes cliniques après induction de 

l’EAE et une diminution de l’incapacité physique à l’acmé. Une moindre infiltration de cellules 

inflammatoires dans la moelle épinière des souris déficientes en ACT1 dans les précurseurs neuronaux 

a également été observée, associée à une démyélinisation moins importante (Kang et al. 2010).  

5.3.2.1.2. Chimiokines 

Le C-C motif chemokine ligand 2 (CCL2) est la chimiokine la plus étudiée dans la SEP et l’EAE. Dans 

l’EAE, les cellules du SNC qui produisent majoritairement le CCL2 sont les astrocytes et les cellules 

endothéliales (Shrestha, Ge, et Pachter 2014). Dans les astrocytes, sa production est sous la 

dépendance de nuclear factor kappa B (NFKB) qui, suite à une stimulation avec le TNF, est recruté au 
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niveau du promoteur du CCL2 et agit comme facteur de transcription (Giraud et al. 2010). En utilisant 

un knockdown astrocytaire du CCL2, Kim et al. ont montré que le CCL2 astrocytaire était délétère dans 

l’EAE et responsable de l’infiltration de macrophages et de lymphocytes T dans le parenchyme (R. Y. 

Kim et al. 2014). Paul et al., en comparant des souris knockdown pour CCL2 au niveau astrocytaire 

(ACKO) ou au niveau endothélial (ECKO) et induites par l’EAE et en analysant la physiopathologie de la 

maladie à J9 et à J16 post-induction, ont déterminé de manière plus fine l’action de cette chimiokine 

sur la perturbation des protéines jonctionelles et la perméabilisation de la BHE. À J9 post induction, 

i.e. avant l’apparition des premiers symptômes de la maladie, l’expression de la CLDN5 est diminuée 

dans les souris contrôles et les souris ECKO mais préservée dans les souris ACKO soulignant l’effet 

précoce du CCL2 astrocytaire sur la déstabilisation des protéines jonctionelles. Le CCL2 astrocytaire est 

également responsable du passage des leucocytes dans le parenchyme, un agrégat périvasculaire de 

cellules inflammatoires étant retrouvé à J16 chez les souris ACKO contrairement aux souris ECKO et 

contrôles. Le CCL2 endothélial, en revanche, semble participer uniquement au passage 

transendothélial des cellules immunitaires (Paul et al. 2014). 

Le C-C motif chemokine ligand 2 (CCL20), initialement appelé macrophage inflammatory protein (MIP)-

3a, est le ligand du récepteur CC-chemokine receptor (CCR) 6. Ce récepteur est situé sur les 

lymphocytes T mémoires (Maki et al. 2002), les lymphocytes B matures (Krzysiek et al. 2000) et les 

cellules dendritiques (Varona et al. 1998). Les astrocytes ont été identifiés comme source principale 

du CCL20 dans le contexte de l’EAE. L’équipe d’Ambrosini a ainsi mis en évidence que cette production 

est sous la dépendance d’IL1B et de TNF in vivo (Ambrosini et al. 2003). Meares et al. ont également 

mis en avant le rôle de l’IL6 et de l’IL17A sur l’activation transcriptionelle du gène codant pour le CCL20 

via la phosphorylation de STAT3 et NFƘB dans les astrocytes (Meares et al. 2012). Enfin, Ambrosini et 

al. ont mis en évidence le rôle chémoattractant du CCL20 astrocytaire sur les lymphocytes TH1 et TH2 

in vitro en utilisant du milieu conditionné d’astrocytes stimulés par IL1B / TNF (Ambrosini et al. 2003). 

À ce jour, aucune souris transgénique pour le CCL20 n’a été développée, rendant difficile une 

transposition de ces résultats in vivo. Cependant le knockdown du récepteur du CCL20 existe ; Reboldi 

et al., dans ce modèle murin, après induction de l’EAE, ont décrit une résistance des souris knockout 

au développement de la paralysie. En effet des lymphocytes TH1 et TH17 réactifs contre la myéline 

sont retrouvés chez ces animaux au niveau de la rate mais pas du SNC. Cela s’explique par le fait que 

les lymphocytes TH17 sont piégés entre les cellules endothéliales et les cellules épithéliales du plexus 

choroïde exprimant le CCL20, soulignant l’importance du CCL20 pour le passage des lymphocytes TH17 

à travers le plexus choroïde (Reboldi et al. 2009). 
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Le CXC motif chemokine ligand 10 (CXCL10) aussi appelé IP-10 est une cytokine de la famille CXC dont 

les effets pro-inflammatoires sur l’infiltration tissulaire ont initialement été mis en évidence dans 

l’hépatite C. Le CXC motif chemokine ligand 9 (CXCL9), ou monokine induced by gamma interferon 

(MIG), est une chimiokine de la même famille dont les effets ont été décrits dans des modèles 

tumoraux. Ces deux protéines possèdent un récepteur commun, le CXCR3. Simpson et al., dans une 

analyse post mortem de cerveaux de patients atteints de SEP, décrivent une expression astrocytaire 

et macrophagique du CXCL10 et CXCL9 en bordure de lésion démyélinisante active. Le CXCR3 est quant 

à lui exprimé par les lymphocytes dans la lésion. En parallèle les auteurs montrent également une 

expression d’IFNG, connue pour provoquer une augmentation de l’expression du CXCL10 et CXCL9, 

dans les infiltrats périvasculaires. L’expression du CXCL10 et CXCL9 n’est cependant pas retrouvée dans 

les lésions chroniques non actives. Au vu de ces résultats, les auteurs proposent la séquence 

d’activation suivante : l’expression d’IFNG par les lymphocytes périvasculaires induit l’expression du 

CXCL10 et CXCL9 par les astrocytes qui à leur tour provoquent le recrutement de lymphocytes 

exprimant le récepteur CXCR3 au niveau de la lésion (Simpson et al. 2000). En dehors de leur rôle sur 

le recrutement lymphocytaire, les chimiokines CXCL10 et CXCL9 joueraient également un rôle dans la 

communication astrocyte – astrocyte et astrocyte – microglie. En effet, comme l’équipe de Simpson, 

Tanuma et al. ont mis en évidence une expression astrocytaire et microgliale du CXCR3 dans des lésions 

actives de SEP. Les auteurs font l’hypothèse que la communication entre une chimiokine (CXCL9/10) 

et son récepteur CXCR3 conduit au recrutement des astrocytes et de la microglie au sein des lésions 

(Tanuma et al. 2006). Dans un modèle murin de knockdown astrocytaire pour CXCL10, soumis au 

protocole d’EAE, Mills Ko et al. ont confirmé le rôle délétère du CXCL10 astrocytaire sur l’évolution 

aigue de la maladie via une amélioration du score clinique et une diminution de la démyélinisation 

chez les souris CXCL10 ACKO, sans effet sur la perte axonale chronique. Concernant l’infiltrat 

lymphocytaire, aucune modification n’est observée dans le parenchyme mais deux différences 

majeures sont mises en avant par les auteurs : une diminution du ratio TH1 / TH17 et une diminution 

de l’accumulation de lymphocyte T CD4+ dans les espaces périvasculaires (Mills Ko et al. 2014). 

Le CXC motif chemokine ligand 12 (CXCL12), aussi appelé stromal cell-derived factor 1, est un inhibiteur 

connu de l’entrée des lymphocytes dans le SNC, surexprimé par les astrocytes chez les patients atteints 

de SEP. Meiron et al., en injectant un anticorps neutralisant anti CXCL12 à des souris atteintes d’EAE, 

ont mis en évidence un effet anti-inflammatoire du CXCL12. En effet, en plus de l’effet attractant sur 

les lymphocytes T, le CXCL12 impacte également leur polarisation. Le traitement des souris par le 

CXCL12 permet un switch des lymphocytes TH1 pro-inflammatoires vers des lymphocytes T régulateurs 

anti-inflammatoires produisant de l’IL10 (Meiron et al. 2008). De plus, dans un modèle cuprizone, Patel 

et al. ont mis en évidence que le CXCL12 astrocytaire en se fixant sur son récepteur CXCR4 au niveau 
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des oligodendrocytes, promeut la prolifération, la migration et la différenciation des olidogendrocytes 

(J. R. Patel et al. 2012). 

5.3.2.2. Production des chimiokines et cytokines et régulation  

La production de très nombreuses molécules par les astrocytes en conditions neuro-inflammatoires 

est sous la dépendance de NFKB. L'activation de la voie canonique, ou voie classique, du NFKB aboutit 

à l'expression de gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (telles que le TNF, l'IL1B et l'IL6), 

des facteurs de croissance (tels que colony stimulating factor 2 (CSF2) également appelé Granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)), des chimiokines (IL8, le ligand 1 de la chimiokine CXC 

(CXCL1), le ligand 3 de la chimiokine CC (CCL3), CXCL2, CCL2 et CCL5), des enzymes de la famille matrix 

metallopeptidase (MMP) comme MMP9, des protéines pro-prolifératives (comme la cycline D1 et 

MYC), des protéines anti-apoptotiques (comme BCL XL, BCL 2 et FLIP (également connu sous le nom 

de CFLAR)), des enzymes pro-inflammatoires (comme la prostaglandin-endoperoxide synthase 2 

(PTGS2) également appelé COX2 et l'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS ; également appelée 

NOS2)), des facteurs angiogéniques (tels que le VEGFA), des molécules d'adhésion (telles que VCAM1, 

ICAM1 et SELE) et des inhibiteurs de la signalisation NFKB (tels que NFKB inhibitor alpha (NFKBIA) et 

TNF alpha induced protein 3 (TNFAIP3), également appelée A20). 

Afin de mieux caractériser les effets du NFKB astrocytaire, l’équipe de Brambilla a créé un modèle 

murin transgénique d’inactivation de NFKB au niveau astrocytaire en surexprimant, sous le promoteur 

GFAP, dn-IKBalpha, un super répresseur de NFKB. En soumettant ces souris à l’EAE, les auteurs ont 

ainsi mis en évidence que l’inhibition du NFKB astrocytaire, permet une amélioration du score clinique 

des souris, une diminution de l’infiltration leucocytaire et une diminution de l’astrogliose. Ces 

améliorations cliniques et histologiques sont corrélées à une diminution de l’expression de molécules 

pro-inflammatoires 17 jours après l’induction de l’EAE (cytokines (TNF, IFNG, IL1B), de chimiokines 

(CCL2, CCL5, CXCL9, CXCL10)) et de leurs récepteurs (CXCR2 et CCR2) (Brambilla et al. 2009). 

Les astrocytes ont un impact important sur l’homéostasie de la barrière et leur dysfonction peut être 

majeure dans la physiopathologie de maladies neurologiques. En fonction du microenvironnement, les 

astrocytes peuvent adopter différents phénotypes, soit bénéfiques, soit délétères. De manière 

intéressante ces différents clusters semblent suivre une répartition spatiale. 

La recherche de nouvelles voies de signalisation permettant de réguler ces fonctions astrocytaires, en 

diminuant les phénotypes délétères ou en augmentant les phénotypes bénéfiques, pourrait représenter 

une cible thérapeutique intéressante en contexte neuro-inflammatoire. 



67 
 
 

6. La voie NOTCH 

Le gène NOTCH a été décrit pour la première fois dans les années 1910 lors de travaux chez la 

drosophile et a par la suite été retrouvé chez la plupart des vertébrés, traduisant l’ancienneté et la 

conservation de cette voie de signalisation (Mohr 1919)  

Une haplo-insuffisance du gène NOTCH chez la drosophile provoque un défaut anatomique au niveau 

des ailes à types d’encoches ou « notches » en anglais ce qui explique le nom donné à la voie. Une 

déplétion totale est quant à elle létale. 

6.1. L’architecture de la voie 

Les deux acteurs principaux de la voie NOTCH sont les récepteurs NOTCH et leurs ligands, de la famille 

Delta/Serrate/Lag-2 (DSL). 

À la différence de nombreuses voies cellulaires, la voie NOTCH ne possède pas d’intermédiaire entre 

son récepteur membranaire et l’effecteur nucléaire. En effet, la partie intracellulaire du récepteur est 

transloquée au noyau après plusieurs clivages enzymatiques successifs (Kopan et Ilagan 2009).  

6.1.1. Récepteurs 

La voie NOTCH est hautement conservée au sein des métazoaires mais le nombre de gènes 

homologues varie selon les espèces, ainsi la drosophile possède un seul gène Notch alors que les 

mammifères ont 4 gènes NOTCH paralogues, numérotés de 1 à 4 et situés chez l’homme sur les 

chromosomes 9, 1, 19 et 6 respectivement (Hori, Sen, et Artavanis-Tsakonas 2013; Larsson et al. 1994; 

Linheng Li et al. 1998). 

Figure 22 Ligands et récepteurs de la voie NOTCH 
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Les récepteurs sont constitués d’une partie extracellulaire, d’une partie transmembranaire et d’une 

partie intracellulaire. La partie extracellulaire contient un nombre variable de répétition en tandem de 

domaine EGF like. La partie intracellulaire contient une séquence appelée RAM (RBPJ association 

module) responsable de la liaison avec RBPJ (Borggrefe et Oswald 2009), un facteur de transcription 

ubiquitaire qui provoque le recrutement d’autres facteurs de transcription (Dreval, Lake, et Fan 2019). 

En ce qui concerne les cellules dérivées des progéniteurs neuronaux, la plupart des études sur la voie 

NOTCH ont été réalisées au cours du développement ou dans des conditions pathologiques, et seules 

quelques rares études se sont concentrées sur la voie NOTCH dans des conditions physiologiques chez 

l'adulte. NOTCH1 est le plus étudié dans le SNC, étant exprimé par les neurones pyramidaux et jouant 

un rôle dans les processus de mémoire et de plasticité synaptique (Alberi et al. 2013; Ables et al. 2011). 

Cependant, des récepteurs NOTCH ont également été identifiés chez l'adulte au niveau de la BHE, dans 

les cellules endothéliales pour NOTCH1 (Limbourg et al. 2005) et NOTCH4 (P. A. Murphy et al. 2008), 

et dans les cellules murales (péricytes et CMLs) pour NOTCH3 (H. Liu, Kennard, et Lilly 2009). 

6.1.2. Ligands 

De la même manière que pour les récepteurs, le nombre de gènes homologues varie pour les ligands. 

Chez la drosophile, deux ligands de Notch (N) ont été identifiés, Delta (Dl) et Serrate (Ser) (Klueg et 

Muskavitch 1999), alors qu’à ce jour, cinq ligands ont été identifiés chez l’homme : delta like canonical 

notch ligand 1 (DLL1), delta like canonical notch ligand 3 (DLL3), delta like canonical notch ligand 4 

(DLL4), jagged canonical notch ligand 1 (JAG1), and jagged canonical notch ligand 2 (JAG2). Ils 

possèdent tous une structure transmembranaire similaire à celle des récepteurs (Kopan et Ilagan 

2009). 

6.2. Interaction ligand récepteur 

Chez la drosophile, l’activité des ligands Dl et Ser est régulée par fringe (fng), une glycosyltransferase. 

En effet, son expression dans la même cellule que le récepteur provoque une glycosylation de la 

séquence EGF répétée sur le domaine extracellulaire du récepteur et favorise ainsi la liaison de Delta 

tout en inhibant celle de Ser. De manière similaire chez l’homme, les homologues de fringe, LFNG O-

fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase (LFNG) également appelé lunatic fringe, MFNG 

O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase (MFNG) également appelé manic fringe et 

RFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase (RFNG) également appelé radical 

fringe modulent l’interaction des ligands aux récepteurs : LFNG et MFNG favorisent la liaison de DLL1 

et inhibent celle de JAG1 alors que RFNG favorise la liaison de DLL4 et JAG1 (Kakuda et Haltiwanger 

2017; P. Taylor et al. 2014). 
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Malgré les différences de liaisons attribuables à la glycosylation du récepteur NOTCH, les ligands 

possèdent des affinités intrinsèques différentes pour les récepteurs : DLL1 possède une affinité plus 

importante pour NOTCH2 et DLL4 pour NOTCH1 (Tveriakhina et al. 2018; Andrawes et al. 2013). 

6.2.1. Cis-inhibition 

Quand ils sont exprimés sur la même cellule que le récepteur, les ligands de Notch peuvent inhiber ces 

mêmes récepteurs. Ce phénomène est appelé cis-inhibition par opposition au phénomène de trans-

activation, i.e. l’activation d’un récepteur sur une cellule A par un ligand sur une cellule B (décrit en 

page 68 - Interaction ligand récepteur) (del Álamo, Rouault, et Schweisguth 2011). Les seules fonctions 

connues de DLL3 à ce jour sont, par exemple, via une cis-inhibition de NOTCH1 (Ladi et al. 2005). 

De la même manière que pour la trans-activation, la cis-inhibition est modulée par glycosylation de 

NOTCH. Mfng et Lfng favorisent la cis-inhibition de NOTCH par les ligands DLL et restreignent la cis-

inhibition par les ligands JAG (LeBon et al. 2014). 

6.2.2. Voie canonique 

La liaison du ligand à un récepteur initie son endocytose ce qui provoque un changement de 

conformation du récepteur dégageant un site de clivage enzymatique appelé S2, cible des deux 

isoformes de l’enzyme ADAM, ADAM metallopeptidase domain 10 (ADAM10) et ADAM 

metallopeptidase domain 17 (ADAM17) (Stephenson et Avis 2012). Un deuxième clivage enzymatique 

par une gamma-secretase en intracellulaire au niveau du site S3 qui correspond à un complexe 

protéique contenant la presenilin 1 (PSEN1) et la presenilin 2 (PSEN2) (Y.-M. Li et al. 2000), l’aph-1 

homolog A, gamma-secretase subunit (APH1A) et l’aph-1 homolog B, gamma-secretase subunit 

(APH1B), la presenilin enhancer, gamma-secretase subunit (PSENEN) et la nicastrin (NCSTN) (Bai et al. 

2015; Kimberly et al. 2003), va provoquer la translocation de la partie intracellulaire du récepteur 

(NICD) au noyau. 

Les gènes cibles de la voie canonique de NOTCH sont : Hes family BHLH transcription factor (HES) et 

Hes related family bhlh transcription factor with YRPW (HEY) (Bray 2006). 

L’augmentation quantitative du NICD par clivage et de HES et HEY au niveau transcriptionnel est un 

signal d’activation de la voie NOTCH. 
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6.2.3. Voie non canonique 

Il existe également une voie NOTCH non canonique représentée par plusieurs mécanismes. 

Les récepteurs NOTCH matures sont recyclés après endocytose (Conner 2016). Ils peuvent alors être 

re-adressés à la membrane, détruits dans les lysosomes ou activés dans les endosomes, 

indépendamment d’un ligand. En effet, les endosomes contiennent des enzymes ADAM et des gamma-

secretases (Steinbuck, Arakcheeva, et Winandy 2018). 

NICD peut également interagir indépendamment du CSL, via une interaction directe avec d’autres 

protéines, tel que NFKB (L. L. Song et al. 2008). 

Figure 23 Schématisation de la voie canonique de la voie NOTCH 
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6.3. Role de la voie Notch dans le développement et l’homéostasie des différents 

systèmes 

Très étudiée dans le développement, la voie NOTCH reste exprimée à bas bruit chez l’adulte mais peut 

être réactivée à la faveur d’un stress ou d’un traumatisme, comme l’ischémie ou le cancer par exemple 

(Siebel et Lendahl 2017). 

6.3.1. Système vasculaire 

La circulation sanguine prend naissance dans le cœur, passe par des artères de gros calibre puis des 

artères de calibre inférieur, les artérioles, et enfin les capillaires qui forment un vaste réseau complexe 

au sein duquel se déroulent les échanges gazeux et métaboliques entre le sang et les tissus. Le sang 

repart ensuite via les veinules et les veines vers le cœur. Pour augmenter le transport du sang et 

indirectement celui des nutriments et de l’oxygène dans les tissus en croissance, les artères et les 

veines se dilatent grâce à des processus de croissance et de remodelage circonférentiels. Les capillaires 

eux, se développent et se ramifient en réseau plus complexe. 

Durant le développement, afin de former de nouveaux vaisseaux, certaines cellules endothéliales des 

capillaires vont entrer en germination (« sprouting »). Ces cellules sont appelées tip cells. Pour obtenir 

un réseau capillaire fonctionnel et maintenir une perfusion tissulaire efficace, toutes les cellules 

endothéliales ne peuvent pas entrer en germination en même temps, ce phénomène doit donc être 

finement régulé. La voie NOTCH joue un rôle majeur dans la régulation de ce phénomène. DLL4 est 

exprimée dans les tip cells et l’activation de NOTCH1 dans les cellules adjacentes, dénommées stalk 

cells, empêche leur entrée en germination (Hellström et al. 2007; Suchting et al. 2007). 
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La voie NOTCH est également 

impliquée dans la maturation 

des nouveaux vaisseaux. 

Dans un modèle murin 

transgénique d’inhibition de 

la voie NOTCH dans les 

péricytes (RbpjiΔPC, i.e. un 

KO inductible de RBPJ dans 

les péricytes), Nadeem et al. 

ont mis en évidence une 

augmentation du nombre de 

malformations artério-

veineuses à cause d’une 

absence de remodelage des 

vaisseaux liée à une baisse de 

la couverture péricytaire associée à une diminution de la survie des péricytes (Nadeem et al. 2020). 

L’expression des ligands et des récepteurs de la voie NOTCH en conditions pathologiques est 

augmentée. Lindler et al. ont montré qu’en condition physiologique, les cellules endothéliales et les 

CMLs expriment uniquement et à bas bruit NOTCH1, JAG1 et JAG2. En utilisant un modèle murin 

soumis à un protocole de blessure vasculaire au niveau artériel à l’aide d’un cathéter de dénudation, 

les auteurs ont mis en évidence une augmentation de l’expression de JAG1 et JAG2 et de NOTCH 1 et 

4 dans les cellules endothéliales et les CMLs (Lindner et al. 2001). 

Yang et al se sont intéressés à la transcytose au niveau des vaisseaux de la rétine et ont mis en évidence 

que DLL4, dans les artères rétiniennes, est impliqué dans la maintenance de l’homéostasie de la 

barrière vasculaire rétinienne en limitant la transcytose indépendamment des proteines de jonction. 

En effet, une inhibition génique de DLL4 dans les cellules endothéliales ou systémique via 

l’administration d’un anticorps monoclonal bloquant dirigé contre DLL4 provoque une augmentation 

de la perméabilisation vasculaire au dextrans de poids moléculaire 4 000 et 10 000 daltons et au bleu 

Evans. Ainsi, l’augmentation de la transcytose et de la perméabilisation vasculaire retrouvée en 

condition d’hypertension serait due à une diminution de l’expression de DLL4 au niveau des cellules 

endothéliales (J. M. Yang et al. 2020).  

Figure 24 Régulation de l'angiogénèse via la voie NOTCH 
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6.3.2. Système hématopoïétique 

Au cours du développement, la spécification des tissus s’accompagne d’une perte progressive du 

potentiel des cellules souches. On retrouve cependant des réservoirs importants de cellules souches 

dans les tissus qui se renouvellent continuellement à l’âge adulte comme les cellules souches 

hématopoïétiques (CSH). Les CSH somatiques proviennent des cellules embryonnaires et sont 

maintenues tout au long de la vie. 

NOTCH est considérée comme une voie essentielle dans la maintenance et la régulation des cellules 

souches. Cependant son rôle varie selon les organes. 

Chez les mammifères, NOTCH1 est indispensable pour la génération des CSH chez l’embryon mais 

inutile pour leur maintenance chez l’individu adulte. En effet, des CSH dépourvues de domaine RBPJ 

ou surexprimant le dominant négatif de mastermind like transcriptional coactivator 1 (MAML1), un 

inhibiteur de NOTCH, greffées à des souris irradiées permettent une reconstitution médullaire 

quantitativement et qualitativement normale (Maillard et al. 2008). Les mêmes résultats sont 

également observés après une délétion de JAG1 et de NOTCH1 (Mancini et al. 2005). 

Des modèles expérimentaux de sur-stimulation ou d’inhibition de la voie NOTCH présentent un 

phénotype dans lequel les modifications majoritaires concernent les populations lymphocytaires. 

L’inhibition constitutive de NOTCH1 chez des souris à P3 provoque un retard de croissance et un déficit 

de développement du thymus (diminution de la taille du thymus et du nombre de thymocytes). La 

greffe de cellules souches délétées pour NOTCH1 à des souris irradiées provoque une absence de 

population de la lignée T chez les animaux et une accumulation de lymphocytes B immatures dans le 

thymus suggérant que la signalisation via NOTCH1 dans les progéniteurs lymphoïdes agit comme un 

signal positif de différentiation en lymphocytes T via RBPJ et qu’en son absence une différentiation par 

défault en lymphocytes B s’opère (Radtke et al. 1999; Wilson, MacDonald, et Radtke 2001; H. Han et 

al. 2002). À l’inverse, chez des souris greffées avec des cellules sur-exprimant une forme active de 

NOTCH1, un blocage précoce de la lignée B et une hyperplasie de la lignée T sont observés, confirmant 

l’importance de l’activité de NOTCH pour le destin B versus T dans la lignée lymphoïde (Pui et al. 1999). 

Chez l’homme, des mutations activatrices de NOTCH sont retrouvées dans les leucémies aiguës 

lymphoïdes de type T (Weng et al. 2004). 

6.3.3. SNC 

Comme développé précédemment (en page 44 - Production des astrocytes), chez les vertébrés, les 

cellules souches neurales, issues du neuro-épithélium, sont produites au stade embryonnaire et 
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donnent lieu à deux types de cellules : les neurones et les cellules gliales. La voie NOTCH est essentielle 

à plusieurs niveaux lors du développement du SNC et participe notamment activement à la destinée 

des cellules souches neurales (Louvi et Artavanis-Tsakonas 2006). 

  

L’expression des protéines de la voie NOTCH n’implique pas forcément une augmentation de 

l’activation de la voie. De nombreuses études se sont donc intéressées à la surexpression de la voie 

soit par l’expression de gènes cibles de la voie NOTCH, soit en surexprimant NICD, forme active du 

récepteur NOTCH. Ainsi, l’utilisation d’un plasmide exprimant HES1 ou HES5, HESR1 ou HESR2 et d’un 

rétrovirus exprimant HES1 inhibe la différenciation des précurseurs neuronaux (Ishibashi et al. 1994; 

Sakamoto et al. 2003; Ohtsuka et al. 2001). De la même manière, après administration à E9,5 ou à 

E14,5 d’un rétrovirus exprimant NICD à des souris, les cellules infectées dans le cerveau acquièrent les 

caractéristiques morphologiques et l'expression des marqueurs de la glie radiale et deviennent des 

astrocytes à la naissance (Gaiano, Nye, et Fishell 2000; Chambers et al. 2001). Au niveau de la rétine, 

la surexpression d’une forme active de NOTCH chez le xénope ou la drosophile provoque une absence 

de différenciation en progéniteurs neuronaux intermédiaires (Dorsky, Rapaport, et Harris 1995; Fortini 

et al. 1993). 
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A l’inverse, la délétion génique de RBPJ chez des souris au stade embryonnaire augmente cette 

différentiation (Gao et al. 2009). De même, chez la souris, ChaC Glutathione Specific Gamma-

Glutamylcyclotransferase 1 (CHAC1), plus connu sous le nom de Blocks Notch Protein (BOTCH), un 

inhibiteur endogène de la voie NOTCH, en diminuant l’adressage à la membrane d’une forme mature 

de NOTCH1, promeut la neurogénèse au détriment des cellules gliales (Chi et al. 2012). 

Une fois engagés dans la gliogénèse, les progéniteurs gliaux peuvent donner naissance à des astrocytes 

ou à des précurseurs d’oligodendrocytes (OPCs) qui donneront ensuite des oligodendrocytes. 

Figure 25 Effet de l'activation de la voie NOTCH sur la différentiation des cellules issues des progéniteurs neuraux 
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La différenciation des progéniteurs gliaux est également sous la dépendance de la voie NOTCH et 

l’activation de celle-ci, via une transfection avec NICD, inhibe la différenciation en oligodendrocytes (S. 

Wang et al. 1998). 

6.4. Thérapeutiques anti-NOTCH 

Les thérapeutiques anti-NOTCH peuvent être séparées en deux catégories : les thérapeutiques non 

ciblées et les thérapeutiques ciblées. Dans la suite du manuscrit, les thérapeutiques présentées seront 

celles ayant dépassé le stade du développement préclinique, i.e. utilisées en essais clinique chez 

l’homme. 

6.4.1. Thérapeutiques non ciblées 

Parmi les thérapeutiques non ciblées, les seules ayant passé le stade du développement préclinique 

sont les inhibiteurs de gamma-secretase (GSI, de l’anglais gamma-secretase inhibitor). Initialement 

développés dans la maladie d’Alzheimer, (la gamma-secretase étant impliquée dans le clivage du 

peptide beta amyloïde), ces inhibiteurs ont été repositionnés dans des indications oncologiques 

notamment la leucémie aigüe myéloïde, le mélanome, les cancers gynécologiques et le cancer 

colorectal. Si certaines des molécules développées ont montré une activité anti-tumorale, c’est au prix 

d’une toxicité non négligeable, digestive et infectieuse, ayant conduit à l’arrêt de leur développement 

(Zhou et al. 2022). 

6.4.2. Thérapeutique ciblée 

Afin d’éviter les effets indésirables dus à une inhibition totale de la voie NOTCH, indépendamment du 

ligand et du récepteur impliqué, des anticorps monoclonaux plus spécifiques ont été développés. 

6.4.2.1. DLL3 

Le rovalpituzumab tesirine, un anticorps monoclonal anti-DLL3 conjugué à une toxine, a été développé 

dans les cancers du poumon à petites cellules. Même si cette molécule a permis d’obtenir des réponses 

cliniques encourageantes chez les patients en phase 1 avec des effets indésirables contrôlables, elle 

n’a pas réussi à remplir les critères d’efficacité d’essais de phases plus avancées. L’avenir du ciblage de 

DLL3 dans le cancer du poumon à petites cellules dépendra donc d’un meilleur ciblage des patients et 

du positionnement de cette nouvelle molécule au sein des lignes thérapeutiques déjà existantes (Hann 

et al. 2021; M. L. Johnson et al. 2021; Blackhall et al. 2021). 
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6.4.2.2. DLL4 

Plusieurs anticorps monoclonaux ciblant DLL4 ont été développés chez l’homme, comme l’enoticumab 

et le demcizumab (les plus avancés en développement préclinique), notamment parce que DLL4 a la 

capacité de potentialiser les effets des thérapeutiques ciblant VEGFA. Malheureusement, l’efficacité 

modeste de ces anticorps dans les tumeurs solides est associée à une toxicité cardiaque (Coleman et 

al. 2020; D. C. Smith et al. 2014; Chiorean et al. 2015). 

De façon intéressante, le navicixizumab, un anticorps monoclonal bi-spécifique ciblant à la fois DLL4 et 

VEGFA, a quant à lui montré un profil de sécurité satisfaisant et des signes d’activités anti-tumorales 

en phase I chez des patients atteints de tumeurs solides, justifiant la poursuite de son développement 

(Jimeno et al. 2019). 

6.4.2.3. NOTCH1 

Le brontictuzumab est un anticorps monoclonal ciblant NOTCH1 et inhibant l’activation de la voie. 

Dans un essai de phase 1 chez des patients atteints de tumeurs solides réfractaires, cet anticorps a 

montré des signes d’activité anti-tumorale associés à un bon profil de tolérance, à l’exception de 

diarrhées (Ferrarotto et al. 2018). 

6.4.2.4. NOTCH2 et NOTCH 3 

Le tarextumab cible à la fois NOTCH2 et NOTCH3 et, malgré une activité anti-tumorale in vitro, cet 

anticorps n’a pas montré de bénéfice clinique in vivo (Hu et al. 2019; D. C. Smith et al. 2019). 

D’autre part, le PF-06650808, un anticorps monoclonal anti-NOTCH3 conjugué à une toxine, a montré 

un profil de sécurité acceptable en phase précoce dans le cancer du sein (Rosen et al. 2020). 

Malgré une activité de recherche et développement soutenue concernant la voie NOTCH, notamment 

en oncologie, les effets indésirables nombreux et le manque d’efficacité n’ont pas permis d’aboutir à 

des molécules utilisables en pratique à ce jour. 

La traduction des résultats obtenus in vivo à des thérapeutiques utilisables chez l’homme ne pourra 

donc se faire qu’au prix d’une exploration des marqueurs d’activité afin de cibler les patients et ainsi 

d’améliorer l’efficacité clinique des molécules ciblant la voie NOTCH. Il faudra également développer 

les recherches sur la posologie et les soins de support qui permettront de limiter la toxicité de ces 

molécules. 
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7. Astrogliose et voie NOTCH 

La voie NOTCH, très active au cours du développement dans la mise en place du réseau vasculaire et 

dans le déterminisme des cellules souches, voit son activité diminuer drastiquement chez l’adulte et 

est retrouvée, au niveau du SNC, principalement dans le cytoplasme des neurones. Cependant, en 

condition pathologique, et plus particulièrement dans les maladies neuro-inflammatoires, la voie 

NOTCH est stimulée de façon anormale et participe aux mécanismes physiopathologiques de la neuro-

inflammation notamment dans les astrocytes réactifs, notre focus ici. 

7.1. Sclérose latérale amyotrophique 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative touchant les neurones 

moteurs du cerveau et de la moelle épinière. De nombreuses équipes ont étudié la voie NOTCH dans 

des modèles animaux expérimentaux de SLA avec des résultats parfois contradictoires. 

Dans un modèle murin de SLA, SOD1-G93A (mSOD), Wang et al. ont mis en évidence une augmentation 

de l’activation de la voie NOTCH dans les moelles épinières des souris. Le traitement des souris par le 

lithium et l’acide valproïque, deux médicaments neuro-protecteurs utilisés de façon synergique chez 

les patients souffrant de SLA, provoque une inhibition de l’activation de la voie NOTCH. Cependant, 

dans cette étude, l’activation de la voie NOTCH est mesurée sur moelle totale et n’est pas étudiée dans 

un type cellulaire particulier. Les analyses in vitro ont, quant à elles, été réalisées uniquement sur une 

lignée cellulaire hybride de motoneurone/médulloblastome (S.-Y. Wang et al. 2015). 

Deux équipes ont par la suite essayé de cartographier l’expression des ligands et des gènes cibles de 

la voie NOTCH dans la moelle épinière. Ma et al. ont mis en évidence une  modification de l’activation 

de la voie NOTCH chez les souris mSOD après l’apparition de la pathologie. En effet chez ces souris, la 

maladie se manifeste entre le 90ème et le 120ème jour de vie. Les auteurs ont mis en évidence 

qu’avant cette période, au jour 60 par exemple, la voie NOTCH est activée dans les motoneurones (co-

localisation de NICD et de RNA binding fox-1 homolog 3 (RBFOX3) également appelé NEUN) à la fois 

chez les souris mSOD et chez les souris contrôles. Chez des souris mSOD âgées de 117 jours, l’activation 

de la voie est diminuée dans les motoneurones mais augmentée dans les astrocytes. À l’opposé, chez 

les souris contrôles, l’activation de la voie NOTCH reste strictement neuronale. Cependant, l’équipe ne 

retrouve pas d’augmentation de l’expression de JAG1 dans les astrocytes mais seulement dans la 

microglie, proposant l’hypothèse que JAG1 au niveau de la microglie active la voie NOTCH astrocytaire 

(X. Ma et al. 2017). L’équipe de Liu a confirmé ces résultats sur le même modèle murin et corrélé 

l’augmentation de l’activation de la voie NOTCH dans les astrocytes à une augmentation de 

l’expression de DLL4 et de HES1 dans ces mêmes cellules. (C. Liu et al. 2020). À l’inverse, dans ce même 
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modèle de SLA, l’équipe de Nonneman retrouve à la fois une augmentation de NICD et de JAG1 au 

niveau astrocytaire. L’inhibition génique de JAG1 spécifiquement dans les astrocytes (souris Cx30-

CreER JAG1lox/lox) provoque une aggravation de la maladie et une diminution de la viabilité des 

motoneurones ainsi qu’une augmentation de l’activation de la voie NOTCH astrocytaire suggérant un 

rôle bénéfique de l’activation de la voie dans la SLA (Nonneman et al. 2018). 

Concernant l’humain, Gomez-Pinedo et al. ont effectué des immuno-marquages sur des coupes 

d’hippocampe de patients atteints de SLA. Les auteurs ont observé une augmentation de l’expression 

de NOTCH1 mais une diminution de la production de NICD associée à une diminution de l’expression 

des alphas secretases, ADAM10 et ADAM17. Les auteurs proposent que cette diminution de NICD 

correspond à une diminution de l’activation de la voie NOTCH dans les neurones. Cependant aucune 

quantification du NICD neuronal et astroglial n’a été effectuée (Gómez-Pinedo et al. 2019). 

Tableau 2 Tableau récapitulatif de l'activité de la voie NOTCH in vivo dans diverses conditions neuro-inflammatoires 

Pathologie Modèle Effet sur la voie NOTCH dans le SNC 

SLA SOD1-G93A NOTCH1, JAG1, HEY1, HES1 et MAML1 sont augmentés 
dans la moelle épinière 

SLA SOD1-G93A NICD est augmenté dans les astrocytes 

SLA SOD1-G93A NICD / JAG1 / DLL4 sont augmentés dans les astrocytes 

SLA SOD1-G93A NICD est augmenté dans les astrocytes 

SLA Humain : tissue de patient 
atteints de SLA 

NICD est présent dans les astrocytes réactifs 

SLA Humain : tissue de patient 
atteints de SLA 

NICD est diminué dans l'hippocampe 

AVC MCAO NICD est augmenté dans le cerveau 

AVC MCAO NICD est augmenté ou diminué dans les astrocytes 

Lésion 
traumatique 

Lésion traumatique médullaire NICD est augmenté dans les astrocytes A1 en bordure de 
lésion comparativement à des astrocytes dans des lésions 

non atteintes 

SMA SMNΔ7 NICD est augmenté dans les astrocytes 

SEP EAE NICD est augmenté dans la moelle épinière 
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7.2. Accident Vasculaire Cérébral 

Le modèle murin de référence pour l’étude des accidents vasculaires cérébraux est l’occlusion de 

l’artère cérébrale moyenne (Middle Cerebral Artery Occlusion, MCAO). La technique de base consiste 

à introduire un filament via la carotide et le faire progresser jusqu’à bloquer l’origine de l’artère 

cérébrale moyenne. En faisant varier la durée de l’occlusion, ce modèle peut donner des ischémies 

transitoires, des modèles d’ischémie reperfusion, ou des ischémies permanentes. 

Dans un modèle d’ischémie reperfusion par MCAO, l’activité de la gamma-secretase dans le cerveau 

de souris augmente rapidement avant de revenir à la normale. Suivant une ischémie d’une heure, 

l’activité est significativement plus élevée après 2 heures de reperfusion et son niveau revient à la 

normale après 6 heures de reperfusion. Le niveau de NICD est élevé dès 1 heure d’ischémie et reste 

stable après 2 et 6 heures de reperfusion. Les auteurs ont utilisé deux techniques pour inhiber 

l’activation de la voie NOTCH : des souris transgénique NOTCH antisens (NAS) et des inhibiteurs de 

gamma-secretase. Les souris transgéniques NAS sont générées en faisant exprimer un oligonucléotide 

antisens NOTCH1 sous le contrôle du promoteur de mammary tumor virus long terminal repeat. Les 

deux inhibiteurs de gamma-secretase utilisés sont : DAPT (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-

phenylglycine t-butyl ester) et DBZ ((S,S)-2-[2-(3,5-difluorophenyl)acetylamino]-N-(5-methyl-6-oxo-

6,7-dihydro-5H-dibenzo[b,d]azepin-7yl)propionamide). De façon intéressante, les déficits 

neurologiques et les lésions cérébrales observés sont moins graves chez les souris transgéniques ou 

traitées par GSI que leurs contrôles. Cette meilleure récupération de la perfusion est corrélée à une 

moindre activation de la microglie et à une diminution de l’infiltration lymphocytaire (Arumugam et 

al. 2006). Dans cette étude, l’utilisation de souris transgéniques NAS et de GSI, ne permet pas de cibler 

un type cellulaire particulier. Si l’inhibition systémique de la voie NOTCH dans plusieurs types 

cellulaires paraît synergique sur les performances des souris après ischémie, elle ne permet pas une 

compréhension fine des mécanismes modulés dans ces différents types cellulaires. La même équipe a 

par la suite mis en évidence, in vitro et in vivo, que l’expression neuronale de NOTCH1 est responsable 

d’une activation de la cascade apoptotique dans un modèle d’ischémie cérébrale (Cheng et al. 2014). 

Une autre équipe s’est intéressée aux produits de clivage de la gamma-secretase dans une sous-

population d’astrocytes réactifs RC2+. Après ischémie cérébrale, une sous-population d’astrocytes 

péri-lésionnels prolifératifs (KI67+) se met à exprimer RC2. On retrouve dans ces astrocytes une 

augmentation de NICD et du domaine intracellulaire Amyloid Beta Precursor Protein (APP) appelé 

AICD, APP Intracellular Domain. Le traitement par GSI après ischémie cérébrale ne modifie pas le 

nombre total d’astrocytes réactifs (GFAP+) mais permet une diminution du nombre d’astrocytes RC2+ 

et du nombre d’astrocytes réactifs prolifératifs (GFAP+ KI67+). Dans un modèle de délétion 
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conditionnelle astrocytaire pour NOTCH1, les auteurs ont confirmé en grande partie les résultats 

obtenus avec les GSI : diminution du nombre d’astrocytes réactifs RC2+ et augmentation de 

l’infiltration parenchymale de cellules CD45+ (par contre, dans ce modèle, le nombre total d’astrocytes 

réactifs GFAP+ est diminué) (Shimada et al. 2011). 

A l’inverse Magnusson et al. ont trouvé une diminution de l’activation de la voie NOTCH dans les 

astrocytes après ischémie cérébrale. Dans leur modèle d’ischémie induite par MCAO, l’occlusion est 

maintenue pendant 35 minutes chez les souris. Les auteurs ont utilisé une lignée de souris avec un 

système rapporteur pour les cellules recevant un signal de la voie NOTCH. Ce système se base sur la 

génération d’un récepteur chimérique de NOTCH1 dans lequel la partie intracellulaire est remplacée 

par GAL4-VP16 (N1-Gal4VP16) chez des souris qui sont croisées avec des souris transgéniques 

rapportrices UAS-lacZ (E. Smith et al. 2012). Deux semaines après l’induction de l’ischémie chez ces 

souris, NICD et l’ARN messager (ARNm) de la beta galactosidase deviennent indétectables dans le 

striatum des souris malades mais restent fortement exprimés dans le cerveau des souris indemnes. 

Également, les auteurs ont mis en évidence que dès le 2ème jour post ischémie, les astrocytes du 

striatum expriment Ascl1, un facteur de transcription pro-neural et que deux semaines après 

l’ischémie, des clusters de neuroblastes positifs pour la doublecortin (DCX), un marqueur de 

neurogénèse, apparaissent. Afin d’identifier spécifiquement les astrocytes du striatum, les auteurs ont 

ensuite injecté un adénovirus exprimant la Cre sous la dépendance du promoteur GFAP à des souris 

R26R-YFP. Sept semaines après avoir induit une ischémie à ces souris, les cellules Ascl1 + et DCX+ 

expriment également YFP démontrant que les astrocytes du striatum génèrent des neuroblastes. Enfin, 

la délétion de RBPJ dans les astrocytes du striatum de souris saines provoque un phénotype semblable 

à un phénotype post-ischémie à savoir une augmentation d’Ascl1 et la génèse de neuroblastes. Ainsi, 

en post-ischémie, la réduction de l’activation de la voie NOTCH dans les astrocytes provoquerait un 

programme neurogénique (Magnusson et al. 2014). 

7.3. Lésion traumatique 

7.3.1. Moelle épinière 

Après une lésion traumatique de la moelle épinière, une population d’astrocytes réactifs avec un 

phénotype toxique de type A1, exprimant le facteur du complément C3, est retrouvée au voisinage de 

la lésion. En effet, Qian et al. ont mis en évidence in vitro que le traitement d’astrocytes primaires 

humains par du milieu conditionné de cellules microgliales traitées au LPS, induit un phénotype A1 et 

provoque une augmentation de l’activation de la voie NOTCH. Le traitement par DAPT permet 

d’annuler le phénotype A1 des astrocytes et leur sécrétion de cytokines inflammatoires : TNF, IL1B et 
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IL6. En incubant des neurones avec le milieu conditionné d’astrocytes A1, les auteurs ont mis en 

évidence l’effet neurotoxique de ces astrocytes qui se caractérise par une augmentation de l’apoptose 

neuronale. L’apoptose des neurones, incubés avec le milieu conditionné d’astrocytes traités par DAPT, 

est diminuée de manière significative soulignant le caractère délétère pour les neurones de l’activation 

de la voie NOTCH dans les astrocytes. De manière intéressante, les auteurs ont ensuite mis en évidence 

une interaction entre la voie NOTCH et la voie STAT3 dans les astrocytes A1 : en effet, la 

phosphorylation de STAT3 est augmentée, en adéquation avec ce qui est retrouvé dans la littérature. 

Cependant, les auteurs ont également mis en évidence qu’en inhibant la voie NOTCH via DAPT, on 

diminue la phosphorylation de STAT3, et qu’il existe une interaction directe entre la voie NOTCH et la 

voie STAT3, démontrée par immuno-précipitation de STAT3 par NICD. Les auteurs suggèrent alors que 

NICD se lierait à STAT3 et faciliterait sa phosphorylation. Le complexe NICD/phospho-STAT3 serait alors 

transloqué au noyau et agirait comme facteur de transcription. Cette hypothèse reste cependant à 

démontrer (Qian et al. 2019). 

7.3.2. Cerveau 

Afin de mimer les effets d’une lésion traumatique cérébrale in vitro sur les astrocytes, Ribeiro et al. 

ont utilisé un modèle in vitro de scratch test sur des astrocytes primaires de souris en culture. Dans ce 

modèle, les auteurs observent une augmentation de la production de NICD dans les astrocytes activés 

suite au scratch test, i.e. en bordure de lésion (Ribeiro, Delgado-García, et Porcionatto 2021).  

7.4. Amyotrophie spinale 

L’amyotrophie spinale (SMA) est une maladie héréditaire orpheline caractérisée par une faiblesse des 

muscles squelettiques et une atrophie due à une diminution des niveaux transcriptionnels de la 

protéine survival motor neuron (SMN) causée par une mutation ou une délétion du gène survival 

motor neurone 1 (SMN1). SMN est encodée par 2 gènes qui diffèrent principalement par un nucléotide 

situé dans l’exon 7. La majorité des transcrits de SMN2 donne ainsi une protéine SMN tronquée au 

niveau de l’exon 7 (SMNΔ7). Un modèle murin d’amyotrophie spinale couramment utilisé est le 

modèle SMNΔ7 dans lequel le gène murin endogène Smn1 est supprimé et remplacé par deux gènes 

humains, SMN2 et SMN2Δ7 (mSmn−/−; SMN2+/+, SMN2Δ7+/+). 

Ohuchi et al. ont montré une augmentation du niveau de NICD et de P-STAT3 dans la moelle épinière 

des souris SMNΔ7 à P5, dans les astrocytes GFAP+ (Ohuchi et al. 2019). Précédemment, en utilisant 

des fibroblastes issus de la peau d’un patient atteint de SMA, les auteurs ont généré des iPSCs (SMA-

iPSC) et montré que la différenciation en motoneurones (SMA-iPSC-MN) aboutit également à la 

production d’une population d’astrocytes GFAP+ (Ohuchi et al. 2016). L’utilisation de LY-411575, un 
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inhibiteur de gamma-secretase, permet une réduction de la différenciation en astrocytes GFAP+ dans 

le modèle SMA-iPSC-MN, soulignant l’importance de la voie NOTCH dans la différenciation des iPSC en 

astrocytes versus neurones. In vivo, l’injection intra-ventriculaire à P2 et P5 de ce même inhibiteur à 

des souris SMNΔ7 permet une amélioration du déficit moteur. D’un point de vue 

anatomopathologique, les souris traitées par GSI présentent moins d’astrocytes GFAP+ au niveau 

médullaire que les contrôles (Ohuchi et al. 2019). 

7.5. Hypoxie 

In vitro, en utilisant des astrocytes primaires de rat en culture sous un mélange gazeux de 3% d’oxygène 

(O2), 5% de dioxyde de carbone (CO2) et 92% d’azote (N2), Zhang et al. ont montré que l’hypoxie 

provoque une activation de la voie NOTCH dans les astrocytes après 12 heures d’incubation corrélée 

à une augmentation de la prolifération et de la production de cytokines pro-inflammatoires, TNF et 

IL1B. In vivo, les auteurs ont montré que le traitement par DAPT de rats hypoxiques permet de 

diminuer la réactivité astrocytaire et la production de VEGFA induite par l’hypoxie (Y. Zhang et al. 

2015).  

7.6. Stress oxydant 

Le stress oxydant provoque l’oxydation des protéines et est impliqué dans de nombreuses pathologies 

neurologiques inflammatoires et dégénératives. La sulfiredoxin 1 (SRXN1) est une protéine 

antioxydante endogène qui a des effets neuroprotecteurs (Qiong Li et al. 2013). 

Afin d’étudier l’effet du stress oxydant, Li et al. ont ajouté du peroxyde d’hydrogène (H2O2 à 100 

µmol.L-1) au milieu de culture d’astrocytes primaires de rat puis ont incubé les cellules pendant 6 

heures. En situation de stress oxydant, l’expression astrocytaire de SRXN1 et le nombre d’astrocytes 

apoptotiques sont augmentés. D’autre part, l’ajout d’un siRNA dirigé contre SRXN1 potentialise 

l’apoptose des astrocytes confirmant le rôle antioxydant protecteur de SRXN1. De façon intéressante, 

la voie NOTCH est activée dans les astrocytes après incubation avec H2O2 et le traitement par DAPT 

provoque une augmentation de l’apoptose des astrocytes induite par H2O2. Ensemble ces résultats 

suggèrent un rôle protecteur de la voie NOTCH dans les astrocytes suite à un stress oxydant (Lan Li et 

al. 2019). 

Tableau 3 Effet de condition de culture pathologique sur l'activation de la voie NOTCH dans des astrocytes primaires 

Espèce Condition de 
culture 

Traitement Effet sur la voie 
NOTCH 
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Astrocytes 
primaires de rat 

Hypoxie Mélange gazeux de 3% oxygène, 5% 
dioxide de carbone et 92% d'azote 

Augmentation de la 
production de NICD 

Astrocytes 
primaires de rat 

Stress oxydatif Peroxyde d'hydrogène 100 µmol.L-1 
pendant 6 heures 

Augmentation de la 
production de NICD 

Astrocytes 
primaires de souris 

Inflammation LPS 500 ng.mL-1 pendant 24 heures Diminution de la 
production de NICD 

7.7. Encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) 

Liu et al. se sont intéressés au rôle d’IL9, produit par les lymphocytes T auxiliaire 9 (TH9), sur 

l’astrogliose. Le traitement d’astrocyte primaire murin par IL9 provoque une augmentation de 

l’activation de la voie NOTCH et de la phosphorylation de STAT3 ainsi qu’une augmentation des niveaux 

transcritionnels de cytokines pro-inflammatoires, IL6, TNF, CXCL10 et CCL2. Les auteurs ont également 

mis en évidence la transcription d’un ARN long non codant (lncRNA) de 446 paires de base identique à 

une séquence antisens du gène NOTCH (lncRNA Gm13568) après stimulation par IL9. In vitro, Le 

traitement par un lentivirus inhibant Gm13568 ou par un petit ARN en épingle à cheveux (shRNA) dirigé 

contre NOTCH1 donne des résultats identiques à savoir une inhibition de la voie NOTCH dans les 

astrocytes aboutissant à une réduction de l’activation de la voie STAT3 ainsi qu’une inhibition de la 

production de cytokines pro-inflammatoires IL6, TNF et CXCL10. In vivo, dans un modèle murin d’EAE 

induite par le MOG, les auteurs ont montré que l’injection de lentivirus inhibant NOTCH1 ou inhibant 

Gm13568, permet un délai d’apparition de la maladie et une réduction des signes cliniques chez les 

souris, corrélé à une préservation de la myéline ainsi qu’à une réduction de l’infiltrat de cellules 

immunitaires dans le parenchyme médullaire (X. Liu et al. 2021). 

La très grande majorité des publications s’accorde sur une activation de la voie NOTCH dans les modèles 

de neuroinflammation et son implication importante dans la physiopathologie des maladies 

inflammatoires. 

Cependant, Acaz-Fonseca et al., ont publié en 2019 une étude allant à l’encontre des études citées ci-

dessus qui décrivent les effets délétères de l’activation de la voie NOTCH dans les pathologies neuro-

inflammatoites. En effet, les auteurs retrouvent, après traitement d’astrocytes primaires murins par 

LPS, une augmentation des niveaux transcriptionnels de JAG1 mais une diminution de l’activation de la 

voie NOTCH (diminution des niveaux transcriptionnels de l’effecteur HES-5 et diminution de NICD). 

Selon les auteurs, la diminution de l’activation de la voie NOTCH a un effet sur la morphologie des 

astrocytes mais pas sur l’augmentation de la production de facteurs pro-inflammatoires. 
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Plusieurs choses peuvent expliquer la diversité des effets de l’inactivation de cette voie : premièrement 

le type de pathologie étudié et le moment de l’induction du KO et de l’observation des signes cliniques 

et deuxièmement la méthode utilisé pour le KO, génique ou pharmacologique, et la cible, spécifique, 

i.e. ligand ou récepteur, ou non spécifique, par exemple le GSI. 

Tout ceci soulève l’importance de l’étude de cette voie dans la physiopathologie de la SEP afin d’étudier 

la possibilité de la cibler en thérapeutique. 
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Objectifs 

En condition inflammatoire, les astrocytes réactifs interagissent, selon un réseau de signalisations 

complexes, avec l’ensemble des cellules de l’UNV ainsi qu’avec les cellules immunitaires infiltrées dans 

le SNC, provoquant une modulation des fonctions de la BHE, de la neurogénèse et de la synaptogénèse. 

La compréhension des voies contrôlant l’astrogliose et ses effets offre donc des perspectives 

thérapeutiques intéressantes dans le domaine de la neuro-immunologie. 

Afin de mieux caractériser la signature astrocytaire pendant la neuro-inflammation, nous avons 

récemment effectué un séquençage de l'ARN sur des astrocytes humains non activés versus réactifs et 

identifié delta-like 4 (DLL4) comme étant fortement exprimé par les astrocytes réactifs. 

Si le rôle du récepteur NOTCH1 dans les astrocytes réactifs est bien documenté, celui de ses ligands, 

l'est beaucoup moins. Le rôle important de la signalisation DLL4-NOTCH1 dans le système 

cardiovasculaire est déjà largement apprécié, alors que l’on ne connait que peu de choses sur le rôle 

de cette voie spécifiquement dans l'astrogliose réactive au cours de la neuro-inflammation. 

L'objectif de notre projet est donc d'élucider la contribution de la signalisation DLL4-NOTCH1, au 

niveau de la glia limitans, sur la progression des maladies neuro-inflammatoires et plus 

particulièrement en contexte de SEP.  

Notre hypothèse repose sur le postulat que les astrocytes communiquent avec les cellules voisines de 

l’UNV au cours de la neuropathologie pour réguler les fonctions et l’intégrité de la BHE. 

Nos objectifs sont : 

(A) Identifier l'effet de DLL4 au niveau astrocytaire sur l’homéostasie de la BHE et l'infiltration dans le 

parenchyme des cellules immunitaires en contexte de SEP 

(B) Identifier les cellules répondant au signal DLL4 astrocytaire en condition neuro-inflammatoire et 

étudier la signalisation en amont et en aval de l’axe DLL4-NOTCH1 dans ces cellules 

(C) Explorer le blocage de la signalisation DLL4-NOTCH1 comme cible thérapeutique potentielle dans 

la prise en charge des patients atteints de SEP 
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Matériel et méthodes 

1. Souris 

Les expérimentations animales ont été réalisées conformément à la directive 2010/63/EU du 

Parlement européen relative à la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques, et approuvées 

par le Comité local de protection et d'utilisation des animaux de l'Université de Bordeaux CEEA50 

(protocole IACUC #16901). 

1.1. Souris transgéniques 

Les souris DLL4 flox/flox ont été croisées avec des souris ALDH1L1-Cre ERT2, GLAST-Cre ERT2 et CDH5-

Cre ERT2. La Cre recombinase, exprimée sous la dépendance du promoteur d’ALDH1L1, de GLAST ou 

de CDH5 respectivement, est 

transloquée au noyau suite à 

l’administration de 1 mg de 

tamoxifène 2 fois par jour 

pendant 5 jours pour les souris 

ALDH1L1-Cre ERT2 et GLAST-

Cre ERT2, et 1 mg de 

tamoxifène 1 fois par jour 

pendant 5 jours pour les souris 

CDH5-Cre ERT2. Cela permet 

la délétion de Dll4 au niveau 

astrocytaire ou endothélial 

selon le promoteur utilisé. 

Une latence de 2 semaines est 

ensuite respectée avant 

d’initier la suite des 

expériences pour permettre 

l’élimination totale du tamoxifène du SNC. 

 

 

1.2. Hébergement 

Figure 26 Fonctionnement du système de recombinaison Cre loxP inductible par le 
tamoxifène 
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Les souris sont hébergées en animalerie conventionnelle avec une photopériode de 12 h, en cages 

communes sur portoirs ventilés, ont accès à de l’enrichissement dans chaque cage, et à l’eau et à la 

nourriture ad libitum, en accord avec les protocoles internationaux d’hébergement des animaux de 

laboratoire. Les souris ont été traitées conformément aux directives 2010/63/EU du Parlement 

européen sur la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques et approuvées par le Comité 

d’éthique en expérimentation animale local. 

 

1.3. Induction de l’EAE 

Afin de réduire au 

maximum le stress 

de l'animal (le stress 

ressenti par l'animal 

avant 

développement de 

la maladie réduit la 

sévérité de l'EAE), 

les souris sont 

habituées à être 

manipulées pendant 

au moins une semaine avant l'immunisation. A J0, les souris sont anesthésiées sous un mélange air-

isofluorane (3% induction et 1,5% maintien) et injectées en sous cutané avec 0,2mL d'émulsion (0,1mL 

cou et 0,1 mL dos) MOG35-55 (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) (Hooke Laboratories). Après deux 

heures, les souris sont injectées en intra péritonéal avec 80ng de toxine pertussique (0,1 mL). A J1, les 

souris reçoivent la seconde injection de 80ng (0,1 mL) de toxine pertussique en intra péritonéal. 

L'immunisation étant extrêmement sensible aux agents extérieurs et non douloureuse, les animaux ne 

reçoivent pas d'analgésique au cours de cette procédure. Score: les souris ayant subi l'immunisation 

sont observées quotidiennement par l'animalier entre J1 et J7 post induction. A partir de J7 jusqu'à J28 

post induction, les souris sont pesées et scorées quotidiennement par l'expérimentateur en suivant le 

guide fourni par Hooke Laboratories (score de 0 à 4,5 qui mesure les symptômes de paralysie 

ascendante chez les animaux). Les animaux sont immédiatement euthanasiés lorsque le score atteint 

une valeur de 4,5 pendant deux jours consécutifs ou lorsque l'animal a perdu 20% de sa masse 

corporelle. Dès que les animaux montrent les premiers signes de paralysie (score 0,5-1), 

l'expérimentateur met à leur disposition des croquettes mouillées sur le sol de la cage ainsi qu'une 

Figure 27 Protocole d'induction de l'EAE avec le MOG 



89 
 
 

source facilement accessible d'eau. De l'hydrogel sera ensuite utilisé comme source d'eau pendant la 

phase de paralysie sévère (score 3-4,5).   

1.4. Injection stéréotaxique 

Afin de minimiser les infections, les 

instruments sont stérilisés avant chaque 

stéréotaxie. Entre chaque animal, les outils 

sont rincés à l'alcool à 70%. La peau de 

l'animal est désinfectée avec de la Bétadine 

dermique 10% avant incision. Pour faciliter la 

récupération et lutter contre l'hypothermie, 

l'animal est placé sur une plaque chauffante 

pour maintenir sa température corporelle à 

37°C. Pour minimiser le dessèchement 

oculaire, une crème ophtalmique est 

appliquée pendant l'intervention. La souris est anesthésiée par un mélange d'air et d'isofluorane (3% 

induction et 1,5% maintien), le crâne est rasé puis l'animal placé sur un cadre de stéréotaxie (Stoelting) 

et la peau incisée sur 1cm. Une première injection de Buprénorphine (0,03 mg/kg) par voie sous 

cutanée est réalisée 30 min avant la chirurgie puis une deuxième 12 heures après la première. La 

chirurgie stéréotaxique consiste en la réalisation d’un orifice dans le crâne au niveau du cortex pré 

frontal médian avec une perceuse adaptée. L'injecteur est composé d'une seringue Hamilton 

descendue dans l'orifice. Une solution contenant l’adénovirus exprimant IL1B (3µL) est infusée, 

pendant 3 min puis l'injecteur est remonté et la peau du crâne suturée. L'opération prend 30 à 40 min 

et la récupération post-opératoire environ une heure. Le repos post-opératoire est de deux semaines 

pour les lentivirus afin d'assurer une expression virale optimale. Les animaux ayant subi la chirurgie 

stéréotaxique sont surveillés quotidiennement par l’expérimentateur ou l'animalier en charge de 

l’hébergement. En cas de problème de santé des animaux, l’expérimentateur est immédiatement 

alerté et prendra la décision de la mise à mort.  

2. Immunoprécipitation de la chromatine 

L'immuno-précipitation de la chromatine (ChIP) est réalisée avec des astrocytes primaires humains 

traités avec IL1B pendant 12h. Les protéines sont réticulées à l'ADN en ajoutant du formaldéhyde au 

milieu de culture à une concentration finale de 1% et en incubant pendant 10 minutes à 37°C. 

Figure 28 Schéma de l'installation de l'animal dans le cadre 
stéréotaxique et endroit de l'injection 
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Les cellules fixées sont rincées deux fois avec du phosphate-buffered saline (PBS) froid contenant du 

fluorure de 4-(2-aminoéthyl)benzènesulfonyle (AEBSF) 1/1000 v/v, de la leupeptine 1/1000 v/v et de 

l'aprotinine 1/1000 v/v. Les cellules (1 million) sont ensuite lysées dans 1000µL de tampon dodium 

dodecyl sulfate (SDS) (SDS 1% v/v, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 10mM, 2-Amino-2-

(hydroxymethyl)propane-1,3-diol 

(Tris) 50mM pH8, AEBSF 1/1000 v/v, 

leupeptine 1/1000 v/v, aprotinine 

1/1000 v/v). Le lysat est soniqué sur 

glace 20 fois pendant 10 secondes 

pour obtenir des fragments d'ADN 

d'une taille moyenne de 500 pb. Puis 

la solution de chromatine est diluée 

dans un tampon de dilution (SDS 

0,01%, 2-[4-(2,4,4-trimethylpentan-

2-yl)phenoxy]ethanol (Triton X-

100) 1,1%, EDTA1,2mM, Tris 

16,7mM pH8, chlorure de sodium (NaCl) 167mM, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 1mM, 

leupeptine1µg/mL, aprotinine 1µg/mL) jusqu'à un volume final de 2mL et incubée 30 minutes à +4 °C 

avec 30µg de sepharose de protéine G et 5µg d'ADN de sperme de saumon. Après centrifugation, le 

surnageant est incubé pendant une nuit à +4°C avec 10µl d'anticorps anti-NICD humain (#4147, Cell 

Signaling Technology, Inc.) ou d'IgG non spécifiques (I5006, Sigma-Aldrich). 

Après avoir été lavées deux fois dans du PBS, 30µg de billes de protéine G sont bloquées avec 5µg 

d'ADN de sperme de saumon ajoutés à chaque échantillon et incubées pendant une heure à +4°C. Les 

échantillons immunoprécipités sont centrifugés et lavés une fois dans un tampon de lavage à faible 

teneur en sel, une fois dans un tampon de lavage à haute teneur en sel et une fois dans un tampon de 

lavage LiCl. Les échantillons sont ensuite lavés deux fois dans du Tris-EDTA. L'élution de la chromatine 

immunoprécipitée est réalisée en ajoutant 250µL de tampon d'élution et l'incubation est réalisée à 

température ambiante pendant 15 minutes, et répétée une fois. Pour inverser la réticulation de l'ADN, 

l'éluat est incubé pendant 4 heures à 65°C après avoir ajouté 20µL de NaCl 5M. Les échantillons sont 

ensuite incubés pendant 1 heure à 65°C avec 2µL de protéinase K, 10µL d'EDTA 0,5M et 20µL de 

tampon TRIS EDTA 1M pH 6.5 pour l'élimination des protéines. L'ADN est ensuite purifié par extraction 

phénol/chloroforme. 

 

Figure 29 Protocole d'immunoprécipitation de la chromatine 
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Résultats 

Le manuscrit présenté ci-dessous est la première version soumise au journal. L’article est en cours de 

révision au moment de la soutenance de la thèse. 
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Abstract 

Under neuroinflammatory conditions, astrocytes acquire a reactive phenotype named 

astrogliosis that drives acute inflammatory injury as well as chronic neurodegeneration. We 

hypothesized that astrocytic DLL4 interacts with its receptor NOTCH1 on neighboring 

astrocytes to regulate astrogliosis via downstream juxtacrine signaling pathways. We first 

demonstrated that astrocytic DLL4 is upregulated during neuroinflammation, both in mice and 

humans, driving astrogliosis and subsequent blood brain barrier permeability and 

inflammatory infiltration in two models of CNS inflammatory disease. We then showed that 

the DLL4-mediated NOTCH1 signaling in astrocytes directly drives IL-6 levels, induces STAT3 

phosphorylation promoting upregulation of astrocyte reactivity markers, pro-permeability 
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factor secretion and consequent blood brain barrier destabilization. Finally, we revealed that 

blocking DLL4 with antibodies improves experimental autoimmune encephalomyelitis 

symptoms in mice, identifying a potential novel therapeutic strategy for CNS autoimmune 

demyelinating disease. In conclusion, this study demonstrates that DLL4-NOTCH1 signaling is 

not only a key pathway in vascular development and angiogenesis, but also in the control of 

astrogliosis during neuroinflammation. 

 

Teaser 

The astrocytic DLL4-NOTCH1 signaling drives astrogliosis and subsequent blood brain barrier 

permeability during neuroinflammation. 
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MAIN TEXT 

Introduction 

Proper function of the healthy central nervous system (CNS) requires the selective 

regulation of soluble factors and immune cells through the blood–brain barrier (1). Blood brain 

barrier structure and integrity involves a complex network of crosstalk among various 

components of the neurovascular unit, including vascular endothelial cells, pericytes, 

microglia and the astrocyte endfeet (Glia limitans) (2).  

 Substantial intercellular communication occurs between endothelial cells and the astrocyte 

endfeet of the blood brain barrier (1, 3). We recently identified a capacity for bidirectional 

signaling between endothelial cells and astrocytes in the neurovascular unit (4). How these 

signals contribute to cerebrovascular impairment, blood brain barrier dysfunction and 

neuroinflammation remains unclear and carries translational implications for autoimmune 

demyelinating diseases, stroke and other CNS inflammatory conditions.  

 Under neuroinflammatory conditions, astrocytes acquire a reactive phenotype, defined by 

morphological and molecular changes that drive acute inflammatory injury as well as chronic 

neurodegeneration. This “reactive astrogliosis” occurs in a context-specific manner with 

specific pathways and phenotypes recruited in response to the type, severity and timing of 

CNS injury. Furthermore, simultaneous induction of both pathogenic and protective pathways 

may be induced. For instance, during infections (HIV, Herpes virus), and in Alzheimer’s disease, 

multiple sclerosis and Parkinson’s disease, reactive astrocytes produce both pro-inflammatory 

factors such as endothelin1, glutamate, interleukin1β, Tumor Necrosis Factor and nitrite oxide 

and neuroprotective factors such as nerve growth factor and glial cell line-derived 

neurotrophic factors (5). We previously identified that reactive astrocytes induce blood brain 

barrier opening in inflammatory conditions via production of VEGFA and TYMP (6) which 

downregulate the endothelial tight junction proteins that protect the blood brain barrier in 

the healthy brain (7).  

NOTCH1 receptor is a central effector of astrogliosis in a wide range of neuropathological 

contexts. After intra-cerebral hemorrhage (8), in stroke (9) and in several neuroinflammatory 

conditions such as amyotrophic lateral sclerosis (10), multiple sclerosis and experimental 
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auto-immune encephalomyelitis (EAE) (11, 12), NOTCH1 signal transduction is activated in 

reactive astrocyte populations.  

Notch signaling, which is highly conserved in vertebrates, is stimulated by the interaction 

of Notch receptor with its ligands, Delta and Jagged, trans-membrane proteins with large 

extracellular domains. Ligand binding promotes two proteolytic cleavages in the Notch 

receptor: the first catalysed by ADAM-family metalloproteases and the second mediated by 

γ-secretase (13–15). The second cleavage releases the Notch intracellular domain (NICD), 

which translocates to the nucleus and cooperates with the DNA-binding protein CSL (named 

after CBF1, Su(H) and LAG-1) to promote transcription. The precise numbers of NOTCH 

receptors differ between species (16): in vertebrates, 4 different NOTCH receptors have been 

identified and in the neurovascular unit, NOTCH1 is expressed by astrocytes and endothelial 

cells, NOTCH4 by endothelial cells (17–19) and NOTCH3 by mural cells, or pericytes (20, 21).  

 Interestingly, activation of the NOTCH1-STAT3 axis in EAE has been shown to control the 

production of inflammatory cytokines by reactive astrocytes via the long non-coding RNA 

Gm13568, which has also been implicated in MS pathogenesis. Moreover, the NOTCH1-STAT3 

pathway has similarly been identified as an effector of inflammation-induced differentiation 

of neurotoxic A1 astrocytes in a model of spinal cord injury and glial scar formation (22, 23).  

 As opposed to the abundant literature on the role of NOTCH1 receptor, DLL4 ligand 

expression has only been reported once, anecdotally, in reactive astrocytes, following brain 

injury (24). The important role of DLL4-NOTCH1 signaling in the cardiovascular system is 

already widely appreciated, but little is known about this specific pathway in reactive 

astrogliosis during neuroinflammation. 

We hypothesized that astrocytic DLL4 may interact with the receptor NOTCH1 on neighboring 

astrocytes to regulate astrogliosis and neuroinflammation via downstream juxtacrine 

signaling pathways.  

 We first tested the role of astrocytic DLL4 on neurovascular unit homeostasis under 

neuroinflammatory conditions. We then probed for downstream effectors of the DLL4-

NOTCH1 axis and targeted these for therapy in two models of CNS inflammatory disease. Here, 

we demonstrate that astrocytic DLL4 is upregulated during neuroinflammation, both in mice 
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and humans, driving astrogliosis and subsequent blood brain barrier permeability and 

inflammatory soluble factor and immune cell infiltration. We then show that the DLL4-

mediated NOTCH1 signaling in astrocytes directly drives IL-6 levels, induces STAT3 

phosphorylation promoting upregulation of astrocyte reactivity markers, pro-permeability 

factor secretion and consequent blood brain barrier destabilization. Finally, we reveal that 

blocking DLL4 with antibodies improves EAE symptoms in mice, identifying a potential novel 

therapeutic strategy for CNS autoimmune demyelinating disease. 

 In sum, we report here for the first time that the DLL4-NOTCH1 axis acts as a key driver of 

astrogliosis during neuroinflammation via upregulation of the IL-6-STAT3-TYMP/VEGFA 

signaling pathway, leading to disruption of the neurovascular unit, increased immune 

infiltration into the CNS parenchyma and worsened neuropathology. More generally, this 

study demonstrates that DLL4-NOTCH1 signaling is not only a key pathway in vascular 

development and angiogenesis, but also in the control of astrocytic reactivity during 

neuroinflammation. 
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Results  

DLL4 is expressed by CNS astrocytes and up-regulated during chronic neuroinflammation. 

First, we showed that DLL4 is strongly up-regulated in reactive astrocytes under 

inflammatory conditions in vitro using CNS normal human astrocytes (NA) from ScienCell 

treated with IL-1β (interleukin-1β), a central pro-inflammatory cytokine driving multiple 

sclerosis pathophysiology (Figure 1, A, C-D) and in vivo (Figure 1, E), in the neurovascular unit, 

using experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), a pre-clinical model of multiple 

sclerosis using MOG35-55 to induce chronic neuroinflammation in C57BL/6 mice. For this 

experiment, isolated spinal cord micro-vessels underwent a digestion step followed by a 

CD45+ T cell depletion step to eliminate inflammatory cell infiltrates induced by EAE. DLL4 

upregulation in human reactive astrocytes in vitro is associated with upregulation of the 

astrogliosis marker TYMP1 (thymidine phosphorylase) (Figure 1, B). Dll4 upregulation in the 

neurovascular unit is associated with upregulation of Notch signaling activation markers Hey1 

(hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 1) and Jag1 (jagged 1) (Figure 1, F-

G). We then confirmed that DLL4 is up-regulated in reactive astrocytes in vivo, on spinal cord 

sections from EAE induced C57BL/6 adult mice (Figure 1, H) and on cortical active lesions from 

multiple sclerosis patients (Figure 1, I).   

 

Inactivation of astrocyte Dll4 reduces disability in a model of multiple sclerosis during the 

onset and plateau of the disease.  

To test the role of astrocyte DLL4 in neuroinflammation, we conditionally disrupted Dll4 

expression in astrocytes using 2 different promoters (the Glast-CreERT2 promoter and the 

Aldh1L1-CreERT2 promoter) and examined the consequences on EAE pathology. Experimental 

mice consisted of Glast-CreERT2, Dll4Flox/Flox mice or Aldh1L1-CreERT2, Dll4Flox/Flox mice with 

corresponding littermate controls (Dll4Flox/Flox). We first verified the efficiency of both 

knockouts, 4 months after inducing knockdown by intra-peritoneal injection of tamoxifen. The 

Glast-CreERT2 promoter induced a moderate recombination (30-50%) whereas the Aldh1L1-

CreERT2 promoter induced a full recombination (90-100%) in both spinal cord and cortical 

astrocytes (Fig. S1, A-H). The difference in recombination efficiency enabled us to test the 
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effects of partial versus complete astrocyte Dll4 knockdown in the disease course and spinal 

cord pathology of experimental multiple sclerosis (EAE).  

 In the rest of the manuscript, Glast-CreERT2, Dll4Flox/Flox mice will be named Dll4ACKOP (for 

partial recombination) and Aldh1L1-CreERT2, Dll4Flox/Flox mice will be named Dll4ACKOC (for 

complete recombination) to make reading easier. 

 We confirmed the absence of DLL4 astrocyte expression in non-reactive astrocytes in 

Dll4ACKOC mice versus control littermates (Fig. S1, I) and highlighted astrocyte specific DLL4 

down-regulation in EAE induced Dll4ACKOC mice versus control littermates (Fig. S1, J) and in 

Dll4ACKOP mice versus control littermates injected in the cortex with AdIL-1β (Fig. S1, K), 

another mouse model of astrogliosis and CNS autoinflammation.  

In the Dll4ACKOP mouse model, control mice demonstrated neurologic deficits from day 11, 

which increased in severity until day 21, when the clinical score stabilized at a mean of 3.0, 

representing hind limb paralysis. In contrast, the clinical course in Dll4ACKOP mice was much 

milder: disease reached a plateau at day 27 at a mean of 2.5, indicating hind limb weakness 

and unsteady gait, a milder phenotype (Figure 2, A). The EAE peak score (Figure 2, B) was no 

different between the groups but average score during the time of disability (Figure 2, C) was 

decreased in Dll4ACKOP mice. 

In the Dll4ACKOC mouse model, control mice exhibited neurologic deficits from day 12, which 

increased in severity until day 20, when clinical score stabilized at a mean of 2.8, representing 

hind limb paralysis. In contrast, the onset of clinical signs in Dll4ACKOC mice was first seen four 

days later, and the clinical course was very mild. Indeed, in Dll4ACKOC mice, disease reached a 

plateau at day 18 at a mean of 0.4 indicating almost no sign of paralysis (Figure 2, D). Strikingly, 

only two Dll4ACKOC mice developed very mild symptoms, the remaining majority showing no 

sign of pathology other the course of the disease. The EAE peak (Figure 2, E) and average 

scores during the time of disability (Figure 2, F) were both strongly decreased in Dll4ACKOC 

mice.  

 Clinical course in both Dll4ACKOP mice and Dll4ACKOC mice was correlated with decreased 

areas of demyelination as compared to the control cohorts (Figure 2, G-J).  
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In sum, we found that clinical course and pathology of EAE are reduced in mice with 

astrocyte Dll4 knockdown. Furthermore, degree of Dll4 knockdown appeared to have a dose-

dependent effect as reduced pathology was only observed during the onset of the disease in 

the Dll4ACKOP mice while reduced pathology was observed during both the onset and plateau 

of the disease in the Dll4ACKOC mice. Moreover, the magnitude of the protective effect of Dll4 

astrocyte knockdown was stronger in Dll4ACKOC mice than in Dll4ACKOP mice.  

 

Astrocyte-specific Dll4 inactivation induces down-regulation of astrocyte reactivity under 

neuroinflammatory condition both in vitro and in vivo. 

To test the importance of astrocyte DLL4 expression at the Glia limitans during 

neuroinflammation, we conditionally disrupted DLL4 expression in human astrocytes, and 

examined the consequences on astrocyte reactivity. To do so, we used human Normal 

Astrocytes (NA) from ScienCell that we transfected with either a siRNA control or a siRNA 

targeting Dll4 expression. Astrocytes were then activated using the pro-inflammatory cytokine 

Il-1β to induce astrogliosis in vitro.  

We first verified the efficiency of the knockdown by measuring DLL4 gene and protein 

expression in primary human NA cultures transfected with the siCTRL versus siDLL4 and 

treated with IL-1β, and showed that DLL4 gene and protein expression were strongly 

downregulated in the siDLL4 condition compared to the siCTRL condition (Figure 3, A-C) along 

with the protein expression of JAG1 and NICD (notch1 intracellular domain) which reflects the 

level of activation of the notch pathway (Figure 3, D-F). The down-regulation of the DLL4-

NOTCH1 axis was paired with the down-regulation of identified reactive astrocyte markers 

notably GFAP (glial acidic fibrillary protein) (25) and cleaved CASPASE 3 (26) (Figure 3, D, G-H). 

We then confirmed that Dll4 knockdown leads to disruption of astrogliosis in vivo, on spinal 

cord lysates from EAE induced Dll4ACKOP and Dll4ACKOC mice and control littermates.  

 Transcriptional profiling of spinal cord lysates from EAE induced Dll4ACKOP and control 

littermates showed that 637 genes were downregulated in EAE induced Dll4ACKOP mice while 

68 genes were up-regulated (Figureshare DOI: 10.6084/m9.Figureshare.23708805). Notably, 

among the downregulated genes, a wide cohort of transcripts linked to glial cell activation 



100 
 
 

including reactive astrocyte markers (Figure 3, I). Specifically, this approach identified, among 

others, Vim (vimentin) and Lcn2 (lipocalin2) transcripts as downregulated in spinal cord 

samples from EAE induced Dll4ACKOP mice (Figure 3, I). Importantly, these markers stand today 

as two of the most significant reactive astrocyte markers (25) identified in the literature. We 

then confirmed VIM and LCN2 protein down-regulation, in spinal cord lysates from both EAE 

induced Dll4ACKOP and Dll4ACKOC mice compared to control littermates (Figure 3 J-K). 

Surprisingly, Gfap transcripts weren’t modulated in spinal cord samples from EAE induced 

Dll4ACKOP mice (Figureshare DOI: 10.6084/m9.Figureshare.23708805). However, in examining 

GFAP protein expression on spinal cord sections from EAE-induced Dll4ACKOP mice and control 

littermates and from EAE-induced Dll4ACKOC mice and control littermates, we found that both 

GFAP and VIM expression are decreased in the CNS of astrocyte specific Dll4 deficient mice 

(Dll4ACKO mice) (Figure 3, L-N) (Fig. S2, A).  

These findings support a requirement for astrocyte DLL4 expression in the induction of 

astrogliosis under neuroinflammatory conditions. 

 

DLL4 expression depends on the phosphorylation of ERK 1/2 in vitro and drives NICD 

upregulation in astrocytes leading to the upregulation of IL-6 transcripts via a direct 

interaction with NICD.  

 Next, we explored the signaling factors upstream and downstream of DLL4 induced 

astrogliosis. In the literature, Xia et al. have shown that ERK (extracellular signal-regulated 

kinase)-inhibition attenuated LPS (lipopolysaccharide)-induced endothelial DLL4 expression 

and angiogenic sprouting, both in vitro and in vivo (27). Therefore, we next measured the 

expression level of the phosphorylated form of P42-44 MAPK (mitogen-activated protein 

kinases or ERK 1/2) in reactive astrocyte cultures treated with U0126, a cell permeable 

inhibitor of MAPK (ERK 1/2) which blocks the kinase activity of MAP Kinase, or control vehicle. 

We showed that down-regulation of phospho-P42-44 (P-P42-44) is effective in U0126 treated 

reactive astrocytes when compared to control (Figure 4, A, D) and associated with the down-

regulation of both DLL4 and NICD expression (Figure 4, A-C) suggesting that the DLL4-NOTCH1 

axis activity depends on the phosphorylation of ERK 1/2 in vitro.  



101 
 
 

 Interestingly, NICD has been found to directly regulate IL-6 (interleukin-6) expression in 

activated macrophages (28) and our transcriptional RNA profiling of spinal cord lysates from 

EAE induced Dll4ACKOP and control littermates revealed a strong cohort of transcripts linked to 

IL-6 production (Figureshare DOI: 10.6084/m9.Figureshare.23708805). Therefore, we 

hypothesized that a direct interaction between NICD and IL-6, already observed in reactive 

macrophages, may contribute to reactive astrogliosis pathways in vitro. To respond to this 

question, we performed a ChIP experiment on reactive astrocyte lysates using IgG versus NICD 

antibodies to do the pull down and human IL-6 primers for the PCR and demonstrated that 

NICD directly interacts with IL-6 in reactive astrocytes in vitro (Figure 4, E). Then, to rule out 

any potential effect of the inflammatory factor IL-1β on the upregulation of IL-6 in our in vitro 

model, we transduced non-reactive human astrocytes with a DLL4 expressing lentivirus versus 

an empty lentivirus. First we validated that the DLL4-NOTCH1 pathway was activated in the 

astrocyte cultures transduced with the DLL4 expressing lentivirus, showing the upregulation 

of HES1, HEY1 and HEY2 genes (Figure 4,  F-H) and highlighted the concurrent upregulation of 

IL-6 expression level (Figure 4, I). DLL4 upregulation was also validated to ensure the 

transduction efficacy (Figure 4, J).   

 Altogether, these results suggest that DLL4 induction depends on the phosphorylation of 

ERK 1/2 in reactive astrocytes and that DLL4 driven NOTCH1 activation leads to the 

upregulation of IL-6 transcripts via a direct interaction between NICD and the gene coding for 

IL-6.  

 

Astrocyte-specific Dll4 inactivation induces downregulation of astrocyte reactivity through 

the downregulation of the IL-6-JAK/STAT pathway both in vitro and in vivo. 

  JAK/STAT (janus kinase/signal transducer and activator of transcription) signaling is an 

essential effector pathway for the development and regulation of immune responses. 

Unbridled activation of the JAK/STAT pathway by pro-inflammatory cytokines, notably IL-6, 

plays a critical role in driving the pathogenesis of multiple sclerosis/EAE (29). Moreover, STAT3 

has been shown to control astrogliosis in various pathologies such as ischemic stroke, 

neuroinflammatory disorders and brain tumors (30–32). We tested whether the IL-6-JAK/STAT 

pathway was regulated by astrocytic Dll4 in vitro and in vivo. First we showed that both IL-6 
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and P-STAT3 (phosphorylated form of STAT3) were downregulated in reactive human 

astrocytes transfected with the DLL4 siRNA compared to reactive human astrocytes 

transfected with the CTRL siRNA. Notably, IL-6 and P-STAT3 expression level in the DLL4 siRNA 

condition was similar to the one measured in non-reactive astrocytes (Figure 5, A-C). Under 

the same conditions in vitro and on spinal cord sections from Dll4ACKOC mice and control 

littermates, we then demonstrated that IL-6 signal was co-localized with GFAP signal in 

reactive astrocytes (Figure 5, D-E) (Fig. S2, B) and that IL-6 expression level was downregulated 

following Dll4 knockdown both in vitro and in vivo (Figure 5, D-G) (Fig. S2, B). To clearly 

establish the link between IL-6 and P-STAT3, we then measured the phosphorylation of STAT3 

in vitro, in human reactive astrocytes treated with Tocilizumab, a humanized monoclonal 

antibody targeting IL-6 receptors, or IgG. We showed that P-STAT3 is downregulated after 

Tocilizumab treatment compared to IgG with an expression level similar to the one of non-

reactive astrocytes (Figure 5, H-I). Importantly, DLL4 expression level was stable in both IgG 

and Tociliumab treated reactive astrocytes, highlighting that IL-6-JAK/STAT interaction 

happened downstream of DLL4 during astrogliosis (Figure 5, H, J).  

 Here we showed that, following the direct upregulation of IL-6 transcription by NICD in 

reactive astrocytes, IL-6 protein expression is strongly increased and leads to the 

phosphorylation of STAT3, an already established marker of astrogliosis via its interaction with 

the receptor JAK.  

 

Mice with astrocyte Dll4 inactivation display resistance to increases in blood brain barrier 

permeability via decreases in VEGFA and TYMP secretion, protecting the parenchyma from 

inflammatory infiltrate in a model of multiple sclerosis and in a model of acute 

neuroinflammation. 

We compared the impact of Dll4 blockade in astrocytes on plasma protein and 

inflammatory cell infiltration in the parenchyma by measuring IgG, CD4 and CD45+ 

lymphocyte infiltration and IBA1 expression level in vivo, on spinal cord sections from EAE 

induced Dll4ACKOP and Dll4ACKOC mice versus control littermates (Figure 6, A-D) (Fig. S3, A-H). 

We found that astrocyte Dll4 deficient mice induced with EAE displayed less parenchymal 

inflammatory infiltration than control littermates (Figure 6, A-D) (Fig. S3, A-H). We previously 
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reported that reactive astrocytes express pro-permeability factors, VEGFA and TYMP, which 

drive blood brain barrier permeability in EAE (6). We therefore tested whether astrocyte DLL4 

signaling regulates VEGFA and TYMP expression in vitro in DLL4 siRNA treated reactive 

astrocytes and in vivo in EAE induced Dll4ACKOP and Dll4ACKOC mice. We found that VEGFA and 

TYMP were downregulated in IL-1β induced reactive astrocytes transfected with DLL4 siRNA 

when compared to IL-1β induced reactive astrocytes transfected with CTRL siRNA (Figure 6, E-

H). Moreover we showed that TYMP expression level was highly correlated to astrogliosis 

threshold as it followed the same pattern as GFAP signal intensity (Figure 6, H, J-K). We then 

confirmed these results in vivo, finding downregulation of astrocyte VEGFA and TYMP signals 

on spinal cord sections from EAE induced Dll4ACKOP and Dll4ACKOC mice when compared to 

control littermates (Figure 6, I, L-M) (Fig. S3, I-K).   

Altogether, these results suggest that, under neuroinflammatory condition, astrocyte Dll4 

knockdown leads to decreased astrogliosis and is associated with reduced levels of VEGFA and 

TYMP, protecting against blood brain barrier breakdown and subsequent parenchymal 

inflammatory infiltrate.  

 To further support whether astrocyte DLL4 participates to inflammatory lesion 

pathogenesis by controlling astrogliosis, we decided to verify the results we obtained in the 

EAE mouse model, in a model of acute neuroinflammatory lesion. Initially, we compared 

responses of Dll4ACKOP mice and littermate controls to cortical injection of AdIL-1β, measuring 

the area of neuronal cell death (NEUN loss) in lesions at 7 dpi (days post injection) (Fig. S4, A, 

F). We then measured astrocyte reactivity (VIM and GFAP signal intensity) and associated IL-

6 and TYMP expression in lesions at 7 dpi (Fig .S4, B-C, G-J). Finally, the maximal area of 

inflammatory infiltration into the CNS in term of parenchymal entry of serum proteins, notably 

FGB (fibrinogen), and CD4+ T helper lymphocytes was assessed in lesions at 7 dpi (Fig. S4, D-E, 

K-L). Importantly, these studies demonstrated that lesion formation in Dll4ACKOP mice was 

strongly decreased compared to littermate controls. Confirming efficacy and specificity of 

inactivation, AdIL-1β–induced lesions in Dll4ACKOP mice showed lower levels of DLL4 (Fig. S1, 

K). Lesion size in Dll4ACKOP mice, as measured by neuronal cell death or loss of NEUN 

immunoreactivity, was much narrower than in controls at 7 dpi (Fig. S4, A, F). Moreover, GFAP 

and VIM, two markers of astrocyte reactivity were strongly downregulated in Dll4ACKOP mice 
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compared to controls and were associated with a decreased expression of astrogliosis marker 

IL-6 and pro-permeability marker TYMP (Fig. S4, B-C, G-J). There were also large decreases in 

the areas of cortical FGB and CD4+ T helper lymphocytes infiltration seen in AdIL-1β lesions in 

Dll4ACKOP mice at 7 dpi (Fig. S4, D-E, K-L).  

 We concluded that astrocyte DLL4 upregulation during acute neuroinflammation leads to 

astrogliosis in the lesion area and upregulation of the pro-inflammatory cytokine IL-6 and pro-

permeability factor TYMP by reactive astrocytes. Lesion size is more severe in presence of 

astrocyte DLL4 and associated with a stronger inflammatory infiltrate of fibrinogen and 

immune cells into the parenchyma. Altogether our findings in both cortical AdIL-1β lesions 

and spinal cord EAE support a global role for astrocytic Dll4 in driving astrogliosis and 

neuroinflammatory lesion pathogenesis.  

 

Blockade of DLL4 protects against blood brain barrier opening and paralysis in EAE 

 To test the therapeutic potential of exogenous DLL4 blockade during EAE, we designed 

experiments to test the effects of an anti-DLL4 antibody. To probe for possible off-target 

effects of Dll4 blockade on the vascular endothelium, we first tested the EAE phenotype in a 

transgenic mouse with conditional endothelial Dll4 inactivation as DLL4 contributes to the 

regulation of angiogenesis via DLL4-mediated NOTCH1 signaling in endothelium, a key 

pathway for vascular development (33). Therefore, we induced EAE in 10 weeks old 

Cadherin5-CreERT2, Dll4Flox/Flox mice and corresponding littermate controls and found that Dll4 

endothelial specific down-regulation had no impact on EAE disease severity (Fig. S5, A), 

associated peak (Fig. S5, B) and average score during time of disability (Fig. S5, C), suggesting 

that exogenous Dll4 blockade with an anti-Dll4 antibody would have minimal effects on the 

vascular endothelium impacting the course or neuropathology of EAE.  

 We then compared the impact of DLL4 blockade on disease severity in EAE (Figure 7). We 

sensitized 8 weeks old C57BL/6 mice (9 per group) and, beginning at the onset of the disease, 

treated them every three days for eleven days with the inVivoMab anti-mouse DLL4 antibody 

(500 µg/mouse/d) for a total of 4 intraperitoneal injections at D9, D12, D15 and D18. The 

inVivoMab polyclonal Armenian hamster IgG (500 µg/mouse/d) was injected to the mice in 
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the control group. Neurological signs and pathology were evaluated from day 1 to day 25 post 

sensitization.  

Onset of the disease occurred at day 10 post-sensitization, and ascending paralysis was first 

observed 24 h later, with severity in controls (polyclonal Armenian hamster IgG-treated mice) 

increasing until day 19, when neurologic deficit reached a plateau at a mean score of 3.3, 

indicating severe disease with complete hindlimb paralysis (Figure 7, A). Signs in anti-mouse 

DLL4 antibody-treated mice were much milder, peaking at day 16 at a mean score of just 2.4, 

indicative of a limp tail with moderate hindlimb weakness (Figure 7, A). Comparison of peak 

clinical severity in each individual was different between the anti-mouse DLL4 antibody and 

the polyclonal Armenian hamster IgG-treated regimens (Figure 7, B). For anti-mouse DLL4 

antibody, differences in disease severity were highly significant compared with polyclonal 

Armenian hamster IgG-treated controls (Figure 7, C). Almost all controls (89%) but only 33% 

of anti-mouse DLL4 antibody-treated mice displayed complete hindlimb paralysis or worse 

(score ≥3) (Figure 7, A-C). No mortality at all was encountered in all cohorts. 

These improvements in clinical disease observed with the anti-mouse DLL4 antibody were 

associated with reduced tissue damage, in terms of decreased demyelination (Figure 7, D, H). 

They were also associated with reduced blood–brain barrier breakdown, plasmatic protein 

and inflammatory cell infiltration (Figure 7, E-F, J-L) and astrogliosis (Figure 7, G-H, M-N). No 

difference was observed in term of microglial activation (Figure 7, D, K). Downregulation of 

astrogliosis in the anti-mouse DLL4 antibody group was associated to a decreased expression 

of the pro-inflammatory cytokine IL-6 and of the pro-permeability factors TYMP and VEGFA 

(Figure 7, G-H, O-P).  

 Collectively, the results of these therapies confirm the therapeutic benefit of exogenous 

DLL4 blockade during EAE and support our findings that astrocyte DLL4 drives astrogliosis 

during neuroinflammation and subsequent TYMP and VEGFA induced increases in blood brain 

barrier permeability.  

Discussion  

A complex network of intercellular signaling occurs between cells of the neurovascular unit 

during neuroinflammation (1, 3). Understanding the pathways controlling reactive astrogliosis 
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and blood brain barrier function is of considerable translational interest to the field of neuro-

immunology and stroke. Here, we report for the first time, a role for juxtacrine astrocytic DLL4 

mediated NOTCH1 receptor signaling as a key regulator of astrogliosis and blood brain barrier 

leakage in two models of CNS autoinflammatory disease.  

 First, we found that astrocytic DLL4 expression is up-regulated during neuroinflammation, 

both in mice and humans, driving astrogliosis and subsequent blood brain barrier permeability 

and inflammatory infiltration during pathology. We then show that the DLL4-mediated 

NOTCH1 juxtacrine signaling in astrocytes directly controls IL-6 transcriptional level and 

triggers the phosphorylation of STAT3, driving astrocyte reactivity at the Glia limitans and 

inducing pro-permeability factor secretion and subsequent blood brain barrier destabilization. 

Finally, we reveal that targeting DLL4 with exogenous blocking antibodies improves EAE 

symptoms in mice. Together, these data identify the DLL4-NOTCH1 axis as a key driver of 

astrogliosis during neuroinflammation via the promotion of the IL-6-STAT3-TYMP/VEGFA 

signaling actors leading to the disruption of the neurovascular unit and worsening pathology.  

The expression of DLL4 by reactive astrocytes has only been acknowledged once in a model 

of brain injury in a paper published in 2021(24).  However, in the present study, we unraveled 

for the first time the role of the DLL4-NOTCH1 axis and associated signaling pathways, in 

controlling reactive astrogliosis in two models of CNS inflammation (acute CNS inflammation 

model and EAE, a model of multiple sclerosis). The next step would be to examine astrocytic 

DLL4 expression in other pathologies of the CNS, notably Alzheimer’s disease, stroke or 

amyotrophic lateral sclerosis in which astrocytic NOTCH1 upregulation and subsequent blood 

brain barrier permeability have already been identified as critical pathophysiological players 

(8–11). This could implicate DLL4-NOTCH1 mediated reactive astrogliosis as a more 

generalized mechanism in other chronic diseases of the CNS.  

 Like other neuroimmune factors, astrocytes are a primary source of IL-6 in the CNS (34–37) 

and IL-6 signaling has been shown to activate downstream pathways including JAK/STAT in 

various conditions including neuroinflammatory disorders38. In 2021, an international 

consortium of scientists working on astrocytes defined a “reactive astrocyte” nomenclature; 

they identified STAT3-mediated transcriptional programs as one of the pathways inducing 

astrogliosis (25). Here we demonstrated for the first time that DLL4-mediated NOTCH1 
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juxtacrine signaling directly controls IL-6 transcriptional level in reactive astrocytes under 

inflammatory condition. Based on our results and the literature, we therefore assume that 

DLL4-NOTCH1 axis drives reactive astrogliosis by stimulating the IL-6-JAK/STAT3 signaling 

cascade activity in astrocytes during neuroinflammation. Therefore, DLL4/NOTCH1 axis might 

be considered as a novel pathway inducing astrogliosis and could be added to the “reactive 

astrocyte” nomenclature as a marker of astrogliosis. It also might be interesting to look at the 

DLL4/NOTCH1-IL6-STAT3 signaling cascade in other chronic disorders such as Alzheimer’s and 

Parkinson’s diseases to broaden the scope of our study.  

 In the vertebrates, 4 different NOTCH receptors have been identified and at the blood brain 

barrier, NOTCH1 and NOTCH4 are expressed by endothelial cells (17–19) while NOTCH3 is 

expressed by mural cells, or pericytes (20, 21). Importantly, DLL4 was previously established 

as a critical regulator of angiogenesis via the DLL4-mediated NOTCH signaling in endothelial 

cells which is a key pathway for vascular development (33). During neuropathology, two 

interconnected and interdependent vascular processes are observed: blood brain barrier 

breakdown leading to parenchymal inflammatory infiltration (38) and abnormal angiogenesis 

(39). Notably, in multiple sclerosis, studies indicate that angiogenesis takes place early and 

show either beneficial or detrimental effect on clinical recovery depending on the literature 

(40).  We tested extensively whether DLL4 astrocytic upregulation during neuroinflammation 

leads to abnormal angiogenesis and we found no differences in blood vessel density or mural 

cell coverage in astrocytic Dll4 knockdown mice versus controls at day 18 post-induction (data 

not shown). Within the neurovascular unit, astrocytes at the Glia limitans are not in direct 

contact with endothelial cells at the blood brain barrier and therefore, any potential regulation 

of angiogenesis through the DLL4-NOTCH pathway during neuroinflammation would require 

paracrine signaling between DLL4 secreted by astrocytes and its receptor NOTCH1 at the 

endothelium. We performed additional experiments testing for the presence of DLL4 

expressing exosomes in conditioned media from cultured IL-1β treated human astrocytes and 

did not detect these (data not shown). These negative results and our current 

neuropathological results suggest that astrocyte DLL4 upregulation drives endothelial blood 

brain barrier breakdown rather than angiogenesis, via the secretion of the pro-permeability 

factors TYMP and VEGFA (6).  
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The question remains as to whether astrocytic DLL4 engages with NOTCH receptors of 

other cell types within the neurovascular unit, including mural cells, or pericytes, microglial 

processes and most interestingly, immune cells. Once immune cells penetrate the blood brain 

barrier, they accumulate within the perivascular space, a region between the basal basement 

membrane of the endothelial cell wall and the parenchymal basement membrane abutting 

the astrocyte endfeet (41, 42). Interestingly, NOTCH signaling can influence the differentiation 

and function of T lymphocytes(43). Regulatory T cells (Treg) differentially express NOTCH3 and 

NOTCH4 (43) and the differentiation and expansion of Tregs are reportedly induced by 

JAGGED engagement (44) and NOTCH3 activation (45). Moreover, novel emerging properties 

of the DLL4-NOTCH signaling pathway have recently been identified in pathology, notably its 

role in controlling the CD4+/CD8+, Th17/Treg balance both in experimental autoimmune 

uveitis and EAE models (46, 47).  Comparing conditional DLL4 knockout mice and controls, 

we found that astrocytic DLL4 promotes the entry of T cells into the CNS parenchyma in two 

in vivo models of CNS inflammation (EAE and IL-1β cortical stereotactic injection) and that 

DLL4 astrocytic deletion reduces clinical disability and histopathological damage during EAE. 

Collectively, these results suggest that astrocytic DLL4 does not only control astrogliosis but 

may also influence T cell trafficking behaviors and/or activation and differentiation patterns. 

The extent to which T-cell activation and differentiation is influenced by local DLL4-NOTCH 

signaling interactions within the perivascular space has yet to be determined and is currently 

under investigation by our group.  

  Exogenous administration of an anti-mouse DLL4 antibody improved the disease in wild 

type mice induced with EAE, but this amelioration was moderate and similar to the one 

observed in EAE induced Dll4ACKOP mice which have a moderate recombination in spinal cord 

astrocytes. The impact of the anti-mouse DLL4 antibody therapy on EAE pathology was less 

significant than the one observed in the Dll4ACKOC mice which are characterized by a full 

recombination efficacy in spinal cord astrocytes. This discrepancy on EAE disease severity 

observed between a complete astrocyte Dll4 knockdown and the anti-mouse DLL4 antibody 

therapy may be due to several possible factors. First, the anti-mouse DLL4 antibody is injected 

systemically, possibly affecting DLL4 expression in other cell types with potential opposite 

effects on EAE pathology. While we induced EAE in Cadherin5-CreERT2, Dll4Flox/Flox mice and 

littermate controls and showed that Dll4 endothelial specific down-regulation has no impact 
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on EAE disease severity, the potential still exists for effects on other unidentified cell types in 

adult mice induced with EAE that might express DLL4 and have opposing effects on EAE. 

Second, another possibility could be that the blood brain barrier, although permeable during 

EAE, still displays barrier properties limiting the amount of anti-mouse DLL4 antibody 

accessing the perivascular space and parenchyma. A third consideration is the specificity of 

the Aldh1L1-Cre promoter to astrocytes. While prior work showed high specificity of this 

promoter within the CNS to astrocytes, it is possible that it induces recombination in other cell 

types in the body expressing Dll4 which might contribute to the EAE phenotype (48).  

Overall, our study identifies the DLL4-NOTCH1 axis as a key driver of astrogliosis during 

neuroinflammation via the IL-6-STAT3-TYMP/VEGFA signaling pathway, which is associated 

with disruption of the neurovascular unit and worsening pathology. This work also raises 

exciting questions about the role of the DLL4-NOTCH signaling in T-cell activation and 

differentiation (CD4+/CD8+, Th17/Treg balance) within the perivascular spaces of the 

neurovascular unit and its impact on neuropathology during neuroinflammation.  

In conclusion, this work highlights a novel role for the astrocyte ligand DLL4 in the driving 

of astrogliosis and breakdown of the blood brain barrier during neuroinflammation via 

juxtacrine NOTCH1 mediated signaling to neighboring astrocytes.  

 

Materials and Methods 

 

Experimental Design  

In this study, we investigated the role of astrocytic DLL4 on neurovascular unit homeostasis 

under neuroinflammatory conditions. To do so, we probed for downstream effectors of the 

DLL4-NOTCH1 axis and targeted these for therapy in two models of CNS inflammatory disease: 

experimental auto-immune encephalomyelitis (EAE) and stereotactic injection of the pro-

inflammatory cytokine IL-1β. By combining molecular and cellular biology analysis, we first 

demonstrated that astrocytic DLL4 is upregulated during neuroinflammation, both in mice 

(EAE model) and humans (cortical biopsies from patients with multiple sclerosis acute lesions), 

driving astrogliosis and subsequent blood brain barrier permeability and inflammatory 
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infiltration. We then showed that the DLL4-mediated NOTCH1 signaling in astrocytes directly 

drives IL-6 levels using co-immunoprecipitation assay, and induces STAT3 phosphorylation 

promoting upregulation of astrocyte reactivity markers, pro-permeability factor secretion and 

consequent blood brain barrier destabilization. Finally, we revealed that blocking DLL4 with 

antibodies improves EAE symptoms in mice, identifying a potential novel therapeutic strategy 

for CNS autoimmune demyelinating disease. 

 

Study approval 

Human samples: The Neuro-CEB bio bank and the INSERM U1034 certify that all human 

sections utilized for this study are ethically obtained with documented, legal permission for 

research use (authorization number #AC-2018-3290 obtained from the Ministry of Higher 

Education and Research) and in the respect of the written given consent from the source 

person in accordance with applicable laws and the WMA Helsinki declaration of 2013.  

Animal experiments were performed in accordance with the guidelines from Directive 

2010/63/EU of the European Parliament on the protection of animals used for scientific 

purposes and approved by the local Animal Care and Use Committee of the Bordeaux 

University CEEA50 (IACUC protocol #16901).  

 

 

Human tissues  

Cortical sections from multiple sclerosis patients (active lesions) and healthy controls (frontal 

cortex) were obtained from the Neuro-CEB bio bank (https://www.neuroceb.org/fr). The 

sections were 30 µm thick and obtained from fresh frozen samples.  

 

Mice 

The Glast-CreERT2 mice, Aldh1L1-CreERT2 mice, Cdh5-CreERT2 mice, Dll4 Floxed (Dll4Flox) mice and 

C57BL/6 mice were purchased from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA). 
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The Cre recombinase in Glast-CreERT2 mice, Aldh1L1-CreERT2 mice and Cdh5-CreERT2 mice was 

activated by intraperitoneal injection of 1 mg tamoxifen (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

for 5 consecutive days at 8 weeks of age. Mice were phenotyped 2 weeks later. Successful and 

specific activation of the Cre recombinase has been verified by measuring recombination 

efficacy in Glast-CreERT2;Rosa26mTmG mice, Aldh1L1-CreERT2;Rosa26mTmG, and Cdh5-CreERT2; 

Rosa26mTmG mice (Fig. S1, A-H)(4).  

 

Neurovascular fraction enrichment from mouse CNS  

Mouse was euthanized by cervical dislocation. Spinal cord was then harvested and transferred 

in a potter containing 2 mL of buffer A (HBSS 1X w/o phenol red (Gibco, Waltham, MA, USA), 

10 mM HEPES (Gibco, Waltham, MA, USA) and 0,1 % BSA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

and the tissue was pounded to obtain an homogenate which was collected in a 15 mL tube. 

The potter was rinsed with 1 mL of buffer A which was added to the 2 mL homogenate. Cold 

30 % dextran solution was then added to the tube (V:V) to obtain a 15 % dextran working 

solution centrifuged for 25 minutes at 3000 g, 4 °C without brakes. After centrifugation, the 

pellet (neurovascular components and red cells) was collected and the supernatant (dextran 

solution and neural components) was centrifuged again to get the residual vessels. 

Neurovascular components were then pooled and re-suspended in 4 mL of buffer B (HBSS 1X 

Ca2+/ Mg2+ free with phenol red (Gibco, Waltham, MA, USA), 10 mM HEPES (Gibco, Waltham, 

MA, USA) and 0,1 % BSA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)).  

 

Neurovascular fraction enrichment for qRT-PCR: after centrifugation of the cell suspension, 

the pellet was washed 3 times with the buffer B and filtered through a 100 µm nylon mesh 

(Millipore Corporation, Burlington, MA, USA). The nylon mesh was washed with 7 mL of buffer 

B to collect the retained enriched neurovascular fractions. The suspension was then 

centrifuged for 10 minutes at 1000 g and the pellet suspended in 300 µL of RIPA lysis buffer 

for western blot analysis or 1000 µL of Tri-Reagent (MRC, Cincinnati, OH, USA) for qRT-PCR 

analysis.  

 



112 
 
 

RNA sequencing 

RNA was isolated using Tri Reagent® as instructed by the manufacturer (Molecular Research 

Center Inc). Each sample was obtained from a single mouse. mRNA library preparation was 

performed based on manufacturer’s recommendations (KAPA mRNA HyperPrep Kit [ROCHE]). 

Pooled library preparations were sequenced on NextSeq® 500 whole genome sequencing 

(Illumina®), corresponding to 2x30million reads per sample after demultiplexing. 

Quality of raw data was evaluated with FastQC(49). Poor-quality sequences were trimmed or 

removed with Trimmomatic(50) software to retain only good quality paired reads. Star 

v2.5.3a(51) was used to align reads on mm 10 reference genome using standard options. 

Quantification of gene and isoform abundances was done using RNA-Seq by Expectation-

Maximization RSEM) 1.2.28, prior to normalization using the edgeR Bioconductor software 

package39. Finally, differential analysis was conducted with the generalized linear model 

(GLM) framework likelihood ratio test from edgeR. Multiple hypothesis-adjusted p-values 

were calculated using the Benjamini-Hochberg procedure to control for the false discovery 

rate (FDR). The fragments per kilobase per million mapped reads (FPKM) values of all 

transcripts of which expression was significantly different between MOG35-55 EAE-sensitized 

Dll4ACKOP mice and littermate controls is provided in Figureshare (DOI: 

10.6084/m9.Figureshare.23708805) 

 

Cell culture  

Human Normal Astrocytes (NA) (ScienCell, Carlsbad, California) were cultured in astrocyte 

medium (AM) (ScienCell, Carlsbad, California). Cell from passage 2 to passage 4 were used. 

Before any treatment, cells were serum starved in DMEM 1 g/L glucose, Mg+, Ca2+ (Gibco, 

Waltham, MA, USA) without serum for 12h or 24 hours depending on the experiment.  

 

Transfection/Transduction 

ON-TARGET plus SMART Pool Human non-targeting (20 µM) and Human DLL4 siRNA (20 µM) 

were purchased from Dharmacon (Colorado, USA). Cells were transfected using JetPRIME™ 

transfection reagent (Polyplus Transfection) according to the manufacturer’s instructions. 
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More precisely, 500 000 astrocytes were seeded in 3.8 cm² cell culture wells. Transfection was 

done at day +1 with 1.8 µL of each siRNA and 4 μL JetPRIME per well. Cells were starved in 

DMEM 1 g/L glucose, Mg+, Ca2+ (Gibco, Waltham, MA, USA) at day +2, treated with PBS or IL-

1β (10 ng/mL) at day +3 and RNA or protein samples harvested at day +4.  

The human DLL4 plasmid vector was obtained from the Theodor-Boveri-Institute, 

(Physiological Chemistry I, Biocenter of the University of Wurzburg) and the lentiviral plasmid 

was then produced and amplified in our lab. The empty lentiviral vector 

(pRRLsin.MND.MCS.WPRE (lentiMND14)) was produced and amplified in our lab. 500 000 

astrocytes were seeded in 3.8 cm² cell culture wells and incubated for 18h before infection. 

Lentiviral supernatant was added with multiplicity of infection (MOI) at 10. After 8h, the 

lentiviral supernatant was replaced with fresh complete cell culture medium and the cells 

were incubated for 24 h before harvesting RNA samples.  

 

Cytokines/Growth Factors/Chemicals  

Human IL-1β was purchased from PeproTech (Rocky Hills, NJ, USA) and used at 10 ng/mL. 

U0126, a cell permeable inhibitor of MAPK (ERK 1/2) was purchased from Cell Signaling 

(Danvers, MA, USA) and used at 10µM. The humanized anti-IL-6 receptor antibody 

Tocilizumab was used at 1µg/mL.  

 

Antibodies  

Anti-CDH5 (Goat), anti-DLL4 (goat), anti-IL-6 (goat), anti-PODXL (goat), anti-SOX9 (goat) and 

anti-TYMP (goat) were from R&D systems (Minneapolis, MN, USA). Anti-FGB (rabbit) was from 

Dako (Carpinteria, CA, USA). Anti-human-LCN2 (mouse), anti-MBP (rat) and anti-VEGFA 

(Rabbit) were from Abcam (Cambridge, MA, USA). Anti-CD4 (rat) and anti-GFAP (rat and 

rabbit) were from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Anti-RNA binding fox-1 

homolog 3 (NEUN) (rabbit) was from Millipore (Billerica, MA, USA). Anti-human-DLL4 (Rabbit) 

and anti-LAM (rabbit) were from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anti β-ACTIN (rabbit), 

anti-CASP3 (rabbit) and Cleaved CASP3 (rabbit), anti-cleaved NOTCH1 (NICD) (rabbit), anti-

DLL4 (rabbit), anti-human-JAG1 (rabbit), anti-P42-44 MAPK (rabbit) and phospho-P42-44 
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MAPK (rabbit), and anti-VIM (rabbit) were from cell signaling (Danvers, MA, USA). Anti-

human-IL-6 (rabbit) was from Proteintech (Rosemont, IL, USA). Anti-human-STAT3 (mouse) 

and anti-human-P-STAT3 Tyr705 (rabbit) were from Ozyme (Saint-Cyr-l'École, France). Anti-

IBA1 (rabbit) was from Fujifilm Wako (Osaka, Japan). Anti-GFP (Goat) was from Novus 

Biologicals (Minneapolis, MN, USA). 

 

Chromatin ImmunoPrecipitation 

Chromatin immune-precipitation (ChIP) assay was performed with human NAs treated with 

IL-1β for 12h. Proteins were crosslinked to DNA by adding formaldehyde to the culture media 

to a final concentration of 1% and incubating for 10 minutes at 37°C. 

Fixed cells were rinsed twice with ice cold PBD containing AEBSF 1/1000 v/v, leupeptine 

1/1000 v/v and aprotinine 1/1000 v/v. Cells (1 million) were lysed in 1.000µL of SDS buffer 

(SDS 1% v/v, EDTA 10mM, Tris-HCl 50mM pH8, AEBSF 1/1000 v/v, leupeptine 1/1000 v/v, 

aprotinine 1/1000 v/v). Lysate was sonicated on ice 20 times for 10 seconds to obtain DNA 

fragments with an average size of 500bp. The chromatin solution was diluted in dilution buffer 

to a final volume of 2mL and incubated 30 minutes at +4 °C with 30µg of protein G sepharose 

and 5µg of salmon sperm DNA. After centrifugation, the supernatant was incubated overnight 

at +4°C with 10µl of anti-human NICD antibody or non-specific IgG. After being washed twice 

in PBS, 30µg of G protein beads were blocked with 5µg of salmon sperm DNA added to each 

sample and incubated one hour at +4°C. Immuno-precipitated samples were centrifuged and 

washed once in low salt wash buffer, once in high salt wash buffer, once in LiCl wash buffer. 

Samples were then washed twice in Tris-EDTA. Elution of immune-precipitated chromatin was 

performed by adding 250µL of elution buffer and incubation was performed at room 

temperature for 15 minutes, and repeated once. To reverse DNA crosslinking, the eluate was 

incubated for 4 hours at 65°C after adding 20µL of NaCl 5M. Samples were then incubated 1 

hour at 65°C with 2µL of proteinase K, 10µL of EDTA 0,5M and 20µL of TE 1M pH 6.5 for protein 

removal. DNA was then purified using phenol/chloroform extraction. 

 

Quantitative RT-PCR  
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RNA was isolated using Tri Reagent® (Molecular Research Center Inc) as instructed by the 

manufacturer, from 3x105 cells or from isolated mouse enriched neurovascular fractions. For 

quantitative RT-PCR analyses, total RNA was reverse transcribed with M-MLV reverse 

transcriptase (Promega, Madison, WI, USA) and amplification was performed on a DNA Engine 

Opticon®2 (MJ Research Inc, St Bruno, Canada) using B-R SYBER® Green SuperMix (Quanta 

Biosciences, Beverly, MA, USA). Primer sequences are reported in Table 1.  

The relative expression of each mRNA was calculated by the comparative threshold cycle 

method and normalized to β-actin mRNA expression. 

 

Western Blots  

Protein expression was evaluated by SDS-PAGE. Protein loading quantity was controlled using 

the rabbit monoclonal anti-β-actin antibody (cell signaling, Danvers, MA, USA). Secondary 

antibodies were from Invitrogen. The signal was then revealed by using an Odyssey Infrared 

imager (LI-COR, Lincoln, NE, USA). For quantification, the mean pixel density of each band was 

measured using Image J software (NIH, Bethesda, MD, USA) and data were standardized to β-

actin, and fold change versus control calculated.  

 

Stereotactic injection  

10 weeks old Dll4ACKOP mice and littermate controls (6 mice per condition) were anaesthetized 

using isoflurane (3% induction and 1% maintenance) (Virbac Schweiz, Glattbrugg, Germany) 

and placed into a stereotactic frame (Stoelting Co., IL, USA). To prevent eye dryness, an 

ophthalmic ointment was applied at the ocular surface to maintain eye hydration during the 

time of surgery. The skull was shaved and the skin incised on 1 cm to expose the skull cap. 

Then, a hole was drilled into the skull, using a pneumatic station S001+TD783 Bien Air, until 

reaching the dura mater. AdIL-1 (107 PFU) was then delivered into the frontal cortex at 

coordinates of 1 µm posterior to bregma, 2 µm left of the midline and 1.5 µm below the 

surface of the cortex.  
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Mice received a subcutaneous injection of buprenorphine (0,05 mg/kg) (Ceva santé animale, 

Libourne, France) 30 minutes before surgery and again 8 hours post-surgery to assure a 

constant analgesia during the procedure and postoperatively. Mice were euthanized by 

pentobarbital (Richter Pharma, Wels, Austria) overdose at 7 days post injection (dpi). For 

histological assessment, the brain of each animal was harvested.  

 

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)  

10 week old female mice were immunized by subcutaneous injection of 300 µg myelin 

oligodendrocyte glycoprotein-35-55 (MOG35–55) (Hooke laboratories, Lawrence, MA, USA) in 

200 µl Freund’s Adjuvant containing 300 µg/mL mycobacterium tuberculosis H37Ra (Hooke 

laboratories, Lawrence, MA, USA) in the dorsum. Mice were administered with 500 ng 

pertussis toxin (PTX) intra-peritoneously on day of sensitization and 1 day later (Hooke 

laboratories). The emulsion provides antigen which initiates expansion and differentiation of 

MOG-specific autoimmune T cells. PTX enhances EAE development by providing additional 

adjuvant. EAE will develop in mice 7-14 days after immunization (Day 0): animals which 

develop EAE will become paralyzed. Disease was scored (0, no symptoms; 1, floppy tail; 2, hind 

limb weakness (paraparesis); 3, hind limb paralysis (paraplegia); 4, fore- and hind limb 

paralysis; 5, death)(52) from day 7 post immunization until day 28 post immunization. At Day 

28, all the animals were euthanized by pentobarbital (Richter Pharma, Wels, Austria) 

overdose. For histological assessment, cervical, lumbar and dorsal sections of each animal 

spinal cord, as well as the spleen, were harvested. 

 

Therapies 

inVivoMab polyclonal Armenian hamster IgG (500 µg/mouse/d) was used as control group 

therapy. InVivoMab anti-mouse DLL4 antibody (500 µg/mouse/d) was used as experimental 

group therapy. Intra-peritoneal injection of each therapy was injected (9 mice per therapy) at 

day 8, day 12, day 15 and day 18 post EAE immunization.   
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Immunohistochemistry  

Prior to tissue collection and staining, mice were transcardially perfused with PBS (10mL) 

followed by 10% Formalin (10mL) to remove intravascular plasma proteins. Brain and spinal 

cord samples were either fixed in 10 % formalin for 3 hours, incubated in 30 % sucrose 

overnight, OCT embedded and cut into 9 µm thick sections or directly OCT embedded and cut 

into 9 µm thick sections. Cultured cells were fixed with 10 % formalin for 10 minutes. Human 

frozen sections were used directly without any prior treatment. Concerning the fixed sections, 

for IL-6, prior to blocking, sections were soaked in Citrate (pH 7.5; 100 °C). For TYMP, prior to 

blocking, sections were soaked in EDTA (pH 6.0; 100 °C). For CD4, sections were treated with 

0.5 mg/mL protease XIV (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) at 37 °C for 5 minutes. Primary 

antibodies were used at 1:100 except DLL4 (1:50), FGB (1:500) and LAM (1:1.000). Samples 

were examined using a Zeiss Microsystems confocal microscope (Oberkochen, Germany), and 

stacks were collected with z of 1 μm. 

For immunofluorescence analyzes, primary antibodies were resolved with Alexa Fluor®–

conjugated secondary polyclonal antibodies (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and nuclei were 

counterstained with DAPI (1:5000) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). For all 

immunofluorescence analyses, negative controls using secondary antibodies only were done 

to check for antibody specificity. 

 

Statistical analyses  

Results are reported as mean ± SEM. Comparisons between groups were analyzed for 

significance with the non-parametric Mann-Whitney test, the non-parametric Kruskal Wallis 

test followed by the Dunn’s multiple comparison test when we have more than 2 groups or a 

nonlinear regression test (Boltzmann sigmoidal) for the EAE scoring analysis using GraphPad 

Prism v8.0.2 (GraphPad Inc, San Diego, CA, USA). Differences between groups were 

considered significant when p≤0.05 (*: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001 ****: p≤0.0001). 
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DLL4 is expressed by CNS astrocytes and up-regulated during chronic neuroinflammation : 

(A-D) Human Normal Astrocytes (NA) were seeded and cultured until confluence and starved 

for 24 h. NA were then treated for 24h with PBS 1X (control condition) versus 10 ng/mL of 

recombinant IL-1β (test condition). (A) DLL4 and (B) TYMP expression were then quantified by 

qRT-PCR. β-ACTIN was used as a reference. (C) Representative western blot for DLL4 and β-

ACTIN protein expression level are shown. (D) DLL4 protein expression level was quantified by 

western blot. β-ACTIN was used as a reference. (E-H) 12-week-old C57Bl/6 females (4 animals 

per group) were induced with MOG35-55 EAE versus Placebo. At day 13 post induction, mice 

were euthanized and spinal cord neurovascular units were isolated. (E) Dll4, (F) Hey1, and (G) 

Jag1 expression were measured via qRT-PCR in both groups (MOG35-55 versus placebo). (H) 

Spinal cord sections were harvested from MOG35-55 EAE induced versus Placebo treated 

C57Bl/6 females and immune-stained with anti-DLL4 (in green) and anti-GFAP (in red) 

antibodies. Representative DLL4/GFAP staining is shown. (I) Human cortical sections from 

healthy donors and patients with cortical multiple sclerosis lesions were obtain from the 

NeuroCEB biobank and immunostained with anti-DLL4 (in green) and anti-GFAP (in red) 

antibodies. Nuclei were stained with DAPI (in blue). Representative DLL4/GFAP staining is 

shown. Mann-Whitney U test.   
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 Figure 2 
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Inactivation of astrocyte Dll4 reduces disability in a model of multiple sclerosis during the 

onset and plateau of the disease : (A) Dll4ACKOP mice and control mice induced with EAE were 

scored daily according to a widely-used 5-point scale (EAE scoring: 1 limp tail; 2 limp tail and 

weakness of hind limb; 3 limp tail and complete paralysis of hind legs; 4 limp tail, complete 

hind leg and partial front leg paralysis), nonlinear regression (Boltzmann sigmoidal). (Dll4ACKOP 

n = 10, WT n = 9). (B) Dll4ACKOP and control mice EAE peak score and (C) EAE average score 

during time of disability were quantified other the course of the disease. (D) Dll4ACKO mice and 

control mice induced with EAE were scored daily on a standard 5-point scale, nonlinear 

regression (Boltzmann sigmoidal). (Dll4ACKOC n = 15, WT n = 15). (E) Dll4ACKOC and control mice 

EAE peak score and (F) EAE average score during time of disability were quantified other the 

course of the disease.   (G-J) Spinal cord EAE lesions from Dll4ACKOP mice, Dll4ACKOC mice and 

littermate controls were harvested at 18 days post induction. (G) Dll4ACKOP mice and control 

lesions and (I) Dll4ACKOC mice and control lesions were immune-stained with an anti-MBP (in 

green) antibody. Nuclei were stained with DAPI (in blue). (H, J) MBP positive areas were 

quantified (H) (Dll4ACKOP mice n = 5, WT n = 6), (J) (Dll4ACKOC mice n = 6, WT n = 7)). Mann-

Whitney U test.  
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 Figure 3 
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Astrocyte-specific Dll4 inactivation induces down-regulation of astrocyte reactivity under 

neuroinflammatory condition both in vitro and in vivo: (A-C) human Normal Astrocytes (NA) 

were seeded and cultured until 70% confluence. They were then transfected with a CONTROL 

siRNA (20µM) versus a DLL4 siRNA (20 µM), starved for 12 hours and treated with IL-1β 

10ng/mL for 12h. The experiment was repeated 3×. (A-C) DLL4 expression was quantified by 

(A) qRT-PCR and (B-C) western blot. β-ACTIN was used as a reference. (B) Representative 

western blot for DLL4 and β-ACTIN protein expression level are shown. (C) DLL4 protein 

expression level was quantified. (D-H) Human Normal Astrocytes (NA) were seeded and 

cultured until 70% confluency. They were then treated as above and (D-E) JAG1, (D, F) NICD, 

(D, G) GFAP, and (D, H) cleaved CASP3 expression were quantified by western blot. β-ACTIN 

and CASP3 total were used as references. (I) Spinal cord sections were harvested from MOG35-

55 EAE induced Dll4ACKO1 mice and control littermates at 18 days post induction. 

Transcriptional RNA profiling of spinal cord lysates was performed and a Heatmap generated 

showing the list of genes involved in astrogliosis whose expression is different in both groups. 

(J-K) VIM and LCN2 protein expression were then quantified by western blot in spinal cord 

lysates from 10 weeks old C57BL/6 mice and EAE induced Dll4ACKO1 mice, Dll4ACKO2 mice 

and control littermates (at 18 days post induction). β-ACTIN was used as a reference. (J-K) 

Representative western blot for VIM, LCN2 and β-ACTIN in spinal cord lysates from (J) 10 

weeks old C57BL/6 mice and EAE induced Dll4ACKOP mice versus controls and (K) EAE induced 

Dll4ACKOC mice versus controls are shown. (L-N) Spinal cord EAE lesions from Dll4ACKOP mice, 

Dll4ACKOC mice and littermate controls were harvested at 18 days post induction and tissues 

were immune-stained with anti-GFAP (in green), anti-VIM (in red) and anti PODXL (in grey) 

antibodies. Nuclei were stained with DAPI (in blue). (L) Dll4ACKOC mice versus control tissues 

are shown. (M) GFAP+ and (N) VIM+/PODXL- areas were quantified (Dll4ACKOP mice n = 6, WT 

n = 6), (O) (Dll4ACKOC mice n = 7, WT n = 7)). Mann-Whitney U test or Kruskal Wallis test. 
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 Figure 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DLL4 expression depends on the phosphorylation of ERK 1/2 in vitro and drives NICD 

upregulation in astrocytes leading to the upregulation of IL-6 transcripts via a direct 

interaction with NICD: (A-D) Human Normal Astrocytes (NA) were seeded and cultured until 

confluence. They were then starved for 12 hours and treated with IL-1β 10ng/mL for 24h with 

or without U0126 (10 µM), a cell permeable inhibitor of MAPK (ERK ½). The experiment was 
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repeated 3×. (A-B) NICD, (A, C) DLL4 and (A, D) P-P42-44 expression were quantified by 

western blot. β-ACTIN and P42-44 total were used as references. (E) Human Normal 

Astrocytes (NA) were seeded and cultured until confluence. They were then starved for 12 

hours and treated with IL-1β 10ng/mL for 24h. A Chromatin Immuno-Precipitation (ChiP) was 

then performed on NA lysates using NICD antibody versus IgG controls to pull-down. IL-6 DNA 

expression level was then quantified by PCR. (F-J) Human Normal Astrocytes (NA) were seeded 

and cultured until 70% confluence. They were then transduced with an empty lentivirus (6.21 

108 PFU/mL) versus a DLL4-expressing lentivirus (4.14 108 PFU/mL) and harvested 24h post 

transduction. The experiment was repeated 3×. (F) HES1, (G) HEY1, (H) HEY2, (I) IL-6 and (J) 

DLL4 expression were quantified by qRT-PCR . β-ACTIN was used as a reference. Mann-

Whitney U test. 
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 Figure 5 
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Astrocyte-specific Dll4 inactivation induces down-regulation of astrocyte reactivity through 

the down-regulation of the IL-6-JAK/STAT pathway both in vitro and in vivo: (A-C) Human 

Normal Astrocytes (NA) were seeded and cultured until 70% confluence. They were then 

transfected with a CONTROL siRNA (20 µM) versus a DLL4 siRNA (20 µM), starved for 12 hours 

and treated with 1X PBS versus IL-1β 10ng/mL for 12h. The experiment was repeated 3×. (A-

B) IL-6 and (A, C) P-STAT3 expression were quantified by western blot. β-ACTIN and STAT3 

total were used as references. (D) NA were cultured on Lab-Tek® until 70% of confluence. They 

were then treated as above. The experiment was repeated 3×. (D) GFAP (in green) and IL-6 (in 

red) localizations were evaluated by immuno-fluorescent staining. Nuclei were stained with 

DAPI (in blue). (E) Spinal cord EAE lesions from Dll4ACKOP mice, Dll4ACKOC mice and littermate 

controls were harvested at 18 days post induction. Dll4ACKOC and control lesions were immune-

stained with anti-GFAP (in green) and anti-IL-6 (in red) antibodies. Nuclei were stained with 

DAPI (in blue). Dll4ACKOC and control tissues are shown. (F-G) IL-6 positive areas were 

quantified (F) in reactive NA and (G) in spinal cord lesions (Dll4ACKOP mice n = 6, WT n = 5) 

(Dll4ACKOC mice n = 7, WT n = 6)). (H-I) NA were seeded and cultured until 70% confluence. 

They were then starved for 12 hours and treated with 1X PBS versus IL-1β 10ng/mL with IgG 

or an anti-IL-6 receptor antibody Tocilizumab (1µg/mL) for 24h. The experiment was repeated 

3×. (H-I) P-STAT3 and (H, J) DLL4 were quantified by western blot. STAT3 total and β-ACTIN 

were used as references. Mann-Whitney U test OR Kruskal Wallis test 
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 Figure 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



136 
 
 

Mice with astrocyte Dll4 inactivation display resistance to increases in blood brain barrier 

permeability via decreases in VEGFA and TYMP secretion, protecting the parenchyma from 

inflammatory infiltrate in a model of multiple sclerosis:  (A-D) Spinal cord EAE lesions from 

Dll4ACKOP mice, Dll4ACKOC mice and littermate controls were harvested at 18 days post 

induction. (A-B) Dll4ACKO and control lesions were immune-stained with (A) anti IgG (in green) 

and anti-PODXL (in red) antibodies and (B) anti CD4 (in green) and anti LAM (in red) antibodies. 

Nuclei were stained with DAPI (in blue). Dll4ACKOC and control tissues are shown. (A, C) IgG and 

(A, D) CD4 positive areas were quantified (Dll4ACKOP mice n = 6, WT n = 5) (Dll4ACKOC mice n = 

7, WT n = 7). (E-G) Human Normal Astrocytes (NA) were seeded and cultured until 70% 

confluence. They were then transfected with a CONTROL siRNA (20 µM) versus a DLL4 siRNA 

(20 µM), starved for 12 hours and treated with 1X PBS versus IL-1β 10ng/mL for 12h. The 

experiment was repeated 3×. (E-F) TYMP and (E, G) VEGFA expression were quantified by 

western blot. β-ACTIN was used as a reference. (H) Human Normal Astrocytes (NA) were 

cultured on Lab-Tek® until 70% of confluence. They were then treated as above. The 

experiment was repeated 3×. GFAP (in green) and TYMP (in red) localizations were evaluated 

by immuno-fluorescent staining. Nuclei were stained with DAPI (in blue). (I) Spinal cord EAE 

lesions from Dll4ACKOP mice, Dll4ACKOC mice and littermate controls were harvested at 18 days 

post induction. Dll4ACKO and control lesions were immune-stained with anti-GFAP (in green) 

and anti-VEGFA (in red) or anti-TYMP (in red) antibodies. Nuclei were stained with DAPI (in 

blue). Representative GFAP/VEGFA staining of Dll4ACKOC and control lesions is shown. (J) GFAP 

and (K) TYMP positive areas were quantified in reactive NA in cultures and (L) TYMP and (M) 

VEGFA positive areas were quantified in spinal cord lesions (Dll4ACKOP mice n = 6, WT n = 6) 

(Dll4ACKOC mice n = 7, WT n = 6). Mann-Whitney U test or Kruskal Wallis test 
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 Figure 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Blockade of DLL4 protects against blood brain barrier opening and paralysis in EAE: (A) Mean 

clinical scores are shown from mice (10-week-old female C57BL/6, 9 per group) sensitized with 

EAE MOG35–55, then from onset of disease (8 days post-induction) treated every 3 days for 11 
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days (red arrows) with an inVivoMab anti-mouse DLL4 antibody (500 µg/mouse/d) or an 

inVivoMab polyclonal Armenian hamster IgG (500 µg/mouse/d) in the control group. 

Neurological deficit was scored (from day 1 to day 25 post sensitization) daily for each animal 

according to a widely-used 5-point scale (EAE scoring: 1 limp tail; 2 limp tail and weakness of 

hind limb; 3 limp tail and complete paralysis of hind legs; 4 limp tail, complete hind leg and 

partial front leg paralysis), nonlinear regression (Boltzmann sigmoidal). (B) For each group of 

mice, EAE peak score and (C) EAE average score during time of disability was quantified other 

the course of the disease. (D-H) Cortical lesions were immuno-stained with (D) anti MBP (in 

green) and anti-IBA1 (in red) antibodies, (E) anti-CD4 (in green) and anti-CDH5 (in red) 

antibodies, (F) anti-IgG (in grey) and anti-CDH5 (in red) antibodies, (G) anti-GFAP (in green) 

and anti-IL-6 (in red) antibodies, (H) anti-CD31 (in green), anti-VIM (in red) and anti-TYMP (in 

grey) antibodies and (I) anti-VEGFA (in green) and anti-GFAP (in red) antibodies.  (D-I) Nuclei 

were stained with DAPI (in blue). (J) MBP, (K) CD4, (L) IBA1, (M) IgG, (N) VIM+/CD31-, (O) 

GFAP, (P) IL-6, (Q) TYMP and (R) VEGFA positive areas were quantified. Mann-Whitney U test. 
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 Figure 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summary scheme of the role of DLL4-NOTCH1 signaling on astrogliosis and blood brain 

barrier opening during neuroinflammation. In multiple sclerosis, resident and infiltrating 

immune cells produce cytokines that activate astrocytes. This astrogliosis leads to 

overexpression of DLL4 in astrocytes; DLL4 interacts with its membrane receptor NOTCH1 on 

the surface of a neighboring astrocytes. This leads to translocation of the intracellular active 

form of NOTCH1 (NICD) into the nucleus where it acts as a transcription factor to stimulate 

expression of the pro-inflammatory cytokine IL-6. As a result, IL-6 binds to its receptor JAK 

which leads to phosphorylation of STAT3, a pathway known to stimulate astrogliosis. In 

response to astrogliosis induced by the DLL4-NOTCH1 pathway and the NICD-IL-6-JAK/STAT 

signaling cascade, astrocytes secrete pro-permeability factors (TYMP and VEGFA) that 

participate to blood brain barrier opening and inflammatory infiltration of the parenchyma. 

Thus, an astrogliosis amplification loop led by DLL4-NOTCH1 is established and actively 

participates in the pathophysiology of neuroinflammation. 
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Tables 

 Table 1: List of primers used for reverse transcription (RT) quantitative polymer chain 

reaction (qPCR) 

mDll4 F 5' -TGGCAATGTCTCCACGCCGG- 3' 

R 5' -TGTTCGCCAAATCTTACCCACAGCA- 3' 

mHey1 F 5' -TCCATGTCCCCAACGACATC- 3' 

R 5' -GCAGTGTGCAGCATTTTCAG- 3' 

mJag1 F 5' -AGTGCATGTGTCCCGGTGGC- 3' 

R 5' -CCGTCCACACAGGTCCCGCTA- 3' 

mVegfC F 5' -TTTAAGGAAGCACTTCTGTGTGT- 3' 

R 5' -GTAAAAACAAACTTTTCCCTAATTC 3' 

mβ-actin F 5' - GATCAAGATCATTGCTCCTCCTG- 3' 

 R 5' -AGGGTGTAAAACGCAGCTCA- 3'  

hDLL4 F 5' -CCTTCGCTGTCCGGGACGACA- 3' 

  R 5' -TCTGACCCACAGCTAGGGAGCC- 3' 

hHES1 F 5' -CACCTCCGGAACCTGCAGCG- 3' 

  R 5'-CAGTTGGCCAGGTGGCCGAG-3' 

hHEY1 F 5' -TGAGAAGGCTGGTACCCAGTGCT- 3' 

  R 5' -TCCATAGCAAGGGCGTGCGC- 3' 

hHEY2 F 5' -AGATGCTTCAGGCAACAGGGGGT- 3' 

  R 5' -GGAGCTCAGGTACCGCGCAA- 3' 

hIL-6 F 5' -TCTTGGGACTGATGCTGGTGAC- 3' 
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F forward, R reverse 

β-actin was used as the household gene 

 

 

  

  R 5' -TGAAGGACTCTGGCTTTGTCTTTC- 3' 

hTYMP F 5' - GGAAGTTCCGCGTGTCC- 3' 

  R 5' - GACCGTAGGGTTCAGGGTTC- 3' 

hβ-ACTIN F 5' -CACACAGGGGAGGTGATAGC- 3' 

  R 5' -GACCAAAAGCCTTCATACATCTCA- 3'  
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Fig. S1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Related to Figure 2: Glast-CreERT2 recombinase activation is specific but moderate in spinal cord 

astrocytes and cortical astrocytes whereas Aldh1L1-CreERT2 recombination is specific and strong in 

both spinal cord and cortical astrocytes: (A-D) spinal cord and (E-H) cortical sections were harvested 

from GlastCreERT2, Rosa26mTmG mice, Aldh1LCre1ERT2, RosamTmG mice and control littermates. They 

were then immuno-stained with (A-C) anti-GFP (in green) and anti-GFAP (in red) antibodies or (E-G) 

anti-GFP (in green) and anti-SOX9 (in red) antibodies. Nuclei were stained with DAPI (in blue). (D) The 
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ratio of GFP+ area/GFAP+ area was then quantified in spinal cord sections from GlastCreERT2, 

Rosa26mTmG mice and Aldh1LCre1ERT2, RosamTmG mice. (H) The ratio of GFP+ area/number of SOX9+ 

cells was then quantified in cortical sections from GlastCreERT2, Rosa26mTmG mice and Aldh1LCre1ERT2, 

RosamTmG mice  

Related to Figure 7: Dll4 astrocyte knockdown is efficient under chronic and acute 

neuroinflammatory conditions: (I-J) Spinal cord sections were harvested from (I) healthy versus (J) 

MOG35-55 EAE-sensitized Dll4ACKOC mice and littermate controls (18 days post induction) and immuno-

stained with anti-GFAP (in green) and anti-DLL4 (in red) antibodies. (K) Cerebral cortices of 10-week-

old Dll4ACKOP mice and control littermates were harvested 7 days following stereotactic 

microinjection of AdIL-1 (107 PFU). Cortical lesions and contralateral were immuno-stained with anti-

GFAP (in green) and anti-DLL4 (in red) antibodies. Mann-Whitney U test. 
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Fig. S2. 

Related to Figure 3: Dll4ACKOP mice display less expression of GFAP and VIM under EAE condition. 

(A) Spinal cord EAE lesions from Dll4ACKOP mice and littermate controls were harvested at 18 days 

post induction and tissues were immune-stained with anti-GFAP (in green), anti-VIM (in red) and anti 

PODXL (in grey) antibodies. Nuclei were stained with DAPI (in blue). Dll4ACKOP versus control lesions 

are shown.  

Related to Figure 5: Dll4ACKOP mice display less expression of IL-6 under EAE condition. (B) Spinal 

cord EAE lesions from Dll4ACKOP mice and littermate controls were harvested at 18 days post 

induction. Dll4ACKOP and control lesions were immune-stained with anti-GFAP (in green) and anti-IL-6 

(in red) antibodies. Nuclei were stained with DAPI (in blue).  
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Fig. S3. 
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Related to Figure 6: Dll4ACKO mice display less inflammatory infiltration under EAE condition. (A-B) 

Spinal cord EAE lesions from Dll4ACKOP mice and littermate controls were harvested at 18 days post 

induction. Dll4ACKOP and control lesions were immune-stained with (A) an anti IgG (in red) antibody 

and (B) an anti CD4 (in red) antibody. Nuclei were stained with DAPI (in blue). (C-F): Spinal cord EAE 

lesions from Dll4ACKOC mice, Dll4ACKOP mice and littermate controls were harvested at 18 days post 

induction. (C-F) Dll4ACKOP and control lesions were immune-stained with (C-D) anti-CD45 (in green) 

and anti-LAM (in red) antibodies and (E-F) an anti IBA1 (in green) antibody. Nuclei were stained with 

DAPI (in blue). (G-H) CD45 and IBA1 positive areas were quantified (Dll4ACKOP mice n = 6-7, WT n = 6-

7) (Dll4ACKOC mice n = 7, WT n = 6-7).  

Related to Figure 6: VEGFA and TYMP are downregulated in Dll4ACKOP mice and TYMP is 

downregulated in Dll4ACKOC mice when compared to controls. (I-J) Spinal cord EAE lesions from 

Dll4ACKOP mice and littermate controls were harvested at 18 days post induction. Dll4ACKOP and control 

lesions were immune-stained with anti-GFAP (in green) and (I) anti-VEGFA (in red) or (J) anti-TYMP 

(in red) antibodies. Nuclei were stained with DAPI (in blue). (K) Spinal cord EAE lesions from Dll4ACKOC 

mice and littermate controls were harvested at 18 days post induction. Dll4ACKOC and control lesions 

were immune-stained with an anti-GFAP (in green) and anti-TYMP (in red) antibodies. Nuclei were 

stained with DAPI (in blue). Mann-Whitney U test.  
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Fig. S4. 
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Conditional astrocyte Dll4 inactivation reduces the size of inflammatory CNS lesions in a model of 

acute neuroinflammation: (A-L) Cerebral cortices of 10-week-old Dll4ACKOP mice and control 

littermates were harvested 7 days following stereotactic microinjection of AdIL-1β (107 PFU). Cortical 

lesions were immuno-stained with (A) an anti-NEUN antibody, (B) anti-VIM (in red) and anti-IL-6 (in 

green) antibodies, (C) anti-GFAP (in green) and anti-TYMP (in red) antibodies, (D) anti-FGB (in green) 

and anti-CDH5 (in red) antibodies, and (E) anti-CD4 (in green) and anti-LAM (in red) antibodies. (A-E) 

Nuclei were stained with DAPI (in blue). (F) NEUN, (G) GFAP, (H) VIM, (I) IL-6, (J) TYMP, (K) FGB and 

(L) CD4 positive areas were quantified (Dll4ACKOP mice n = 6 to 7, WT n = 5 to 6). Mann-Whitney U 

test. 
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Fig. S5. 

Related to Figure 8: Mice with endothelial specific Dll4 inactivation display equivalent disability to 

control littermates in a model of multiple sclerosis: (A) Cdh5-CreERT2, Dll4Flox/Flox mice and control 

mice induced with EAE were scored daily according to a widely-used 5-point scale (EAE scoring: 1 

limp tail; 2 limp tail and weakness of hind limb; 3 limp tail and complete paralysis of hind legs; 4 limp 

tail, complete hind leg and partial front leg paralysis), nonlinear regression (Boltzmann sigmoidal). 

(Cdh5-CreERT2, Dll4Flox/Flox n = 14, WT n = 15). (B) Cdh5-CreERT2, Dll4Flox/Flox and control mice EAE peak 

score and (C) EAE average score during time of disability were quantified other the course of the 

disease.  
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Discussion 

Ce travail de thèse met en évidence, pour la première fois, le rôle de la signalisation astrocytaire 

juxtacrine DLL4-NOTCH1 comme régulateur clé de l'astrogliose et de la perméabilisation de la BHE 

dans deux modèles de maladie inflammatoire du SNC. 

Tout d'abord, nous démontrons que l'expression astrocytaire de DLL4 est stimulée pendant la neuro-

inflammation, à la fois chez la souris et chez l'homme. Nous observons que cette augmentation est 

corrélée à une augmentation de l'astrogliose, de la perméabilisation de la BHE et de l'infiltration 

inflammatoire du parenchyme au cours de la pathologie. Nous identifions ensuite la signalisation 

juxtacrine DLL4-NOTCH1 dans les astrocytes comme participant au contrôle direct des niveaux 

transcriptionnels d’IL6 astrocytaire avec pour conséquence la phosphorylation de STAT3 qui stimule 

l’astrogliose. Cette réactivité astrocytaire est alors responsable de la sécrétion de facteurs de 

perméabilisation et de la déstabilisation de la BHE qui en découle. Enfin, nous révélons que cibler DLL4 

avec un anticorps bloquant exogène améliore les symptômes de l'EAE chez la souris.  

Ensemble, ces données identifient l'axe DLL4-NOTCH1 comme un acteur clé de l'astrogliose pendant 

la neuro-inflammation via l’activation de la cascade signalétique IL6-STAT3-TYMP/VEGFA conduisant à 

la perturbation de l’UNV et à l'aggravation de la pathologie. 

Autres modèles de neuro-inflammation 

La voie NOTCH est activée dans les astrocytes lors du développement alors que NOTCH1 n’est exprimé 

qu’à bas bruit de manière physiologique chez l’adulte. La réactivation et la participation de NOTCH1 

au processus d’astrogliose et à la rupture consécutive de la BHE sont des phénomènes 

physiopathologiques déjà identifiés qui jouent un rôle majeur dans de nombreux modèles de maladies 

(SLA, ischémie, lésion cérébrale, amyotrophie spinale, EAE, hypoxie, stress oxydatifs) avec des effets 

délétères sur la neurogénèse, la perméabilisation de la BHE et l’infiltration inflammatoire. 

Dans cette thèse, nous avons mis en évidence que l’activation de la voie NOTCH dans un modèle d’EAE 

chez la souris et dans des lésions corticales humaines de SEP était due à une augmentation de 

l’expression d’un de ses ligands, DLL4, via une communication juxtacrine entre des astrocytes voisins. 

Au vu de ces résultats, il pourrait être intéressant d’examiner l'expression astrocytaire de DLL4 dans 

d'autres pathologies du SNC, notamment la maladie d'Alzheimer, les AVC ou la SLA, dans lesquelles 

NOTCH1 a déjà été identifié comme modulé par d’autres groupes de recherche (S.-Y. Wang et al. 2015; 
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C. Liu et al. 2020; X. Ma et al. 2017; Nonneman et al. 2018; Gómez-Pinedo et al. 2019; Arumugam et 

al. 2006; Cheng et al. 2014; Shimada et al. 2011; Qian et al. 2019; Ribeiro, Delgado-García, et 

Porcionatto 2021; Ohuchi et al. 2019; X. Liu et al. 2021), afin de déterminer si l'astrogliose réactive 

médiée par l’axe DLL4-NOTCH1 est un mécanisme spécifique de l’EAE et de la SEP ou un mécanisme 

plus général, présents dans d'autres maladies chroniques du SNC. 

IL6 et NOTCH 

Les astrocytes sont une source primaire d'IL6 dans le SNC et il a été démontré que la signalisation d'IL6 

active des voies en aval, notamment JAK2 / STAT3, dans diverses conditions, y compris neuro-

inflammatoires (Maimone, Guazzi, et Annunziata 1997; Schönrock, Gawlowski, et Brück 2000; Okuda 

et al. 1998). Les programmes transcriptionnels médiés par STAT3 agissent alors comme l'une des voies 

induisant l'astrogliose (Wanner et al. 2013, 3; Escartin et al. 2021). 

NICD agit comme cofacteur activateur de RBPJ, un facteur de transcription majeur de la voie NOTCH. 

La régulation de la transcription d’IL6 par RBPJ, en se liant à une région promotrice du gène codant 

pour IL6, a été mise en évidence dans certaines cellules du système immunitaire (Wongchana et Palaga 

2012). Dans notre travail, nous avons démontré pour la première fois, grâce à une immuno-

précipitation de la chromatine, que le NICD libéré suite à l’interaction juxtacrine astrocytaire DLL4-

NOTCH1, participe au contrôle direct des niveaux de transcription d'IL6 dans les astrocytes réactifs en 

condition inflammatoire. 

In vitro, l’inhibition de DLL4 dans les astrocytes provoque une réduction de la production d’IL6 sans 

que celle-ci ne revienne à l’état basal, i.e. dans des astrocytes non réactifs. Il apparaît ainsi probable 

que la production d’IL6 dans les astrocytes ne soit pas uniquement due à une activation par NICD mais 

plutôt que NICD agisse comme cofacteur activateur. 

Ainsi, l’identification d’autres partenaires de l’activation transcriptionnelle d’IL6 pourrait permettre 

une inhibition plus efficace de sa production en condition d’astrogliose. 

Communication intercellulaire 

Les interactions des astrocytes avec les autres éléments de l’UNV sont nombreuses et complexes. 

Cependant, les astrocytes ne sont pas en contact direct avec tous les éléments cellulaires qui 

composent l’UNV. Par exemple, les pieds astrocytaires sont séparés des cellules endothéliales par les 

protéines matricielles et les cellules murales. Nous avons donc voulu savoir si les astrocytes réactifs 

peuvent produire une forme sécrétée de DLL4. De façon intéressante, nous n’avons pas pu mettre en 

évidence la sécrétion d’une forme soluble de DLL4 dans le milieu de culture d’astrocytes primaires 

humains traités par IL1B. De plus, malgré le fait que la production de vésicules extracellulaires par les 
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astrocytes réactifs ait été démontrée dans la littérature (X. Wang et al. 2023), nous n’avons pas non 

plus réussi à mettre en évidence la production d’exosomes par les astrocytes traitées par IL1B malgré 

l’utilisation de différentes techniques d’isolement et / ou de filtrations. Parmi les explications possibles 

à nos résultats, l’utilisation d’astrocytes primaires ainsi que les conditions de culture ou le seuil de 

sensibilité des techniques appliquées pour la détection des exosomes peuvent être critiqués. 

Ces résultats nous ont conduits à conclure que les effets de l’axe DLL4-NOTCH1 observés dans notre 

étude sont médiés uniquement par une communication juxtacrine entre deux astrocytes activés en 

contact direct l’un avec l’autre. 

NOTCH et angiogénèse 

Chez les vertébrés, 4 récepteurs NOTCH différents ont été identifiés et au niveau de la BHE, NOTCH1 

(T. Liu et al. 2023) et NOTCH4 (Nielsen et al. 2023) sont exprimés par les cellules endothéliales tandis 

que NOTCH3 est exprimé par les cellules murales, ou péricytes (Machuca-Parra et al. 2017). Il est 

important de noter que DLL4 a déjà été identifié comme un régulateur critique de l'angiogenèse via la 

signalisation NOTCH médiée par DLL4 dans les cellules endothéliales, qui est une voie clé pour le 

développement vasculaire (Lu et al. 2021; Margadant 2020). En neuropathologie, on observe deux 

processus vasculaires interconnectés et interdépendants : la rupture de la BHE (entraînant une 

infiltration inflammatoire parenchymateuse) et une angiogenèse anormale. Notamment, dans la SEP, 

des études indiquent que l'angiogenèse intervient précocement et qu'elle a un effet soit bénéfique 

soit néfaste (arguments contradictoires dans la littérature) sur la récupération clinique. Nous avons 

testé de manière approfondie si la régulation astrocytaire de DLL4 pendant la neuro-inflammation 

conduit à une angiogenèse anormale mais nous n'avons trouvé aucune 

différence concernant la densité des vaisseaux sanguins ou la 

couverture vasculaire par les cellules murales chez les souris 

déficientes pour Dll4 dans les astrocytes par rapport aux témoins au 

18ème jour après l'induction de l’EAE. L’ensemble de nos résultats 

suggèrent que l'augmentation de DLL4 dans les astrocytes activés 

entraîne la rupture de la BHE endothéliale plutôt que l'angiogenèse, 

via la sécrétion des facteurs de pro-perméabilité TYMP et VEGFA 

(Chapouly et al. 2015). 

Il reste à déterminer si, au cours de la neuro-inflammation, le DLL4 

astrocytaire s'engage avec les récepteurs NOTCH à la surface d'autres 

types cellulaires de l’UNV via une communication juxtacrine, 

notamment les cellules murales ou péricytes, les processus microgliaux et surtout les cellules 

Figure 30 Comparaison du nombre 
de vaisseaux dans la moelle 
épinière de souris DLLA ACKOC versus 
contrôle 
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immunitaires infiltrées dans les espaces perivasculaires. En effet, une fois que les cellules immunitaires 

ont pénétré la BHE, elles s'accumulent dans les espaces périvasculaires, des régions situées entre la 

membrane basale de la paroi des cellules endothéliales et la membrane basale parenchymateuse qui 

jouxte les extrémités des astrocytes (Engelhardt et Coisne 2011). L’étude de l’interaction potentielle 

du ligand DLL4 astrocytaire avec les récepteurs NOTCH des cellules inflammatoires infiltrées nous 

intéressent tout particulièrement parce que la littérature montre que la signalisation NOTCH peut 

influencer la différenciation et la fonction des lymphocytes T (Tanigaki et Honjo 2007). Les cellules T 

régulatrices (Treg) expriment différemment NOTCH3 et NOTCH4 et la différenciation et l'expansion 

des Tregs seraient induites par l'engagement de JAGGED (Yvon et al. 2003) et l'activation de NOTCH3 

(Anastasi et al. 2003). En outre, de nouvelles propriétés émergentes de la voie de signalisation DLL4-

NOTCH ont récemment été identifiées en pathologie, notamment son rôle dans le contrôle de 

l'équilibre CD4+/CD8+, Th17/Treg dans les modèles d'uvéite auto-immune expérimentale et d'EAE. En 

comparant des souris DLL4ACKO et des témoins, nous avons constaté que le DLL4 astrocytaire favorise 

l'entrée des cellules T dans le parenchyme du SNC dans deux modèles in vivo d'inflammation du SNC 

(EAE et injection stéréotaxique corticale d'IL1B) et que la délétion astrocytaire de DLL4 réduit 

l'incapacité clinique et les dommages histopathologiques au cours de l'EAE. Collectivement, ces 

résultats suggèrent que le DLL4 astrocytaire ne contrôle pas seulement l'astrogliose mais peut 

également influencer l’infiltration des cellules T dans le parenchyme. L’influence de l’axe DLL4-NOTCH1 

sur l'activation et la différenciation des cellules T dans les espaces périvasculaires reste à déterminer 

et sera l'objet de la suite de ce projet par notre groupe. 

Anticorps anti-DLL4 

Dans notre étude, l'administration exogène d'un anticorps anti-DLL4 de souris a permis une 

amélioration de la maladie chez des souris C57BL/6 adultes induites par l'EAE, mais cette amélioration 

est modérée et similaire à celle observée chez les souris Dll4ACKOP induites par l'EAE qui ont une 

recombinaison modérée dans les astrocytes du cortex et de la moelle épinière. L'impact de la thérapie 

par anticorps anti-DLL4 de souris sur la pathologie de l'EAE est donc moins important que celui observé 

chez les souris Dll4ACKOC, qui sont caractérisées par une efficacité de recombinaison totale dans les 

astrocytes du cortex et de la moelle épinière. Cette différence sur la sévérité de la maladie EAE 

observée entre un knockdown complet de Dll4 dans les astrocytes et la thérapie par anticorps anti-

DLL4 de souris peut s’expliquer de différentes façons. Tout d'abord, l'anticorps anti-DLL4 de souris est 

injecté par voie systémique, ce qui peut affecter l'expression de DLL4 dans d'autres types cellulaires, 

avec des effets potentiellement opposés sur la pathologie de l'EAE. Pour tenter de répondre à cette 

hypothèse, sachant que DLL4 est reconnu comme un acteur majeur de la mise en place et du maintien 
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du système cardiovasculaire, nous avons induit l'EAE chez des souris Cdh5-CreERT2, Dll4Flox/Flox et 

leurs contrôles. Nous avons montré que l’inhibition de l’expression de DLL4 spécifiquement dans les 

cellules endothéliales n'a pas d'impact sur la sévérité de l'EAE chez les souris. Cependant il existe 

toujours un effet potentiel de l’inhibition systémique de DLL4 sur d'autres types cellulaires que les 

cellules endothéliales chez les souris adultes induites avec l'EAE, qui pourraient exprimer DLL4 et avoir 

des effets opposés aux astrocytes réactifs sur l'EAE. 

Une autre explication à l’effet intermédiaire de l’anticorps anti-DLL4 murin sur la sévérité de la 

maladie, est que la BHE, bien que perméable pendant l'EAE, présente encore des propriétés de barrière 

limitant la quantité d'anticorps qui accéde à l'espace périvasculaire et au parenchyme. 

Une dernière considération est la spécificité du promoteur Aldh1L1-Cre pour les astrocytes. Bien que 

des travaux antérieurs aient montré la grande spécificité de ce promoteur dans le SNC pour les 

astrocytes, il a récemment été démontré que ce promoteur induit une recombinaison dans d'autres 

types cellulaires de l'organisme notamment au sein des glandes salivaires et de la rate (Nemeth et al. 

2023). Ainsi, dans ces organes, si la recombinaison touche des cellules qui expriment DLL4, cela 

pourrait contribuer au phénotype majeur observé dans l'EAE chez les souris Dll4ACKOC. 

Le développement d’un médicament vectorisé, donc plus spécifique, et plus à même de franchir la BHE 

pourrait être intéressant afin d’étudier le potentiel du ciblage de DLL4 dans la SEP. 

Anticorps anti-IL6  

L’utilisation de siltuximab, un anticorps dirigé contre le récepteur à l’IL6, seul ou en association à 

l’anticorps monoclonal dirigé contre DLL4 n’a pas eu d’efficacité notable sur les performances cliniques 

Figure 31 Effet de l'injection d'un anticorps monoclonal anti-IL6, le siltuximab, sur le développement de l'EAE chez la 
souris 
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des souris atteintes d’EAE. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer cette contreperformance : une 

diffusion réduite dans le parenchyme cérébral, de la même manière que pour l’anticorps anti DLL4, 

mais également une moins bonne sensibilité du siltuximab pour l’IL6 murin, comme décrit dans la 

littérature. 

Dans l'ensemble, notre étude identifie l'axe DLL4-NOTCH1 comme un moteur clé de l'astrogliose 

pendant la neuro-inflammation via la voie de signalisation IL6-STAT3-TYMP/VEGFA, qui est associée à 

la perturbation de l'UNV et à l'aggravation de la pathologie. Ces travaux soulèvent également des 

questions passionnantes sur le rôle de la signalisation DLL4-NOTCH dans l'activation et la 

différenciation des lymphocytes T (CD4+/CD8+, équilibre Th17/Treg) dans les espaces périvasculaires 

de l'unité neurovasculaire et son impact sur la neuropathologie au cours de la neuro-inflammation. 
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DLL4 au niveau de la GLIA LIMITANS, un acteur clé de la physiopathologie de la neuro-inflammation 
Résumé 
Introduction : Au cours de la neuro-inflammation, les astrocytes, qui font partie intégrante de l’unité neuro-vasculaire avec les vaisseaux de la 
barrière hémato-encéphalique (BHE), subissent des changements morphologiques et moléculaires appelés « astrogliose ». On parle alors d’« 
astrocytes réactifs » dont le  phénotype est complexe avec des effets soit bénéfiques, soit délétères, sur l’intégrité de la BHE. Pour caractériser le 
transcriptome astrocytaire induit par l'astrogliose en contexte inflammatoire et ainsi mieux comprendre les conséquences qui en découlent au 
niveau du système nerveux central, le laboratoire a réalisé un séquençage de l'ARN sur des astrocytes humains en culture, quiescents versus 
réactifs. Ce séquençage a permis d’identifier le gène delta like canonical Notch ligand 4 (DLL4), un ligand de la voie NOTCH, comme étant fortement 
surexprimé par les astrocytes réactifs in vitro. Cette observation a été vérifiée in vivo sur des biopsies corticales de lésions actives de patients 
atteints de sclérose en plaques. 
Objectifs : Notre objectif est d’étudier la contribution de la signalisation DLL4-NOTCH1 aux effets de l’astrogliose en condition neuro-inflammatoire. 
Méthodes : Dans un premier temps, nous avons développé deux modèles murins d’inhibition génique spécifiquement astrocytaire de Dll4 (souris 
DLL4ACKO), le premier permettant une inhibition partielle et le second une inhibition totale du DLL4 astrocytaire. Puis dans un second temps, nous 
avons mis au point un modèle préclinique d’inhibition pharmacologique systémique reposant sur un anticorps monoclonal bloquant dirigé contre 
DLL4 injecté à des souris sauvages C57BL/6. Le modèle de neuro-inflammation que nous avons utilisé est un modèle murin de sclérose en plaques 
appelé encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) qui consiste à immuniser l’animal contre sa propre myéline. La taille des lésions, 
l'inflammation, la démyélinisation et le handicap clinique ont été mesurés afin d’évaluer la gravité de la pathologie. En parallèle, nous avons utilisé 
in vitro des astrocytes primaires humains incubés avec l’interleukin 1 beta (IL1B) afin de mimer un état inflammatoire et ainsi induire l’astrogliose. 
Dans ce modèle, l’inhibition de DLL4 est obtenue par traitement avec un petit ARN interférent (siRNA) dirigé contre DLL4. 
Résultats : In vivo, nous avons observé une diminution de la gravité de la pathologie chez les souris Dll4ACKO proportionnelle au degré d’inhibition 
du DLL4 astrocytaire. D’un point de vue clinique, le handicap moteur est moins important chez les souris mutées que chez les souris contrôles. D’un 
point de vue anatomo-pathologique, ces mêmes animaux présentent une diminution de l’astrogliose, corrélée à une diminution de l'expression 
astrocytaire du facteur pro-inflammatoire interleukin 6 (IL6), et des facteurs de perméabilisation vasculaire, thymidine phosphorylase (TYMP) et 
vascular endothelial growth factor A (VEGFA). In vitro, nous avons démontré que la signalisation juxtacrine DLL4-NOTCH1 dans les astrocytes 
réactifs participe au contrôle direct du niveau transcriptionnel d’IL6 et que l’inhibition de cette voie engendre une diminution de la production de 
TYMP et VEGFA. Enfin, nous avons prouvé que le traitement de souris C57BL/6 avec un anticorps monoclonal dirigé contre DLL4 réduit l’invalidité 
clinique dans un modèle d'EAE et permet le maintien de l’imperméabilité de la BHE. 
Discussion : L'ensemble de ces données suggère que DLL4 induit une partie des effets délétères de l’astrogliose durant l’EAE via la promotion de 
l’inflammation et la perturbation de la structure de la BHE. Ainsi, nous pensons que l’axe DLL4-NOTCH1, dans les astrocytes réactifs en contexte 
inflammatoire, représente une cible intéressante pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la prise en charge des 
pathologies neuro-inflammatoires comme la sclérose en plaques, pour lesquelles les options thérapeutiques font encore cruellement défaut. 
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Delta like 4 at the GLIA LIMITANS, a key player of neuro-inflammation pathophysiology 

Abstract 
Introduction: During neuroinflammation, astrocytes, which form an integral part of the neurovascular unit with the vessels of the blood-brain 
barrier, undergo morphological and molecular changes known as "astrogliosis". They take the name of "reactive astrocytes", and have a complex 
phenotype with either beneficial or deleterious effects on the integrity of the blood-brain barrier. To characterize the astrocytic transcriptome 
induced by astrogliosis in an inflammatory context, and thus gain a better understanding of its consequences for the central nervous system, the 
laboratory carried out a RNA sequencing on quiescent versus reactive human astrocytes in culture. This sequencing identified the delta like 
canonical Notch ligand 4 (Dll4) gene, a ligand of the NOTCH pathway, as being strongly overexpressed by reactive astrocytes in vitro. This 
observation was verified in vivo on cortical biopsies of active lesions from multiple sclerosis patients. 
Objectives: Our aim is to study the contribution of DLL4-NOTCH1 signaling to the effects of astrogliosis under neuroinflammatory conditions. 
Methods: Firstly, we developed a mouse model of astrocytic-specific gene inhibition of Dll4 (DLL4ACKO mice). Secondly, we developed a preclinical 
model of systemic pharmacological inhibition based on a blocking monoclonal antibody directed against DLL4 injected into wild-type C57BL/6 mice. 
The neuroinflammation model we used is a mouse model of multiple sclerosis called experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), in which 
the animal is immunized against its own myelin. Lesion size, inflammation, demyelination and clinical disability were measured to assess the severity 
of the pathology. In parallel, we used in vitro primary human astrocytes incubated with interleukin 1 beta (IL1B) to mimic an inflammatory state 
and thus induce astrogliosis. In this model, DLL4 inhibition is achieved by treatment with a small interfering RNA (siRNA) directed against DLL4. 
Results: In vivo, we observed a reduction in the severity of pathology in Dll4ACKO mice. From a clinical point of view, motor disability was less 
severe in mutated mice than in control mice. From an anatomical-pathological point of view, these same animals show a reduction in astrogliosis, 
correlated with a decrease in astrocytic expression of the pro-inflammatory factor interleukin 6 (IL6), and of the vascular permeability factors 
thymidine phosphorylase (TYMP) and vascular endothelial growth factor A (VEGFA). In vitro, we demonstrated that DLL4-NOTCH1 juxtacrine 
signaling in reactive astrocytes participates in the direct control of IL6 transcriptional levels, and that inhibition of this pathway results in a decrease 
in TYMP and VEGFA production. Finally, we have demonstrated that treatment of C57BL/6 mice with a monoclonal antibody directed against DLL4 
reduces clinical disability in a model of EAE and maintains the impermeability of the blood-brain barrier. 
Discussion: Taken together, these data suggest that DLL4 induces some of the deleterious effects of astrogliosis during EAE by promoting 
inflammation and disrupting the structure of the blood-brain barrier. Thus, we believe that the DLL4-NOTCH1 axis, in reactive astrocytes in an 
inflammatory context, represents an interesting target for the development of new therapeutic strategies for the management of 
neuroinflammatory pathologies such as multiple sclerosis, for which therapeutic options are still sorely lacking. 
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