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Avant­propos 
J’ai  réalisé ma  thèse dans  l’unité  INSERM U1237 « Physiopathology and  Imaging of 

Neurological Disorders » (PhIND) dirigée par le Professeur Denis Vivien. Historiquement, cette 

unité s’est toujours  intéressée aux sérines protéases et plus particulièrement à  l’activateur 

tissulaire du plasminogène ou tPA. Le tPA a initialement était découvert dans le compartiment 

vasculaire où  il  joue un rôle  important dans  l’initiation de  la fibrinolyse. Ce qui fait de  lui, à 

l’heure actuelle, le seul traitement pharmacologique autorisé en clinique pour la dégradation 

des  caillots  sanguins  formés  lors  d’une  ischémie  cérébrale.  Cependant,  l’application  et  le 

bénéfice du tPA se limitent à un trop faible nombre de patients à cause de diverses contraintes 

et effets secondaires de cette molécule. Le tPA est également présent dans  le parenchyme 

cérébral où il peut exercer plusieurs rôles. En conditions physiologiques, le tPA est impliqué 

dans la plasticité synaptique, dans les processus d’apprentissage et de mémoire ainsi que dans 

la survie neuronale. En conditions pathologiques, le tPA possède des effets néfastes au sein 

du  système  nerveux  central  (SNC) :  il  augmente  la  mort  neuronale  excitotoxique  et  la 

perméabilité de la barrière hématoencéphalique.  

Notre  laboratoire  cherche  donc  à mieux  comprendre  les  rôles  et  les mécanismes 

d’action du tPA dans le SNC et dans le système vasculaire en conditions physiologiques mais 

également pathologiques. Ces  recherches ont pour but d’améliorer  l’utilisation du  tPA en 

clinique : en sauvegardant ses effets bénéfiques tout en maîtrisant ses effets délétères.  

Au  sein  de  l’équipe,  mes  travaux  de  thèse  concernent  la  caractérisation  mais 

également l’étude de la distribution et du trafic intra‐neuronal du tPA. Ainsi, pour présenter 

mes  recherches,  j’exposerai  dans  la  première  partie  de  l’introduction  les  connaissances 

actuelles  sur le  tPA.  Au  vu  de la  contribution  du  tPA  dans  la maturation  de  la  principale 

neurotrophine  cérébrale  et  de  leurs  implications  communes  dans  divers  mécanismes 

cérébraux, je présenterai dans un second temps, le facteur neurotrophique issu du cerveau ou 

BDNF. Pour une bonne compréhension de  la régulation et de  l’implication de ces protéines 

dans les divers mécanismes cérébraux, la troisième partie de mon introduction portera sur la 

description  des  différentes  voies  impliquées  dans  le  trafic  de  vésicules  neuronales.  Les 

résultats de ces  travaux seront ensuite présentés sous  forme d’un article et pour  finir, ces 

résultats seront commentés et mis en perspective dans une discussion.  
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Résumé 
L’activateur tissulaire du plasminogène est une sérine protéase initialement découverte dans 

le  compartiment  vasculaire et qui  joue un  rôle prépondérant dans  le processus de  fibrinolyse. De 
manière intéressante, le tPA est également présent dans le parenchyme cérébral, où il est notamment 
exprimé  par  les  neurones.  Le  tPA  est  impliqué  dans  de  nombreuses  fonctions  cérébrales  dont  la 
plasticité synaptique, les processus de mémoire et d’apprentissage ainsi que dans la survie et la mort 
neuronales. Le tPA est capable d’augmenter  la signalisation calcique  induite par une activation des 
récepteurs N‐Méthyl‐D‐Aspartate (NMDAR) : un mécanisme à la base de la plasticité synaptique mais 
également de la mort neuronale excitotoxique. Cependant, il peut également activer les récepteurs du 
facteur de croissance épidermique (EGFR) pour induire un effet anti‐apoptotique sur les neurones. Afin 
de mieux comprendre les différentes fonctions du tPA sur les neurones, nous nous sommes intéressés 
à  la distribution et au  trafic  intracellulaire du  tPA. Pour  cela, nous avons  créé un nouvel outil afin 
d’imager le tPA dans les neurones en temps réel: un plasmide codant pour une protéine fusion, le tPA‐
HaloTag®. 

Premièrement, nos résultats montrent que le tPA est présent dans les axones et les dendrites 
des neurones corticaux matures en culture et qu’il est majoritairement présent dans le compartiment 
post‐synaptique.  Cette  étude  a  également  permis  de  voir  que  le  tPA  est  stocké  et  libéré  par  des 
vésicules d’exocytose VAMP2, qu’il peut être endocyté par des vésicules Rab5, recyclé par des vésicules 
Rab11 et dégradé par des vésicules Rab7. Deuxièmement, nous avons montré que le tPA est présent 
dans  les mêmes vésicules synaptiques que  le  facteur neurotrophique  issu du cerveau  (BDNF) : une 
neurotrophine  importante pour  le bon  fonctionnement  cérébral et dont  la maturation dépend de 
l’activité  protéolytique  du  tPA.  Ce  travail  fournit  une meilleure  compréhension  du  rôle  et  de  la 
distribution du tPA dans les neurones et ouvre de nouvelles voies de recherche dans l’implication de 
du tPA et du BDNF dans la survie neuronale.  

Mots clés : tPA, BDNF, trafic, vésicules, neurones 

Abstract 
Tissue‐type  Plasminogen  Activator  (tPA)  is  a  serine  protease,  firstly  discovered  for  its 

fibrinolytic  role  in  the  vascular  compartment.  Interestingly,  tPA  is  also  present  in  the  brain 
parenchyma,  being  notably  expressed  by  neurons.  tPA  displays  important  roles  in  synaptic 
plasticity(Danny Baranes et al., 1998; Melchor and Strickland, 2006),  learning, memory processes(R 
Madani et al., 1999; R Pawlak et al., 2002), neuronal survival and death. tPA  is able to promote N‐
Methyl‐D‐Aspartate  Receptors  (NMDAR)‐induced  calcium  influx,  promoting  synaptic  plasticity  or 
excitotoxic neuronal death. tPA is also able to activate Epidermal Growth Factor Receptors (EGFR), a 
mechanism mediating its anti‐apoptotic effect. To better understand the different functions of tPA on 
neurons, we studied the pattern of distribution and trafficking of neuronal tPA. For that, we designed 
a new tool to image tPA in living neurons: a plasmid encoding for a tPA‐HaloTag® fusion protein. 

We  first  found  that  tPA  is present  in both axons and dendrites of mature cultured cortical 
neurons and preferentially at the post‐synaptic part. Our results also showed that tPA is stored and 
released by VAMP2 exocytotic vesicles, and can be endocytosed by Rab5 vesicles, recycled by Rab11 
vesicles and degraded by Rab7 vesicles. Furthermore, tPA is localized and sorted in the same vesicles 
than  Brain‐Derived  Neurotrophic  Factor  (BDNF),  one  of  the  most  important  neurotrophins, 
Interestingly, BDNF maturation  is dependent of tPA proteolytic activity. This work provides a better 
understanding of the role and distribution of tPA in living neurons and opens new avenues  into the 
involvement of tPA and BDNF in neuronal survival. 

Key words: tPA, BDNF, trafficking, vesicles, neurons 
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Liste des abréviations 
 
ADAMTS   a  disintegrin  and  metalloproteinase  with  thrombospondin  motifs  ‐ 

désintégrine et métalloprotéinase à motif thrombospondines 
AMPA    alpha­amino­5­méthyllisoazol­4­propionate  
AMPc    cyclic adenosine monophosphate ‐ adénosine monophosphate cyclique 
AP‐2     adaptor protein­2 
ARNm    acides ribonucléiques messagers 
Asn    asparagine 
AVC    accident vasculaire cérébral 
BDNF   brain  derived  neurotrophic  factor  ‐  facteur  neurotrophique  issu  du 

cerveau 
BHE    barrière hémato‐encéphalique 
CA1    corne d’Ammon 1 
CaMK    calcium/calmodulin­dependent protein kinase 
CREB     cAMP responsive element binding protein 
CSPGs    chondroïtines sulfate protéoglycanes  
EGF    epidermal growth factor­ facteurs de croissance épidermique 
ERK     extracellular signal­regulated kinase 
GABA    gamma­aminobutyric acid 
HGF    hepatocyte growth factor ‐ facteur de croissance hépatocytaire 
KO     knock­out ‐ invalidation génétique 
LBS    lysine Binding Site ­ site de liaison à la lysine 
LRP  low  density  lipoprotein  receptor­related  protein  ‐  récepteurs  aux 

lipoprotéines de faible densité 
LTD    long term depression ­ dépression à long terme 
LTP     long term potentiation ‐ potentialisation à long terme 
mBDNF  mature BDNF 
MEC     matrice extracellulaire 
Met     méthionine  
MMP    matrix metalloproteinase ‐ Métalloprotéinases matricielles 
NADE    neurotrophin associated cell death executor 
NF‐κB    nuclear factor­kappa B 
NGF    nerve growth factor ‐ facteur de croissance des nerfs 
NMDA   N­Methyl­D­Aspartate  
NRAGE   neurotrophin­receptor­interacting  melanoma­associated  antigen 

homologue 
NRIF    neurotrophin­receptor interacting factor 
NSF     N­ethylmaleimide­sensitive factor 
NT    neurotrophine 
p75NTR    pan75 neurotrophin receptor 
PAI‐1  plasminogen  activator  inhibitor  1  ‐  Inhibiteur  de  l’activateur  du 

plasminogène 1  
PC 1/3   proprotein convertase 1/3 ‐ proprotéine convertase 1/3 
PCR     polymerase chain reaction ‐ réaction en chaîne par polymérase 
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PDGF‐CC  platelet  derived  growth  factor­CC  ‐  facteur  de  croissance  dérivé  des 
plaquettes 

PDGFR‐α   platelet­derived  growth  factor  receptor  alpha  –  récepteur  alpha  au 
facteur de croissance dérivé des plaquettes  

PI3K     phosphatidylinositol­3­Kinase  
PK    protein kinase 
PLAT    plasminogen activator tissue type 
PLCγ     phospholipase C gamma 
Rab     ras­associated binding protein 
RCL     reactive center loop ­ boucle du centre réactif 
RGC     retinal ganglion cells ‐ cellules ganglionnaires rétiniennes 
RhoA     ras homolog gene family, member A 
RIP2     receptor­interacting protein  
SC1     schwann cell 1 
sc‐tPA    single chain tPA ‐ tPA simple chaîne 
Serpines   serine proteinase inhibitors 
Shc     src homologous and collagen­like adaptor protein 
SM     Sec1/Munc18­like protein 
SNAP‐25  synaptosomal­associated protein 25 
SNAP     soluble NSF attachment protein 
SNARE   soluble N­ethylmaleimide­sensitive factor attachment protein Receptor 
SNC    système nerveux central 
t‐SNARE   target­SNARE ­SNARE cible 
tc‐tPA    two chain tPA ‐ tPA double chaîne 
TGN     trans­golgi network ‐ réseau trans‐golgi 
tPA   tissue­type  plasminogen  activator  ‐  activateur  tissulaire  du 

plasminogène 
TRAF6    tumor necrosis factor­ receptor associated factors 6 
Trk     tropomyosin­related kinase ‐ récepteur tyrosine kinases  
TrkB‐FL   trkB full length 
TrkB‐T    trkB­truncated 
uPA   urokinase­type plasminogen activator ‐ activateur du plasminogène de 

type urokinase  
UTR     unstranslated region ‐ région non transcrite 
v‐SNARE   vesicular SNARE ‐ SNARE vésiculaire 
Val     valine  
VAMP    vesicle­associated membrane protein 
WT     wild­type ‐ souris sauvages 
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1. L’activateur tissulaire du plasminogène 
L’activateur tissulaire du plasminogène (en anglais : tissue­type plasminogen activator, 

tPA)  est  une  sérine  protéase  présente  dans  le  sang,  elle  est  produite  par  les  cellules 

endothéliales et elle est principalement connue pour son rôle dans la fibrinolyse. Le tPA est 

capable de cliver le plasminogène pour donner la plasmine, elle‐même capable de dégrader 

les caillots de  fibrine.  Il est donc  indirectement  impliqué dans  la reperfusion des vaisseaux 

sanguins, ce qui lui permet d’être à l’heure actuelle le seul traitement pharmacologique de la 

phase aigüe des accidents vasculaires cérébraux de type  ischémique. Le  tPA est également 

exprimé par plusieurs types cellulaires cérébraux (neurones, oligodendrocytes, microglies, …) 

où il joue différents rôles notamment au niveau synaptique et au cours du développement, 

en conditions physiologiques mais aussi pathologiques. 

 

1.1. Historique 

L’histoire du tPA a débuté durant la Grèce antique avec les travaux d’Hippocrate qui 

avait  observé  que  le  sang  des  personnes  décédées  subitement  ne  coagulait  pas.  Ces 

observations furent retrouvées par Morgagni en 1761 (Morgagni, 1761). En 1843, les travaux 

d’Andral  montrent  que  le  sang  coagulé  pouvait  redevenir  liquide :  il  apporte  ainsi  les 

prémisses du système  fibrinolytique  (Andral, 1843). C’est en 1893 que Dastre, Denys et De 

Marbaix déterminent que ce résultat est la conséquence d’un mécanisme protéolytique qu’ils 

nomment :  fibrinolyse  (Dastre,  1893 ; Denys  and De Marbaix,  1889).  Vingt  ans  plus  tard, 

Conradi démontra qu’il était possible de dégrader des caillots sanguins par l’ajout d’extraits 

de différents organes (Conradi, 1902), et de la même manière en 1903, Hedin démontra une 

activité protéolytique dans une fraction de sérum (Hedin, 1903). Cette fraction sera identifiée 

plus tard comme étant celle contenant le plasminogène, précurseur de la plasmine, principale 

enzyme  responsable de  la  dégradation  de  la  fibrine (Christensen  and MacLeod,  1945).  Le 

système  fibrinolytique  commençait  alors  à  se  dévoiler, mais  il  restait  encore  à  découvrir 

comment le plasminogène, précurseur inactif, pouvait s’activer. 

La première protéine fibrinolytique n’a été mise en évidence qu’en 1933 lorsque Tillett 

et  Garner  ont  découvert,  par  hasard,  que  le milieu  de  culture  de  certaines  souches  de 

streptocoques contenait un élément capable de dissoudre les caillots sanguins constitués de 
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fibrine (Tillett and Garner, 1933). Ces observations ont ensuite été confirmées et complétées 

par Astrup et Permin en 1947, ils nommèrent cet élément « Fibrinolysine Streptococcique » 

et apportèrent au monde scientifique le concept de thrombolyse, c’est‐à‐dire : la dégradation 

de caillots déjà formés (Astrup and Permin, 1947). En 1952, Astrup et Stage parviennent pour 

la première fois à isoler cette molécule capable d’activer le plasminogène à partir de tissus de 

cœurs de porc qu’ils nommèrent la fibrikinase (Astrup and Stage, 1952). Ce n’est qu’en 1979 

que la fibrikinase fut purifiée, dans un premier temps dans la circulation sanguine (Binder et 

al., 1979), puis ensuite dans l’utérus (Rijken et al., 1979). Ainsi pour obtenir 1mg de fibrikinase, 

5 Kg d’utérus humain étaient nécessaires. Mais grâce aux travaux conjoints de Collen et Rijken, 

la fibrikinase fut purifiée à partir de surnageant de culture de cellules de mélanome humain 

permettant  ainsi  sa  caractérisation.  Cet  activateur  fut  également  rebaptisé  « activateur 

tissulaire du plasminogène » (Rijken and Collen, 1981). 

La première utilisation du tPA chez l’Homme a été réalisée par Weimar en 1981. Il traita 

deux  patients  atteints  d’une thrombose  de  la  veine  rénale  avec  du  tPA  injecté  par  voie 

intraveineuse (Weimar et al., 1981). Deux ans plus tard, Pennica parvenait à cloner le gène du 

tPA permettant ainsi d’ouvrir la voie de la production de tPA recombinant par des bactéries 

E.coli (Pennica et al., 1983). Quatorze ans plus tard, une autre étude voit le jour, évaluant la 

possibilité d’utiliser le tPA comme agent thrombolytique dans le cadre de l’ischémie cérébrale 

(National  Institute  of Neurological Disorders  and  Stroke  rt‐PA  Stroke  Study Group,  1995). 

Devant le succès de cette étude, le tPA est à l’heure actuelle le seul agent pharmacologique 

autorisé dans le traitement aigu des accidents vasculaires cérébraux de type ischémique, en 

association ou non à la thrombectomie. 

 

1.2. Structure du tPA 

Le tPA est une glycoprotéine appartenant à la famille des sérines protéases, il est codé 

par  le  gène  PLasminogen Activator  Tissue  type  (PLAT)  qui  se  trouve  sur  le  bras  court  du 

chromosome 8 (Figure 1; Yang‐Feng et al., 1986). 
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Figure 1: Distribution de grain d'argent en autoradiographie correspondant à l'hybridation de sondes 
d'ADNc du tPA sur  le chromosome 8. La majorité des sondes sont  fixées entre  les bandes 8p12 et 
8q11.2, localisant ainsi le gène du tPA (Yang‐Feng et al., 1986). 

 

Le tPA est synthétisé sous la forme d’une chaîne polypeptidique de 527 acides aminés 

avec une masse moléculaire de 69 kDa (Pennica et al., 1983). Sa structure tridimensionnelle 

est maintenue par 17 ponts disulfures. Le tPA est composé de cinq domaines, lui permettant 

d’agir avec diverses protéines mais également d’être impliqué dans diverses fonctions (Figure 

2). La chaîne lourde (chaîne A) située en amino‐terminale contient les 4 domaines suivants :  

‐ Finger (par analogie au premier domaine finger de la fibronectine) : permet au tPA de 

se lier à la fibrine, formant ainsi un complexe tertiaire avec le plasminogène (Kagitani 

et al., 1985). Il permet également  la  liaison avec plusieurs récepteurs membranaires 

comme  les  récepteurs aux  lipoprotéines de  faible densité  (en anglais : Low Density 

Lipoprotein Receptor­related Protein ou LRP) ainsi qu’à  l’annexine II  (Bu et al., 1992; 

Hajjar et al., 1994a) ; 

‐ EGF  (forte  homologie  avec  le  facteur  de  croissance  épidermique) :  permet  au  tPA 

d’activer les récepteurs aux facteurs de croissance épidermique (en anglais : epidermal 

growth factor ou EGF) (Correa et al., 2011; Hurtado et al., 2007) ; 

‐ Kringle 1 : contient un site ayant une forte affinité pour  la  lysine (en anglais : Lysine 

Binding Site ou LBS) composé de deux acides aminés aromatiques (tryptophane242 et 

tryptophane253)  formant une poche dans  la structure  tertiaire du  tPA. Ce site étant 

non‐fonctionnel, le rôle du kringle 1 est encore mal connu : il pourrait être impliqué 

dans la clairance du tPA par les cellules endothéliales du foie via la glycosylation sur 

l’asparagine177 (Asn) (Kuiper et al., 1988) ; 

‐ Kringle 2 : contient un  site LBS actif.  Il permet au  tPA de  se  lier et d’activer divers 

substrats  et/ou  récepteurs  tels  que  le  plasminogène,  la  sous‐unité  GluN1  des 

récepteurs N‐Méthyl‐D‐Aspartate (NMDA) ainsi que le facteur de croissance dérivé des 
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plaquettes (en anglais : platelet derived growth factor­CC ou PDGF‐CC) (Lopez‐Atalaya 

et al., 2008; Fredriksson et al., 2004). 

La chaîne légère du tPA (chaîne B) est, quant à elle, composée d’un seul et unique domaine : 

‐ Sérine  protéase (domaine  catalytique) :  les  acides  aminés  histidine322,  acide 

aspartique371 et sérine 478 forment la triade catalytique du tPA, lui conférant ainsi son 

activité  protéolytique  qui  lui  permet  de  convertir  le  plasminogène  en  plasmine 

(Pennica et al., 1983). 

 

Le tPA possède trois sites de N‐glycosylations dont deux sont constitutives : une sur 

Asn117 (dans le domaine krinlge1) et une autre sur Asn448 (dans le domaine sérine protéase). 

La troisième N‐glycosylation est variable et se situe sur l’Asn184 (dans le domaine kringle2). Il 

existe donc deux types de tPA : le tPA de type I avec les trois N‐glycosylations et le tPA de type 

II  avec  seulement  deux  N‐glycosylations  (Pohl  et  al.,  1984;  Spellman  et  al.,  1989).  La 

glycosylation sur l’Asn184 (tPA de type I) diminue la capacité du tPA à cliver le plasminogène 

mais diminue également sa liaison à la fibrine (Berg et al., 1993). Le tPA possède aussi un site 

de O‐glycosylation  (dans 100% des  cas), au niveau de  la  thréonine61 dans  le domaine EGF 

(Harris et al., 1991) et un autre site potentiel de N‐glycosylation sur l’Asn142 dans le domaine 

kringle1 (dans 1% des cas) (Figure 2 ; Borisov et al., 2009). 
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Figure 2 : Structure et fonctions du tPA. Schéma représentant  le tPA sous forme simple (sc‐tPA) et 
double chaîne (tc‐tPA) mettant en évidence les cinq domaines (finger, EGF, kringle1, kringle2 et sérine 
protéase),  les 17 ponts disulfures,  les  glycosylations ainsi que  le  site de  clivage par des protéases 
comme la plasmine et les kallikréines (adapté de : Chevilley et al., 2015; Hébert et al., 2016). 

 

Comme l’ensemble des sérines protéases, le tPA existe sous deux formes : simple et 

double chaînes  (Rijken and Collen, 1981). La conversion du  tPA simple chaîne  (en anglais : 

single chain tPA ou sc‐tPA) en sa forme double chaîne (en anglais : two chain tPA ou tc‐tPA) 

s’effectue par  l’hydrolyse de  la  liaison peptidique située en carboxy‐terminale de  la  liaison 

arginine275‐  isoleucine276.  Cette  hydrolyse  s’effectue  par  différentes  protéases  comme  la 

plasmine ou les kallikréines (Wallén et al., 1982; Ichinose et al., 1984). C’est le pont disulfure 

entre les cystéine299 (sur la chaîne A) et cystéine430 (sur la chaîne B) qui permet de garder les 

deux chaînes liées entre‐elles ainsi que la création d’un pont salin entre l’arginine302 et l’acide 

glutamique445 (Lamba et al., 1996).  

 Le tPA est une sérine protéase particulière car la majorité des sérines protéases sont 

synthétisées sous une forme simple chaîne zymogène (dépourvue d’activité enzymatique) et

ce  n’est  qu’après  leur  conversion  en  forme  double  chaîne  qu’elles  deviennent  actives. 
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Contrairement aux autres sérines protéases, le tPA est actif sous ses deux formes  (Rijken et 

al., 1982; Hoylaerts et al., 1982). En présence de fibrine, les deux formes ont la même activité 

protéolytique, en revanche  sans  fibrine  le tc‐tPA présente une activité cinq  fois supérieure 

(Petersen et al., 1988; Wallén et al., 1982). 

 

1.3. Expression du tPA 

1.3.1. Dans la circulation 

C’est  dans  le  compartiment  vasculaire  que  l’on  retrouve  la majorité  du  tPA.  Il  est 

essentiellement synthétisé par  les cellules endothéliales  (Binder et al., 1979) sous sa forme 

simple chaîne et circule à une concentration d’environ 70 pM  (Rijken and Lijnen, 2009). La 

libération du  tPA par  les  cellules  endothéliales peut  se  faire de deux manières : de  façon 

constitutive  (Angles‐Cano et al., 1985) ou en réponse à un stimulus spécifique. Les cellules 

endothéliales sont capables de stocker le tPA et de le libérer en réponse à des facteurs de la 

cascade de  la  coagulation ou  à  l’hypoxie  (Emeis et al., 1997). Ce mécanisme  joue un  rôle 

important afin d’empêcher la formation d’un thrombus occlusif (Osterlund et al., 2002). 

La demi‐vie du tPA circulant est d’environ six minutes (Verstraete et al., 1985). Le foie 

contribue essentiellement à la clairance du tPA grâce à un système de recapture très efficace 

du tPA circulant par les hépatocytes et par les cellules endothéliales hépatiques (Kuiper et al., 

1988). Plusieurs récepteurs sont impliqués dans cette recapture : les récepteurs LRP (Orth et 

al.,  1994),  les  récepteurs  au mannose  (Biessen  et  al.,  1997)  et  la  voie  dépendante  des 

galectines  (Figure 3  ; Nagaoka et al., 2002). De plus,  la  liaison du  tPA avec  son  inhibiteur 

sanguin  principal :  l’inhibiteur  de  l’activateur  du  plasminogène  de  type  1  (en  anglais : 

plasminogen activator  inhibitor 1 ou PAI‐1 ; davantage décrit dans  la partie : 1.4 Inhibiteurs 

du tPA : les serpines) augmente sa clairance (Chandler et al., 1997). 
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Figure 3: Clairance hépatique du tPA. Le tPA peut être recapturé par trois voies: une voie dépendante 
des récepteurs au mannose à la surface des cellules endothéliales hépatiques, une voie dépendante 
des  récepteurs  LRP et une dernière dépendante des  récepteurs  galectines ;  ces deux dernières  se 
trouvant au niveau des cellules hépatocytaires (adapté de : Nagaoka et al., 2002). 

 

1.3.2. Dans la périphérie 

Comme  cela  a  été  évoqué  précédemment,  l’expression du  tPA  a dans  un  premier 

temps été mise en évidence dans  le  sang. Depuis,  la présence d’une activité du  tPA a été 

observée dans de nombreux organes tels que : l’utérus, les poumons, les reins, les muscles ou 

le cœur (Figure 4 ; Albrechtsen, 1957). Dans ces différents tissus, le tPA est souvent associé à 

une modification de la vascularisation et à un remodelage des tissus. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Localisation périphérique du tPA. Activité du tPA dans différents tissus humains mesurée en 
unité internationale (IU) par gramme de tissu frais (Rouf et al., 1996; adapté de : Albrechtsen, 1957). 



 
  

24  Introduction : L’activateur tissulaire du plasminogène 

1.3.3.  Dans le système nerveux central 

Le  tPA  est  également  présent  au  sein  du  système  nerveux  central  (SNC)  où  il  est 

exprimé et sécrété par de nombreux types cellulaires. C’est en 1981 que le tPA a été mis en 

évidence pour la première fois dans le parenchyme cérébral. Soreq et Miskin ont montré la 

présence du  tPA  au niveau des  vaisseaux  cérébraux mais  également dans  les neurones  à 

différents moments du développement, lui prédisant ainsi d’autres rôles que son implication 

dans  la  fibrinolyse  (Soreq  and  Miskin,  1981).  En  1993,  Sappino  et  collaborateurs,  ont 

caractérisé  pour  la  première  fois  la  présence  du  tPA  au  sein  des  différentes  structures 

cérébrales.  On  retrouve  ainsi  des  acides  ribonucléiques messagers  (ARNm)  du  tPA  dans 

diverses  structures  cérébrales  telles  que :  le  cervelet,  l’hippocampe,  l’hypothalamus,  le 

striatum et le cortex (Figure 5 ; Sappino et al., 1993).  

 

Figure 5: Localisation du tPA dans le SNC chez  la souris. A) Coloration au crésyl violet d’une coupe 
coronale de cerveau de souris : A = amygdale, H = hypothalamus, DG = gyrus denté, CA1, 2 et 3 = corne 
d’Ammon. B) Activité protéolytique du tPA détectée par zymographie in situ sur une coupe coronale 
de cerveau de souris. C) Activité protéolytique du tPA détectée par zymographie  in situ au sein de 
différentes régions du cerveau. D) et E) ARNm du tPA mis en évidence par hybridation in situ sur une 
coupe coronale (D) et horizontale (E) de cerveau de souris. F) Northern blot mettant en évidence les 
ARNm du tPA selon différentes régions du cerveau (adapté de: Sappino et al., 1993). 
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Chez  l’Homme,  Teesalu  et  collaborateurs  ont montré  la présence d’ARNm du  tPA, 

également  par  hybridation  in  situ,  dans  de  nombreuses  autres  régions  du  cerveau.  On 

retrouve  ces  ARNm  notamment  au  niveau  des  plexus  choroïdes,  des  différents  noyaux 

thalamiques, du tronc cérébral mais aussi au niveau de l’hypophyse et de la moelle épinière 

(Teesalu  et  al.,  2004).  De  récents  travaux  du  laboratoire  ont  permis  d’identifier  plus 

précisément, chez la souris, les régions corticales capables d’exprimer le tPA. Parmi celles‐ci, 

on  retrouve  le cortex  rétrosplénial,  somatosensoriel primaire, périrhinal et piriforme, avec 

environ 10‐15% de neurones exprimant du tPA (Louessard et al., 2016). 

 

Au niveau  cellulaire,  le  tPA est exprimé par de nombreuses  cellules telles que :  les 

neurones, les oligodendrocytes, les mastocytes et les épendymocytes (Figure 6 ; Louessard et 

al., 2016). Les astrocytes, la microglie et les préricytes sont également capables de produire 

du tPA (Hultman et al., 2008; Tsirka et al., 1995; Yamamoto et al., 2005).  

Figure  6:  Expression  du  tPA  par  les  différentes  cellules  du  SNC  chez  la  souris  adulte. 
Immunohistochimie  sur  coupe  de  cerveau  de  souris  après  injection  de  colchicine  (inhibiteur  du 
transport neuronal). Le tPA (en rouge) est présent au niveau des oligodendrocytes (a ; marquage APC 
positif en vert, astérisques), des mastocytes  (b ; marquage avidine positif en vert, astérisque), des 
épendymocytes (c ; astérisque), dans les neurones corticaux (d) et dans les fibres hippocampiques (e ; 
mf= fibres moussues, marquage Fox3 positif en vert, astérisques), (adapté de : Louessard et al., 2016). 

 

Les neurones : 

Shin et collaborateurs ont montré, à partir de cultures de neurones hippocampiques, 

que  le tPA est retrouvé dans  les dendrites et au niveau des synapses des neurones.  Ils ont 

également montré  la présence d’ARNm du  tPA au niveau des dendrites, mettant ainsi en 

évidence la capacité des neurones à synthétiser du tPA dans la région synaptique  (Figure 7 ; 

Shin et al., 2004).  
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Figure 7: Expression du tPA localisée au niveau des dendrites et des synapses. A) Le tPA (en rouge) 
est  détecté  par  immunocytochimie  au  niveau  du  corps  cellulaire  et  des  dendrites  des  neurones 
hippocampiques  en  culture.  Le  tPA  est  présent  dans  des  vésicules  synaptiques  (marquage 
synaptophysine positif, en vert). Les points jaunes indiquent des colocalisations tPA/synaptophysine 
(flèches). B) Détection des ARNm du  tPA après hybridation  in situ par  fluorescence  (tPA‐FISH). Les 
ARNm du tPA (en rouge) sont détectés au niveau du corps cellulaire ainsi que le long de l’arborisation 
dendritique (Shin et al., 2004). 

 

Le tPA est stocké dans des vésicules au niveau présynaptique (Parmer et al., 1997) et 

transporté dans des vésicules de sécrétion le long des neurites: ce transport s’effectue dans 

les deux sens. Le tPA présent dans  les vésicules de sécrétion peut être  libéré au niveau des 

cônes de  croissance pour permettre  l’élongation  axonale  (Lochner  et  al.,  1998).  En  2006, 

Lochner et collaborateurs ont montré in vitro sur des cultures de neurones hippocampiques 

de sept jours, que le tPA est présent dans des vésicules à cœur‐dense et que ces vésicules sont 

présentes  dans  des  épines  dendritiques.  Ils  ont  également  trouvé  qu’une  dépolarisation 

neuronale, induite par de grandes concentrations de potassium, provoque une exocytose des 

vésicules  contenant  le  tPA  et  que  ce  relargage  est  dépendant  de  la  concentration 

extracellulaire  en  calcium.  Le  tPA pourrait  ainsi  interagir  avec  les  récepteurs NMDA pour 

moduler les fonctions d’apprentissage et de mémoire (Lochner et al., 2006). D’autres études 

ont confirmé ce résultat : le tPA peut être libéré par les neurones. En effet, l’ajout de chlorure 

de potassium sur des cellules PC12 (lignée cellulaire dérivée des phéochromocytome de rat ; 

lignée utilisée pour étudier la différenciation neuronale) ou des neurones corticaux, induit leur 

dépolarisation entrainant la libération de tPA dans le milieu extracellulaire (Gualandris et al., 
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1996;  Fernández‐Monreal et al., 2004).  Le  tPA est  considéré  comme un neuromodulateur 

(Figure 8). Il est contenu dans des vésicules à cœur‐dense et suite à une dépolarisation,  les 

neurones sont capables de  le libérer par un mécanisme d’exocytose dépendant du calcium. 

Une fois à la synapse le tPA est capable de moduler les récepteurs NMDA post‐synaptiques. 

De plus l’excès de tPA synaptique peut‐être recapturé par les astrocytes via les récepteurs LRP 

(Fernández‐Monreal et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Le tPA est un neuromodulateur. Suite à une dépolarisation neuronale, le tPA contenu dans 
des vésicules synaptiques est libéré dans la fente synaptique pour aller interagir avec les récepteurs 
post‐synaptiques. L’excès de tPA à la synapse est recapturé par les astrocytes via les récepteurs LRP 
(adapté de : Hébert et al., 2016). 

 

Une  récente  étude du  laboratoire  a  contribué  à mieux  caractériser  les  neurones 

capables  d’exprimer  du  tPA,  il  semblerait  que  tous  les  neurones  ne  soient  pas  capables 

d’exprimer  du  tPA  et  que  son  expression  serait  réduite  aux  neurones  glutamatergiques 

excitateurs pyramidaux. Les auteurs ont également montré que  le tPA est stocké dans des 

vésicules synaptiques : glutamatergique synaptobrévine 2 positives  (Figure 9  ; Louessard et 

al., 2016). 
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Figure 9: Caractérisation des neurones exprimant du  tPA. A) Enregistrement en patch‐clamp d’un 
neurone pyramidal (en vert). Transcription  inverse puis réaction en chaîne par polymérase sur une 
cellule (en anglais : single­cell reverse transcription polymerase chain reaction ou sc RT‐PCR) révélant 
l’expression des ARNm du tPA ainsi que les ARNm du transporteur au glutamate (en anglais : vesicular 
glutamate transporter 1 ou VGLUT1) et de la cholécystokinine (CCK). B) Immunohistochimie sur coupe 
de  cerveau de  souris  révélant  la présence du  tPA  (en  rouge) dans des vésicules  synaptobrévine 2 
positives  (en vert, Sb2) à  la  fois dans  le corps cellulaire du neurone mais également au niveau des 
neurites. C)  Immunoprécipitation montrant  la présence du tPA dans des vésicules synaptobrévine 2 
positives (Sb2), synaptotagmine 1 positive (Syt 1), synaptophysine 1 (Syp 1) et VGlut1 positive (adapté 
de : Louessard et al., 2016). 

 

Les astrocytes : 

Une  fois  libéré dans  la synapse par  les neurones,  le tPA peut être recapturé par  les 

astrocytes via  les  récepteurs  LRP et  son domaine kringle1.  Les astrocytes  seraient ensuite 

capables de  libérer  ce tPA par un mécanisme dépendant de  la  voie de  signalisation de  la 

protéine kinase C suite à l’activation des récepteurs kaïnates membranaires. Ce recyclage du 

tPA synaptique pourrait être à  l’origine de  la clairance du tPA au sein du SNC  (Cassé et al., 

2012).  
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La synthèse de tPA par les astrocytes a également été mise en évidence chez l’Homme. 

En  effet,  Hultman  et  collaborateurs  ont  montré  que  les  astrocytes  seraient  capables 

d’exprimer et de libérer du tPA de façon régulée. Le tPA astrocytaire a été majoritairement 

retrouvé  dans  les  astrocytes  activés  suggérant  un  rôle  du  tPA  astrocytaire  au  cours  des 

processus pathologiques (Figure 10 ; Hultman et al., 2008).  

 

 

 

 

 

Figure 10: Expression du tPA par les astrocytes activés chez l'Homme. Le tPA (ici en vert) est présent 
au niveau des astrocytes humains activés (en rouge, marquage GFAP) (Hultman et al., 2008). 

 

Les oligodendrocytes :  

Le  tPA est également exprimé par  les oligodendrocytes  (Figure 6 ; Louessard et al., 

2016), et son expression diminue au cours du vieillissement. De plus,  il a été démontré un 

effet anti‐apoptotique du  tPA  sur  les oligodendrocytes  (Correa et al., 2011). Et de  récents 

travaux  du  laboratoire  ont montré  que  le  tPA  des  oligodendrocytes  est  impliqué  dans  la 

migration  des  précurseurs  oligodendrocytaires  au  cours  du  développement  et  durant  la 

remyélinisation suite à une lésion de la substance blanche (Leonetti et al., 2017). 

 

La microglie :  

La microglie  est  aussi  capable  de  produire  du  tPA  et  sa  libération  par  les  cellules 

microgliales serait associée à des processus inflammatoires et neurodégénératifs (Figure 11). 

De la même manière que pour les astrocytes, le tPA est retrouvé majoritairement associé à de 

la microglie activée (Tsirka et al., 1995, 1997; Rogove et al., 1999; Siao et al., 2003). 
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Figure 11: Expression du tPA par la microglie. A) Photomicrographie de coupe coronale de cerveau de 
souris  transgénique  tPA/lacZ  (promoteur  du  tPA  fusionné  avec  le  gène  lacZ  de  bactérie)  après 
coloration au crésyl‐violet cinq jours après une injection intra‐hippocampique de kaïnate (agoniste des 
récepteurs glutamatergiques, la flèche indique le site d’injection). L’injection de kaïnate induit la mort 
des neurones hippocampiques dans  les régions CA1‐CA3. B) L’immunohistochimie contre  l’antigène 
F4/80 révèle une activation des cellules microgliales dans la zone lésée. La microglie activée est capable 
de produire des ARNm du tPA (marquage β‐galactosidase positif, en bleu) dans  la zone  lésée (C) et 
dans la zone saine (D) (adapté de : Tsirka et al., 1995). 

 

1.4. Inhibiteurs du tPA : les serpines 

Comme montré précédemment,  les  sources de  tPA  sont nombreuses dans  le  SNC. 

Certains travaux ont montré qu’il y avait une différence entre les niveaux d’expression du tPA 

et son activité au sein d’une même structure, ce qui suggère la présence d’inhibiteur du tPA 

dans le parenchyme cérébral (Sappino et al., 1993). Ces inhibiteurs appartiennent à la famille 

des  serpines  (en  anglais :  serine  proteinase  inhibitors).  Les  serpines  sont  des  protéines 

monomériques glycosylées d’environ 350‐400 acides aminés pour un poids moyen de 40‐60 

kDa. Elles possèdent une  conformation  secondaire  formant un domaine  (en anglais :  core 

domain) constitué de trois feuillets β et de huit ou neuf hélices α. Elles ont également une 

boucle du centre réactif (en anglais : reactive center loop ou RCL) qui permet leur interaction 

avec les protéases. La serpine se fixe sur la protéase par l’intermédiaire de la RCL. Le clivage 

de la boucle par la protéase permet de former une liaison covalente entre les deux protéines, 

inhibant ainsi  l’activité de  la protéase et engendrant une conformation stable du complexe 

(Figure  12).  Les  serpines  peuvent  aussi  exister  sous  une  forme  latente,  pour  laquelle 

l’interaction avec la protéase n’est pas possible (Silverman and Muir, 1993; Tang et al., 2015). 
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Figure 12: Mode d'action des serpines. Interaction entre la protéase : le tPA et la serpine au niveau de 
la RCL. (a) Le tPA va cliver la boucle, qui va alors aller s’insérer dans le feuillet βA. (b) La protéase est 
entrainée au pôle opposé et une liaison covalente se forme entre la serpine et la protéase, ce qui inhibe 
cette dernière (adapté de : Tang et al., 2015). 

 

  A l’heure actuelle, quatre serpines sont connues pour inhiber le tPA : PAI‐1, PAI‐2, la 

neuroserpine et la protéase nexine‐1 (Sprengers and Kluft, 1987). Les principaux  inhibiteurs 

du  tPA  dans  le  parenchyme  cérébral  sont  PAI‐1  et  la  neuroserpine,  nous  développerons 

davantage  leurs rôles par  la suite  (Osterwalder et al., 1996; Miranda and Lomas, 2006). La 

neuroserpine est exprimée de manière physiologique et en grande quantité par les neurones 

et les astrocytes, alors que PAI‐1 ne peut être exprimé que par les astrocytes réactifs suite à 

certaines conditions de stress (Docagne et al., 1999; Hino et al., 2001). La protéine nexine‐1, 

quant à elle, est sécrétée par les cellules gliales et les neurones. Elle est capable d’inhiber à la 

fois les activateurs du plasminogène et la plasmine (Mansuy et al., 1993). Dans la circulation 

sanguine, PAI‐1 est le principal inhibiteur du tPA (Miranda and Lomas, 2006). Le rôle de PAI‐2 

est encore mal connu,  il est également capable d’inhiber  le tPA mais  il est majoritairement 

intracellulaire  et  on  ne  le  détecte  pas  dans  le  plasma  chez  l’adulte,  seulement  durant  la 

grossesse et lors de la présence de tumeur (Dougherty et al., 1999). 
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1.4.1. PAI­1 

PAI‐1  est  une  protéine  de  50  kDa,  composée  de  379  acides  aminés.  PAI‐1  est 

principalement retrouvé dans le plasma où il est majoritairement synthétisé par les cellules 

endothéliales,  les plaquettes ou  les cellules musculaires  lisses  (Sprengers  and Kluft, 1987; 

Brogren et al., 2004). Au niveau périphérique, il peut être synthétisé par de nombreux tissus 

comme le foie, le tissu adipeux, les poumons, les reins ou le cœur.  

Dans  la circulation, PAI‐1 est retrouvé en excès par rapport à  la quantité de tPA. La 

majorité du tPA est donc complexé à PAI‐1,  inhibant ainsi son activité  fibrinolytique. Cette 

inhibition  s’effectue  par  deux  étapes :  une  première  étape  de  fixation  stable  au  site 

catalytique et une deuxième étape de fixation aux domaines finger et kringle 2, bloquant ainsi 

l’interaction du tPA avec la fibrine (Kaneko et al., 1992). De plus, PAI‐1 est capable de bloquer 

de la même manière l’activité du tPA simple et double chaîne  (Rijken and Lijnen, 2009). Les 

complexe  tPA‐PAI‐1  sont  très  stables,  ce qui  rend  l’inhibition du  tPA quasiment définitive 

(Zhou et al., 2001). De plus, ces complexes ne gênent pas l’élimination du tPA par le foie. En 

effet, la clairance du tPA par les hépatocytes peut se faire aussi bien sous sa forme libre que 

sous sa forme complexée avec PAI‐1 (Nagaoka et al., 2002).  

PAI‐1 est également responsable d’une partie de la régulation du tPA dans le système 

nerveux central (Sprengers and Kluft, 1987). En condition physiologique, PAI‐1 est exprimé en 

très faible quantité par les neurones et les astrocytes (Buisson et al., 1998; Hino et al., 2001) 

mais PAI‐1 est surexprimé par les astrocytes en conditions pathologiques comme par exemple 

lors d’un accident vasculaire cérébral (AVC) (Docagne et al., 1999).  

 

1.4.2. Neuroserpine 

La neuroserpine est une protéine de 54‐60 kDa, composée de 410 acides aminés. Elle 

est  principalement  retrouvée  dans  le  SNC ;  toutefois  une  faible  quantité  est  également 

retrouvée dans les reins, le cœur, le pancréas et les testicules (Krueger et al., 1997; Schrimpf 

et  al.,  1997).  En  revanche,  la  neuroserpine  n’est  pas  du  tout  exprimée  par  les  cellules 

endothéliales. Elle est ainsi absente de  la circulation sanguine et n’a donc aucune influence 

sur l’inhibition du tPA vasculaire (Docagne et al., 1999; Hastings et al., 1997; Osterwalder et 

al., 1996).  
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Dans le SNC, la neuroserpine est principalement exprimée par les neurones, mais les 

astrocytes  sont  également  capables  de  la  synthétiser.  La  neuroserpine  inhibe 

préférentiellement  le tPA mais contrairement à PAI‐1, cette  inhibition est peu stable.  Il est 

probable que  le clivage de  la RCL par  le  tPA  forme une boucle  trop  longue, empêchant  le 

complexe  tPA/neuroserpine  de  se  stabiliser.  Le  tPA  peut  alors  hydrolyser  la  RCL  de  la 

neuroserpine, ainsi se libérer et donc retrouver son activité (Barker‐Carlson et al., 2002). De 

ce fait, la durée de vie moyenne des complexes tPA/neuroserpine n’excède par une dizaine 

de minutes (Miranda and Lomas, 2006). La neuroserpine inhibe préférentiellement le tc‐tPA 

en revanche, les complexes formés avec le sc‐tPA sont beaucoup plus stables (Hastings et al., 

1997; Barker‐Carlson et al., 2002; Yepes and Lawrence, 2004). 

 

1.5. Rôles du tPA 

1.5.1. Rôles du tPA vasculaire 

1.5.1.1. Fibrinolyse 

En réponse au mécanisme de coagulation qui permet, suite à une brèche vasculaire, 

de créer un caillot sanguin afin de stopper une hémorragie : il existe la fibrinolyse. La balance 

entre ces deux mécanismes est très importante pour le maintien de l’homéostasie vasculaire.  

La fibrinolyse est un mécanisme enzymatique permettant de dégrader les caillots de 

fibrine qui peuvent se former dans la circulation, suite à une rupture de la paroi des vaisseaux 

par  exemple.  La  fibrinolyse  s’articule  autour  d’une  enzyme  principale :  la  plasmine.  La 

plasmine est capable de dégrader les chaînes de fibrine permettant ainsi la reperfusion des 

vaisseaux. La plasmine est une sérine protéase sécrétée par le foie sous la forme d’une pro‐

enzyme inactive : le plasminogène (Collen and Lijnen, 1991). 

Il existe deux activateurs du plasminogène chez  l’Homme :  le  tPA et  l’activateur du 

plasminogène de type urokinase (en anglais : urokinase­type plasminogen activator ou uPA) 

(Blasi et al., 1987). Malgré leurs différences, ces deux protéases sont toutes les deux capables 

d’activer le plasminogène en plasmine. Comme décrit précédemment, le tPA est synthétisé et 

sécrété par les cellules endothéliales de manière constitutive ou en réponse à des stimuli. En 

conditions physiologiques, le tPA n’est pas un bon activateur du plasminogène. En revanche, 

en présence de fibrine, sa capacité à activer le plasminogène est multipliée par cent (Hoylaerts 
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et al., 1982). La fibrine possède un site de liaison avec le tPA proche d’un autre site de liaison 

avec  le plasminogène,  facilitant ainsi  leur  interaction.  Le  tPA  va  se  fixer à  la  fibrine et au 

plasminogène et ainsi convertir ce dernier en plasmine (Figure 13). Par ce mécanisme, le tPA 

est capable d’activer le plasminogène seulement au niveau du caillot de fibrine (Medved and 

Nieuwenhuizen, 2003). Cette activation locale du plasminogène permet à la plasmine de jouer 

son rôle fibrinolytique avant d’être inhibée.  

 

Figure  13: Mécanisme  d'action  de  la  fibrinolyse  endogène.  Le  tPA  est  sécrété  par  les  cellules 
endothéliales dans la circulation sanguine. Le tPA est capable de convertir le plasminogène en plasmine 
à proximité des caillots de fibrines. La plasmine peut alors dégrader la fibrine et ainsi lyser les caillots. 
La régulation de la fibrinolyse s’effectue à deux niveaux : grâce à PAI‐1 (inhibiteur du tPA) et avec α‐2‐
antiplasmine (inhibiteur de la plasmine).  

 

Suite à la découverte du système d’activation du plasminogène, de nombreuses études 

précliniques  ont  été  réalisées  afin  de  trouver  des  perspectives  thérapeutiques  dans  le

traitement de pathologies telles que les thromboses veineuses profondes ou les infarctus (du 

myocarde ou cérébraux). Ces études ont rapidement montré que l’injection intraveineuse de 

plasmine était  inefficace pour dégrader  les caillots sanguins car  la plasmine est rapidement 

inhibée  dans  le  sang  (Boyles  et  al.,  1960).  Au  contraire  l’injection  d’activateurs  du 

plasminogène  permet  une  reperfusion  efficace  y  compris  chez  l’Homme  (Johnson  and 

McCARTY,  1959).  L’uPA  possède  une  affinité  pour  la  fibrine  plus  faible  que  le  tPA  c’est 

pourquoi le tPA s’est imposé parmi les agents fibrinolytiques.  
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Il existe deux niveaux de régulation de la fibrinolyse, afin d’éviter une hyperfibrinolyse 

qui,  en  plus, d’augmenter  le  risque  d’hémorragie,  provoque  une  altération  de  la  barrière 

hémato‐encéphalique (BHE) (Marcos‐Contreras et al., 2016). Le premier niveau de régulation 

se  situe  au  niveau  de  la  plasmine ;  en  effet,  l’α‐2‐antiplasmine  est  capable  d’inhiber  la 

plasmine (Holmes et al., 1987). Le deuxième niveau de régulation consiste en l’inactivation du 

tPA par PAI‐1 permettant une diminution de  la quantité de plasmine circulante et donc  la 

fibrinolyse (Figure 13). 

 

1.5.1.2. Barrière Hémato­Encéphalique (BHE) 

La BHE est une barrière physiologique qui assure une protection entre le parenchyme 

cérébral et la circulation sanguine. Son rôle est d’empêcher le passage de molécules du sang 

vers  le parenchyme  cérébral, à  l’exception de  certaines molécules nécessaires  au  cerveau 

(comme l’oxygène et le glucose). La BHE est composée de cellules endothéliales (reliées entre 

elles par des jonctions serrées), d’une lame basale (composée de collagène IV, de laminine et 

de fibronectine), de péricytes et de pieds astrocytaires (Figure 14 ; Abbott et al., 2006). 

En conditions pathologiques (Figure 14),  le tPA est capable d’altérer  la BHE, via une 

interaction avec  les  récepteurs  LRP exprimés à  la  surface des  cellules endothéliales. Cette 

interaction provoque un décrochage des pieds astrocytaires de la lame basale menant ainsi à

l’ouverture de  la BHE  (Cheng et al., 2006; Polavarapu et al., 2007). En plus d’augmenter  le 

risque d’hémorragie, ce mécanisme mène au passage du tPA vasculaire vers le parenchyme 

cérébral (Yepes et al., 2003). Le tPA serait également impliquée dans la dégradation de la BHE 

par  l’activation de métalloprotéinases matricielles (en anglais : matrix metalloproteinase ou 

MMP), notamment MMP‐9 mais aussi MMP‐2 et 3. Ces MMP activées pourraient participer à 

la dégradation de la matrice extracellulaire, fragiliser les jonctions serrées et altérer la lame 

basale des vaisseaux cérébraux (Suzuki et al., 2009; Wang et al., 2003). De plus, une étude a 

montré que chez des animaux déficients en MMP‐9 ou en MMP‐3, aucune altération de la BHE 

n’est retrouvée après thrombolyse (Asahi et al., 2000; Suzuki et al., 2007). Par ailleurs, le tPA 

est capable d’activer le PDGF‐CC grâce à ses domaines kringle 2 et sérine protéase. Le PDGF‐

CC  peut  ensuite  stimuler  les  récepteurs  alpha  du  facteur  de  croissance  plaquettaire  (en 

anglais :  platelet­derived  growth  factor  receptor  alpha  ou  PDGFR‐α)  des  péricytes  et  des 

astrocytes, l’activation de ces récepteurs provoque une altération de la perméabilité de la BHE 
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et donc une aggravation du  risque d’hémorragie  (Su et al., 2008). Cet effet  impliquerait  le 

domaine kringle 2 du tPA (Fredriksson et al., 2004). 

En  conditions  physiologiques,  il  a  été montré  que  le  tPA  vasculaire  pouvait  aussi 

traverser la BHE également grâce à une interaction avec les récepteurs LRP  (Benchenane et 

al., 2005; Mehra et al., 2016). 

 

Figure  14:  Effet  du  tPA  sur  la  barrière  hémato‐encéphalique.  La  BHE  est  formée  par  les  cellules 
endothéliales  reliées  par  des  jonctions  serrées,  une  lame  basale,  des  péricytes  et  des  pieds 
astrocytaires.  Le  tPA  interagit avec  les  récepteurs  LRP des  astrocytes et des  cellules endothéliales 
provoquant une augmentation de la production des MMP9. Les MMP9 engendrent une altération de 
la BHE. De plus, l’activation du PDGF‐CC par le tPA contribue au détachement des pieds astrocytaires 
de la lame basale via une  interaction avec  les récepteurs PDGFR‐α. Cette activation est facilitée par 
l’interaction du tPA avec les récepteurs LRP à la surface des astrocytes (adapté de Abbott et al., 2006; 
Mehra et al., 2016). 

 

1.5.2. Rôles du tPA dans le SNC 

En parallèle de ses fonctions vasculaires, le tPA possède également de nombreux rôles 

dans  le  parenchyme  cérébral.  Comme  décrit  précédemment,  le  tPA  est  synthétisé  par 

différents types cellulaires du SNC et il est retrouvé dans de nombreuses régions cérébrales. 

Au niveau du parenchyme cérébral, le tPA intervient dans le contrôle de nombreuses fonctions 

physiopathologiques 
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1.5.2.1. tPA et développement cérébral 

Le  développement  cérébral  est  le  résultat  d’un  enchainement  complexe 

d’événements, incluant la prolifération cellulaire, la différenciation, la migration puis la mise 

en place de connexions et d’interactions entre  les différents types cellulaires  (Gupta et al., 

2002; Nadarajah et al., 2003; van den Ameele et al., 2014). Ces différentes phases nécessitent, 

la plupart du temps, la dégradation de la matrice extracellulaire (P. Lu et al., 2011). Pour cela, 

les cellules sécrètent diverses protéines comme des métalloprotéases (telles que  les MMPs 

ou les désintégrines) et les désintégrines et métalloprotéinases à motif thrombospondines (en 

anglais : a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs ou ADAMTS) mais 

aussi des  sérines protéases  telles que  le  tPA. Seeds et collaborateurs ont montré que des 

souris déficientes en tPA présentent une migration neuronale retardée, mise en évidence par 

une accumulation des cellules granulaires au sein de la couche moléculaire du cervelet (Figure 

15 ; Seeds et al., 1999). Plus récemment, une étude au laboratoire a montré que le tPA était 

impliqué dans la migration des progéniteurs d’oligodendrocytes au cours du développement. 

Cet effet  implique  les  récepteurs à  l’EGF présents sur  les progéniteurs oligodendrocytaires 

(Leonetti et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  15:  Effet  de  l'absence  du  tPA  sur  la migration  neuronale. Microphotographies montrant 
l’accumulation des cellules granulaires  (gn) dans  la couche moléculaire du cervelet de souris  (P10) 
déficientes en tPA (en anglais : knock­out ou KO) par rapport aux souris sauvages (en anglais : wild­
type ou WT) (adapté de : Seeds et al., 1999). 

 

Le tPA est également impliqué dans la pousse neuritique. La pousse neuritique se fait 

à partir de structures transitoires :  les cônes de croissance qui sont situés à  l’extrémité des 
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neurites  en développement  (axone ou dendrite).  Le  cône de  croissance  est une  structure 

transitoire et très mobile, il a pour fonction d’explorer l’environnement extracellulaire puis en 

réponse à des stimuli locaux, il est capable de modifier sa vitesse et sa direction de croissance. 

L’élongation du cône de croissance permet au neurone d’établir des communications avec des 

synapses  d’un  autre  neurone  ou  alors  d’établir  des  connections  avec  des  muscles,  des 

récepteurs sensitifs ou encore des glandes.  

De nombreuses études ont regardé le rôle du tPA et de ses inhibiteurs sur la pousse 

neuritique. L’inhibition de  l’activité du  tPA ou  l’absence de  tPA provoque un blocage de  la 

croissance axonale sur des cultures de neurones (D. Baranes et al., 1998; Pittman et al., 1989). 

En revanche, l’addition ou la surexpression de tPA engendrent une augmentation de la pousse 

des neurites (D. Baranes et al., 1998; H.‐Y. Lee et al., 2007; Pittman and DiBenedetto, 1995). 

De manière similaire, il semblerait qu’un défaut d’expression de la neuroserpine provoque des 

déficits d’extension des prolongements  (Hill et al., 2000).Le  tPA est présent au niveau des 

cônes de croissance (Verrall and Seeds, 1989) et peut être libéré  localement avec des MMP 

(García‐Rocha et al., 1994;  Lochner et al., 1998)  pour  activer  le plasminogène. Grâce  à  la 

plasmine  nouvellement  formée  et  aux  MMP  une  dégradation  locale  de  la  matrice 

extracellulaire (MEC) est possible, aboutissant à la pousse neuritique et/ou à la formation de 

zone de communications avec d’autres cellules mais également de nouvelles synapses (Huang 

et  al.,  1996;  Qian  et  al.,  1993).  Une  autre  hypothèse  sur  le  rôle  du  tPA  dans  la  pousse 

neuritique  implique  l’activation  du  facteur  de  croissance  hépatocytaire  (en  anglais : 

hepatocyte  growth  factor  ou  HGF).  Le  tPA  serait  capable  d’activer  l’HGF  participant  à 

l’élongation des axones (Thewke and Seeds, 1999). 

1.5.2.2. tPA et modulation glutamatergique 

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du cerveau. Il existe trois 

récepteurs  ionotropiques  au  glutamate :  les  récepteurs NMDA,  kaïnate  et  alpha‐amino‐5‐

méthyllisoazol‐4‐propionate (AMPA). L’efficacité de la neurotransmission glutamatergique est 

modulée en fonction de l’activité neuronale et les récepteurs NMDA jouent un rôle important 

dans ces événements.  

Le  tPA  est  capable  de  cliver  le  fragment  N‐terminal  de  la  sous‐unité  GluN1  des 

récepteurs glutamatergiques de type NMDA. Ce clivage induit une potentialisation de l’influx 

calcique de ces récepteurs en présence de glutamate  (Nicole et al., 2001). Plusieurs travaux 
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menés au sein de notre équipe ont permis de caractériser ce mécanisme de potentialisation 

de  la neurotransmission glutamatergique. Ainsi, ce clivage a  lieu au niveau de  l’Arg260 de  la 

sous‐unité GluN1  des  récepteurs NMDA  (Fernández‐Monreal  et  al.,  2004)  et  nécessite  la 

fixation du domaine kringle 2 du tPA sur  la sous‐unité GluN1 des récepteurs NMDA  (Lopez‐

Atalaya  et  al.,  2008). De  plus,  les  conformations  sous  lesquelles  se  trouvent  à  la  fois  les 

récepteurs  NMDA  et  le  tPA  influencent  leur  interaction.  En  effet,  le  tPA  clive 

préférentiellement les récepteurs NMDA contenant la sous‐unité GluN2D (Baron et al., 2010) 

et seule la forme simple chaîne du tPA est en mesure d’induire ce clivage (Parcq et al., 2012). 

Ceci va engendrer une augmentation de l’influx calcique qui va avoir une incidence différente 

selon l’état physiologique environnant. Cette interaction du tPA avec les récepteurs NMDA va 

être  impliquée  dans  des  processus  physiologiques  comme  la  mémoire, 

l’apprentissage (Benchenane et al., 2007; Obiang et al., 2012) mais également pathologique 

comme  l’excitotoxicité et  l’épilepsie  (Nicole et al., 2001; Parcq et al., 2012; Bertrand et al., 

2015; Qian et al., 1993).  

 

1.5.2.3. tPA et plasticité synaptique 

La mise en place d’un souvenir se traduit par une augmentation importante et durable 

de  l’efficacité synaptique. L’hippocampe et  l’amygdale sont deux régions qui  jouent un rôle 

très important dans les processus de mémoire et d’apprentissage. Le mécanisme moléculaire 

qui a été mis en évidence pour médier ces deux fonctions est la potentialisation à long terme 

(en anglais : Long Term Potentiation ou LTP). Expérimentalement, lorsqu’on stimule à haute 

fréquence  des  neurones  de  l’hippocampe,  on  observe  une  augmentation  plus  ou moins 

persistante de  l’efficacité de  la  transmission synaptique. Ce phénomène a  initialement été 

découvert chez le lapin en 1973 (Bliss and Lomo, 1973) mais il a également été observé dans 

d’autres régions du cerveau comme dans  le cortex  (Iriki et al., 1989), dans  l’amygdale et  le 

striatum  (Uno and Ozawa, 1991). Une récente étude a montré que ce phénomène observé 

expérimentalement  (LTP)  constitue  directement  le  support  moléculaire  et  cellulaire  de 

l’apprentissage et de la mémoire (Nabavi et al., 2014).  

Le  rôle  du  système  glutamatergique dans  ce mécanisme  a  rapidement  été mis  en 

évidence, impliquant particulièrement les récepteurs NMDA  (Collingridge et al., 1983). Suite 

à une stimulation à haute fréquence, le neurone pré‐synaptique libère une grande quantité 
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de  glutamate.  Au  sein  de  la  synapse,  le  glutamate  va  aller  activer  différents  types  de 

récepteurs post‐synaptiques glutamatergiques. Ce sont dans un premier temps les récepteurs 

ionotropiques, de type AMPA, qui vont être activés provoquant une dépolarisation locale du 

neurone post‐synaptique. Cette dépolarisation est suffisante pour permettre l’expulsion des 

ions  magnésium  bloquant  le  canal  des  récepteurs  glutamatergiques  de  type  NMDA.  Le 

glutamate synaptique peut ensuite activer les récepteurs NMDA, engendrant une entrée de 

calcium dans l’élément post‐synaptique. Cette entrée de calcium va activer différentes kinases 

dépendantes du calcium qui vont induire un ensemble de cascades moléculaires responsables 

du  renforcement  synaptique. On  distingue  deux  types  de mécanismes  aboutissant  à  une 

amélioration de l’efficacité de la transmission synaptique : ceux de la phase précoce de la LTP 

et ceux de la phase tardive de la LTP. La phase précoce dure quelques heures et implique des 

mécanismes enzymatiques modulant l’efficacité synaptique (phosphorylation et mobilisation 

du pool de récepteurs AMPA). La phase tardive de  la LTP persiste plusieurs  jours et repose 

principalement  sur  la  synthèse  de  nouvelles  protéines  contribuant  à  l’amélioration  de

l’efficacité synaptique (Malenka and Bear, 2004). 

De façon intéressante, en condition physiologique, le tPA est fortement exprimé dans 

l’hippocampe  et  l’amygdale  (Sappino  et  al., 1993;  Teesalu  et  al.,  2004).  En  1993, Qian  et 

collaborateurs ont mis en évidence que le tPA jouait également un rôle dans ce processus. En 

effet, suite à une activation des neurones hippocampiques, ils ont observé une augmentation 

rapide des ARNm du  tPA  (Figure 16  ; Qian et al., 1993). Une augmentation similaire a été 

reportée dans les neurones de Purkinje dans le cervelet de rats soumis à un apprentissage de 

tâches motrices (Seeds et al., 1995). Des études  in vitro, ont également montré que  l’ajout 

d’inhibiteurs du tPA (PAI‐1 ou tPA‐stop) interférait avec la phase tardive de la LTP alors que 

l’ajout de tPA potentialisait ce processus (D. Baranes et al., 1998). Des travaux du laboratoire 

ont mis en évidence le fait que les effets du tPA sur la LTP seraient plutôt médiés par le sc‐tPA 

que par le tc‐tPA (Parcq et al., 2012). 
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Figure 16: Elévation de la quantité d'ARN messagers du tPA suite à une activation neuronale chez le 
rat. Hybridation in situ des ARNm du tPA dans l’hippocampe de rat en conditions normales et 1h après 
stimulation électrique du gyrus denté (Qian et al., 1993).  

 

L’implication du tPA dans la LTP est également visible sur le comportement des souris. 

Madani  et  collaborateurs, ont mis  en  évidence  chez des  souris  sur‐exprimant  le  tPA, une 

augmentation  des  performances  d’apprentissage  et  de  mémorisation  grâce  à  une 

augmentation de  la LTP  (R. Madani et al., 1999). A  l’inverse,  les souris dépourvues de  tPA 

présentent un déficit  d’apprentissage,  de  plus,  ce  déficit  est  annulé  par  l’infusion  de  tPA 

directement dans l’hippocampe (R. Pawlak et al., 2002).  

Le rôle du tPA dans les processus de LTP pourrait être expliqué par plusieurs mécanismes : 

‐ Par son interaction avec les récepteurs NMDA (Qian et al., 1993) ; 

‐ Par son interaction avec les récepteurs LRP, via les voies des signalisations impliquant 

la protéine kinase A (Zhuo et al., 2000) ; 

‐ Par  la  dégradation  de  la  matrice  extracellulaire,  ce  qui  faciliterait  la  création  de 

nouvelles synapses (D. Baranes et al., 1998) ; 

‐ Par sa capacité à activer le facteur neurotrophique issu du cerveau (en anglais : Brain 

Derived Neurotrophic Factor ou BDNF) essentiel à la LTP (Pang et al., 2004) ; 

‐ Par  sa  capacité  à  cliver  la  reeline, une protéine  importante dans  la  régulation des 

fonctions synaptiques (Trotter et al., 2014). 
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1.5.2.4. tPA et excitotoxicité 

L’excès de glutamate est à l’origine d’une mort dite « excitotoxique » dans laquelle les 

récepteurs glutamatergiques de type NMDA et le calcium intracellulaire jouent un rôle central. 

L’excitotoxicité est  la conséquence d’une suractivation des récepteurs NMDA se  traduisant 

par une entrée massive d’ions calcium dans le neurone. Cette trop forte concentration d’ions 

calcium  est  délétère  pour  le  neurone  et  va  provoquer  sa mort.  Cette  excitotoxicité  est 

retrouvée  dans  diverses  pathologies  comme :  les  AVC,  les  traumatismes  médullaires,  la 

sclérose en plaques ou encore la maladie de Parkinson.  

Nous avons vu que le tPA est capable de cliver l’extrémité N‐terminale de la sous‐unité 

GluN1 des récepteurs NMDA, potentialisant ainsi l’entrée de calcium dans les neurones et que 

ce  mécanisme  participe  aux  effets  du  tPA  sur  la  plasticité  synaptique.  En  conditions 

pathologiques, ce mécanisme de clivage des  récepteurs NMDA par  le  tPA va  renforcer  les 

effets pro‐excitotoxiques du glutamate et contribuer à l’aggravation des lésions (Nicole et al., 

2001). 

Les premières démonstrations de  l’implication du  tPA dans  la neurotoxicité ont été 

apportées dès 1995 par Tsirka et collaborateurs (Tsirka et al., 1995). Ils ont montré que  les 

souris déficientes en  tPA  sont protégées  contre des processus de dégénération neuronale 

provoquée  par  l’injection  intra‐hippocampique  d’un  agoniste  glutamatergique :  le  kaïnate 

(Figure 17). De plus, Wang et collaborateurs ont montré, en 1998, que les souris déficientes 

en tPA ont un volume de  lésion plus petit que les souris de phénotype sauvage suite à une 

ischémie cérébrale induite par l’occlusion intraluminale de l’artère cérébrale moyenne à l’aide 

d’un filament. Ils ont également montré que  l’injection de tPA dans  la circulation provoque 

une augmentation du volume de lésion (Wang et al., 1998). 
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Figure 17: Les souris tPA KO sont résistantes à  la mort neuronale excitotoxique. A) Coloration de 
coupes de cerveaux de souris tPA KO et tPA WT au crésyl‐violet cinq jours après une injection intra‐
hippocampique de kaïnate (KA, agoniste des récepteurs glutamatergiques). B) Mesure du pourcentage 
de la longueur de l’hippocampe présentant une perte neuronale totale, partielle ou pas de perte chez 
les souris tPA KO et WT. Les souris déficientes en tPA ne présentent pas de perte neuronale comparées 
aux souris sauvages (adapté de : Tsirka et al., 1995). 

 

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le rôle excitotoxique du tPA : 

‐ Par sa capacité à activer le plasminogène en plasmine. C’est la plasmine qui aurait un 

rôle direct dans l’excitotoxicité (Tsirka et al., 1997) ; 

‐ Par sa capacité à activer  la microglie. C’est  la microglie qui participerait ensuite à  la 

mort neuronale excitotoxique (Rogove and Tsirka, 1998) ; 

‐ Par sa capacité à cliver  la sous‐unité GluN1 des récepteurs NMDA et à potentialiser 

l’entrée de calcium dans les neurones (Nicole et al., 2001; Parcq et al., 2012) ; 

‐ Par  sa  capacité  à  se  lier  aux  récepteurs  LRP.  C’est  l’interaction  du  tPA  avec  les 

récepteurs  LRP, présents  sur  les neurones, qui permettrait d’activer  les  récepteurs 

NMDA et provoquerait une augmentation de calcium dans  les neurones  (Samson et 

al., 2008). 

 

1.5.2.5. tPA et apoptose 

L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmée durant lequel les cellules 

déclenchent leur autodestruction en réponse à un signal. Contrairement à la nécrose, ce type 

de mort  cellulaire  n’induit  pas  de  réponse  inflammatoire  immédiate  car  l’intégrité  de  la 

membrane plasmique est préservée. L’apoptose est un processus important et fondamental 
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que ce soit au cours du développement (où l’apoptose neuronale importante et nécessaire) 

ou au cours de nombreuses pathologies cérébrales. 

Il  semblerait  que  le  tPA  ait  un  rôle  dans  les processus  apoptotiques. Bien  que  les 

premières  études  suggéraient  un  effet  plutôt  pro‐apoptotique  du  tPA  sur  les  cellules 

endothéliales humaines et sur les neurones corticaux de souris  (Flavin et al., 2000; D. Liu et 

al., 2004), des études plus récentes montrent, au contraire, que le tPA aurait plutôt un rôle 

anti‐apoptotique. En effet, Liot et collaborateurs ont montré un effet anti‐apoptotique du tPA 

sur des cultures de neurones corticaux suite à une privation de sérum. Cet effet serait médié 

par une diminution de l’activité de la caspase 3, acteur majeur de la cascade apoptotique et 

serait  indépendant de  l’activité protéolytique du  tPA  (Liot  et  al., 2006).  L’activation de  la 

signalisation  cellulaire  dépendante  de  la  voie  phosphatidylinositol‐3‐Kinase  (PI3K)  semble 

responsable  de  cet  effet  anti‐apoptotique  sur  les  neurones.  Cependant,  les  récepteurs  à 

l’origine de l’activation de cette voie sont encore débattus, certains proposent une activation 

de  l’annexine II (Siao and Tsirka, 2002; H.‐Y. Lee et al., 2007) tandis que d’autres suggèrent 

plutôt une activation des récepteurs à l’EGF (Bertrand et al., 2015; Lemarchand et al., 2016). 

Les effets du tPA sur l’apoptose ont été caractérisés de manière beaucoup plus claire 

au niveau des oligodendrocytes. Le tPA a un effet anti‐apoptotique sur ces cellules et cet effet 

est dépendant de l’activation des récepteurs à l’EGF via le domaine EGF du tPA (Correa et al., 

2011). 

 

1.5.2.6. tPA et inflammation  

Les  cellules  microgliales  sont  des  cellules  gliales  fortement  impliquées  dans 

l’inflammation. Ces cellules constituent les macrophages résidents du cerveau et de la moelle 

épinière. A l’état de base, ils sont quiescents mais ils peuvent être activés suite à une lésion. 

Une fois activées, elles vont libérer un ensemble de molécules pro‐inflammatoires comme des 

cytokines et des radicaux oxygénés pouvant être toxiques pour les neurones (Block and Hong, 

2005). 
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Lors d’une  lésion excitotoxique,  les animaux déficients en  tPA présentent une mort 

neuronale réduite mais également une  réaction microgliale nettement réduite  (Figure 18  ; 

Rogove et al., 1999). Le tPA participe à l’activation de la microglie via l’interaction entre son 

domaine  finger  et  l’annexine  II  présents  à  la  surface  de  la microglie. Une  fois  activée  la 

microglie  va  contribuer  aux  processus  neurodégénératifs  en  libérant  différents  facteurs 

toxiques (Siao and Tsirka, 2002). Parmi ces facteurs libérés, le tPA lui‐même pourrait jouer un 

rôle  particulièrement  important  dans  la mort  neuronale  en  activant  différentes  cascades 

moléculaires (Siao et al., 2003). Une autre étude propose que cet effet délétère du tPA passe 

par une  interaction avec  les récepteurs LRP. En effet,  les auteurs ont montré que chez des 

souris ne possédant pas de récepteurs LRP sur leurs cellules microgliales, l’œdème cérébral et 

le  taux de MMP9  sont  réduits  après une  ischémie  en  comparaison  à des  souris  sauvages 

(Zhang et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18: Effets du tPA actif et inactif (S478A tPA) sur la mort neuronale induite par une injection 
de kaïnate dans  l'hippocampe et sur  l'activation microgliale. a) L’injection  intra‐hippocampique de 
kaïnate n’a pas d’effet sur la mort neuronale chez les souris déficientes en tPA (tPA ‐/‐) et n’induit pas 
d’activation microgliale (d). L’injection de tPA et de kaïnate, chez des souris déficientes en tPA, induit 
une mort neuronale hippocampique (b) et une activation des cellules microgliales (e). L’injection de 
tPA  inactif  (S478A  tPA)  chez  des  souris  déficientes  en  tPA,  et  de  kaïnate  n’entraine  pas  de mort 
neuronale  hippocampique  (c) mais  engendre  une  activation  des  cellules microgliales  (f).  La mort 
neuronale est visualisée par une coloration au crésyl‐violet sur des coupes de cerveaux de souris et 
l’activation microgliale est révélée par un anticorps contre l’antigène F4/80 (Rogove et al., 1999). 
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1.5.2.7. tPA et processus cognitifs 

Nous  avons  vu  précédemment  que  le  tPA  était  majoritairement  présent  dans 

l’hippocampe et qu’il est impliqué dans la plasticité synaptique. Ce rôle lui confère donc une 

influence  dans plusieurs  types  de  comportement  impliquant  la mémoire  (Calabresi  et  al., 

2000). Plusieurs  études ont montré que  le  tPA  était nécessaire dans  l’apprentissage  et  la 

mémoire  spatiale  (Benchenane  et  al.,  2007;  Calabresi  et  al.,  2000;  Oh  et  al.,  2014). 

L’interaction entre le tPA et les récepteurs NMDA dans l’hippocampe est un des mécanismes 

clés par lequel le tPA est impliqué dans la mémoire spatiale (Benchenane et al., 2007; Obiang 

et  al.,  2012).  De  plus,  chez  des  souris  déficientes  en  tPA,  une  inhibition  sélective  de 

l’interaction  tPA/NMDA dans  le cortex entorhinal  (connu pour son  rôle dans  les processus 

mnésiques  et  spatiaux  (Fyhn  et  al.,  2004;  Steffenach  et  al.,  2005)  a permis  de mettre  en 

évidence l’importance du tPA dans l’encodage d’informations spatiales (Hébert et al., 2017).  

Le tPA est également exprimé dans l’amygdale et dans le noyau de la strie terminale, 

où il joue un rôle dans les processus de stress, d’anxiété et de peur (Matys et al., 2004; Pawlak 

et al., 2003). Le tPA est impliqué dans l’acquisition et le rappel au contexte de peur (Huang et 

al., 1996; Calabresi et al., 2000; Barnes and Thomas, 2008). Plusieurs études ont montré que 

les souris déficientes en  tPA ont un comportement moins anxieux que  les souris sauvages 

(Matys et al., 2005, 2004; Pawlak et al., 2003). De plus, des souris déficientes en neuroserpine 

(principal  inhibiteur  du  tPA  cérébral)  ont  un  comportement  plus  anxieux  que  les  souris

sauvages (Madani et al., 2003). 

 

1.5.2.8. tPA et la substance blanche 

Dans  le  cadre  de  lésions  de  la  substance  blanche,  le  tPA  est  impliqué  dans  les 

mécanismes de remyélinisation et de régénération axonale. Dans un contexte inflammatoire, 

des  dépôts  de  fibrine  se  forment  au  niveau  des  lésions  aggravant  ainsi  la  réponse 

inflammatoire et la dégénération axonale. Il a été montré que le tPA était protecteur vis à vis 

de  ces  dommages  axonaux  et  qu’il  augmentait  leur  régénération  grâce  à  son  activité 

protéolytique,  en  retirant  les  dépôts  de  fibrine  (Figure  19  ;  Akassoglou  et  al.,  2000).  Au 

contraire, une étude de Minor et collaborateurs montre que ce mécanisme de régénération 

axonale par le tPA est indépendant de l’activation du plasminogène (Minor et al., 2009). Dans 

des  conditions  neuro‐inflammatoires,  comme  dans  la  sclérose  en  plaques,  l’efficacité  de 
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retrait des dépôts de  fibrine est altérée, de plus une diminution de  l’expression de tPA est 

observée ainsi qu’une augmentation de l’expression de PAI‐1 (Gveric et al., 2001, 2003). Dans 

des modèles animaux de sclérose en plaques, les souris déficientes en tPA ont des symptômes 

plus sévères et ont une moins bonne récupération en comparaison aux souris sauvages (East 

et al., 2005; Lu et al., 2002). Une autre étude sur des souris déficientes en PAI‐1, a montré un 

retard  d’apparition  des  symptômes  et  des  symptômes moins  sévères  en  comparaison  au 

phénotype sauvage (East et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19: Le tPA est protecteur contre les dommages axonaux et augmente la remyélinisation. A) 
Coupe de moelle épinière de  souris colorée au bleu de  toluidine. 8  jours après une  lésion du nerf 
sciatique  (cd8),  les souris déficientes en  tPA  (tPA  ‐/‐) présentent une dégénérescence axonale plus 
importante que les souris sauvages (wt). B) Coupe de moelle épinière de souris colorée au Oil Red O 
(marquage de la myéline), 22 jours après la lésion du nerf sciatique (cd22). Les souris déficientes en 
tPA présentent moins d’axones myélinisés que les souris sauvages (adapté de : Akassoglou et al., 2000). 

 

Le  tPA  serait  également  impliqué  dans  la  dégradation  des  chondroïtines  sulfate 

protéoglycanes (CSPGs), des protéines de la MEC qui inhibent la repousse axonale (Bukhari et 

al., 2011). Une étude au laboratoire a permis de démontrer que le tPA est capable d’activer 

ADAMTS‐4.  Cette  protéase  est  capable  de dégrader  les  CSPGs  et d’améliorer  la  repousse 

axonale  et  la  récupération  fonctionnelle  après  un  traumatisme  de  la  moelle  épinière 



 
  

48  Introduction : L’activateur tissulaire du plasminogène 

(Lemarchant  et  al.,  2014).  En  conditions  physiologiques,  l’expression  d’ADAMTS‐4  par  les 

oligodendrocytes contribue également au processus de myélinisation  (Pruvost et al., 2017). 

Enfin  le  tPA promeut  la migration et  la survie des oligodendrocytes en cas de  lésion de  la 

substance blanche via l’interaction entre son domaine EGF et les récepteurs à l’EGF (Correa et 

al., 2011; Leonetti et al., 2017). 

 

 

 

Pour résumer cette première partie, le tPA est une sérine protéase aux 

multiples fonctions. Initialement, le tPA a été découvert dans le compartiment 

vasculaire où il joue un rôle important dans la fibrinolyse. Il est responsable du 

clivage  du  plasminogène  en  plasmine,  elle‐même  capable  de  dégrader  les 

caillots de fibrine. 

 Le tPA est également présent dans  le parenchyme cérébral où  il est 

impliqué  dans  diverses  fonctions  aussi  bien  bénéfiques  (développement, 

apprentissage, mémoire) que délétères (altération de la BHE, mort neuronale 

excitotoxique). 

Au niveau neuronal, le tPA est considéré comme un neuromodulateur. 

Il est exprimé et libéré par les neurones suite à une dépolarisation. Une fois 

dans  la  fente  synaptique  il  interagit  avec  des  récepteurs  post‐synaptiques 

(NMDA, EGF, LRP,…) où il peut aussi être recapturé par les astrocytes. 
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2. Facteur neurotrophique issu du cerveau 
Le  facteur neurotrophique  issu du  cerveau  (en anglais : Brain­derived Neurotrophic 

Factor ou BDNF) appartient à la famille des neurotrophines qui sont des facteurs de croissance 

des cellules nerveuses. Cette famille de polypeptides regroupe  le facteur de croissance des 

nerfs  (en  anglais : nerve growth  factor ou NGF),  le BDNF,  la neurotrophine  3  (NT‐3)  et  la 

neurotrophine  4  (NT‐4). On  retrouve  ces  facteurs  neurotrophiques  dans  le  cerveau mais 

également dans le système nerveux périphérique. Le BDNF est une protéine impliquée dans 

la survie,  la croissance,  la différenciation des neurones et des synapses. Le BDNF a donc un 

rôle important dans le développement du cerveau et dans la mémoire à long terme.  

 

2.1. Historique 

Le  BDNF  est  le  deuxième  membre  de  la  famille  des  neurotrophines  à  avoir  été 

découvert,  après  le NGF.  C’est  en  1982, que  le  BNDF  a  été purifié  et  caractérisé  pour  la

première fois à partir de cerveau de porc par Barde et collaborateurs (Barde et al., 1982). Les 

auteurs ont montré que le BDNF avait des propriétés neurotrophiques similaires à celles du 

NGF sur des cultures de neurones sensoriels et que la séquence d’acides aminés du BDNF était 

très similaire à celle du NGF (Leibrock et al., 1989). Les neurotrophines peuvent interagir avec 

des  récepteurs  p75NTR  (en  anglais :  pan75  neurotrophin  receptor)  et  avec  un  des  trois 

récepteurs tyrosine kinases A, B ou C (en anglais : tropomyosin­related kinase ou Trk). Le BDNF 

interagit pour sa part avec les récepteurs p75NTR et TrkB (Chao, 2003).  

L’avancée majeure qui a permis de mieux comprendre les rôles des neurotrophines est 

venue de la découverte que la synthèse des neurotrophines dans le cerveau augmente après 

une activité ou une stimulation sensorielle (Thoenen, 1991). Cette découverte a inspiré plus 

tard plusieurs autres études portant sur l’implication des neurotrophines, dont le BDNF, dans 

la plasticité synaptique. En effet, les recherches des vingt‐cinq dernières années ont montré 

que les neurotrophines régulent le développement et la fonction des circuits neuronaux, dont 

par exemple  la prolifération et  la différenciation cellulaires,  la croissance des axones et des 

dendrites,  la  synaptogenèse,  les  fonctions  synaptiques  et  la  plasticité  (Lu  et  al.,  2005; 

Reichardt, 2006; Minichiello, 2009). 
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2.2.  Structure 

Le BDNF est une glycoprotéine appartenant à la famille des neurotrophines, il est codé 

par le gène également appelé BDNF qui se trouve chez l’Homme sur le chromosome 11 (Figure 

20 ; Maisonpierre et al., 1991; Jones and Reichardt, 1990).  

 

 

 

 

 

Figure  20: Distribution de  l’avidine  conjuguée  à  la  fluorescéine  en  autographie  correspondant  à 
l'hybridation de sondes d'ADNc du BDNF sur  le chromosome 11. La majorité des sondes est  fixée 
entre les bandes 11p11 et 11p14, localisant ainsi le gène du BDNF (Maisonpierre et al., 1991). 

 

Comme toutes les neurotrophines, le BDNF est synthétisé sous forme d’un précurseur : 

le pré‐pro‐BDNF de 249 acides aminés, il va ensuite être successivement clivé en pro‐BDNF 

(35 kDa) puis en mature BDNF (14 kDa, mBDNF). Le BDNF possède donc deux sites de clivage 

ainsi qu’un site possible de N‐glycosylation sur l’Asn121 (Figure 21). 

 

 

Figure 21: Structure protéique du BDNF. Schéma représentant le pré‐pro‐BDNF. Le BDNF est composé 
d’un peptide signal de 18 acides aminés, d’un pro‐domaine de 113 acides aminés et d’un domaine 
mature  contenant  118 acides  aminés.  Il  possède  un  site  possible  de  N‐glycosylation  sur  l’Asn121 

(astérisque noir), deux sites de clivages au niveau des acides aminés 18 et 131 (ciseaux noires) et un 
site de mutation possible sur  la valine 66 qui peut être remplacé par une méthionine (étoile rouge, 
polymorphisme Val66Met). 
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2.3. Expression du BDNF 

Les premières études portant sur  la  localisation des ARNm du BDNF ont révélé qu’il 

était exprimé seulement par les neurones et principalement dans le SNC : cerveau, cervelet, 

tronc  cérébral  et  moelle  épinière.  Au  niveau  du  cerveau,  les  ARNm  du  BDNF  sont 

majoritairement retrouvés dans l’hippocampe, l’amygdale, le cortex cérébral, l’hypothalamus 

et le cervelet (Conner et al., 1997; Katoh‐Semba et al., 1997; Pruunsild et al., 2007). Zhou et 

collaborateurs se sont intéressés à l’expression du pro‐BDNF et ils ont trouvé une expression 

de  ce précurseur dans  le  SNC  incluant  la moelle  épinière,  la  substance noire,  l’amygdale, 

l’hypothalamus, le cervelet et le cortex (Zhou et al., 2004). Des études in vivo ont également 

montré qu’après  l’induction d’une  ischémie cérébrale chez  le rat,  les cellules endothéliales, 

les épendymocytes, les astrocytes et la microglie sont capables de synthétiser du BDNF (Béjot 

et al., 2011; Madinier et al., 2009). 

Malgré son appellation, le BDNF n’est pas seulement présent dans le SNC. En effet, des 

ARNm  du  BDNF  sont  également  retrouvés  au  niveau  périphérique :  dans  le  cœur,  les 

poumons,  les muscles  squelettiques,  les  testicules,  la  prostate,  la  rétine,  les  reins  et  les 

neurones moteurs (Aid et al., 2007; Timmusk et al., 1993).  

 

2.4. Synthèse et sécrétion du BDNF 

L’expression du gène du BDNF est hautement régulée et contrôlée par des mécanismes 

transcriptionnels  et  post‐transcriptionnels.  Ce  qui  confère  au  BDNF  une  différence 

d’expression cellulaire mais également intracellulaire. 

 

2.4.1. Transcription du gène du BDNF 

Dans le SNC, les taux d’ARNm du BDNF sont hautement régulés par l’activité neuronale 

(Zafra  et  al.,  1990;  Thoenen,  1991).  La  dépolarisation membranaire  induit  une  entrée  de 

calcium dans la cellule, des facteurs de transcriptions vont alors être activés et vont réguler le 

gène du BDNF (Tao et al., 1998, 2002).  

Le gène du BDNF comprend neuf exons et la séquence codante se trouve sur l’exon IX. 

Les huit autres exons, en amont, codent pour des promoteurs qui vont réguler  l’expression 
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spécifique régionale et cellulaire (Figure 22; Pruunsild et al., 2007). C’est l’exon IV qui a le plus 

été caractérisé car c’est cet exon qui contient l’élément promoteur régulant l’expression de 

BDNF en réponse à une activité neuronale. Le promoteur IV est régulé par différents stimuli 

dont  le  calcium  et/ ou  l’adénosine monophosphate  cyclique  (en  anglais :  cyclic adenosine 

monophosphate ou AMPc) (Metsis et al., 1993; Sakata et al., 2009). Ce promoteur contient 

plusieurs séquences sensibles au calcium et à  l’AMPc auxquelles CaRF  (en anglais : calcium 

responsive  transcription  factor)  et  CREB  (en  anglais :  cAMP  responsive  element  binding 

protein) peuvent respectivement se lier pour initier la transcription du BDNF (Pruunsild et al., 

2011;  Tao  et  al.,  2002).  Une  mutation  spécifique  dans  ce  promoteur  provoque  une 

perturbation de l’expression de BDNF lors d’une stimulation neuronale, ce qui engendre chez 

ces souris transgéniques un développement anormal du circuit inhibiteur cortical (Hong et al., 

2008). Le gène du BDNF encode également pour deux régions non  transcrites  (en anglais : 

unstranslated  region  ou  UTR)  en  3’  différentes  (Figure  22),  ce  qui  permet  un  adressage 

spécifique des ARNm dans les axones ou dans les dendrites (Kaneko et al., 2012). Le nombre 

et la structure des promoteurs du BDNF permettent d’expliquer comment le BDNF peut avoir 

de multiples rôles dans différentes régions cérébrales. L’activation alternative des promoteurs 

du BDNF dans divers types cellulaires et conditions physiologiques est induite par un épissage 

alternatif et une polyadénylation différentielle (Aid et al., 2007; Pruunsild et al., 2007) ce qui 

conduit à la production de plusieurs transcrits du BDNF (Figure 22). Ces différents transcrits 

ont chacun une stabilité et une localisation cellulaire propres. 

Les régulations épigénétiques peuvent moduler l’expression de BDNF (Ma et al., 2009; 

Tsankova et al., 2006). En effet, la régulation épigénétique de la structure de la chromatine 

joue un rôle important dans la modification de l’efficacité de la transcription du BDNF suite à 

une activité neuronale. Par exemple, un traitement électroconvulsif ou un stress chronique 

d’inhibition social chez  la souris peut altérer  la méthylation des histones et de  l’activité du 

promoteur IV (Ma et al., 2009; Tsankova et al., 2006). 

Lors de la transcription du BDNF, plusieurs transcrits peuvent être produits : ils ont en 

commun la région codante mais possèdent par contre différents segments en 5’ et en 3’ UTR 

(Figure  22,  Aid  et  al.,  2007).  Ces  différents  variants  du  BDNF  commencent  juste  à  être 

découverts. Une étude chez le rat, a montré que seuls les transcrits contenant un long 3’ UTR, 

sont  adressés dans  les dendrites où  se passe une  synthèse  locale de BDNF. De plus, une 
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délétion sélective du transcrit long 3’ UTR provoque une augmentation du nombre d’épines 

dendritiques avec une taille de tête d’épine plus petite dans l’hippocampe et le cortex (J. J. An 

et  al.,  2008)  accompagnée  d’une  réduction  de  l’innervation  GABAergique  (en  anglais : 

gamma­aminobutyric  acid)  des  neurones  du  cortex  visuel  (Kaneko  et  al.,  2012).  Ces 

découvertes suggèrent que le BDNF est synthétisé dans les dendrites et qu’il a une fonction 

importante à ce niveau. Il a également été montré que différents variants lors de l’épissage 

en  5’ UTR  étaient  séparés  dans  différents  compartiments  cellulaires  avant d’être  traduits 

localement et sécrétés (Baj et al., 2011). 

 

 

Figure 22: Structure du gène, des transcrits et de la protéine BDNF. A) Structure du gène BDNF de rat 
et de souris. Le gène du BDNF est régulé par neuf promoteurs (flèches rouges, « transcription start 
site »). B) Le gène du BDNF possède plusieurs sites d’épissage (tête de flèche rose et turquoise (A), 
« splicing site ») et deux sites de polyadénylation (tête de flèche rouge (A), « polyadenylation site ») ce 
qui va aboutir à la formation de différents transcrits du BDNF. C) Après retrait du peptide signal, le pro‐
BDNF peut être clivé par différentes enzymes pour donner le BDNF mature. Le mBDNF interagit avec 
les récepteurs TrkB pour exercer son action neurotrophique et le pro‐BDNF et le pro‐peptide peuvent 
interagir avec les récepteurs p75NTR aboutissant à un effet délétère sur les neurones. D) La transcription 
et  la post‐transcription du BDNF sont régulées par des signaux calciques  (Ca2+), produits  lors d’une 
activation neuronale (Fukuchi and Tsuda, 2017). 
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2.4.2. Traduction des ARNm du BDNF 

Comme  toutes  les protéines  sécrétées,  le BDNF est  initialement  synthétisé dans  le 

réticulum endoplasmique rugueux sous forme d’un précurseur protéique : le pré‐pro‐BDNF. 

Ce dernier est ensuite adressé au réticulum endoplasmique lisse pour donner, après clivage 

du peptide signal,  le pro‐BDNF. Le pro‐BDNF passe ensuite dans  l’appareil de Golgi où  il va 

finalement  s’accumuler  dans  les  vésicules  du  réseau  trans‐golgi  (en  anglais :  trans­golgi 

network ou TGN). Le pro‐BDNF est ensuite clivé pour donner le mBDNF  (Seidah et al., 1996) 

mais  la  localisation  de  ce  clivage  et  la  nature  des  protéases  impliquées  restent  encore 

controversées (Figure 23). Une étude d’immunohistochimie et de microscopie électronique 

avec des anticorps spécifiques du domaine pro et du domaine mature du BDNF montre que le 

pro‐peptide colocalise avec le mBDNF dans des vésicules de sécrétion au niveau de l’axone, 

ce qui suggère que  le clivage aurait  lieu dans  les vésicules de sécrétion  (Dieni et al., 2012). 

D’autres  études  ont  montré  que  le  clivage  du  pro‐BDNF  en  mBDNF  s’effectue,  en 

extracellulaire, par l’action des protéases extracellulaires comme la plasmine et les MMPs (Lee 

et al., 2001; Pang et al., 2004; Nagappan et al., 2009). Le pro‐BDNF pourrait également être 

converti, en intracellulaire, par des furines (endoprotéases membranaires) dans le TGN ou par 

des  proprotéines  convertase  (en  anglais :  proprotein  convertase  1/3  ou  PC  1/3)  dans  les 

vésicules de sécrétions (Mowla et al., 2001; Seidah et al., 1996) (Figure 23). 
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Figure 23: Synthèse et sécrétion du BDNF. 1) Le BDNF est synthétisé par le réticulum endoplasmique 
rugueux (ER) sous forme d’un précurseur : pro‐BDNF. 2) Le pro‐BDNF se lie à la sortiline intracellulaire 
présente dans le Golgi pour faciliter le bon repliement du mature domaine. Un motif présent dans le 
mature domaine du BDNF lui permet de se lier à la carboxypeptidase E (CPE), cette interaction permet 
de mettre le BDNF dans de larges vésicules à cœur dense qui constituent le composant principal de la 
voie de sécrétion régulée. En  l’absence de ce motif,  le BDNF va être adressé dans des vésicules de 
sécrétion constitutives. Le BDNF est ensuite transporté  jusqu’à son site de relargage au niveau des 
dendrites ou de  l’axone. Le pro‐domaine est  soit clivé dans  le compartiment  intracellulaire par  les 
furines ou par les proconvertases 1 (PC1) (3), soit dans le compartiment extracellulaire par les MMP 
ou par la plasmine (4), pour former le BDNF mature (Lu et al., 2005). 

 

L’identification  du  polymorphisme  nucléotidique  (en  anglais :  single­nucleotide 

polymorphism ou SNP) sur le gène humain du BDNF a permis de révéler l’importance du pro‐

domaine  dans  la  transformation  et  la  synthèse  du  BDNF.  La  mutation  résulte  d’un 

remplacement de la valine (Val) en position 66 par une méthionine (Met) dans le pro‐domaine 

du BDNF (Val66Met, Figure 21). Des souris exprimant le Met‐BDNF présentent une altération 

de  l’adressage de ce BDNF dans  les vésicules de sécrétion mais également à  la synapse, de 

plus il y a moins de Met‐BDNF sécrété après une dépolarisation neuronale (Egan et al., 2003). 

Etant  donné  que  le  trafic du  Met‐BDNF  est  anormal,  il  peut  altérer  la  distribution 

intracellulaire et la sécrétion du Val‐BDNF. Ces déficits contribuent à un faible taux de BDNF 

extracellulaire malgré un  taux normal de BDNF total  (Chen et al., 2004). Le pro‐domaine a 
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donc un rôle  important dans  le trafic  intracellulaire et dans  l’activité de sécrétion du BDNF.

Chez  les  personnes  hétérozygotes  pour  le  variant  du  BDNF  (20‐30%  de  la  population 

caucasienne), il a été montré que ce polymorphisme est impliqué d’une part, dans des défauts 

de  mémoire,  et  d’autre  part  augmente  la  susceptibilité  de  développer  des  maladies 

neuropsychiatriques (Chen et al., 2004; Hariri et al., 2003). 

 

2.4.3. Sécrétion du BDNF 

Comme  vu  précédemment,  le  BDNF  est  stocké  dans  les  vésicules  trans‐golgiennes 

avant d’être libéré dans l’espace extracellulaire. La sécrétion des vésicules de BDNF peut se 

faire de deux manières : de  façon  constitutive,  c’est‐à‐dire permanente mais non  régulée 

(essentiellement au niveau du  soma) ou de  façon  régulée  (essentiellement au niveau des

neurites) (Figure 23, Brigadski et al., 2005). La sécrétion régulée du BDNF peut être déclenchée 

soit  par  une  dépolarisation  de  la  membrane  (Lessmann  et  al.,  2003)  provoquant  une 

augmentation  cytoplasmique  de  calcium  et  d’AMPc  (Cheng  et  al.,  2011)  ou  soit  par  des 

facteurs extracellulaires  incluant  les neurotrophines elles‐mêmes  (Krüttgen et al., 1998). Le 

pro‐domaine du BDNF peut interagir avec la sortiline, un récepteur situé majoritairement dans 

l’espace intracellulaire (Nielsen et al., 2001), contrôlant ainsi le mode de sécrétion du BDNF 

(Chen et al., 2005). De plus, le domaine mature du BDNF peut se lier à la carboxypeptidase E 

pour permettre un adressage du BDNF dans des vésicules de sécrétion pour une exocytose 

régulée (Figure 23 ; Lou et al., 2005). 

Durant  la  différenciation  des  axones  et  des  dendrites,  la  sécrétion  de  BDNF  est 

davantage localisée à l’extrémité des axones. Le BDNF sécrété permet une auto‐amplification 

de la sécrétion de BDNF dont découle la stabilisation de l’initiation axonale et de la croissance 

via  l’AMPc  (Cheng  et  al.,  2011).  Après  la  synaptogenèse,  la  sécrétion  de  neurotrophines 

semble être localisée dans les régions pré et post‐synaptiques des neurones, afin d’effectuer 

leurs actions synaptiques. Le BDNF peut être libéré du côté post‐synaptique (Lang et al., 2007) 

mais  également en  présynaptique. Ces données  suggèrent que  la  sécrétion  spontanée de 

BDNF prend place à la synapse. La sécrétion de BDNF à partir de l’élément présynaptique est 

également  possible  via  un  transport  antérograde  et  un  transfert  axodendritique  de 

neurotrophines in vivo (von Bartheld et al., 1996; Altar et al., 1997; Baquet et al., 2004) et in 
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vitro  sur  cultures  corticales  de  neurones  (Kohara  et  al.,  2001).  Cependant,  au  niveau des 

neurones,  la  source  de  BDNF  à  la  synapse  reste  controversée.  En  effet  certaines  études 

trouvent que le BDNF est sécrété seulement par l’élément présynaptique  (Dieni et al., 2012; 

Jia et al., 2010; Zakharenko et al., 2003), alors que d’autres études montrent une sécrétion au 

niveau des deux compartiments synaptiques (Hall et al., 2000; Matsuda et al., 2009; Patterson 

et al., 1992). De plus, la présence de TrkB à la fois en pré et en post‐synaptique suggère que 

même si  le BDNF n’est pas synthétisé en post‐synaptique,  le BDNF  libéré en présynaptique 

peut‐être  recapturé par  l’élément post‐synaptique  via  l’endocytose de BDNF/TrkB et  ainsi 

peut devenir une source additionnelle de BDNF synaptique pouvant être libérée en réponse à 

un stimulus (Santi et al., 2006). 

Une étude sur culture de neurones hippocampiques a montré que la sécrétion de BDNF 

axonale nécessite une stimulation plus  importante qu’au niveau des dendrites  (Matsuda et 

al., 2009). En effet, une stimulation haute fréquence (environ 100 Hz) est nécessaire pour que 

le  BDNF  soit  sécrété  dans  l’axone  présynaptique  (Zakharenko  et  al.,  2003),  alors  qu’une 

stimulation  basse  fréquence  (1‐10  Hz)  est  suffisante  pour  provoquer  une  sécrétion 

dendritique  de  BDNF  (Matsuda  et  al.,  2009).  Cette  différence  pourrait  s’expliquer  par  la 

présence de  récepteurs NDMA post‐synaptiques qui,  comme  vu précédemment,  sont une 

source d’entrée de calcium dans les neurones facilitant ainsi l’exocytose des neurotrophines.  

 La sécrétion neuronale du pro‐BDNF reste encore controversée. Des études réalisées 

in vitro, en l’absence de cellules gliales et en présence d’inhibiteur de la plasmine, ont mis en 

évidence la présence du pro‐BDNF dans le milieu extracellulaire (Teng et al., 2005; Yang et al., 

2009). D’autres études n’ont toutefois pas réussi à détecter de sécrétion de pro‐BDNF par les 

neurones  (Matsumoto  et  al.,  2008).  Ceci  pourrait  s’expliquer  par  le  fait  qu’une  fois  dans 

l’espace extracellulaire,  le pro‐BDNF pourrait être rapidement transformé en mBDNF grâce 

aux MMP3 et MMP7 d’une part et par la plasmine d’autre part. (Lee et al., 2001; Pang et al., 

2004).  

 

2.5. Récepteurs du BDNF 

Les neurotrophines peuvent se fixer sur deux catégories de récepteurs : les récepteurs 

neurotrophiques p75NTR et  les récepteurs de  la famille des tyrosines kinases,  incluant TrkA, 



 58  Introduction : Facteur neurotrophique issu du cerveau 

TrkB et TrkC. Toutes les neurotrophines ont la même affinité pour les récepteurs p75NTR, en 

revanche,  chaque  récepteur  Trk  interagit  avec  différentes  neurotrophines.  Ainsi,  le  NGF 

interagit avec les récepteurs TrkA, le BDNF et la NT4 avec les récepteurs TrkB et enfin la NT3 

active les récepteurs TrkC.  

Il a été montré que le pro‐BDNF a une forte affinité pour les récepteurs p75NTR et une 

faible affinité pour  les récepteurs TrkB. Au contraire,  le mBDNF est bien plus affin pour  les 

récepteurs TrkB que pour les récepteurs p75NTR (Figure 24, Teng et al., 2005). Et de manière 

intéressante, ces deux récepteurs ont des rôles opposés (nous allons développer ces différents 

rôles par la suite dans la partie « 2.6 Rôles du BDNF ») (Lee et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Les récepteurs du BDNF: p75NTR et TrkB. Le récepteur p75NTR est constitué de quatre régions 
riches en cystéines (en anglais : cysteine­rich clusters 1­4 ou CR1‐4) qui permet la fixation du pro‐BDNF 
et il possède un domaine  intracellulaire de mort. Le récepteur TrkB est constitué de deux domaines 
riches en cystéines (en anglais : cysteine­rich clusters 1­2 ou C1‐2), de répétitions riches en leucines (en 
anglais : leucine­rich repeats 1­3 ou LRR1‐3), de deux domaines semblables aux immunoglobulines (en 
anglais : immunoglobulin­like domains 1­2 ou Ig1‐2) et d’un domaine intracellulaire tyrosine kinase. Le 
récepteur  TrkB  peut  exister  sous  deux  isoformes :  TrkB‐FL  (en  anglais:  Full  length)  composés  du 
domaine tyrosine kinase intracellulaire et TrkB‐T (en anglais : TrkB­truncated) sans ce domaine tyrosine 
kinase (Huang and Reichardt, 2003). 

 

2.5.1. TrkB 

Le  récepteur  TrkB  est  une  protéine  transmembranaire  hautement  glycosylée 

appartenant à la superfamille des récepteurs à activité tyrosine kinase. Le récepteur TrkB est 

composé de trois régions différentes (Reichardt, 2006). La région extracellulaire est composée 
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de deux domaines riches en cystéines entre lesquelles s’intercalent trois domaines riches en 

leucine suivis de deux domaines semblables aux  immunoglobulines qui constituent  la zone 

d’interaction avec le mBDNF. TrkB est également constitué d’une région transmembranaire et 

d’une partie  intracellulaire où se trouve  le domaine tyrosine kinase (Figure 24). L’activation 

de  ce  récepteur  est  stimulée  par  la  dimérisation  induite  par  le  mBDNF  et  la 

transphosphorylation des tyrosines (Huang and Reichardt, 2003). La région intracellulaire de 

TrkB est entourée par plusieurs tyrosines qui forment le site de phosphorylation nécessaire à 

l’activation de  la cascade de signalisations et contient des sites de fixation pour  la protéine 

adaptatrice Shc (en anglais : Src homologous and collagen­like adaptor protein ou Shc) et pour 

la phospholipase C γ (en anglais : phospholipase C gamma ou PLCγ).  

Le recrutement de ces protéines adaptatrices aboutit à  l’activation de trois voies de 

signalisations majeures dont :  celles  de  la  PI3K,  de  ERK  (en  anglais :  extracellular  signal­

regulated kinase) et de  la PLCγ  (Figure 25 ; Huang and Reichardt, 2001; Kaplan and Miller, 

2000). Ces voies conduisent à la phosphorylation et à l’activation du facteur de transcription 

CREB qui peut induire la transcription de nombreux gènes influençant la survie neuronale, la 

plasticité et les performances cognitives (Lonze and Ginty, 2002). La voie des PI3k conduit à 

l’activation de  la  kinase Akt  (ou protéine  kinase B), qui  inhibe  l’activation des  gènes pro‐

apoptotiques (Brunet et al., 1999; Datta et al., 1997; del Peso et al., 1997). La voie PLCγ est 

également mise en jeu dans des mécanismes de survie cellulaire mais aussi dans la plasticité 

synaptique et la neurotransmission. Enfin, la voie MEK (en anglais : MAPK (mitogen­activated 

protein  kinase)/  ERK  kinase)  déclenche  l’activation  et  la  translocation  du  facteur  de 

transcription CREB. Ce  facteur est  responsable de  la  transcription de gènes essentiels à  la 

prolifération  et  à  la  survie  cellulaires,  la  différenciation  des  neurones,  la  formation  des 

neurites et  stimule également  l’activité et/ou  l’expression des protéines anti‐apoptotiques 

(Reichardt, 2006; Riccio et al., 1999). 

Il existe trois isoformes pour le récepteur TrkB (Figure 24; Huang and Reichardt, 2003): 

une forme entière TrkB‐FL (en anglais : TrkB full length) et deux formes tronquées à l’extrémité 

C‐terminale  TrkB‐T1  et  TrkB‐T2  (en  anglais :  TrkB­truncated).  Les  formes  tronquées sont 

capables de lier le mBDNF avec la même affinité que les récepteurs TrkB‐FL, mais l’absence du 

domaine  tyrosine kinase et du  site de  fixation de  la PLCγ  fait que  leurs  fonctions peuvent 

différer et sont encore méconnues. Certaines études suggèrent que le TrkB‐T1 pourrait inhiber 
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l’induction  de  la  cascade  de  signalisations  déclenchée  par  l’activation  de  TrkB‐FL  en 

séquestrant  le  BDNF  (Biffo  et  al.,  1995;  Fenner,  2012).  Une  autre  étude  propose  que 

l’activation de ces récepteurs tronqués soit, tout de même, impliquée dans des mécanismes 

de survie et de prolifération neuronales via un mécanisme impliquant le calcium (Islam et al., 

2009). 

 

Figure  25:  Signalisation  intracellulaire  induite  par  l'interaction  entre  le  BDNF  et  ses  récepteurs. 
L’activation du récepteur TrkB induit des signaux intracellulaires de survie via les voies de signalisations 
ERK1/2, PI3K/Akt et PLC‐γ. TrkB recrute et augmente la phosphorylation de PLC‐γ et de Shc qui active 
respectivement PI3K et ERK1/2. La fixation du pro‐BDNF sur les récepteurs p75NTR induit une activation 
de NF‐κB et  JNK, module  l’activité de RhoA et  recrute des protéines adaptatrices, qui  se  fixent au 
domaine intracellulaire de p75NTR, tels que : NRIF, NADE (neurotrophinassociated cell death executor), 
NRAGE, SC1 et RIP2. Ces protéines peuvent exercer des effets sur  l’apoptose,  la survie,  l’élongation 
des neurones et sur l’arrêt de leur croissance (Chao, 2003). 

 

2.5.2. p75NTR 

Le récepteur p75NTR est le premier récepteur aux neurotrophines à avoir été isolé ; c’est 

une glycoprotéine transmembranaire  initialement  identifiée comme un récepteur de  faible 

affinité  pour  le NGF,  puis  pour  le  BDNF  (Rodriguez‐Tébar  et  al.,  1990).  Il  appartient  à  la 

superfamille des  récepteurs des  facteurs de nécrose  tumorale  (en anglais : Tumor necrosis 

factor ou TNF).  Il est composé de  trois domaines : un domaine extracellulaire avec quatre 

motifs riches en cystéines, un simple domaine transmembranaire et un domaine de mort au 
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niveau cytoplasmique qui est similaire aux domaines présents sur les autres protéines de cette 

famille (Figure 24; He and Garcia, 2004; Liepinsh et al., 1997). Ce récepteur est connu pour lier 

les pro‐neurotrophines et activer des voies de signalisations opposées à celles engagées lors 

de l’activation de TrkB. Plusieurs protéines adaptatrices sont capables de se lier au domaine 

cytoplasmique  de  p75NTR dont NRIF  (en  anglais :  neurotrophin­receptor  interacting  factor) 

(Casademunt  et  al.,  1999;  Linggi  et  al.,  2005), NRAGE  (en  anglais :  neurotrophin­receptor­

interacting melanoma­associated antigen homologue) (Salehi et al., 2000), SC1 (en anglais : 

Schwann  cell  1),  TRAF6  (en  anglais:  tumor  necrosis  factor­  receptor  associated  factors  6) 

(Khursigara et al., 1999; Ye et al., 1999) et RIP2 (en anglais : receptor­interacting protein 2) 

(Figure 25 ; Hempstead, 2002; Roux and Barker, 2002). 

L’activation  du  récepteur  p75NTR  et  le  recrutement  de  ces  différentes  protéines 

adaptatrices provoquent une augmentation de JNK (en anglais : Jun N­terminal kinase) et de 

NF‐κB  (en  anglais :  nuclear  factor­kappa  B)  (Roux  and  Barker,  2002).  Ces  réponses 

intracellulaires vont engendrer un effet  sur  l’apoptose,  la  survie et  la mort  cellulaire mais 

également sur  l’arrêt de  la croissance  (Hempstead, 2002). p75NTR module aussi  l’activité de 

RhoA  (en  anglais :  Ras  homolog  gene  family,  member  A)  qui  est  impliqué  dans  les 

changements du cytosquelette et dans la croissance des neurites (Figure 25 ; Chao, 2003).  

p75NTR peut avoir un effet par lui‐même mais peut également interagir avec différents 

partenaires protéiques pour former des complexes multimériques avec d’autres récepteurs 

(Figure 26). Ces complexes induisent différentes réponses intracellulaires comme l’apoptose, 

l’inhibition  de  la  pousse  neuritique  et  la myélinisation  (Barker,  2004; Gentry  et  al.,  2004; 

Bandtlow and Dechant, 2004). Un des partenaires du récepteur p75NTR est la sortiline (Nykjaer 

et al., 2004). Elle peut se lier spécifiquement au pro‐domaine du BDNF et servir de corécepteur 

au  récepteur p75NTR afin de provoquer  la mort neuronale  (Teng et al., 2005). Une étude a 

montré que lorsque l’interaction entre le pro‐BDNF et la sortiline/p75NTR était bloquée, l’action 

apoptotique du pro‐BDNF sur des cultures de neurones sympathiques était abolie (Teng et al., 

2005). Les récepteurs TrkB ont également été  identifiés comme étant des corécepteurs de 

p75NTR (Hempstead et al., 1991). L’activation du complexe p75NTR/TrkB par les neurotrophines 

provoque une augmentation de la signalisation induite par Trk et promeut la survie cellulaire 

(Figure 26).  
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Figure 26: Les différents partenaires du récepteur p75NTR. L’interaction entre les neurotrophines et le 
récepteur p75NTR peut engendrer une mort cellulaire ou une myélinisation, ces mécanismes impliquent 
les  voies NRAGE, NADE, NRIF,  TRAF6  ou  TRAF2.  Le  récepteur  p75NTR  peut  également  former  des 
complexes avec d’autres récepteurs comme Trk ou la sortiline, l’activation de ces complexes par les 
neurotrophines engendre alors respectivement la survie et la mort cellulaire (Lu et al., 2005). 

 

2.6. Rôles du BDNF 

Les récepteurs TrkB et p75NTR sont tous les deux exprimés dans le SNC et sont parfois 

présents sur  la même cellule. Le BDNF est  impliqué dans de nombreux rôles au niveau du 

SNC dont la survie ou la mort neuronale, la différenciation cellulaire et axonale, ainsi que la 

plasticité synaptique. Il est donc important de comprendre les circonstances donnant au BDNF 

ses effets différentiels. Il est devenu logique de penser que le devenir de la cellule dépend du 

contexte cellulaire des récepteurs présents à sa surface ainsi que de la sécrétion de pro ou de 

mBDNF.  

 

2.6.1. Rôles du BDNF mature  

Le développement du circuit neuronal implique différentes étapes incluant : la survie 

et  la  différenciation  des  cellules  souches  neurales,  la  différenciation  des  axones  et  des 

dendrites, la croissance et la guidance axonale, la formation et la maturation des synapses et 

enfin  le perfectionnement du circuit en développement. Le BDNF a un  rôle essentiel dans 
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toutes ces étapes de développement des circuits neuronaux. Le rôle de survie du BDNF mature 

est très bien établi (Huang and Reichardt, 2001), celui‐ci est possible via une interaction avec 

le récepteur TrkB (Huang and Reichardt, 2003). 

 

2.6.1.1. mBDNF et survie cellulaire 

Survie et différenciation des cellules souches neurales : 

Avant la différenciation neuronale, le BDNF joue déjà un rôle dans la régulation de la 

survie et dans  la différenciation des cellules souches neurales. En effet,  les cellules souches 

neurales sont capables d’exprimer les récepteurs TrkB et p75NTR à leur surface (Ahmed et al., 

1995; Lachyankar et al., 1997). Des études in vitro sur des cultures de cellules souches neurales 

corticales et hippocampiques d’embryons de souris montrent que l’ajout de BDNF favorise la 

survie et la différenciation des cellules souches en neurones (Ahmed et al., 1995; Shetty and 

Turner, 1998). Jones et collaborateurs ont également montré que le BDNF était nécessaire à 

la différenciation neuronale : la délétion du BDNF chez des souris provoque une inhibition de 

la différenciation des interneurones (Jones et al., 1994). Ces résultats suggèrent donc que le 

BDNF est essentiel  lors des premiers stades du développement et principalement  lors de  la 

différenciation neuronale. Cependant, après la différenciation neuronale, le BDNF ne semble 

pas indispensable à la survie des neurones mais nécessaire à la croissance de leurs neurites 

(Ahmed et al., 1995). Une  autre étude a montré que des  cellules  souches embryonnaires 

exprimant seulement les récepteurs TrkA ou TrkC meurent en l’absence de leur neurotrophine 

respective alors qu’au contraire,  lorsque ces cellules expriment seulement TrkB,  leur survie 

n’est pas affectée en l’absence de BDNF (Nikoletopoulou et al., 2010).  

D’autres études  se  sont  intéressées à  l’effet du BDNF  sur  la  survie ainsi que  sur  la 

différenciation  des  cellules  souches  neurales  chez  l’adulte  au  niveau  du  gyrus  denté  de 

l’hippocampe et dans la zone sous ventriculaire. Chez le rat, une infusion directe de BDNF ou 

une  surexpression de BDNF par des adénovirus dans  le gyrus denté ou dans  la  zone  sous 

ventriculaire provoquent une augmentation du nombre de nouveaux neurones dans ces zones 

(Figure 27; Scharfman et al., 2005; Benraiss et al., 2001). Au  contraire, des  souris adultes 

déficientes en BDNF ou en TrkB présentent une diminution de  la survie et de  la genèse de 

nouvelles  cellules  hippocampiques  (Bergami  et  al.,  2008;  Sairanen  et  al.,  2005).  Cet  effet 

bénéfique du BDNF sur les cellules souches neurales adultes semble être médié par TrkB car 
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la  réduction  de  l’expression  de  TrkB  dans  ces  cellules  montre  une  altération  de  leur 

prolifération et de la neurogenèse chez les souris adultes (Bath et al., 2008; Li et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  27:  Le  BDNF  induit  de  la  neurogenèse  hippocampique  chez  des  rats  adultes.  Coupes  de 
cerveaux  de  rats  après  l’injection ou  non  de  BDNF  dans  l’hippocampe.  Les  cellules  doublement 
marquées (flèches) : avec du bromodésoxyuridine (pour voir la prolifération cellulaire, ici en noire) et 
avec  du NeuN  (marquage  des  neurones,  ici  en marron)  représentent  des  neurones  nouvellement 
générés. Après injection de BDNF (B), il y a une augmentation de la synthèse de nouveaux neurones 
dans les couches granulaires de l’hippocampe en comparaison à l’injection d’une solution contrôle (A). 
GCL = granule cell layer, PCL = pyramidal cell layer (Scharfman et al., 2005). 

 

Survie des neurones différenciés : 

Il a été montré que  le BDNF augmentait  la survie de certaines sous populations de 

neurones du SNC et sensoriels (Barde, 1989). Cet effet est médié par l’interaction du mBDNF 

avec  les  récepteurs  TrkB  et,  par  conséquence,  par  l’activation  de  voies  qui  augmentent 

l’expression des  gènes de  survie  cellulaire  (Chao,  2003;  Reichardt,  2006).  La  notion  selon 

laquelle chaque neurotrophine dont le BDNF, favorise la survie de populations spécifiques de 

neurones du SNC est largement fondée sur les résultats d’études sur des cultures cellulaires 

(Meyer‐Franke  et  al.,  1995),  sur  des  expériences  impliquant  une  axotomie  de  cellules 

ganglionnaires rétiniennes (en anglais : retinal ganglion cells ou RGC) (Shen et al., 1999) et sur 

des cultures de neurones moteurs (Hanson et al., 1998). Au contraire, une étude impliquant 
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des souris déficientes conditionnelles pour  le BDNF montre que  l’absence de BDNF n’induit

pas de diminution significative du nombre de neurones mais conduit à une réduction dans la 

complexité des dendrites et dans la densité des épines (Rauskolb et al., 2010). Cette étude et 

celle de Nikoletopoulou et collaborateurs, sur les cellules souches neuronales, suggèrent que 

le BDNF n’est pas un facteur de survie mais un facteur de différenciation pour  la plupart des 

neurones du SNC (Nikoletopoulou et al., 2010).  

 

2.6.1.2. mBDNF, différenciation et croissance des neurites 

Une étude sur des cultures de neurones hippocampiques montre que l’ajout de BDNF 

extracellulaire  sur des neurites non différenciées augmente  leur différenciation en axones 

(Shelly et al., 2007). Cet effet est médié par le récepteur TrkB qui accroît l’activité de l’AMPc 

et PKA, qui vont elles‐mêmes activer d’autres enzymes (Barnes et al., 2007; Kishi et al., 2005), 

conduisant  aux  modifications  du  cytosquelette  associées  à  la  formation  de  l’axone.  De 

manière  intéressante,  le  BDNF  endogène  sécrété  par  le  neurone  lui‐même  contribue  à 

l’initiation axonale. Une étude portant sur la transfection des neurones hippocampiques avec 

des shRNA (en anglais : short hairpin RNA), montre que la diminution de la synthèse de BDNF 

provoque  une  altération  de  l’initiation  axonale  contrairement  aux  neurones  voisins  non 

transfectés (Cheng et al., 2011). De plus, l’augmentation intracellulaire d’AMPc et de calcium 

induit un accroissement de  la sécrétion de BDNF et de  l’activation de TrkB  (Krüttgen et al., 

1998). Une boucle d’auto‐amplification locale est alors établie (la sécrétion de neurotrophines 

induit une sécrétion de neurotrophines) résultant d’une activité locale et persistante d’AMPc 

et de PKA suffisante pour induire l’initiation axonale (Cheng et al., 2011).  

Dans des  cultures de neurones, un gradient extracellulaire de neurotrophines peut 

provoquer un changement chimiotropique des cônes de croissance axonaux (Figure 28; Song 

et al., 1997). Cette fonction de guidage axonal est également retrouvée in vivo: une étude a 

montré que les axones des neurones sensoriels pouvaient se diriger vers des billes contenant 

du BDNF (Tucker et al., 2001). La sécrétion locale de BDNF par le corps cellulaire ou par des 

dendrites augmente la croissance et le branchage des dendrites voisines (à environ 4,5µm du 

site de sécrétion du BDNF) (Horch and Katz, 2002). In vivo, l’infusion de BDNF chez le Xenopus 

laevis au niveau du  tectum optique augmente également  le branchement et  la complexité 

dans les axones des RGC. De plus, l’injection d’anticorps contre le BDNF à l’effet opposé, ce 
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qui montre le rôle du BDNF endogène dans la régulation de la croissance axonale (Cohen‐Cory 

and Fraser, 1995). Au contraire, d’autres études tendent à prouver que des souris dépourvues 

ou avec une réduction de l’expression de BDNF ou de TrkB, ne présentent pas d’altération de 

la morphologie ni des projections axonales (Lyckman et al., 2005; Martínez et al., 1998). Ceci 

peut s’expliquer par des effets compensatoires des autres neurotrophines ou la présence de 

facteurs d’orientation.  

 

Figure 28: Le BDNF  induit un effet attractif sur les cônes de croissance. Culture de neurones de X. 
laevis auquel est ajouté un gradient de différentes molécules à l’aide d’une pipette (p) près des cônes 
de croissance. La mesure de  l’extension et de  l’orientation des neurites s’effectue une heure après 
l’ajout du gradient (T+1h). A) En présence d’un gradient de BDNF, les cônes de croissance sont attirés 
vers la pipette. B) En présence de BDNF mais d’une faible concentration en calcium, la croissance des 
neurites n’est plus orienté vers  la pipette. C) En présence de Rp‐cAMPS  (analogue compétiteur de 
l’AMPc),  la  croissance  des  cônes  se  poursuit  à  l’opposé  de  la  pipette.  Les  graphiques  au  centre 
représentent les tracés des résultats de 15 neurones pour chaque expérience. L’origine du graphique 
correspond au lieu de départ du cône de croissance (à T0), la flèche indique la direction du gradient 
(p= pipette). Les graphiques de droite représentent  l’extension des différentes neurites (en µm) en 
fonction de l’angle de rotation du cône de croissance 1h après les différents traitements  (Song et al., 
1997). 
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Au‐delà de leur action sur la croissance des axones et des dendrites, l’endocytose des 

complexes BDNF/TrkB et leur transport dans les neurones affectent la croissance des neurites 

éloignés du lieu d’endocytose. Par exemple, l’infusion de BDNF chez le X. laevis au niveau du 

tectum  optique  augmente  localement  la  croissance  axonale  des  RGC  mais  également 

l’arborisation dendritique des RGC dans  la rétine. De manière  intéressante,  l’ajout de BDNF 

directement dans  les dendrites des RGC dans  la  rétine,  inhibe  leur  croissance  (Lom et al., 

2002). Il y a donc une différence entre l’effet local ou à distance du BDNF, ce qui suggère que 

la  signalisation  des  complexes  BDNF/TrkB  à  la membrane  plasmique  diffère  de  celle  des 

complexes BDNF/TrkB des endosomes. D’autres études plaident en faveur d’un effet du BDNF 

à distance par rapport à son lieu d’endocytose (Caleo et al., 2003; Mandolesi et al., 2005). 

 

2.6.1.3. mBDNF et synapses  

Augmentation de la synaptogenèse : 

Chez les têtards X. laevis, l’infusion de BDNF exogène dans le tectum optique augmente 

la  densité  de  l’immunomarquage  de  protéines  synaptiques  ce  qui  suggère  que  le  BDNF 

augmente la synaptogenèse (Alsina et al., 2001). Ce rôle du BDNF peut être attribué en partie 

au fait que le BDNF induit une augmentation de l’arborisation axonale et dendritique (Figure 

29  ;  Cohen‐Cory  and  Fraser,  1995; McAllister  et  al.,  1996,  1995),  ce  qui  augmenterait  la 

probabilité d’une rencontre physique entre les axones et les dendrites. Plusieurs études ont

montré que le BDNF est impliqué à la fois dans la maturation fonctionnelle et morphologique 

des synapses neuromusculaires. Le rôle du BDNF sur la modulation synaptique a été dans un 

premier temps découvert sur des cultures de neurones spinaux de X.  laevis et de myocytes 

(Lohof et al., 1993), chez lesquels l’ajout de BDNF recombinant augmente l’activité synaptique 

en quelques minutes. De plus,  l’exposition prolongée de BDNF  exogène  sur des  synapses 

neuromusculaires  immatures  pendant  quelques  jours  conduit  à  une  accélération  de  la 

maturation de ces synapses avec une augmentation des courants synaptiques spontanés et 

un accroissement du nombre de protéines de vésicules synaptiques dont la synaptophysine 

et la synapsine 1 (Wang et al., 1995). 
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Figure 29: Le BDNF induit une augmentation de l'arborisation des cellules ganglionnaires rétiniennes 
(RGC).  A)  Tête  de  têtard  X.  laevis.  B)  Zoom  de  l’image  (A)  montrant  le  tectum  optique  avec 
l’arborisation neuronale d’une RGC  fluorescente. C) Schémas  représentatifs de  l’arborisation d’une 
RGC au cours du temps après injection tectale d’un anticorps contrôle, anti‐BDNF ou de BDNF. Après 
24h, l’extension des branchements des RGC chez les têtards traités avec du BDNF est plus importante 
en comparaison au contrôle et à l’injection d’anticorps anti‐BDNF (Cohen‐Cory and Fraser, 1995). 

 

Sur  des  cultures  de  neurones  hippocampiques,  le  BDNF  exogène  augmente  la 

formation de synapses excitatrices et inhibitrices (Vicario‐Abejón et al., 1998). Ces effets sur 

la  synaptogenèse  et  la maturation  sont  en  accord  avec  l’action  des  neurotrophines  dans 

l’augmentation de l’expression de nombreuses protéines synaptiques dont les enzymes pour 

la  synthèse des neurotransmetteurs, des protéines des  vésicules  synaptiques et des  sous‐

unités des récepteurs des neurotransmetteurs post‐synaptiques (Vicario‐Abejón et al., 2002). 

Fait  intéressant, un court  train de potentiels d’action présynaptiques convertit rapidement 

des contacts non  fonctionnels entre  les neurones hippocampiques en culture en  synapses 

fonctionnelles ; cet effet peut‐être imité en appliquant du BDNF exogène (Shen et al., 2006). 

Le BDNF régule également la maturation des synapses GABAergiques, dans le cortex visuel en 

développement : en effet la surexpression de BDNF chez des souris provoque une maturation 

accélérée de l’innervation et de l’inhibition GABAergique (Huang et al., 1999). 
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Modulation de l’efficacité synaptique : 

L’ajout  de  BDNF  recombinant  sur  des  tranches  de  cerveau  et  sur  des  cultures  de 

neurones, augmente l’efficacité des synapses excitatrices (Bolton et al., 2000; Carmignoto et 

al., 1997; Kang and Schuman, 1995) et diminue l’efficacité des synapses inhibitrices (Bolton et 

al., 2000; Tanaka et al., 1997). Ces effets modulateurs sont médiés par le changement soit de 

l’efficacité de la libération présynaptique de neurotransmetteur suite à une activité neuronale 

(Boulanger and Poo, 1999; Lessmann et al., 1994), soit par  l’amplitude de  la réponse post‐

synaptique induite par les neurotransmetteurs (Levine et al., 1995). Par exemple, le BDNF est 

responsable  d’une  augmentation  de  la  libération  de  glutamate  via  TrkB,  grâce  à  une 

augmentation de la phosphorylation de la synapsine I dépendante de MAPK (Jovanovic et al., 

2000) et de l’expression de Rab3A (en anglais : ras­associated binding protein ou Rab) (Alder 

et  al.,  2005;  Thakker‐Varia  et  al.,  2001).  L’amélioration  des  réponses  excitatrices  post‐

synaptiques peut être provoquée par une plus forte conductance des récepteurs NMDA via la 

phosphorylation des sous‐unités de ce récepteur par TrkB (Lin et al., 1998; Suen et al., 1997). 

TrkB peut également phosphoryler la sous‐unité GluR1 des récepteurs AMPA via la CaMKII (en 

anglais : calmodulin kinase II) ou via la PKC, ce qui peut améliorer la réponse post‐synaptique 

en  permettant  l’insertion  de  cette  sous‐unité  à  la membrane  (Caldeira  et  al.,  2007a). De 

manière intéressante, une étude a démontré que des augmentations aigues ou progressives 

de BDNF pourraient avoir des effets opposés sur l’efficacité des synapses excitatrices en raison 

d’une cinétique différentielle de  l’activation de TrkB et de  la signalisation en aval  (Ji et al., 

2010). Ceci suggère que l’aspect temporel de la signalisation médié par TrkB est essentiel pour 

la régulation de l’efficacité synaptique. Contrairement à son effet facilitateur sur les synapses 

excitatrices, la signalisation BDNF/TrkB supprime l’amplitude des courants post‐synaptiques 

inhibiteurs. Soit par une régulation négative du transport des ions Cl‐ dans les cellules post‐

synaptiques (Wardle and Poo, 2003) ou bien par une régulation négative de l’expression à la 

surface des sous‐unités GABAa (Jovanovic et al., 2004; Lu et al., 2010). De plus, le BDNF peut 

agir  indirectement  sur  l’activité  synaptique par des  facteurs  trans‐synaptiques. Une  autre 

étude a montré que la signalisation post‐synaptique BDNF/TrkB pouvait induire un relargage 

d’endocannabinoïdes qui agiraient comme facteurs rétrogrades, afin de réduire la fréquence 

de relargage spontanée de GABA présynaptique (Lemtiri‐Chlieh and Levine, 2010). 
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Modulation structure synaptique : 

Le BDNF  joue également un  rôle dans  la modification de  la structure des synapses. 

L’induction  de  LTP  sur  des  synapses  matures  excitatrices  est  accompagnée  par  des 

changements  post‐synaptiques  persistants  comme  une  augmentation  du  nombre  et  du 

volume d’épines dendritiques (Figure 30, Kasai et al., 2010). Le BDNF est capable d’induire des 

changements  structurels  via  l’activation des  récepteurs TrkB qui  vont activer  la  voies  ERK 

(Alonso et al., 2004), TRPC (en anglais : transient receptor­potentiel cation channel subfamily 

C) (Amaral and Pozzo‐Miller, 2007) et la voie PI3K/Akt (Kumar et al., 2005). Les modifications 

structurelles des épines dendritiques dépendent du changement persistant du cytosquelette. 

Dans  l’hippocampe adulte,  l’activation de  la signalisation de BDNF/TrkB stimule  les petites 

GTPases dépendantes de la polymérisation de l’actine via la voie PAK‐cofilin (en anglais : p21­

activated  kinase­cofilin,  deux  régulateurs  de  l’actine  impliqués  dans  la  morphologie  des 

épines). Ce qui provoque une augmentation de la polymérisation de l’actine dans les épines 

dendritiques  (Rex  et  al.,  2007).  Cette  polymérisation  de  l’actine  est  nécessaire  au 

développement de la LTP tardive (Fukazawa et al., 2003). La stabilisation des microtubules est 

également indispensable pour la LTP induite par des stimulations hautes fréquences (Jaworski 

et al., 2009), elle  favorise  les changements morphologiques des épines  (Gu et al., 2008) et 

l’accumulation de PSD95 (en anglais : postsynaptic density protein 95) dans le compartiment 

post‐synaptique (Hu et al., 2011). 

 

Figure 30: Le BDNF augmente la densité synaptique des neurones pyramidaux hippocampiques chez 
le rat. Tranches de cerveau de rat transfectées avec un plasmide codant pour la protéine fluorescente 
en  jaune :  YFP.  A) Marquage  immunohistochimique  contre  NeuN  (en  rouge)  pour  identifier  les 
différents sous‐champs hippocampiques (CA1‐3 et GD), le carré blanc indique la zone sélectionnée à 
partir de  laquelle  les neurones pyramidaux ont  été  choisis pour  l’imagerie  confocale. B) Neurone 
pyramidal  CA1  représentatif  surexprimant  YFP  (en  vert).  C)  L’ajout  de  BDNF  sur  des  tranches 
d’hippocampe augmente le nombre d’épines dendritiques par comparaison avec des neurones non‐
traités (en anglais : serum­free ou SF). D) Quantification du nombre d’épines par 10µm de dendrites 
apicales (adapté de : Alonso et al., 2004). 



 

 

71 Introduction : Facteur neurotrophique issu du cerveau 

Au niveau des synapses hippocampiques,  l’élargissement persistant des épines dû à 

l’activité synaptique dépend de la sécrétion de BDNF endogène et de la synthèse de protéines 

(Tanaka et al., 2008). Ainsi, le BDNF sécrété peut agir en tant que signal autocrine ou paracrine 

pour induire la synthèse de protéines permettant un changement morphologique des épines. 

De plus, la synthèse locale de BDNF dans les dendrites participerait à la plasticité structurale. 

In vitro, dans des cultures de neurones hippocampiques, la phosphorylation de la kinase eEF2 

(en anglais : eukaryotic elongation factor 2) dépendrait de la traduction locale de BDNF dans 

les dendrites et pourrait augmenter à la fois la maturation et la densité des épines (Verpelli et 

al., 2010). Toutefois, aucune preuve directe n’existe montrant que  l’induction de  la LTP est 

capable de déclencher la synthèse locale de BDNF in vivo.  

 

2.6.1.4. mBDNF et LTP 

Il existe deux modèles pour expliquer  l’action du BDNF dans  la LTP sur  les synapses 

excitatrices (Figure 31). Le BDNF peut être considéré comme un modulateur ou comme un 

médiateur de  la LTP. Plusieurs molécules sont  impliquées dans  la LTP  (Sanes and Lichtman, 

1999) or quelques‐unes seulement sont de vrais médiateurs. Les  fonctions des médiateurs 

sont  directement  influencées  par  l’activité  électrique  induisant  la  LTP  contrairement  aux 

modulateurs. 

Certaines études présentent le BDNF comme un modulateur de la LTP. L’ajout de BDNF 

au niveau de l’hippocampe sur des tranches de cerveau de rat facilite l’induction de la LTP au 

niveau  des  synapses  CA3‐CA1  en  augmentant  l’efficacité  de  la  sécrétion  de 

neurotransmetteurs  au  niveau  présynaptique  (Figurov  et  al.,  1996).  D’autres  études  ont 

montré que la facilitation de la LTP induite par le BDNF dans le gyrus denté est médiée par un 

mécanisme  post‐synaptique  impliquant  une  augmentation  de  l’influx  de  calcium  par  une 

activation des récepteurs NMDA et des canaux calciques voltage‐dépendants  (Kovalchuk et 

al., 2002). Le BDNF exogène peut également accroître la LTP induite par la toxine tétanique 

mais  aussi bloquer  la dépression  à  long  terme  (en  anglais :  long  term depression  ou  LTD) 

induite  par  des  stimulations  à  basses  fréquences,  sur  des  tranches  de  cortex  visuel  sans 

affecter la transmission synaptique basale (Huber et al., 1998; Kinoshita et al., 1999). 
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D’autres  travaux montrent  que  le  BDNF  est  fortement  impliqué  dans  la  plasticité 

synaptique pas seulement en tant que modulateur mais en tant que médiateur de la LTP. Une 

étude a montré que  le BDNF endogène est nécessaire pour  l’induction de  la  LTP dans  les 

cellules pyramidales de l’hippocampe CA1. La délétion du BDNF, de TrkB  (Korte et al., 1995; 

Minichiello et al., 1999) ou le blocage des fonctions de ceux‐ci altèrent la LTP, cependant celle‐

ci peut être restaurée par  l’application de BDNF exogène  (Patterson et al., 1996) ou par  la 

surexpression de BDNF par des virus  (Korte et al., 1996). L’induction de  la LTP par  le BDNF 

implique les récepteurs TrkB et ce mécanisme est dépendant de la PLCγ mais également de la 

phosphorylation de CREB  et de  la CaMKIV  (Minichiello  et  al.,  2002). De plus,  l’interaction 

BDNF/TrkB est nécessaire pour  induire  la  LTP  tardive  (Y.  Lu et al., 2011).  Les  stimulations 

responsables de la LTP provoque une sécrétion de BDNF qui persiste 5‐12 minutes après la fin 

de la stimulation (Aicardi et al., 2004). Cette sécrétion doit persister au niveau extracellulaire 

au moins une heure après l’induction de la LTP pour développer une LTP stable  (Kang et al., 

1997). Comme vu précédemment, la sécrétion de BDNF est nécessaire pour les changements 

structuraux dans les épines dendritiques après une induction de LTP (Tanaka et al., 2008). La 

sécrétion  de  BDNF  permet  soit  une  stabilisation  de  la  LTP  précoce  pour  donner  une  LTP 

tardive, soit directement engendrer l’induction de la LTP tardive. Les mécanismes impliquant 

la LTP  tardive sont distincts de ceux  impliquant  la LTP précoce. Pang et collaborateurs ont 

montré que le mBDNF est suffisant pour l’induction de la LTP tardive. L’ajout de mBDNF sur 

des tranches d’hippocampe après  l’ajout de  la toxine tétanique (qui  induit seulement de  la 

LTP  précoce)  résulte  en  une  LTP  tardive  robuste  (Pang  et  al.,  2004).  De  plus,  le mBDNF 

maintient la LTP tardive sur des tranches d’hippocampe où la synthèse protéique a été inhibée 

pendant toute l’expérience. Ces résultats indiquent que le mBDNF est la clé de la production 

de protéines nécessaires à la LTP tardive.  
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Figure 31: Le BDNF peut  jouer un  rôle de modulateur ou de médiateur de  la LTP. Deux modèles 
peuvent expliquer le rôle du BDNF dans la LTP, ces modèles s’appuyant principalement sur des études 
des synapses collatérales de Schaffer‐CA1 dans l’hippocampe. a) Le BDNF est un modulateur de la LTP. 
L’action du BDNF extracellulaire, libéré constitutivement ou après une dépolarisation neuronale, est 
nécessaire pour permettre des événements cellulaires normaux qui  induisent soit la LTP précoce (E‐
LTP) soit la LTP tardive (L‐LTP). b) Le BDNF est un médiateur de la LTP. La LTP précoce pourrait être 
médiée par l’activation des récepteurs NMDA et des voies Ca2+ et CaMKII. Tandis que la libération de 
BDNF  est  induite  par  une  activité  neuronale,  elle  peut  directement  engendrer  les  événements 
conduisant  à  la  LTP  tardive,  comme  par  exemple  en  déclenchant  la  synthèse  protéique  locale 
nécessaire à la modification structurelle de la synapse. Les lignes en pointillées indiquent les voies qui 
restent à démontrer (Park and Poo, 2013). 

 

Comme  vu précédemment,  la présence du BDNF en pré et en post‐synaptique est 

controversée. Cependant, certains travaux témoignent que pour qu’une stimulation tétanique 

induise une LTP complète,  le BDNF sécrété doit activer  les  récepteurs TrkB en  pré et post 

synaptique. De plus, une autre étude a montré que l’inhibition de la PLCγ dans les neurones 

pré et post‐synaptiques diminue  la  LTP hippocampique a des niveaux  comparables à  ceux 

trouvés  chez  des  souris  déficientes  en  BDNF  ou  TrkB  (Gärtner  et  al.,  2006).  De même, 

l’inhibition en pré et en post‐synaptique de l’activité de TrkB est nécessaire pour abolir la LTP 

(Du et al., 2009). Cependant, selon les protocoles d’induction de la LTP et en fonction du type 

de  synapses,  la  nécessité  de  la  signalisation  BDNF /TrkB  en  pré  ou  post‐synaptique  peut 

différer (Cavuş and Teyler, 1996; Grover and Teyler, 1990). 
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2.6.2. Rôles du pro­BDNF 

Le pro‐BDNF interagit avec les récepteurs p75NTR (Lee et al., 2001) et cette interaction 

engendre des effets opposés à  ceux du mBDNF  avec  le  récepteur TrkB.  L’interaction  pro‐

BDNF/  p75NTR  est  à  l’origine  de  l’inhibition  de  la  prolifération,  de  la migration  et  de  la 

différenciation  des  cellules  souches  neurales  mais  également  du  nombre  de  neurones, 

d’oligodendrocytes et d’astrocytes différenciés (Li et al., 2017). De plus, plusieurs études ont 

montré que cette interaction était impliquée dans des processus de mort cellulaire, de LTD et 

d’élimination synaptique des jonctions neuromusculaires (Je et al., 2012). Mais il a également 

été mis en évidence que le pro‐BDNF est délétère lors d’une lésion de la moelle épinière car il 

diminue la migration et l’infiltration des macrophages dans la lésion  (Wong et al., 2010). Le 

pro‐BDNF joue plusieurs rôles in vivo : il régule la structure hippocampique, la transmission et 

la  plasticité  synaptique.  Il  régule  négativement  la complexité  et  la  densité  des  épines 

dendritiques  dans  l’hippocampe  (Yang  et  al.,  2014).  Cependant,  le  pro‐BDNF  peut  être 

nécessaire pour le développement et la régulation des synapses GABAergiques (Langlois et al., 

2013).  

 

2.6.2.1. Pro­BDNF et mort cellulaire 

Lee et collaborateurs ont  trouvé que  les  ligands qui avaient une  forte affinité pour 

p75NTR  étaient  les  formes  non  clivées  des  neurotrophines :  les  proneurotrophines.  Ils  ont 

montré que  l’interaction de ces proneurotrophines avec  le récepteur p75NTR conduisait à  la 

mort cellulaire. Cet effet est opposé à celui des neurotrophines matures qui, en se liant aux 

récepteurs Trk, induisent la survie des cellules (Lee et al., 2001). Comme vu précédemment, 

le récepteur p75NTR peut former des complexes avec la sortiline, et l’interaction entre le pro‐

domaine du BDNF et  le complexe p75NTR /sortiline provoque  la mort neuronale. En effet, si 

l’on bloque cette interaction sur des cultures de neurones sympathiques, alors l’action pro‐

apoptotique du pro‐BDNF est stoppée (Figure 32; Teng et al., 2005). Cette interaction entre le 

pro‐BDNF et  les récepteurs p75NTR/sortiline augmente  la mort de plusieurs types cellulaires 

dont  les neurones en développement  (Li et al., 2017),  les cellules de Schwann  (Teng et al., 

2005), les motoneurones (Taylor et al., 2012) et les cellules musculaires lisses (Lee et al., 2001). 
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Figure  32:  Le  pro‐BDNF  augmente  la  mort  neuronale  via  une  interaction  avec  les  récepteurs 
p75NTR/Sortiline. Cultures de neurones sympathiques de rat incubés avec du NGF, du mBDNF ou du 
pro‐BDNF  pendant  48h.  A)  Une  immunocytochimie  contre  Tuj1  (en  rouge ;  pour  détecter  les 
neurones), DAPI (en bleu ; pour voir les noyaux) et une analyse TUNEL (en vert ; afin de voir les cellules 
en apoptose) sont effectuées. B) Le NGF et le mBDNF diminuent la mort neuronale contrairement au 
pro‐BDNF qui l’augmente (barres noires). En présence d’un antagoniste de la sortiline: la neurotensine, 
l’effet délétère du pro‐BDNF est complètement  inhibé (barres blanches). C) Le pro‐BDNF  induit une 
mort neuronale contrairement aux neurones non traités ou traités avec du NGF (barres noires). Chez 
des souris dépourvues p75NTR (p75 null) la mort neuronale induite par le pro‐BDNF est complètement 
restaurée (barres blanches) (Teng et al., 2005). 

 

2.6.2.2. Pro­BDNF et LTD 

Contrairement au mBDNF, le pro‐BDNF pourrait faciliter la dépression synaptique via 

p75NTR. Toutefois de manière intéressante, les premières études sur le pro‐BDNF ont montré 

que des souris déficientes en récepteurs p75NTR présentaient des déficits d’apprentissage et 

de  mémoire  lors  des  tests comportementaux  tels  que :  la  piscine  de  Morris,  le  test 

d’évitement et dans des tâches d’habituation. Ceci montre que la signalisation induite par le 

récepteurs  p75NTR  pourrait  être  impliquée  dans  la modulation  de  la  plasticité  synaptique 

(Peterson et al., 1999). Dorénavant, il est évident que l’interaction pro‐BDNF/ p75NTR régule la 

LTD  (Figure  33;  Woo  et  al.,  2005).  Dans  cette  étude,  des  expériences  de  microscopie 

électronique révèlent une expression de p75NTR dans  les épines dendritiques des neurones 
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hippocampiques CA1. Ce qui soulève la possibilité que l’interaction entre le pro‐BDNF et les 

récepteurs p75NTR pourrait avoir lieu directement au niveau des neurones post‐synaptiques 

CA1.  Chez  des  animaux  déficients  en  p75NTR,  la  LTD  (induite  par  un  train  prolongé  de 

stimulations à basse fréquence) est complètement absente au niveau des synapses CA1 de 

l’hippocampe contrairement aux animaux sauvages (Rösch et al., 2005; Woo et al., 2005). Ce 

déficit de LTD chez ces animaux est dépendant des récepteurs NMDA et il faut noter que les 

autres  formes de plasticité  synaptique,  incluant  la  LTP dépendante des  récepteurs NMDA 

(Rösch et al., 2005; Woo et al., 2005) et la LTD indépendante des récepteurs NMDA (Woo et 

al., 2005),  sont normales  chez  ces  souris déficientes en p75NTR.  Le  rôle de p75NTR dans  la 

dépression  synaptique  semble  impliquer  la  sous‐unité GluN2B des  récepteurs NMDA, une 

molécule clé dans les mécanismes de LTD (et non dans les mécanismes de LTP)  (L. Liu et al., 

2004; Massey et al., 2004). Woo et collaborateurs ont également trouvé, par des techniques 

d’immunohistochimie  et  d’immuboblots,  une  réduction  significative  de  l’expression  de  la 

sous‐unité GluN2B des récepteurs NMDA chez les animaux déficient en p75NTR au niveau de 

l’hippocampe. De plus, des expériences d’enregistrement sur cellules entières montrent une 

forte réduction des courants synaptiques médiés par GluN2B dans les neurones CA1 des souris 

déficientes en p75NTR. Finalement, l’application de pro‐BDNF sur des tranches de cerveau de 

souris sauvages augmente les courants synaptiques médiés par GluN2B. L’induction de la LTD 

par le pro‐BDNF est inversée par un antagoniste de la sous‐unité GluN2B (Figure 33). De plus, 

l’ajout exogène d’un pro‐BDNF non clivable en mBDNF sur des tranches de cerveau de souris 

sauvages augmente la LTD (Woo et al., 2005). Tous ces résultats indiquent que, d’une part, le 

pro‐BDNF active les récepteurs p75NTR pour augmenter la LTD‐hippocampique et que, d’autre 

part, ce mécanisme est dépendant de  la présence de  la sous‐unité GluN2B des  récepteurs 

NMDA.  
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Figure 33  :  Le pro‐BDNF augmente  la  LTD hippocampique grâce aux  récepteurs p75NTR et NMDA 
composés de  la sous‐unité GluN2B. A) Coupes hippocampiques de cerveau de souris âgées de 7‐8 
semaines présentant des niveaux normaux de LTD (control), et  la présence de pro‐BDNF (proBDNF) 
induit une LTD robuste. La LTD induite par le pro‐BDNF est inhibée par un blocage de la fonction des 
récepteurs p75NTR (B, REX) ou GluN2B (C, Ifenprodil) (Woo et al., 2005). 

 

2.6.3. Rôles du pro­domaine 

Lors du clivage du pro‐BDNF en mBDNF, il y a également génération du pro‐domaine 

(Figure 21). A l’heure actuelle, le devenir du pro‐domaine lors du clivage du pro‐BDNF reste 

inconnu. Nous savons que  le pro‐domaine est responsable de l’interaction du BDNF avec  la 

sortiline (Chen et al., 2005) et agit comme une chaperonne pour diriger le trafic intracellulaire 

du pro‐BDNF dans  la voie de sécrétion  régulée. Le polymorphisme Val66Met du pro‐BDNF 

diminue  l’interaction avec  la sortiline, altère  le trafic  intracellulaire de  la protéine et réduit 

donc la sécrétion de mBDNF en fonction de l’activité neuronale (Chen et al., 2004; Egan et al., 

2003).  

Quelques  études  se  sont  intéressées  aux  fonctions  de  ce  pro‐peptide.  Dieni  et 

collaborateurs sont les premiers à avoir détecté la présence du pro‐domaine du BDNF in vivo 

au niveau de  l’hippocampe par microscopie électronique et par  immunoblot  (Dieni et al., 

2012). Ensuite, plusieurs autres travaux ont montré la présence du pro‐peptide du BDNF dans 

l’hippocampe et ont mis en évidence que ce pro‐peptide pouvait être sécrété par les neurones 

lors d’une activité neuronale  (Anastasia et al., 2013; Mizui et al., 2015; Guo et al., 2016). 

Anastasia  et  collaborateurs  sont  arrivés  à  la  conclusion  que  le  pro‐domaine  issu  du 

polymorphisme Val66Met induit des changements de structure des neurones. Contrairement 

au pro‐peptide Val66, le pro‐peptide Met66 du BDNF entraîne une rétractation des cônes de 
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croissance  et  une  diminution  de  l’activité  hippocampique  de  Rac  (petite  protéine  G, 

appartenant à la famille Rho). Ces effets sont médiés par l’interaction du pro‐domaine avec 

un  récepteur de  la  famille des  sortilines :  le  récepteur  SorCS2  (en  anglais :  sortilin­related 

Vps10p­domain sorting receptor 2). Cette étude identifie donc le pro‐peptide Met66 comme 

un nouveau ligand actif qui module la morphologie des neurones. (Anastasia et al., 2013). Une 

autre étude a montré que ce pro‐peptide (Val66Met) régule négativement la structure et la 

fonction neuronales. Des cultures de neurones hippocampiques mises en présence du pro‐

domaine  du  BDNF  (Val66Met),  voient  la  densité  des  épines  dendritiques  réduire 

dramatiquement ; cet effet est médié par la voie mitochondriale de la caspase 3  (Figure 34; 

Guo et al., 2016). Il a également été montré que ce pro‐peptide faciliterait la LTD via p75NTR et 

les  récepteurs  NMDA  contenant  la  sous‐unité  GluN2B.  Cette  étude  a  également mis  en 

évidence  que  le  pro‐peptide  augmentait  l’endocytose  des  récepteurs  AMPA  (mécanisme 

crucial pour la LTD) et que le pro‐peptide Met66 inhibait la LTD hippocampique, d’où un rôle 

fonctionnel du pro‐peptide du BDNF dans la dépression synaptique (Mizui et al., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34: Le pro‐peptide du BDNF altère la densité synaptique au niveau de l'hippocampe chez le 
rat. Des cultures hippocampiques de neurones de rats transfectés avec un plasmide codant pour  la 
GFP sont ensuite traitées avec des doses croissantes de Val66Met pro‐peptide du BDNF. Le pro‐peptide 
du BDNF induit une diminution du nombre d’épines par 10µm et ceci de manière dose‐dépendante 
(adapté de : Guo et al., 2016). 
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2.6.4. BDNF et maladies 

Au  vu  de  ses  fonctions  cérébrales,  le  BDNF  est  donc  impliqué  dans  des  maladies 

neurologiques et psychiatriques. La diminution des taux cérébraux de BDNF est associée à une 

perte neuronale et à des maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la 

maladie de Parkinson (Scalzo et al., 2010) et la maladie de Huntington (Zuccato et al., 2008). 

Mais la diminution cérébrale de BDNF à également un rôle dans les maladies psychiatriques 

chroniques telles que la dépression (Castrén et al., 2007), la schizophrénie (Thompson Ray et 

al., 2011) et les troubles bipolaires (Sanacora, 2008). De plus, plusieurs études ont également 

montré que la microglie, les neurones et les astrocytes sont capable de générer du BDNF après 

un AVC au niveau de la zone non lésée (Madinier et al., 2009; Rickhag et al., 2007; Uchida et 

al., 2010). 

 

2.7. BDNF et tPA 

Les neurones sont capables de sécréter du plasminogène et du tPA (Basham and Seeds, 

2001; Louessard et al., 2016). Cette libération de tPA est proportionnelle à l’activité neuronale 

d’une part (Gualandris et al., 1996; Nagappan et al., 2009) et d’autre part  le BDNF  induit  la 

synthèse neuronale de  tPA  (Fiumelli et al., 1999). Une étude  in  vitro,  sur des  cultures de 

neurones hippocampiques surexprimant différentes protéines, a mis en évidence que le tPA, 

le BDNF et le plasminogène seraient probablement localisés dans les mêmes vésicules à cœur 

dense (Lochner et al., 2008). 

Le tPA et le BDNF sont peut‐être les deux molécules sécrétées les mieux caractérisées 

dans les mécanismes de la LTP tardive et de la mémoire à long terme (Pang and Lu, 2004). En 

effet, les différentes formes de plasticité synaptique sont régulées par l’activité dépendante 

du  clivage  extracellulaire  du  pro‐BDNF.  Comme  vu  précédemment,  le  pro‐BDNF  active 

préférentiellement les récepteurs p75NTR (Teng et al., 2005) et régule la LTD hippocampique. 

L’inhibition de la conversion du pro‐BDNF en mBDNF pourrait faire pencher la balance de la 

plasticité  en  faveur  d’une  dépression  synaptique.  Au  contraire,  le  mBDNF  active 

préférentiellement les récepteurs TrkB et régule la LTP hippocampique. De plus, le pro‐BDNF 

peut  être  clivé  par  des  protéases  extracellulaires  comme  la  plasmine  (Figure  35).  Cette 

plasmine est activée par le tPA qui est connu pour son rôle dans la LTP tardive  (Huang et al., 
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1996; D. Baranes et al., 1998; Pang and Lu, 2004). Ce constat permet de penser que le système 

tPA/plasmine qui convertit le pro‐BDNF en mBDNF au niveau des synapses hippocampiques 

est impliqué dans l’expression de la LTP tardive. Le pro‐BDNF est exprimé dans la région CA 

de  l’hippocampe et son expression est augmentée chez  les souris déficientes en tPA ou en 

plasminogène. De plus,  le traitement de tranches hippocampiques de souris déficientes en 

tPA et en plasminogène avec du mBDNF permet une  restauration de  la LTP au niveau des 

synapses CA1, cet effet n’est pas retrouvé avec un pro‐BDNF non clivable. Donc, le clivage du 

pro‐BDNF par le tPA/plasmine est crucial pour l’expression de la LTP tardive dans les synapses 

hippocampiques (Figure 35 ; Pang et al., 2004). 

Figure 35:  Le mBDNF est nécessaire et  suffisant pour  induire  la  LTP  tardive.  Les potentiels post‐
synaptiques excitateurs (en anglais : excitatory postsynaptic potential ou EPSP) sont  induits par des 
stimulations hautes fréquences (LTP tardive) et enregistrés dans la zone CA1 de l’hippocampe sur des 
tranches de cerveau de souris sauvages (wild type) ou déficientes en BDNF (BDNF +/‐) ou en tPA (tPA 
‐/‐). L’ajout de pro ou de mBDNF sur les tranches hippocampiques est mentionné sur les graphiques. 
A) le BDNF est nécessaire pour l’expression de LTP tardive. Chez les souris hétérozygotes, pour le BDNF 
les stimulations hautes fréquence échouent pour induire de la LTP tardive. B) L’ajout de BDNF chez des 
souris déficientes en tPA permet une récupération de la LTP tardive contrairement au pro‐BDNF (C). 
D)  La  plasmine, mais  pas  le  tPA,  est  capable  de  convertir  le  pro‐BDNF  en mBDNF.  E)  Les  souris 
déficientes en  tPA ou en plasminogène présentent plus de pro‐BDNF dans  l’hippocampe que  leurs 
homologues sauvages (adapté de: Pang et al., 2004).  

De plus, une étude a montré que l’administration de tPA induit une augmentation de 

la maturation du BDNF associée à une augmentation de l’activation des récepteurs TrkB dans 

l’hippocampe. Les auteurs suggèrent que le tPA contrôle la synthèse cérébrale de BDNF via 

une  potentialisation  de  la  signalisation  des  récepteurs  NMDA  et  ce  mécanisme  serait 

indépendant de la plasmine (Rodier et al., 2014). Le tPA joue donc un rôle primordial dans la 
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synthèse et la maturation du BDNF. Il est ainsi impliqué dans la régulation de la balance entre 

les effets délétères du pro‐BDNF et bénéfiques du mBDNF (Figure 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36: Le tPA régule la balance entre les effets du pro et du mBDNF. A) Cascade moléculaire du 
traitement du BDNF dans la LTP tardive. En réponse à une stimulation haute fréquence (TBS) le tPA est 
sécrété dans la fente synaptique et clive le plasminogène, une protéase extracellulaire, en plasmine 
(1). La plasmine clive le pro‐BDNF (qui est libéré suite à l’activité neuronale) en mBDNF (2). Le mBDNF 
se  lie  aux  récepteurs  post‐synaptiques  TrkB  et  déclenche  une  série  de  voies  de  signalisation 
intracellulaire pour induire la LTP (3). Pendant la maintenance de la LTP, le mBDNF pourrait être généré 
par clivage intracellulaire après une transcription et une traduction post‐synaptique (4). Au contraire, 
le pro‐BDNF est sécrété dans le compartiment extracellulaire après une stimulation à basse fréquence 
du neurone (LFS). Le pro‐BDNF non clivé se lie aux récepteurs p75NTR (5) pour faciliter l’induction de la 
LTD, éventuellement via une régulation de la sous‐unité GluN2B des récepteurs NMDA. B) L’altération 
morphologique des synapses induites par le pro et mBDNF. La signalisation induite par mBDNF/TrkB 
pourrait  être  un mécanisme  actif  qui  convertit  les  signaux moléculaires  en  plasticité  structurelle, 
contribuant  à  la  formation  de  nouvelles  synapses.  La  signalisation  induite  par  l’interaction  pro‐
BDNF/p75NTR pourrait moduler négativement la plasticité structurale et contribuer à la rétractation des 
synapses (Lu et al., 2005). 
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La balance entre la quantité de pro‐ et de mBDNF est importante : un défaut de ce ratio 

a  été observé  chez des  individus  ayant des  troubles  autistiques mais également  chez des 

individus séropositifs pour le VIH associé à un déclin cognitif, ce qui suggère que la balance de 

ces deux BDNF peut être dérégulée lors de maladies (Garcia et al., 2012; Bachis et al., 2012). 

Il a également été retrouvé chez des patients atteints de maladies neuropsychologiques telles 

que  la dépression majeure,  la  schizophrénie et  les  troubles bipolaires, une diminution des 

quantités de tPA et de BDNF dans le sérum des patients (Chen et al., 2017; Jiang et al., 2017). 

De plus, une étude chez  l’animal a montré que  le  tPA et  le BDNF pouvaient  jouer un  rôle

important  dans  le  contrôle  de  fonctions  cognitives  influencées  par  le  vieillissement  et 

l’environnement extérieur (Obiang et al., 2011). Le tPA est donc une protéase clé impliquée 

dans la maturation extracellulaire du pro‐BDNF puisqu’elle régule et contrôle les fonctions des 

isoformes du BDNF.  

 

 

 

Pour  résumer  cette  seconde partie,  le BDNF  est une neurotrophine 

possédant  des  rôles  très  importants  dans  la  survie,  la  croissance,  la 

différenciation des neurones et des  synapses.  Le BDNF est donc  important 

pour le développement du cerveau et pour la mémoire à long terme. 

Le BDNF existe sous deux formes : une forme immature (pro‐BDNF) et 

une  forme mature  (mBDNF). Ces deux  formes  interagissent avec différents 

récepteurs et engendrent des effets cellulaires opposés. Le pro‐BDNF active 

les récepteurs p75NTR/Sortiline pour induire la mort cellulaire et la LTD. Alors 

que  le mBDNF  interagit avec  les  récepteurs TrkB pour augmenter  la  survie 

cellulaire et la LTP. 

Le tPA via la plasmine peut contrôler le clivage du pro‐BDNF en mBDNF. 

Il joue donc un rôle très important dans la balance entre les effets bénéfiques 

et délétères du BDNF sur la survie cellulaire et la plasticité synaptique. 
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3. Trafic vésiculaire neuronal 
Le trafic de vésicules a un rôle essentiel dans les cellules, il permet de distribuer des 

composants  à  la membrane,  d’associer  des  ligands  à  leurs  récepteurs  et  d’emporter  des 

molécules solubles vers différents compartiments  intracellulaires.  Il existe différentes voies 

intracellulaires  de  trafic  vésiculaire  comme:  l’exocytose,  l’endocytose,  le  recyclage  et  la 

dégradation  de  vésicules.  Ces  différents  types  de  trafic  impliquent  différents  acteurs 

moléculaires, différents modes de transport et différents mécanismes intracellulaires.  

 

3.1.  L’exocytose 

L’exocytose est un mécanisme moléculaire utilisé par les cellules pour assurer la fusion 

d’une vésicule de sécrétion avec la membrane plasmique et ainsi libérer son contenu dans le 

milieu  extracellulaire.  Ce  mécanisme  nécessite  l’intervention  de  plusieurs  protéines : 

principalement  les  SNARE  et  leurs  protéines  accessoires.  Les  lipides  qui  constituent  la 

membrane  plasmique  ont  également  un  rôle  important  dans  ce  processus  grâce  à  leur 

capacité à interagir, recruter et/ou activer certaines protéines mais aussi grâce à leur capacité 

à  induire des déformations membranaires via  leurs propriétés géométriques  (Ammar et al., 

2013).  L’exocytose  permet  d’éliminer  les  déchets mais  joue  également  un  rôle  dans  les 

fonctions de signalisation et de régulation  (par exemple :  fonctions nerveuse et endocrine) 

ainsi que dans la production de macromolécules qui auront un rôle à l’extérieur de la cellule 

(par  exemple :  les  récepteurs membranaires,  la matrice  extracellulaire  ou  bien  encore  le 

matériel permettant la construction de paroi) (Wu et al., 2014). 

Les  synapses  sont  au  cœur  de  la  communication  entre  les  différentes  cellules  du 

cerveau, elles ont donc un rôle très important. C’est au niveau de la synapse, que les signaux 

électriques du neurone présynaptique vont être convertis en signaux chimiques pour ensuite 

être  transmis  aux  neurones  post‐synaptiques  et  aux  astrocytes  environnants.  Les  signaux 

chimiques  sont des neurotransmetteurs  stockés dans des  vésicules qui peuvent  subir une 

exocytose  déclenchée  par  le  calcium.  Certaines  terminaisons  présynaptiques  peuvent 

contenir des milliers de vésicules. Suite à l’exocytose des neurotransmetteurs, un processus 

de  recyclage des différents composants est mis en place afin de permettre  la transmission 

d’un autre signal (Heuser and Reese, 1973). 
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3.1.1. Les protéines SNARE 

Les SNARE (en anglais : Soluble N­ethylmaleimide­sensitive­factor attachment protein 

Receptor) sont des protéines transmembranaires responsables de la fusion des vésicules avec 

la membrane mais  également  du  trafic membranaire  au  sein  des  cellules  eucaryotes.  La 

spécificité et  l’énergie nécessaire à cette fusion sont apportées par  l’interaction entre deux 

protéines SNARE complémentaires (une présente sur le compartiment donneur et l’autre sur 

le compartiment receveur). Les SNARE peuvent être divisées en deux grandes familles :  les 

SNARE vésiculaires (en anglais : vesicular SNARE ou v‐SNARE) et les SNARE cibles (en anglais : 

target­SNARE  ou  t‐SNARE).  Les  v‐SNARE  sont  localisées  au  niveau  des  vésicules  et 

interagissent par  complémentarité avec  les  t‐SNARE présentes au niveau de  la membrane 

plasmique : elles vont ainsi former des complexes qui vont permettre la fusion des membranes 

(Figure 37).  Il a été montré que  l’interaction entre  les protéines SNARE et SM  (en anglais : 

Sec1/Munc18­like  protein)  est  indispensable  pour  l’exocytose.  Les  protéines  SM  sont  des 

protéines  associées  à  la  syntaxine  (comme Munc18)  (Figure  37).  Les  principales  v‐SNARE 

connues  appartiennent  à  la  famille  des  VAMP  (en  anglais :  Vesicle­associated membrane 

protein ou synaptobrévine) et les t‐SNARE comprennent principalement les syntaxines et des 

SNAP‐25 (en anglais : Synaptosomal­associated protein). Bien que les SNARE soient classées 

par rapport à leur fonction (v‐ ou t‐SANRE), elles peuvent également être classées en fonction 

de  leur  composition  chimique.  Ainsi  on  distingue  deux  types  de  SNARE :  les  R  (riche  en 

arginine) et les Q (riche en glutamine) qui sont sous divisées en Qa, Qb et Qc (en fonction de 

la séquence en acides aminés du domaine SNARE). Souvent les R‐SNARE agissent comme les 

v‐SNARE et les Q‐SNARE comme les t‐SNARE. Les SNARE possèdent toutes un ou deux motifs 

SNARE  et  l’association  de  quatre motifs  SNARE  donne  à  ce  complexe  une  conformation 

favorisant le rapprochement des deux membranes et provoque la fusion membranaire (Chen 

and  Scheller,  2001;  Hanson  et  al.,  1997).  Une  fois  la  fusion  réalisée,  les  SNARE  se 

désassemblent tout en restant sur la membrane. Cette réaction est catalysée par une ATPase 

(enzyme  qui  hydrolyse  l’adénosine  triphosphate) :  le  NSF  (en  anglais :  N­ethylmaleimide­

sensitive factor) mais aussi grâce à son cofacteur SNAP (en anglais : soluble NSF attachment 

protein), ce qui permet le recyclage de SNARE pour un nouveau cycle de fusion  (Jahn et al., 

2003; Jahn and Scheller, 2006; Söllner et al., 1993). 
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Figure 37: Recrutement des  vésicules  synaptiques à  la membrane.  Suite  à une dépolarisation,  le 
calcium entre dans la cellule et se lie à la synaptotagmine‐1 ce qui provoque un rapprochement des 
vésicules  avec  la membrane plasmique.  Les  vésicules  sont  ainsi  recrutées  à  la membrane  grâce  à 
l’interaction entre  les protéines RIM, Munc13, Rab3/Rab27 et  les canaux calciques. Ce recrutement 
permet aux protéines v‐SNARE (synaptobrévine/VAMP) présentes à la surface des vésicules d’interagir 
avec les protéines t‐SNARE (Syntaxine et SNAP‐25) localisées sur la surface de la membrane plasmique 
mais également avec la protéine SM (Munc18). La formation de ce complexe appelé trans‐SNARE va 
permettre la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane (Südhof, 2013). 

 

Le premier complexe SNARE à avoir été  identifié dans des extraits de cerveau est  le 

complexe  syntaxine  et  SNAP‐25  appartenant  à  la  famille  des  t‐SNARE  avec  VAMP2  (ou 

synaptobrevin 2) appartenant à la famille des v‐SNARE (Söllner et al., 1993). Depuis, un grand 

nombre de complexe SNARE ont été découverts  (Hong, 2005). Dans cette étude, nous nous 

focaliserons simplement sur certaines d’entre elles :  

‐ VAMP2 : a un rôle clé dans la transmission synaptique. Cette protéine est importante 

dans  le contrôle des taux de fusion des vésicules déjà amorcées. Elle n’est toutefois 

pas  indispensable  à  la  fusion  vésiculaire.  De  plus,  VAMP2  est  impliquée  dans  le 

recyclage rapide des vésicules synaptiques (Deák et al., 2004) ; 

‐ TI‐VAMP  (en  anglais :  tetanus  neurotoxin  insensitive­vesicle  associated membrane 

protein  aussi  appelé VAMP7) :  est  impliquée dans  la  croissance neuronale, dans  la 

transmission  synaptique, dans  la  sécrétion  lysosomale et dans  le  remodelage de  la 

membrane  plasmique.  De  plus,  VAMP7  semble  intervenir  dans  le  passage  des 
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endosomes précoces vers  les endosomes tardifs mais également dans le recyclage à 

partir des endosomes tardifs (Chaineau et al., 2009) ; 

‐ VAMP3 (ou cellubrévine) : est impliquée dans le tri et le recyclage des endosomes mais 

aussi dans la migration neuronale. Cependant elle n’est pas exprimée par les neurones 

(Barber et al., 2015).  

Les  fonctions des endosomes  seront développées dans  la partie « 3.3 Recyclage et 

dégradation ». 

 

3.1.2. Les différentes étapes de l’exocytose 

Avant d’être libérées dans la fente synaptique, les vésicules doivent être chargées en 

neurotransmetteurs. Ce  chargement  est  réalisé  grâce  à un  transporteur membranaire qui 

utilise le gradient de concentration de protons entre la vésicule et le cytoplasme. Ce gradient 

est généré par un transporteur de protéines qui fonctionne grâce à l’hydrolyse de l’ATP. Avant 

de  pouvoir  fusionner  avec  la  membrane,  les  vésicules  subissent  plusieurs  étapes  de 

maturation  au  cours  desquelles  elles  acquièrent  les  propriétés  nécessaires  à  la  fusion 

membranaire. La libération de neurotransmetteurs, via l’exocytose des vésicules synaptiques 

et déclenchée par  le calcium, est cruciale pour  la communication entre  les neurones  (Pang 

and Südhof, 2010). L’exocytose peut également être régulée par une augmentation d’AMPc 

(Szaszák et al., 2008) ou grâce à l’activation des protéines kinases (Jewell et al., 2011; Zeniou‐

Meyer et al., 2008). 

Il existe deux  types d’exocytose :  l’exocytose constitutive et  l’exocytose  régulée. La 

première à lieu dans toutes les cellules et permet une libération de composants de la matrice 

extracellulaire  et  de  protéines  nouvellement  synthétisées  qui  seront  incorporées  à  la 

membrane lors de l’exocytose. Dans l’exocytose régulée, la fusion n’a pas obligatoirement lieu 

après  l’appariement  des  SNARE  mais  elle  est  déclenchée  par  un  signal  extracellulaire 

spécifique  (souvent  calcique).  L’augmentation  de  calcium  dans  la  cellule  conduit  au 

désassemblage du cytosquelette, formé par le réseau d’actine, ce qui permet le recrutement 

des vésicules à la membrane plasmique. Les vésicules arrimées vont s’amorcer pour ensuite 

fusionner  et  ainsi  libérer  leur  contenu.  Le  détail  des  différentes  étapes  qui  constituent 

l’exocytose sont les suivantes (Figure 38 ; Südhof, 2013) :  
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‐ Arrimage :  à  la  suite  d’une  stimulation,  le  calcium  intracellulaire  se  lie  à  la 

synaptotagmine (présente à la surface des vésicules) ce qui permet à la vésicule de se 

positionner près des canaux calciques et ainsi d’engendrer une interaction entre ces 

canaux  et  la  vésicule  synaptique  (via  les protéines d’accrochage :  RIM, Munc13  et 

Rab3/Rab27)  (Figure  37). Cette  interaction permet de  rapprocher  la  vésicule de  la 

membrane plasmique et ainsi permettre aux protéines v‐SNARE (VAMP2) de former 

des  complexes avec  les protéines  t‐SNARE  (syntaxine 1 et  SNAP‐25).  Les domaines 

hélicoïdaux des SNARE vont s’enrouler entre eux pour former un faisceau stable de 

quatre hélices  (une hélice VAMP, une hélice syntaxine et deux hélices SNAP‐25),  le 

complexe ainsi formé avec les SNARE est appelé complexe trans‐SNARE ;  

‐ Amorçage :  la syntaxine va changer de conformation provoquant ainsi  la fixation de 

Munc18.  Le  complexe  trans­SNARE  étant  pleinement  assemblé,  l’enroulement  des 

hélices permet un rapprochement des deux compartiments et déclenche la fusion des 

membranes ; 

‐ Fusion :  Le  pore  de  fusion  continue  de  s’agrandir,  libérant  ainsi  le  contenu  de  la 

vésicule.  Le  complexe  trans‐SNARE  devient  alors  un  complexe  cis­SNARE.  Les 

complexes cis‐SNARE sont ensuite désassemblés par les protéines NSF et son cofacteur 

protéique  (SNAP)  qui  se  fixe  au  complexe  SNARE.  Ce  désassemblage  conduit  au 

recyclage des vésicules et des complexes SNARE pour une nouvelle fusion. 

Figure  38  : Mécanisme d'action des  SNARE dans  l’exocytose.  Schéma  représentant  les protéines 
impliquées  dans  l’exocytose.  Les  protéines  v‐SNARE  (VAMP,  en  rouge)  présentes  au  niveau  des 
vésicules vont interagir avec les protéines t‐SNARE (Syntaxine en orange) présentes à la surface de la 
membrane plasmique. A) assemblage partiel :  les v‐SNARE et  les  t‐SNARE vont  se  complexer pour 
former un complexe trans­SNARE, celui‐ci va interagir avec une protéine SM (Munc18, en bleu) et les 
protéines SNAP‐25. B) Les hélices du complexe SNARE vont s’enrouler permettant un rapprochement 
de la vésicule avec la membrane mais cela va également permettre une ouverture du pore de fusion. 
C) Durant la phase de fusion, le complexe trans‐SNARE se relâche et passe dans une configuration cis‐
SNARE, ce dernier va ensuite se désassembler grâce à la protéine NSF (une ATPase et aux protéines 
SNAP)  conduisant  ainsi  au  recyclage  de  la  vésicule.  Le  pore  de  fusion  va  continuer  de  s’agrandir, 
libérant alors le contenu de la vésicule dans le milieu extracellulaire (adapté de : Südhof, 2013). 
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3.2.  L’endocytose 

L’endocytose est un mécanisme cellulaire utilisé par l’ensemble des cellules eucaryotes 

et consiste à internaliser des éléments présents à la surface de la membrane plasmique par 

invagination de celle‐ci. Les éléments internalisés peuvent être des molécules extracellulaires, 

des  protéines  membranaires  mais  également  des  lipides  contenus  dans  la  membrane 

plasmique. L’ensemble de ces éléments endocytés va alors être trié puis pris en charge par un 

réseau complexe de vésicules pour être, ensuite, dirigé vers des voies de dégradation via les 

lysosomes  ou  vers  des  voies  de  recyclage  pour  libérer,  de  nouveau,  leur  contenu  à  la 

membrane. Les voies de recyclage et de dégradation seront explicitées dans  la partie « 3.3 

Recyclage et dégradation ». L’endocytose est impliquée dans un grand nombre de processus 

cellulaires  comme  l’entrée  de  nutriments  dans  la  cellule,  la  régulation  des  récepteurs 

membranaires,  l’établissement de  la polarité de  la cellule,  le  remodelage de  la membrane 

cellulaire, l’adhésion et la migration cellulaires, la clairance des cellules apoptotiques, l’entrée 

de  pathogènes  et  la  présentation  d’antigènes  (Marsh  and McMahon,  1999).  Au  niveau 

cérébral,  l’endocytose  est  également  très  importante  de  par  son  rôle  dans  la 

neurotransmission à travers le recyclage des vésicules synaptiques (Sudhof, 2004).  

Il existe différents processus d’endocytose qui se distinguent par la taille des vésicules 

formées,  la  nature  des molécules  internalisées  et  la machinerie  cellulaire  impliquée.  On 

distingue  donc,  la  voie  d’internalisation  dépendante  de  la  clathrine  qui  est  la  mieux 

caractérisée,  puis  l’endocytose  impliquant  une  évagination  de  la  membrane  plasmique 

comme  la  phagocytose  ou  la  macropinocytose  et  enfin,  les  processus  nécessitant  une 

invagination de la membrane indépendante de la clathrine comme l’endocytose dépendante 

des cavéoles (Figure 39). 
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Figure  39:  Les  différentes  voies  d'endocytose.  Les  grosses  particules  sont  internalisées  par 
phagocytose  alors  que  les  fluides  extracellulaires  sont  capturés  par  macropinocytose.  Ces  deux 
processus semblent être déclenchés par le remodelage de la membrane plasmique via  les filaments 
d’actine  et  forment  des  vésicules  beaucoup  plus  grandes  en  comparaison  aux  autres  voies 
d’endocytose. Grâce aux différents modes d’endocytose, dépendants ou non de la clathrine, un large 
panel de molécules peuvent rentrer dans la cellule. La plupart de ces voies conduisent les molécules 
internalisées  vers  des  endosomes  précoces  (en  anglais :  early  endosome), mais  certaines  peuvent 
passer par un compartiment intermédiaire (comme les cavéosomes), où elles seront triées puis prises 
en charge par d’autres endosomes pour être dégradées ou recyclées (Mayor and Pagano, 2007). 

 

3.2.1. L’endocytose dépendante de la clathrine  

L’endocytose dépendante de la clathrine s’effectue par l’intermédiaire d’un récepteur 

présent  à  la  surface de  la  cellule et  fait  intervenir  la  formation d’un puits  recouvert d’un

manteau  protéique  formé  de  clathrines.  Ce  type  d’endocytose  est  fondamental  dans  les 

mécanismes  de  neurotransmission,  de  transduction  de  signaux  et  dans  la  régulation  de 

l’activité de nombreuses protéines membranaires. Elle est donc essentielle à la vie des cellules 

eucaryotes (McMahon and Boucrot, 2011). L’endocytose dépendante de la clathrine permet 

l’internalisation  de  récepteurs  membranaires  par  invagination  de  la  membrane  jusqu’à 

l’obtention d’une vésicule. Le manteau protéique qui recouvre ce type de vésicules va ensuite 

être enlevé avant la fusion avec les endosomes précoces (en anglais : early endosome). Il existe 

deux types d’internalisation des récepteurs : ceux qui sont internalisés de façon constitutive 

et  indépendamment de  la  liaison d’un  ligand  (comme pour  les  récepteurs aux LDL ou à  la 
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transferrine) et les récepteurs internalisés avec liaison à leur ligand (comme les récepteurs à 

l’insuline ou à l’EGF) (Hopkins et al., 1985). 

L’endocytose  dépendante  de  la  clathrine  contrôle  l’internalisation  constitutive  et 

stimulée de nombreux récepteurs ayant des rôles dans le contrôle de la croissance cellulaire, 

l’homéostasie et la différenciation cellulaire mais également dans la transmission synaptique. 

En effet, ce  type d’endocytose  joue un rôle  très  important dans  le  recyclage des vésicules 

synaptiques (Farsi et al., 2018). C’est au niveau du cerveau qu’on retrouve le plus de protéines 

impliquées dans l’endocytose dépendante de la clathrine ; ces protéines seraient contrôlées 

par  l’activité  synaptique et déclenchées par  les stimuli d’exocytose  (Marks and McMahon, 

1998). Le but de cette endocytose synaptique est de recycler  les composants des vésicules 

synaptiques plutôt que  les  ligands. Des perturbations de ce système d’endocytose ont été

rapportées dans de nombreuses pathologies telles que les cancers, myopathies, neuropathies, 

syndrome métabolique et dans  les maladies neurodégénératives  (McMahon  and Boucrot, 

2011). 

3.2.1.1. Les partenaires moléculaires de l’endocytose dépendante de la clathrine  

Au cours de l’endocytose dépendante de la clathrine, plusieurs partenaires protéiques 

vont être impliqués afin de jouer des rôles clés. Les partenaires les plus importants retrouvés

dans ce type d’endocytose sont : 

‐ La  clathrine :  une  protéine  cytoplasmique  capable  de  s’auto‐polymériser.  Elle  est 

composée de  trois  chaînes  lourdes  et de  trois  chaînes  légères qui  lui  confèrent  sa 

forme de « triskèles ».  Les  clathrines  sont  responsables de  la déformation et de  la 

stabilisation des courbures de la membrane lors de la formation des vésicules (Liu et 

al., 1995). Pour être recrutées à la membrane, les clathrines ont besoin de protéines 

adaptatrices et de protéines accessoires ; 

‐ L’AP‐2  (en anglais : adaptor protein­2) : est une protéine adaptatrice  constituée de 

quatre sous‐unités (α, β2, µ2 et σ2). Les complexes de protéines AP‐2 sont recrutés en 

premier au niveau de la membrane par les récepteurs membranaires. Ils permettent 

le recrutement à la membrane de la clathrine et des protéines accessoires contrôlant 

ainsi l’initiation de la polymérisation et l’assemblage du puit de clathrine (Kelly et al., 

2014; Paczkowski et al., 2015) ; 
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‐ La dynamine : est une GTPase également indispensable à l’endocytose. Elle permet la 

fission entre  la membrane et  le puit de  clathrine assurant ainsi  la  formation d’une 

vésicule (Hinshaw, 2002). 

En  fonction  du  récepteur  ou  de  la  molécule  internalisée,  différents  partenaires 

peuvent intervenir. Parmi ces protéines accessoires, on peut retrouver les épsines (impliquées 

dans  la sélection des récepteurs),  les amphiphysines (impliquées dans  le recrutement de  la 

dynamine) et  les  intersectines  (permettent de  relier différents composants  impliqués dans 

l’endocytose dépendante de la clathrine) (McMahon and Boucrot, 2011). 

 

3.2.1.2. Les différentes étapes de l’endocytose dépendante de la clathrine  

La formation de vésicules peut être divisée en cinq étapes (Figure 40): 

‐ L’initiation : recrutement de protéines accessoires au niveau du site de formation 

de  la  future vésicule et  initiation de  l’invagination de  la membrane grâce à  leur 

activité enzymatique (Henne et al., 2010) ; 

‐ Sélection des molécules internalisées : recrutement, via les protéines accessoires, 

de protéines adaptatrices dont le complexe protéique AP‐2, qui vont sélectionner 

les molécules à internaliser (Traub, 2009) et assurer le recrutement de la clathrine 

(Boucrot et al., 2010) ; 

‐ L’assemblage  du manteau  de  clathrine :  les  triskèles  de  clathrine  vont  ensuite 

s’auto‐polymériser  pour  permettre  une  stabilisation  de  la  courbure  de  la 

membrane et faire progresser l’invagination de la membrane (Liu et al., 1995) ; 

‐ La  scission :  la  dynamine  est  recrutée  au  niveau  du  cou  de  la  vésicule  pour 

permettre la scission entre la vésicule et la membrane plasmique (Mettlen et al., 

2009) ; 

‐ Dissociation :  une  fois  détachée  de  la membrane,  le manteau  de  clathrine  est 

dissocié  en  monomères  puis  les  différentes  protéines  impliquées  dans  cette 

endocytose  sont relâchées  dans  le  cytoplasme  pouvant  ensuite  servir  à  la 

formation  de  nouvelle  vésicules  (McMahon  and  Boucrot,  2011).  Les  vésicules 

nouvellement  formées  vont  pouvoir  se  déplacer  et  fusionner  avec  leur  cible 

endosomale.  
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Figure 40: Cycle de formation des vésicules recouvertes de clathrine. Schéma expliquant les étapes 
d’initiation  (impliquant  les  protéines  accessoires ;  1),  de  sélection  des  molécules  à  internaliser 
(impliquant  les  protéines  adaptatrices  et  les  complexes  AP‐2 ;  2),  d’assemblage  du manteau  de 
clathrine (3), de scission (impliquant  les dynamines ; 4) et enfin de dissociation et de recyclage des 
composants (5) (adapté de : McMahon and Boucrot, 2011). 

 

3.2.2.  L’endocytose indépendante de la clathrine  

Tout  comme  l’endocytose  dépendante  de  la  clathrine,  ce  type  d’endocytose  va 

permettre  l’internalisation  de matériel  extracellulaire  afin  de  le  diriger  vers  des  voies  de 

dégradation ou de  recyclage. Ces deux  types d’endocytoses  jouent des  rôles  similaires  et 

agissent  parfois  de  façon  coordonnée  afin  de  contrôler  certains  processus  comme  la 

signalisation de la dégradation de certains récepteurs (Sigismund et al., 2008). Cependant, ces 

deux types d’endocytoses sont régulés par des signaux différents ; ce qui suggère que ces deux 

voies  auraient  des  rôles  distincts  offrant  ainsi  à  la  cellule  un  large  spectre  de  possibilités 

régulatrices. Un des rôles de  l’endocytose  indépendante de  la clathrine est son  implication 

dans  la polarisation et  la migration cellulaires. En effet,  l’internalisation et  le recyclage des 

intégrines, protéines  impliquées dans  l’adhésion  intercellulaire, permettent à  la  cellule de 

progresser dans sa migration (del Pozo et al., 2005). 

Un grand nombre de mécanismes d’endocytose indépendante de la clathrine ont été 

identifiés selon les molécules internalisées et les mécanismes moléculaires utilisés cependant, 

aucune classification n’a pu être réalisée car ces voies sont nombreuses et complexes (Mayor 

et  al.,  2014).  Certaines  reposent  sur  une  évagination  de  la  membrane,  comme  la 

macropinocytose  et  la  phagocytose  alors  que  d’autres  reposent  sur  l’invagination  de  la 

membrane  (comme  l’endocytose dépendante de  la clathrine) : c’est  le cas de  l’endocytose 

dépendante des cavéolines, qui est  le mode d’endocytose  indépendante de  la clathrine  le 

mieux caractérisé (Figure 39). 
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3.2.2.1. Endocytose dépendante des cavéolines 

Les cavéoles sont des invaginations membranaires en forme de flacon et recouvertes 

d’un revêtement protéique composé de cavéolines et de cavins (Kovtun et al., 2015) (Figure 

39).  Les  cavéolines  sont  caractérisées  premièrement  par  leur  forte  affinité  pour  certains 

lipides en particulier  le  cholestérol et deuxièmement  les  cavéolines  restent  intégrées à  la 

membrane contrairement aux clathrines. Ce  type d’endocytose  forme des vésicules de 50‐

80nm de diamètre au niveau de microdomaines membranaires riches en cholestérol et en

glycosphingolipides. Les molécules internalisées par ce mécanisme sont ensuite détachées par 

la dynamine puis dirigées vers un endosome précoce en passant parfois par l’intermédiaire de 

structures particulières appelées cavéosomes. Les composants de ces cavéoles sont quant à 

eux, rapidement recyclés vers la membrane, afin de créer d’autres cavéoles. 

Les cavéoles sont présents dans la plupart des types cellulaires mais particulièrement 

au niveau des cellules endothéliales où elles  seraient  impliquées dans des mécanismes de 

transcytose  et  d’endocytose  de  molécules  localisées  dans  le  compartiment  vasculaire ; 

cependant ce rôle reste encore controversé. Ce type d’endocytose s’effectue en réponse à un 

stress mécanique ou à une lésion de la membrane plasmique montrant ainsi que les cavéoles 

jouent un rôle  important dans  la régulation du métabolisme cellulaire  (Shvets et al., 2014). 

Indépendamment de l’endocytose, les cavéoles sont impliquées dans l’activation des voies de 

signalisations  cellulaires,  dans  la  régulation  du  métabolisme  lipidique,  dans  la 

méchanosensation (capacité  de  la  membrane  à  percevoir  des  forces  mécaniques)  mais 

pourraient également intervenir dans la régulation du rythme circadien et dans l’absorption 

des acides gras dans l’intestin (Parton and Simons, 2007). 

 

3.2.2.2. Macropinocytose 

Le mécanisme de macropinocytose repose sur une extension de la membrane grâce à 

la  formation  de  lamellipodes  principalement  constitués  de  filaments  d’actine  (Figure  39). 

Cette extension membranaire se referme en emprisonnant du matériel extracellulaire créant 

ainsi  une  vésicule :  le  macropinosome.  Les  macropinosomes  sont  de  larges  vésicules 

irrégulières  et  très  dynamiques  d’environ  0,5‐5µm  de  diamètre.  Le  remplissage  de  ces 

vésicules s’effectue de manière non spécifique, elles contiennent donc quelques molécules et 

un grand volume de liquide extracellulaire. Le macropinosome ainsi formé est dirigé vers un 
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endosome précoce pour être ensuite digéré dans un lysosome. Ces vésicules sont capables de 

se déplacer vers le centre de la cellule et ont une durée de vie de 5 à 20 minutes  (Swanson 

and Watts, 1995). Comme pour les autres types d’endocytose, les composants constituant la 

membrane des macropinosomes sont ensuite recyclés vers la membrane plasmique.  

Le  rôle  de  ce  type  d’endocytose  n’a  pas  encore  été  totalement  élucidé.  La 

macropinocytose serait très active au niveau des macrophages et des cellules dendritiques où 

elle jouerait un rôle majeur dans la capture d’antigène, dans la migration cellulaire et dans les 

métastases tumorales. Elle représente également une voie d’entrée pour les pathogènes (Lim 

and  Gleeson,  2011).  Ce  processus  d’endocytose  très  dynamique  serait  impliqué  dans  le 

transport vers le corps cellulaire des complexes BDNF/TrkB afin qu’ils puissent soit activer la 

synthèse de gènes spécifiques, soit être dégradés par des lysosomes (Kononenko et al., 2017; 

Philippidou et al., 2011). 

3.2.2.3. Phagocytose 

La phagocytose correspond à l’internalisation et la dégradation de grosses particules 

solides, de débris cellulaires ou même de cellules vivantes (comme des bactéries) (Figure 39). 

Les particules devant être phagocytées se  lient à des récepteurs membranaires spécifiques 

déclenchant  ainsi  l’endocytose.  Il  va  s’en  suivre,  une  exocytose  localisée  de  molécules 

permettant l’extension de pseudopodes au niveau du site d’attachement. Ces pseudopodes 

vont venir  envelopper  les  particules  fixées  et  provoquer  leur  internalisation  au  sein  des

phagosomes cytoplasmiques (Mellman, 2000).  

Ce type d’endocytose est un élément essentiel pour le système immunitaire. Effet, la 

phagocytose est réalisée principalement par les granulocytes, les macrophages et les cellules 

microgliales.  Au  niveau  cérébral,  les  cellules microgliales  participent  à  l’élimination  de  la 

majeure partie des débris cellulaires cependant certaines études suggèrent que les astrocytes 

pourraient également jouer ce rôle En effet, ils seraient capables de phagocyter et auraient 

un  rôle  important dans  l’élimination des débris cellulaires  suite à  l’apoptose. Au  cours du 

développement embryonnaire 50% des neurones meurent par apoptose : ainsi, les astrocytes 

pourraient phagocyter les débris cellulaires durant cette période. Cependant, les astrocytes, 

via  le mécanisme  de  phagocytose,  seraient  également  impliqués  dans  le  remodelage  de 

l’arborisation neuronale chez l’adulte et dans des étapes de récupération suite à des lésions 

induites par une ischémie cérébrale (Tasdemir‐Yilmaz and Freeman, 2014). 
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3.3. Recyclage et dégradation 

A  l’heure  actuelle :  la  différenciation  des  compartiments  vésiculaires,  les  voies  de 

transport qui relient ces différents compartiments et  les molécules qui sont à  l’origine des 

rôles  de  ces  différents  compartiments  sont  encore  mal  connues.  Il  est  difficile  de  bien 

identifier les différents compartiments vésiculaires car ces structures sont très dynamiques et 

subissent  des  ajouts,  des  retraits,  un  recyclage  et  une  maturation  de  leurs  différents 

composants  (Grant  and  Donaldson,  2009).  Il  n’existe  pas  de  protéines  « résidentes » 

spécifiques pour  chacun des  compartiments. Cependant, on peut quand même  classer  les 

endosomes en trois grandes familles : les endosomes précoces qui regroupent les endosomes 

de tri et de recyclage, les endosomes tardifs qui sont des endosomes plus matures ayant perdu 

leur capacité de  fusion avec d’autres endosomes et enfin  les  lysosomes qui sont  impliqués 

dans la dégradation de molécules (Figure 41). 

 

Figure 41: Les différentes étapes du trafic vésiculaire. Schéma représentant les différentes voies du 
trafic vésiculaire. Les flèches indiquent les étapes de transport et les couleurs précisent la localisation 
des principaux manteaux protéiques (COPII en bleu, COPI en rouge et Clathrine en jaune). Suite à la 
synthèse protéique au niveau du réticulum endoplasmique, les protéines vont se diriger vers l’appareil 
de Golgi pour maturer. Elles vont ensuite transiter dans les vésicules de sécrétion immatures puis dans 
les vésicules de sécrétion afin d’être exocytées au niveau de la membrane plasmique. Les protéines 
extracellulaires peuvent être endocytées, via un mécanisme dépendant de la clathrine par exemple et 
elles vont ensuite être recyclées ou dégradées. Il existe deux types de recyclages : une voie rapide (des 
endosomes de tri directement vers la membrane plasmique) et une voie lente (avec un passage par le 
TGN ou par les endosomes de recyclages). Ces deux voies vont conduire à une libération du contenu 
des vésicules dans le milieu extracellulaire. Les protéines non recyclées vont passer successivement de 
l’endosome de  tri à  l’endosome  tardif puis vers  les  lysosomes avant d’être dégradées  (adapté de  : 
Bonifacino and Glick, 2004). 
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3.3.1. Les endosomes de tri 

Suite  à  l’endocytose  de  récepteurs  membranaires,  par  exemple,  les  vésicules 

nouvellement formées vont fusionner avec d’autres endosomes pour former des endosomes 

de tri. Ces endosomes possèdent une structure très dynamique, ils sont situés à la périphérie 

de la cellule et ont un pH d’environ 6 (Johnson et al., 1993). Après avoir accepté du matériel, 

les  endosomes  de  tri  perdent  leur  capacité  de  fusion  avec  les  vésicules  nouvellement 

internalisées. Les endosomes de tri s’acidifient davantage puis sont transportés vers le centre 

de la cellule le long du réseau de microtubules où ils acquièrent les propriétés des endosomes 

tardifs (Figure 41). 

La fonction principale de ces endosomes est comme son nom l’indique, de diriger les 

molécules  internalisées vers  la bonne destination.  Les  trois destinations  connues pour  ces 

endosomes de tri sont : un retour direct vers la membrane plasmique, un adressage vers les 

endosomes tardifs ou vers  les compartiments de  recyclage  (Figure 41). Le pH acide de ces 

endosomes de tri, provoque une dissociation des ligands avec leur récepteur  (Mukherjee et 

al., 1997). Cette dissociation représente la première étape du tri des molécules internalisées. 

La  deuxième  étape  consiste  en  un  tri  des  molécules  internalisées  par  déformation 

géométrique des vésicules. En effet,  les endosomes  initialement sphériques vont s’étendre 

pour  former  une  partie  sphérique  contenant  la majorité  des molécules  solubles  dont  les 

ligands et  une  partie  tubulaire  contenant  les  composants  de  la membrane.  Les  portions 

tubulaires vont alors être détachées des portions sphériques puis dirigées vers  les voies de 

recyclages ; les portions sphériques vont, quant à elles, subir une maturation et ainsi acquérir 

les  propriétés  des  endosomes  tardifs  pour  être  dirigées  vers  les  voies  de  dégradation 

lysosomale  (Progida  and  Bakke,  2016).  Lors  de  la  dernière  étape,  les  endosomes  de  tri 

deviennent des endosomes tardifs. Les protéines transmembranaires peuvent également être 

envoyées vers les endosomes tardifs et  les  lysosomes grâce à  l’établissement d’une  liaison 

covalente entre  les molécules d’ubiquitine et  la partie cytoplasmique des récepteurs. Cette 

liaison permet dans un premier temps  l’internalisation des récepteurs puis dans un second 

temps,  leur  prise  en  charge  par  des  complexes  protéiques  spécifiques  au  niveau  des 

endosomes de tri afin de les amener vers les endosomes tardifs puis les lysosomes  (Raiborg 

et al., 2002). Ce mécanisme permet de mettre fin à la signalisation de ces récepteurs rendant 

alors la cellule insensible aux signaux activateurs de ces récepteurs (Katzmann et al., 2002). 
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3.3.2. Les endosomes de recyclage 

Après le tri des molécules internalisées, certaines sont recyclées et retournent vers la 

membrane  plasmique  (Figure  41).  Il  existe  deux  voies  principales  pour  permettre  ce 

recyclage : une voie  lente et une voie rapide. En effet, certaines molécules retournent à  la 

surface en passant directement des endosomes de tri à la membrane plasmique. Alors que 

d’autres  passent  par  des  compartiments  spécifiques  dédiés  au  recyclage  avant  d’être 

adressées à la membrane (Goldenring, 2015). 

La voie lente de recyclage implique un transport des protéines à partir des endosomes 

de  tri  vers  les  endosomes  de  recyclage  puis  de  ces  compartiments  vers  la  membrane 

plasmique  (Figure 41).  Les endosomes de  recyclage  représentent un  compartiment  formé 

principalement d’organites tubulaires associés aux microtubules (Yamashiro et al., 1984). Ce 

compartiment peut diriger les molécules qu’il contient vers de nombreuses destinations bien

que  la  plupart  d’entre  elles  retournent  vers  la membrane  plasmique.  Les  endosomes  de 

recyclage sont très généralement situés près des centres d’organisation des microtubules et 

de l’appareil de Golgi. Le transport des molécules du compartiment de recyclage se fait par 

l’intermédiaire d’un  transport  sous  forme de vésicules ou de  tubules qui  font  transiter  les 

molécules  de  ce  compartiment  vers  leur  destination.  Lors  de  sa maturation,  l’endosome 

précoce  élabore  des  tubules  qui  deviendront  plus  tard,  le  compartiment  de  recyclage 

(Maxfield and McGraw, 2004). Les déterminants portés par la partie intra‐cytoplasmique de 

ces protéines  transmembranaires permettent de diriger spécifiquement ces protéines vers 

des compartiments particuliers (comme par exemple vers  le TGN) plutôt qu’à  la membrane 

(Ghosh et al., 1998). 

 

3.3.3. Les endosomes de dégradation 

Le passage de l’endosome tardif vers la voie de dégradation est défini par la présence 

d’un signal de sortie. Ce dernier est présent au niveau du récepteur et permet de diriger les 

vésicules vers les lysosomes. C’est le cas du récepteur à l’EGF, qui contient au niveau de son 

domaine cytosolique un signal nécessaire au recrutement de  la machinerie de dégradation. 

L’ubiquitination d’un ou plusieurs résidus lysines au niveau des récepteurs à tyrosine kinase 

est suffisante pour induire ce processus de dégradation. Ainsi, les récepteurs ou les molécules 
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présentes dans les endosomes tardifs peuvent être soit recyclés soit dégradés au niveau des 

lysosomes en  fonction de  leurs signaux. Une  fois à  l’intérieur des  lysosomes, des enzymes 

telles que des hydrolases vont dégrader les protéines (Maxfield and McGraw, 2004). 

Les lysosomes sont des organites ubiquitaires qui reçoivent leurs substrats des voies 

d’endocytose, de phagocytose ou d’autophagie (Figure 43). Comme vu précédemment, une 

fois dans les endosomes de tri, les molécules peuvent être dirigées vers les endosomes tardifs 

et les lysosomes pour être dégradées. Les endosomes tardifs sont transportés vers le centre 

de  la cellule, puis subissent une acidification  jusqu’à un pH 5 et vont s’enrichir en enzymes 

responsables de l’action catalytique : des hydrolases acides. Après maturation, ces endosomes 

perdent la capacité de fusionner avec d’autres endosomes (de tri ou de recyclage par exemple) 

permettant ainsi d’empêcher  la dégradation accidentelle de molécules ne devant pas être 

dégradées  (Huotari and Helenius, 2011;  Luzio et al., 2001).  Le mécanisme  responsable du 

transfert  des  molécules  depuis  les  endosomes  jusqu’aux  lysosomes  reste  controversé. 

Différentes hypothèses sont avancées : celle de la maturation (les endosomes deviennent des 

lysosomes),  du  transport  vésiculaire  (via  des  intermédiaires  de  transport)  et  de  la  fusion 

transitoire ou complète  (entre les endosomes tardifs et  les  lysosomes)  (Bright et al., 2005; 

Storrie  and Desjardins,  1996).  Il  y  a  un  ensemble  de  soixante  hydrolases  acides  dans  les 

lysosomes, elles ont toutes une spécificité différente ce qui permet une dégradation de toutes 

les molécules arrivant dans les lysosomes, en outre, ces enzymes ne sont actives qu’à pH acide 

(Hu et al., 2015). 

En plus de  leurs  fonctions cataboliques, de nouvelles  fonctions  lysosomales ont été 

découvertes comme une implication dans la signalisation intracellulaire, dans la réparation de 

la membrane plasmique, dans le métabolisme énergétique et dans l’exocytose (Settembre et 

al., 2013). En effet, il a été découvert que  les  lysosomes étaient capables de  sécréter  leur 

contenu à  l’extérieur de  la cellule en  réponse à une augmentation de calcium cytosolique 

(Rodríguez et al., 1997). Cette exocytose  lysosomale est à  la base de plusieurs mécanismes 

tels que : la fonction des plaquettes dans la coagulation, la dégranulation des lymphocytes T 

cytotoxiques et le processus de pigmentation par les mélanocytes.  
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3.3.4. Les protéines Rab 

Les protéines Rab (en anglais : Ras­associated binding protein) sont des molécules très 

largement  impliquées dans  les différentes  étapes  du  trafic  vésiculaire. Ce  sont  de petites 

protéines G localisées au niveau des membranes intracellulaires où elles peuvent interagir et 

recruter d’autres protéines.  Elles  sont  capables d’activer, de  recruter différents effecteurs 

moléculaires comme des adaptateurs de tri, des facteurs d’attachement, des kinases ou des 

phosphatases. Les Rab sont impliqués dans la régulation de la formation, du mouvement et 

de la fusion des vésicules vers leur compartiment de destination (Figure 42; Stenmark, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42: Les différentes fonctions des Rab dans le trafic vésiculaire. Les protéines Rab sont capables 
de contrôler via des effecteurs (en orange) les différentes étapes du trafic vésiculaire. a) Les protéines 
Rab peuvent activer les adaptateurs de tri afin de sélectionner les récepteurs à endocyter. b) Les Rab 
peuvent également recruter des phosphoinositides (PI) kinases ou phosphatases pour permettre une 
dissociation des protéines enveloppant la vésicule (grâce à la conversion de PI‐x en PI‐y). c) Les Rab 
sont capables de recruter des adaptateurs moteurs et médient ainsi le transport des vésicules le long 
des filaments d’actine ou des microtubules. d)  les Rabs peuvent médier  la fixation des vésicules en 
recrutant des facteurs d’attachement qui interagissent avec les molécules au niveau de la membrane 
acceptrice comme les SNARE (t et v‐SNARE), ce qui entraine la fusion membranaire. e) Après la fusion 
membranaire et l’exocytose, les Rab sont converties sous leur forme inactive (lié au GDP) par des GAP 
(en anglais : GTPase­activating protein) mais elles peuvent être de nouveau activées (lié au GTP) afin 
d’effectuer  un  nouveau  cycle  de  trafic  vésiculaire  grâce  à  la GEF  (en  anglais :  guanine  nucleotide 
exchange factor) (Stenmark, 2009). 



 100  Introduction : Trafic vésiculaire neuronal 

 

Les Rab sont, à l’heure actuelle, considérées comme des marqueurs moléculaires des 

différents compartiments membranaires de la cellule (Chavrier et al., 1990). Il existe plus de 

soixante protéines Rab chez  les mammifères et  les  rôles de certaines d’entre elles ne sont 

toujours  pas  connus. Dans  cette  étude,  nous  nous  focaliserons  simplement  sur  certaines 

d’entre elles (pour revue: Hutagalung and Novick, 2011; Figure 43) : 

‐ Rab5 : est localisé sur les endosome précoces, les phagosomes, les caveosomes et 

sur la membrane plasmique. Il est impliqué dans la macropinocytose (avec Rab34), 

dans  la  maturation  des  phagosomes  précoces  (avec  Rab14  et  22),  dans 

l’endocytose des vésicules recouvertes de clathrines ainsi que dans la fusion de ces 

vésicules avec des endosomes précoces. 

‐ Rab4 :  est  localisé  au niveau  des  endosomes  précoces.  Il  est  impliqué  dans  le 

recyclage  rapide  des  endosomes  précoces  directement  vers  la  membrane 

plasmique. 

‐ Rab 15 : est  localisé sur  les endosomes précoces et de recyclage.  Il est  impliqué 

dans le trafic des endosomes précoces vers les endosomes de recyclage.  

‐ Rab11 : est situé sur les endosomes de recyclage (avec Rab35). Il est impliqué dans 

la voie lente du recyclage vésiculaire et coordonne le transport de l’endosome à la 

membrane plasmique. 

‐ Rab7 : est associé aux endosomes tardifs, aux autophagosomes et aux lysosomes. 

Il  intervient dans  la maturation des endosomes tardifs, des phagosomes et dans 

leur fusion avec les lysosomes. 

‐ Rab9 : est également présent sur les endosomes tardifs où il joue un rôle dans le 

trafic de ces endosomes vers le TGN.  
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Figure 43: Localisation et fonction des protéines Rab dans le trafic vésiculaire. Schéma représentant 
une  cellule  épithéliale  avec  les  différentes  voies  de  transports  vésiculaires  et la  localisation  des 
protéines  Rab  GTPases.  Les  protéines  extracellulaires  peuvent  être  endocytées  par  différents 
mécanismes tels que l’endocytose dépendante de la clathrine (en anglais : clathrin­coated vesicles ou 
CCV) ou dépendante des cavéolines, par macropinocytose ou par phagocytose. En fonction du mode 
d’endocytose,  les  protéines  se  retrouvent  soit  dans  des  endosomes  précoces  (en  anglais :  early 
endosome),  dans  des  caveosomes,  macropinosomes  ou  dans  des  phagosomes  (Rab5).  Une  fois 
endocytées, les vésicules sont soit recyclées soit dégradées. Le recyclage des vésicules peut s’effectuer 
de deux manières : soit elles sont recyclées rapidement à la membrane (Rab4) ou soit elles le sont plus 
lentement  par  l’intermédiaire  d’endosomes  de  recyclage  (Rab11  et  Rab35).  Les  protéines  non 
recyclées  vont  passer  par  les  endosomes  tardifs  avant  d’être  dégradées  par  les  lysosomes,  les 
autophagosomes vont également être dégradés par  les  lysosomes  (Rab7). Les molécules présentes 
dans les endosomes tardifs peuvent également être recyclées et passer par le réseau trans‐golgi (en 
anglais : trans­Golgi network ou TGN) via des vésicules (Rab9). Rab8 est impliqué dans le trafic du TGN 
vers la membrane plasmique et les protéines Rab 3, 26, 27 et 37 sont impliquées dans la régulation de 
l’exocytose (Stenmark, 2009). 
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Pour  résumer  cette  dernière  partie,  le  trafic  vésiculaire  est  un 

mécanisme  essentiel  et  nécessaire  pour  la  survie,  la  régulation  et  la 

communication cellulaire. Il est composé de voies d’exocytose, d’endocytose, 

de recyclage et de dégradation. 

Au niveau neuronal, les protéines nouvellement synthétisées peuvent 

être libérées à la synapse par exocytose (via les SNARE dont les VAMP). Les 

neurones sont également capables d’endocyter des protéines (via  les Rab). 

Une  fois endocytées, elles sont soit dégradées par des  lysosomes ou alors 

recyclées par des endosomes de recyclage afin d’être disponibles pour une 

nouvelle exocytose. 

Les  différentes  voies  de  trafic  intracellulaire  permettent  une 

distribution  sélective  des  molécules  internalisées  vers  différents 

compartiments  intracellulaires.  Ce  système  permet  d’assurer  un  contrôle 

spatio‐temporel  des  effets  des  diverses  protéines  cérébrales  et  leur 

permettant ainsi de réaliser leurs différentes fonctions. 
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Objectifs 
Au sein du système nerveux central,  le tPA est exprimé par de nombreuses cellules 

dont les neurones. A l’heure actuelle, le tPA est considéré comme un neuromodulateur car il 

est synthétisé par  les neurones,  libéré à  la synapse suite à une dépolarisation neuronale,  il 

peut  interagir avec différents  récepteurs post‐synaptiques et  il peut être  recapturé par les 

astrocytes environnants. Le  tPA est  impliqué dans de nombreuses  fonctions cérébrales qui 

peuvent être aussi bien bénéfiques (plasticité synaptique et survie neuronale) que délétères 

(mort  neuronale  excitotoxique).  L’implication  du  tPA  dans  les  processus  de  plasticité 

synaptique passe à la fois par une potentialisation de la neurotransmission glutamatergique 

(via  une  interaction  avec  les  récepteurs  NMDA)  mais  également  par  la  maturation  des 

neurotrophines (via la plasmine) dont le BDNF. 

Au sein du système nerveux central, le BDNF joue un rôle essentiel dans la croissance 

et la survie des neurones ainsi que dans la plasticité synaptique. Cependant, il a été montré 

que le BDNF pouvait être libéré à la synapse sous deux formes : une forme précurseur (pro‐

BDNF)  et  une  forme  mature  (mBDNF).  De  manière  intéressante,  ces  deux  protéines 

interagissent avec différents récepteurs possédant des effets opposés. Le pro‐BDNF engendre 

des effets délétères sur  les neurones alors que  le mBDNF possède des  rôles bénéfiques.  Il 

existe plusieurs protéines  capables de  convertir  le BDNF et donc de  jouer un  rôle dans  la

balance  entre  les  effets  bénéfiques  et  délétères  de  cette  neurotrophine.  Le  tPA  par 

l’intermédiaire de la plasmine permet cette conversion. 

L’endocytose  et  l’exocytose  de  protéines  sont  des mécanismes  essentiels  dans  la 

régulation  et  la  communication  cellulaires.  L’exocytose est principalement  régulée par  les 

protéines SNARE dont  les VAMP et  l’endocytose par  les protéines Rab.  Les voies de  trafic 

intracellulaire  permettent  une  distribution  sélective  des  molécules  internalisées  vers  les 

compartiments de dégradation ou vers  les compartiments de recyclage. Ce système assure 

alors  un  contrôle  spatio‐temporel  des  effets  des  différentes  protéines  cérébrales,  leur 

permettant ainsi, de réaliser leurs différentes fonctions. 

  

Mes travaux de thèse visent donc à caractériser la distribution neuronale du tPA ainsi 

que son trafic intracellulaire pour une meilleure compréhension de son implication dans les 
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mécanismes physiopathologiques. Pour cela, nous avons créé un nouveau plasmide codant 

pour une protéine fusion : le tPA‐HaloTag® que nous avons fait surexprimé,  in vitro, par des 

neurones corticaux. A l’heure actuelle, très peu d’études se sont intéressées au tPA neuronal ; 

les résultats de ces différents travaux suggèrent qu’il est :  

‐ Exprimé par les neurones ; 

‐ Principalement exprimé par les neurones glutamatergiques ; 

‐ Présent dans des vésicules synaptobrévine 2 (VAMP2) ; 

‐ Libéré à la synapse suite à une dépolarisation neuronale ; 

‐ Capable de cliver le BDNF via la formation de plasmine. 

 

Les questions que nous nous sommes posées sont les suivantes : 

‐ Le tPA est‐il exprimé différemment au niveau des axones et des dendrites ? 

‐ Le tPA est‐il exprimé différemment entre le compartiment pré et post‐synaptique ? 

‐ Quel est le mode de transport neuronal du tPA? 

‐ Le tPA peut‐il être endocyté ? Si oui, quel est son trafic vésiculaire intracellulaire ? 

‐ Le tPA est‐il présent dans les mêmes vésicules que le BDNF ? 

 

Ces travaux ont donné  lieu à  la rédaction d’une publication : « Neuronal tissue­type 

plasminogen activator (tPA) with brain­derived neurotrophic factor (BDNF) are transported in 

the same vesicular cargoes in neurons » qui est en cours de préparation.  
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Article 1: Neuronal tissue­type plasminogen activator (tPA) with brain­
derived  neurotrophic  factor  (BDNF)  are  transported  in  the  same 
vesicular cargoes in neurons. 
L’activateur  tissulaire du plasminogène  (tPA) et  le  facteur neurotrophique  issu du cerveau

(BDNF) sont transportés dans les mêmes vésicules neuronales. 

 

Article en cours de préparation 

 

Contexte bibliographique : 

L’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) est une serine protéase qui a  initialement été 

découverte  dans  le  compartiment  vasculaire  pour  son  implication  dans  la  fibrinolyse. 

Cependant, le tPA est également exprimé par les différentes cellules du parenchyme cérébral 

dont  les neurones où  il peut avoir des  rôles aussi bien bénéfiques sur  la modulation de  la 

signalisation et la plasticité synaptique, que délétères dans les processus de mort neuronale 

excitotoxique.  

Objectifs de l’étude : 

Au cours de cette étude, nous avons voulu mieux comprendre comment le tPA pouvait avoir

des  effets  opposés  sur  les  neurones.  Pour  cela,  nous  avons  examiné  sa  distribution,  son

transport et son trafic vésiculaire au niveau neuronal. 

Principaux résultats : 

 Les vésicules de tPA sont davantage statiques dans les dendrites que dans les axones ; 

 Le  tPA  est  présent  dans  des  vésicules  d’exocytose  VAMP2  dans  les  axones  et  les 

dendrites ; 

 Le tPA est majoritairement libéré par le compartiment post‐synaptique; 

 Le tPA est endocyté par des vésicules Rab5, recylé par des vésicules Rab11 et dégradé 

par des vésicules Rab7 ; 

 Le tPA et le BDNF sont transportés et leur trafic s’effectue dans les mêmes vésicules 

synaptiques. 
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ABSTRACT 

The serine protease tissue‐type Plasminogen Activator (tPA)  is known to modulate synaptic 

signaling  and  plasticity.  Neurons  are  a  known  source  of  tPA  in  the  brain  parenchyma. 

Understanding  the mechanisms  regulating  the  neuronal  trafficking  of  tPA  is  required  to 

further  understand  how  tPA  controls  synaptic  plasticity.  Using  high‐resolution  live  cell 

imaging, we demonstrate that tPA is contained in endosomal vesicles in both dendrites and

axons. Both populations (axonal vs dendritic) of tPA‐containing vesicles differ in their dynamic 

with dendritic tPA containing‐vesicles being mainly static at the synapse and axonal vesicles 

highly  mobile.  Exocytosis  of  tPA  containing‐vesicles  occurs  mainly  in  post‐synaptic 

compartments. tPA was further found to be co‐transported with Brain‐Derived Neurotrophic 

factor  (BDNF),  a  key  modulator  of  neuronal  survival  and  brain  plasticity  that  can  be 

proteolytically  activated  by  tPA.  In  conclusion  we  evidence  that  tPA  and  BDNF  are  co‐

transported in neurons and co‐released by neuronal dendrites. 
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INTRODUCTION 

Tissue‐type plasminogen  activator  (tPA)  is  a  serine protease which was  first  shown  to be 

produced by endothelial cells and released in the blood stream, where it plays roles in clotting 

and fibrinolysis (Astrup and Stage, 1952). Most of its vascular functions are associated with its 

ability  to  promote  the  conversion  of  plasminogen,  bound  to  fibrin  or  cells,  into  plasmin 

(Hoylaerts et al., 1982). In the brain parenchyma, tPA is expressed in neurons and possibly a 

subset of glial cells (Hultman et al., 2008). It is involved in cell migration, neuronal plasticity, 

neuronal survival, maintenance of blood‐brain barrier integrity and control of inflammatory 

processes  (Hébert et al., 2016). When  released  into  the extracellular  space,  tPA mediates 

generation of plasmin which  in  turn  regulates  the degradation of  the extracellular matrix 

(Baricos  et  al.,  1995)  and  the  conversion  of  growth  factors,  chemokines  precursors, 

neurotrophins into their active forms (Bruno and Cuello, 2006; Lee et al., 2007; Rodier et al., 

2014; Su et al., 2008). Among them, tPA is well known to promote the activation of pro‐BDNF 

(Brain‐Derived  Neurotrophic  Factor)  into  its  mature  form  (m‐BDNF)  through  a  plasmin‐

dependent mechanism (Pang et al., 2004). tPA can also bind to various receptors including the 

N‐methyl‐D‐  aspartate  receptor  (NMDAR),  the  low‐density  lipoprotein  receptor‐related 

protein (LRP), Platelet Derived Growth Factor‐CC and annexin‐II (Nicole et al., 2001; An et al., 

2008; Su et al., 2008; Hajjar et al., 1994). tPA is thus now considered as a neuromodulator and 

the mechanisms that govern its distribution at the synapse should play an important role. As 

such, we showed  in a previous study (Fernández‐Monreal et al., 2004) that tPA released by 

neurons  upon  depolarization  is  recaptured  by  astrocytes,  through  a  LRP‐dependent 

mechanism.  In  turn,  astrocytes  can  release  tPA  at  the  synaptic  cleft  by  a  mechanism 

dependent on the concentration of extracellular glutamate (Cassé et al., 2012). More recently, 

we revealed that, when released from neurons, the tPA can promote the conversion of pro‐

BDNF into m‐BNDF by a mechanism dependent on the activation of plasminogen bound to the 

surface of astrocytes (Briens et al., 2017; Pang et al., 2004). These data are in agreement with 

previous  investigations suggesting that neuronal BDNF and tPA could be co‐released at the 

synaptic cleft (Lochner et al., 2008). 

Although tPA was reported to be present at the synapse (Wu et al., 2015), co‐immunoisolated 

with synaptobrevin‐2 (VAMP‐2) positive vesicles (Louessard et al., 2016), associated with an 

increased synaptic endocytosis (Yepes et al., 2016), the mechanisms that govern its neuronal 
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trafficking  are  largely  unknown.  The  present  study  attempted  to  examine  in  detail  the 

neuronal  trafficking of  tPA. The  results  indicate  that:  (i)  tPA  is present  in  synaptic vesicles 

(VAMP‐2 positives) in axons and dendrites; (ii) although pre‐synaptic tPA containing‐vesicles 

are  static and apparently docked at  the  synapse, axonal  tPA containing‐vesicles are highly 

dynamics;  (iii),  the  release  of  tPA  containing  vesicles  is mainly  post‐synaptic  and  (iv)  the 

recapture of synaptic tPA driven by rab‐5 (early endosome), their degradation driven by rab‐

7 (late‐endosome) and their recycling driven by rab‐11 positive endosomes. tPA was further 

found to be co‐transported with Brain‐Derived Neurotrophic factor  (BDNF). Altogether, we 

evidence  that  tPA  and  BDNF  are  co‐transported  in  neurons  and  co‐released  by  neuronal 

dendrites. 



 114  Résultats 

RESULTS 

Axonal and dendritic trafficking of tPA.  In order  to track endogenous neuronal  tPA  in  live 

cells, we inserted an HaloTag® at its C‐terminal end (tPA‐HaloTag®, Fig. 1‐A). Several control 

experiments were performed to validate this new construct. When expressed in HEK‐293 cells 

tPA‐HaloTag® was detected by either the "HaloTag® TMR fluorescent Ligand" or an antibody 

against  tPA  (Fig.  1‐B). Accordingly,  a  recombinant proteolytically  active  tPA‐HaloTag® was 

detected in transfected HEK‐293 cells (69 kDa for tPA plus 33 kDa for the HaloTag®) (Fig. 1‐D) 

and  revealed  with  antibodies  raised  against  either  tPA  or  HaloTag®  (Fig.  1‐C).  Control 

experiments were also performed from cortical and hippocampal mouse neuronal cultures 

(Fig. 1‐E and Suppl. Fig. 1‐A), confirming the neuronal expression of tPA‐HaloTag®, revealed 

either by the HaloTag®TMR Ligand or with an antibody raised against tPA. Expression of tPA‐

HaloTag® were driven either by the synaptophysin neuronal specific promoter (pSyn) or a viral 

promoter  (pCMV  (CytoMegaloVirus)), with  similar  profiles  of  expression  (Suppl.  Fig.  1‐B). 

Similarly, the position of the HaloTag®, either N‐terminal or C‐terminal of tPA did not change 

its neuronal distribution (Suppl. Fig. 1‐C). 

We then aimed to determine whether or not the expression of neuronal tPA was polarized. 

Primary cultures of mouse cortical neurons (20 DIV) were transiently transfected for 48 hours 

with  the pCMV_tPA‐HaloTag® plasmid, and  subjected  to  immunostainings of either MAP2 

(microtubule‐associated protein 2) or tau (tubulin‐associated unit) (Fig. 2‐A). We found the 

presence of tPA  in dendrites  (MAP2 and tau positive) and axons  (tau positive only), with a 

mean number of 86 of tPA‐HaloTag® puncta per 100µm  in dendrites versus 59 puncta per 

100µm in axons (n=22 neurons and n=15 neurons respectively, from 6 individual experiments, 

p= 0.0065). The distribution of neuronal tPA was thus not fully polarized, although the number 

of  tPA dots was  twice  larger  in dendrites  than axons  (Fig. 2‐B). We  then  investigated  the 

motility of tPA‐containing vesicles  in axons and dendrites (Fig. 3‐A). Kymograph analyses of 

the  trajectories  showed  that  tPA‐containing  vesicles moved  bidirectionally  in  axons  and 

dendrites  (Fig.  3‐B  and  3‐C).  Interestingly,  the  velocity  of  vesicles,  both  retrograde  and 

anterograde, was higher in axons than in dendrites (Fig. 3‐D) (anterograde: 1.21 µm/s in axon 

versus 0.94 µm/s in dendrites; p=1.4.10‐5 (270 and 209 vesicles respectively), and retrograde: 

1.24  µm/s  in  axons  versus  0.86  µm/s  in  dendrites  p=2.15.10‐15  (278  and  317  vesicles 

respectively), n=5 and 7 neurons respectively from 9 individuals experiments). The number of 
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mobile  vesicles  was  higher  in  axons  (mainly  retrograde)  than  dendrites  (anterograde:  8 

vesicles/min  in  axons  versus  5  vesicles/min  in  dendrite;  p=  0.370  and  retrograde:  13 

vesicles/min  in axon  versus  6  vesicles/min  in  dendrites;  p=0.028,  n=5  and  7  neurons 

respectively  from  9  individuals  experiments)  (Fig. 3‐E‐F).  Interestingly, although  almost  all 

axonal  tPA‐containing  vesicles were mobile,  nearly  1  out  of  2  vesicles  in  dendrites were 

stationary (mobile/stationary: for axons: 88%/12%, for dendrites: 57%/43%) (Fig. 3‐G) (n=10 

neurons  for axons and n=7 neurons  for dendrites,  from N=6 experiments). To characterize

further the location of tPA at the synapse, neurons were co‐transfected with a vector encoding 

for the postsynaptic marker GFP‐homer‐1C and  immunostained  for the presynaptic marker 

synapsin (Fig. 4‐A). We found that 32 % of synapses were tPA‐positive (n=21 neurons from 6 

individual experiments, p<0.0001, Fig. 4‐B). Furthermore, 55% of synaptic  tPA was  located 

post‐synaptically, as shown in neurons immunostained for homer‐1C and synapsin (Fig. 4‐C‐E, 

n=10 neurons from 2 individual experiments, p=0.025). 

tPA is contained in VAMP2‐family positive vesicles. Trafficking of synaptic vesicles includes 

their formation, intracellular movement and exocytosis. Each of these processes is driven by 

dedicated  proteins,  named  V‐SNARE  (Vesicular  Soluble  N‐ethylmaleimide‐sensitive‐factor 

Attachment protein)  (Chaineau et al., 2009). VAMP2  (aka  Synaptobrevin 2)  is  the main  v‐

SNARE  of  synaptic  vesicles  and  VAMP3  (aka  Cellubrevin)  is  expressed  in  astrocytes  and 

transiently in migrating Cajal Retzius cells  (Barber, Curr Biol 2015). When expressed  in  the 

same  cells,  VAMP2  and  VAMP3  share  similar  function  in  exocytosis  (Chilcote,  JCB  1995). 

Neurons (DIV 20) expressing tPA‐HaloTag® were thus co‐transfected with GFP‐tagged VAMP‐

2 (Fig. 5‐A) and VAMP‐3 (Fig. 5‐C) and subjected to immunostaining against MAP‐2. In axons, 

VAMP‐2‐GFP  positive  spots  co‐localized  with  39%  of  the  total  tPA  puncta  (Pearson’s 

coefficient r=0.687). In dendrites VAMP2‐GFP positive spots co‐localized with 48% of the total 

tPA  puncta  (r=0.740)  (Fig.  5‐B;  n=6  and  n=10  neurons  respectively  from  6  individual 

experiments,  p=0.125).  The  presence  of  VAMP‐2  positive  vesicles  containing  tPA  was 

confirmed  by  using  high  resolution  STED  imaging  (Fig.  5‐E). Accordingly,  VAMP‐3‐GFP  co‐

localized with 53%  (r= 0.839) and with 36%  (r=0.838) of  total  tPA puncta  in axons and  in 

dendrites  respectively  (Fig.  5‐D;  n=11  and  13  neurons  respectively  from  6  individual 

experiments, p=0.03). We then engineered a dual color reporter HaloTag®‐tPA‐SEP construct 

with the pH sensitive GFP variant superecliptic PHluorin (SEP) as a sensor of tPA‐containing 
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vesicles  exocytosis  (Fig.  6‐A‐B).  Control  treatment  with  ammonium  chloride  to  buffer 

HaloTag®‐tPA‐SEP‐containing  vesicles  led  to  the  switch  of  GFP  negative  tPA‐containing 

vesicles  (normally acid)  to GFP positive  tPA‐containing vesicles  (NH4Cl  inducing  capture of 

protons), as previously reported (Shen et al., 2014) (Suppl. Fig. 2). Using live cell imaging (Fig. 

6‐C) we observed that, under resting conditions, the constitutive exocytosis of tPA was higher 

in dendrites than axons (9 SEP positive vesicles per 100µm in dendrites versus 4 in axons, n=18 

and n=13 neurons respectively from 9 individuals experiments, p=0.004) (Fig. 6‐D‐E).  

Synaptic  tPA  can  be  recaptured,  degraded  and  recycled.  Additional  experiments  were 

performed by co‐expressing GFP‐Rab5 (early endosome), CFP‐Rab7 (late endosome) or GFP‐

Rab11  (recycling endosome), which play  complementary  functions  in  recycling of  synaptic 

molecules  (Stenmark,  2009). We  found  colocalization  of  tPA‐HaloTag®  and:  1/GFP‐Rab5 

puncta  in axons (42% of the total tPA puncta, r=0.822) and dendrites (36% of the total  tPA 

puncta, r=0.649) (Fig. 7‐B‐C; n=3 and n=8 neurons respectively from 4 individual experiments, 

p=0.414), 2/CFP‐Rab7 in axons (18% of the total tPA puncta, r= 0.833) and dendrites (16% of 

the total tPA puncta, r=0.761) (Fig. 7‐D‐E; n=3 and n=10 neurons respectively from 4 individual 

experiments, p=0.735) and 3/GFP‐Rab11 in axons (57% of the total tPA puncta, r=0.720) and 

dendrites (44% of the total tPA puncta, r=0.671). (Fig. 7‐F‐G; n=6 and n=7 neurons respectively 

from 2  individual experiments, p=0.253). There was no difference  in  the number of either 

Rab5‐, Rab7‐ or Rab‐11‐ positive vesicles containing tPA between axons and dendrites (Fig. 7‐

H). Therefore, tPA appeared to  localize to a  large extent  in the endosomal pathway both  in 

axons and dendrites. 

Co‐packaging and  co‐trafficking of  tPA with BDNF. The distribution and  trafficking of  tPA 

appeared similar  to  those previously  reported  for BDNF  (Bucci et al., 2014; Shimojo et al., 

2015). We thus hypothesized that tPA and BDNF may be co‐packaged within neuronal vesicles 

and co‐released at the synaptic cleft. We thus co‐transfected cultured cortical neurons (DIV 

20)  with  vectors  encoding  for  tPA‐HaloTag®  and  BDNF‐GFP,  followed  by 

immunocytochemistry for MAP2 (Fig. 8). Confocal analyses revealed co‐localization of tPA and 

BDNF in dendrites and axons (67% of the total tPA puncta colocalized with BDNF in axons, n=6 

and  59%  in  dendrites,  n=6  from  3  independent  experiments;  p=0.873,  with  a  Pearson’s 

coefficient r=0.778 and r=0.786 respectively) (Fig. 8‐A‐B). No difference in the number of tPA 

and BDNF positive vesicles was  revealed between axons and dendrites  (p=0.150, Fig. 8‐C). 
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Control  experiments,  using  immunocytochemistry  to  reveal  pro‐BDNF were  performed  to 

confirm that the GFP labelling matched with the presence of the protein BDNF (Suppl Fig. 3). 

Additional experiments were performed in which co‐transfections of tPA‐HaloTag® and BDNF‐

GFP were  followed by  immunostainings of the pre‐synaptic marker synapsin and  the post‐

synaptic marker homer‐1C, demonstrating a pre‐ and post‐synaptic co‐packaging of tPA and 

BDNF (Fig. 8‐D). Parallel experiments combining co‐transfection of tPA‐HaloTag®, BDNF‐CFP 

and  either  GFP‐VAMP‐2,  VAMP‐3‐GFP,  Rab‐5‐GFP,  Rab‐7‐CFP  or  Rab‐11‐GFP  further 

confirmed the notion of a neuronal vesicular co‐packaging of tPA and BDNF and recapture 

(Suppl. Fig. 4). Using high‐resolution STED imaging (Fig. 8‐E), we consistently confirmed that 

tPA and BDNF were present  in the same vesicles. Confocal time  lapse  imaging  followed by 

analyses of the kymographs also revealed anterograde and retrograde co‐transport of tPA and 

BDNF  containing  vesicles  (Fig.  8‐F).  Altogether  these  data  demonstrate  that  tPA was  co‐

packaged and co‐transported with BDNF. Accordingly, tPA was found necessary to mediate 

activation of pro‐BDNF into m‐BDNF (plasmin mediated) (suppl. Fig. 5). 
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Discussion 

Neurons  represent  an  ultimate  example  of  polarized  cells  with  a  complex  network  of 

membrane trafficking pathways which is necessary to allow efficient communication over long 

distances  (Goldstein  and  Yang,  2000).  Axonal  and  dendritic  transports  are  essentials  for 

neuronal survival and maturation. One of the most convincing demonstrations of the crucial 

role of axonal transport  in neuronal homeostasis  is  the causal  link between defects  in  this 

process  and  neurodegeneration  (Holzbaur,  2004).  tPA  was  reported  in  cortical  and 

hippocampal neurons  (Lochner et al., 2006) and possibly presents  in a subset of pyramidal 

glutamatergic neurons (Louessard et al., 2016). tPA was identified in the presynaptic terminals 

within clear‐core synaptic vesicles in direct contact with the presynaptic membrane (Lochner 

et al., 2006). A previous study also indicated that tPA could activate the mechanism of synaptic 

vesicles endocytosis (Wu et al., 2015). 

In the present study, by studying the intra neuronal dynamics of tPA in live cortical neurons, 

we showed that tPA is stored in VAMP‐2 positive vesicles in axons and dendrites. VAMP‐2 is 

known  to mediate  the exocytosis of synaptic vesicles  in neurons and neuroendocrine cells 

(Schiavo et al., 1992). Although highly dynamic  in axons, tPA‐containing vesicles are mainly 

static  in dendrites, possibly docked at  the post‐synapse prior  to  their  release. Accordingly, 

measure of the exocytosis of tPA containing‐vesicles, using a pH sensitive probe, revealed that 

the constitutive release of tPA  is mainly post‐synaptic. tPA also colocalizes with Rab5, Rab7 

and Rab11 to a large extent, in favor of a mechanism of neuronal endocytosis, including early 

and late endosomes, possibly a recycling pathway by exocytosis of tPA (Stenmark, 2009). It is 

then  interesting  to  note  that  such  distributions  have  also  characteristic  features  of  the 

trafficking of neuronal BDNF (Bucci et al., 2014; Shimojo et al., 2015). We can thus postulate, 

that  VAMP‐2  (possibly  VAMP‐3  during  development)  tPA‐containing  synaptic  vesicles  are 

driven a constitute post‐synaptic release of tPA at the synapse, then allowing tPA to bind with 

its previously reported neuronal receptors, LRP (An et al., 2008), Annexin‐II (Hajjar et al., 1994) 

and NMDA receptors (Lopez‐Atalaya et al., 2008) to mediate its neuronal functions (Chevilley 

et al., 2015).  

tPA was first shown to be produced and released in the circulation by endothelial cells, where 

it plays roles  in  inflammation and fibrinolysis (Zhang et al., 1999; Hoylaerts et al., 1982).  In 
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addition to its roles in the vascular system, tPA plays crucial functions in the central nervous 

system (CNS) acting either as an enzyme or a growth‐factor‐like molecule. Thus, tPA is involved 

in  several  physiological  and  pathological  CNS  processes,  including  learning  and memory, 

anxiety, epilepsy, stroke, Alzheimer’s disease (Baranes et al., 1998; Madani et al., 1999; Pawlak 

et al., 2003; Qian et al., 1993; Alvarez et al., 2013; Oh et al., 2014). Its neuronal functions are 

achieved through plasminogen‐dependent or plasminogen‐independent effects (Melchor and 

Strickland, 2005). For instance, tPA‐mediated generation of plasmin controls the conversion 

of  the pro‐brain‐derived neurotrophic  factor  (pro‐BDNF)  into  its mature  form  (Pang et al., 

2004). Here, we demonstrate the neuronal co‐packaging and co‐trafficking of tPA and BDNF. 

These data are critical  in  the understanding of  the  functions of  tPA  in  the central nervous 

system.  When  co‐released  at  the  synaptic  cleft,  tPA,  by  activating  plasminogen‐bound 

astrocytes  (Briens et al., 2017), may directly  contribute  to  the generation of active BDNF. 

These data are in agreement with previous report demonstrating the presence of BDNF (pro 

and mature) in large core dense synaptic vesicles (Dieni et al., 2012), a type of vesicles known 

to be  involved  in  constitutive  release processes  (Kim et al., 2006; Meldolesi et al., 2004). 

Similarly,  the co‐packaging of  tPA and BDNF was proposed based on co‐localization assays 

(Lochner  et  al.,  2008),  without  further  description  of  the  mechanisms  or  of  the  traffic 

pathways  involved.  At  the  synapse,  pro‐BDNF  and mature  BDNF  are  known  to  activate 

respectively p75NTR and TrkB to mediate opposite effects (Lu et al., 2005). It is thus interesting 

to note  that  tPA  and BDNF  share  a number  of  common  functions  in  the  central  nervous 

system, including regulation of NMDA receptor signaling (Caldeira et al., 2007; Nicole et al., 

2001),  long‐term potentiation (LTP) and  long‐term depression (LTD) (Patterson et al., 1996; 

Woo et al., 2005; Qian et al., 1993),  learning and memory processes  (Madani et al., 1999; 

Obiang et al., 2012; Tyler et al., 2002; Yamada et al., 2002), neuronal  survival  (Huang and 

Reichardt, 2001; Lee et al., 2002; Lemarchand et al., 2016; Liot et al., 2006; Wu et al., 2013) 

and death (Reddrop et al., 2005; Stary et al., 2015) and anxiety behavior (Pawlak et al., 2003; 

Martinowich et al., 2007). Thus, our data suggest that tPA could be a direct regulator of the 

balance  of  effects  of  pro‐BDNF  and  BDNF  at  the  synapse  (Nagappan  et  al.,  2009).  Also 

interesting our data evidence that the axonal transport of tPA is mainly retrograde, possibly 

in agreement with its reported neuronal pro‐survival functions (Correa et al., 2011; Liot et al., 

2006; Wu et al., 2013). In particular, key components of retrograde transport routes, which 

are responsible for the targeting of neurotrophins and their survival signals to the soma, such 



 120  Résultats 

as described for BDNF (Ayloo et al., 2017; Kononenko et al., 2017), have been associated with 

diseases  in  humans  and mice  (Liot  et  al.,  2013). Despite  the  importance  of  these  axonal 

compartments,  little  is known about  their nature and  the machinery  regulating  retrograde 

transport  in  neurons.  Interestingly,  both  tPA  and m‐BDNF  levels  are  impaired with  aging 

(Cacquevel et al., 2007; Lommatzsch et al., 2005) and thus associated with impaired synaptic 

plasticity and neuronal functioning (Bi Oh et al., 2015; Erickson et al., 2010). 

In conclusion, our data provide important information about the trafficking of neuronal tPA, 

allowing a better understanding of how the tPA could contribute to neuronal functions and 

dysfunctions and thus opening new avenues of research in the field (Fig. 9). Our discovery of 

a neuronal co‐packaging and co‐trafficking of tPA and BDNF provide also important insights 

into the understanding of the mechanisms by which these two molecules may contribute to 

neuronal fate in healthy and disease brains.  
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Materials and Methods 

Reagents. Recombinant human  tPA  (Actilyse®) was purchased  from Boehringer  Ingelheim 

(Ingelheim  am  Rhein,  Germany).  Fetal  bovine  serum,  horse  serum,  lipofectamine®  2000 

reagent,  B27  supplement,  glutamine,  laminin,  neurobasal  medium  and 

penicillin/streptomycin were purchased from ThermoFisher (Waltham, Massachusetts, USA). 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), poly‐D‐lysine, phosphate‐buffered saline (PBS), 

paraformaldehyde,  albumin  from  bovine  serum,  ammonium  chloride  (NH4Cl)  and  rabbit 

polyclonal  antibody  were  purchased  from  Sigma‐Aldrich  (St  Louis, MO,  USA).  Aprotinin 

(Trasylol)  was  purchased  from  Bayer  (Leverkusen,  Germany).  HaloTag®  TMR  ligand  was 

purchased from Promega (Madison, Wisconsin, USA). Human Embryonic Kidney HEK‐293 cells 

were purchased from ATCC (Teddinghton, UK). The following primary antibodies were used 

for  immunocytochemistry:  mouse  monoclonal  anti‐HaloTag®  (dilution  1:1000;  Promega; 

G9211)  rabbit anti‐tPA polyclonal antibody  (dilution 1:1 500; generous gift  from R.  Lijnen, 

Leuven), chicken anti‐Microtubule­associated protein 2 (MAP2) polyclonal antibody (dilution 

1:8 000; Abcam, Cambridge, UK; ab5392), rabbit anti‐tau polyclonal antibody (dilution 1:500; 

Abcam;  ab64193),  guinea  pig  anti‐synapsin  polyclonal  antibody  (dilution  1:500;  Synaptic 

System; 106 004), rabbit anti‐homer1 polyclonal antibody (dilution 1:500; Synaptic System; 

160  003)  and  rabbit  anti‐proBDNF  polyclonal  (dilution  1:1  000;  alomone  labs;  ANT‐006). 

Primary  antibodies were  used  for  immunoblotting  are:  anti‐tPA  (dilution  1:10  000;  rabbit 

polyclonal antibody; abcam; ab62763) and anti‐HaloTag® (dilution 1:1000; mouse monoclonal 

antibody;  Promega;  G9211).  Secondary  fluorescent  antibodies  (Alexa647  or  Cy2;  dilution 

1:800) were purchased from Jackson Immunoresearch (Bar Harbor, ME, USA) and secondary 

peroxidase antibodies for immunoblotting: anti‐mouse (IgG A9044 1:80 000), anti‐rabbit (IgG 

A0545 1:80 000) from Sigma‐Aldrich (St Louis, MO, USA). 

 

Plasmid constructs. The cDNA encoding for amino acids 1 to 32 of the peptide signal of human 

tPA was amplified from the full‐length human tPA cDNA. The corresponding Polymerase Chain 

Reaction  (PCR)  product was  subcloned  into  the  eukaryotic  expression  plasmid  pCDNA5.1 

between NheI and BamHI. Then, the full length coding sequence for mature human tPA was 

PCR amplified and subcloned downstream of the “peptide signal ‐ 6xHis” between BamHI and 
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XhoI restriction sites to generate a cDNA encoding for the mature 6xHis human tPA (tPAwt). 

The cDNA of HaloTag® without the Tobacco Etch Virus protease (TEV) cleavage site was PCR 

amplified  from  the  plasmid  pFC14A  (Promega,  France)  and  subcloned  into pCDNA5.1‐tPA 

between the end of the sequence encoding for tPA and the STOP codon at the end of the Halo‐

Tag®, then fused in BamHI between the His‐tag and the beginning of the cDNA for tPA (HD‐

Fusion  technologies  from  Clontech,  USA).  For  synapsin  promote‐driven  constructs,  we 

replaced  the  CMV  promotor  of  the  plasmid  pCI  by  the  cDNA  of  the  synapsin  promotor

subcloned between BglII and NheI. For pCMV_HaloTag®‐tPA‐SEP, the cDNA encoding for the 

pH sensitive GFP (pHluorin) was subcloned by fusion into pCMV_HaloTag®‐tPA between the 

end of the sequence of tPA and the STOP codon. pCMV_BDNF‐GFP was provided by Volkmar 

Lessmann  (Magdeburg,  Germany)  and  the constructs  pCMV_GFP‐Homer‐1C,  pCMV_GFP‐

VAMP, pCMV_GFP‐Rab, pCMV_CFP‐Rab and pCAG_RFP were provided by Thierry Galli (Paris, 

France).  pPLAT_GFP was  purchased  from  Genecopoeia  (Rockville,Maryland,  USA).  All  the 

constructs  were  amplified  in  Escherichia  coli  DH5α  cells  and  purified  by  a  Nucleobond 

endotoxin‐free plasmid DNA PC 2000 kit (Macherey‐Nagel) according to the manufacturer's 

instructions. 

 

Labelling of pro‐BDNF with fluorescent Alexa. As Alexa Fluor succinimidyl esters react with 

primary amines, recombinant pro‐BDNF was  first dialysed at 4 °C overnight against sodium 

bicarbonate buffer  (NaHCO3 0.1 m, Tween‐80 0.1%, pH 8.4)  to  remove non‐proteinaceous 

molecules  containing  primary  amines.  Then,  the  purified  protein was mixed with  the  N‐

succinimidyl ester of Alexa488 for 4 h at 4 °C with continuous stirring. The  resulting solution 

was dialysed  in bicarbonate buffer overnight at 4 °C  to  remove unbound dye. Afterwards, 

Alexa‐labelled pro‐BDNF (pro‐BDNF488) was frozen and stored at −80 °C until further use.  

 

Immunoblotting. Fluorescence of fifteen micrograms of pro‐BDNF488 and its cleavage product 

mBDNF488 were directly visualized in a 4‐15% polyacrylamide gel using ImageQuant LAS 4000 

Camera (GE Healthcare, Chicago,  IL, USA). Fifty nanograms of tPA (Actilyse®), tPA‐HaloTag® 

(coming  from  tPA‐HaloTag®‐transfected HEK cells) were  loaded  in 10% polyacrylamide gel. 

Polyacrylamide gels were then transferred on a PVDF membrane and  immunoblotting with 
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the  primary  antibodies.  After  incubation  with  the  secondary  antibodies,  proteins  were 

visualized with an enhanced chemiluminescence western blot detection reagent (ECL Prime 

Western Blotting System; GE Healthcare; RPN2232) using ImageQuant LAS 4000 Camera.  

 

Fibrin‐agar  zymography  assay.  The  presence  of  active  tPA‐HaloTag®  (coming  from 

tPAHaloTag®‐transfected HEK‐293 cells) was detected by direct  fibrin autography following 

sodium  dodecylsulphate  polyacrylamide  gel  electrophoresis  (SDS‐PAGE)  performed  as 

previously described  (Gaussem et al., 1993). Fifty nanograms of purified  tPA‐HaloTag® and 

Actilyse®  (control) were  subjected  to SDS electrophoresis  (10% polyacrylamide gels, under 

non‐reducing conditions). SDS was then exchanged with 2.5% Triton X‐100. After washing off 

excess Triton X‐100 with distilled water, the gel was carefully overlaid on a 1% agarose gel 

containing 1 mg/mL bovine  fibrinogen, 100 nM plasminogen and 0.2 NIH U/mL of bovine 

thrombin. Zymograms were allowed to develop at 37°C for 12h and photographed at regular 

intervals using dark‐ground illumination. 

 

Cell cultures. Primary cultures of cortical or hippocampal neurons were prepared from fetal 

mice (embryonic day 14) as previously described (Buisson et al., 1998). Cortices or hippocampi 

were  dissected  and  dissociated  in DMEM  and  plated  (250 000  cell/ mL)  on  glass  bottom 

microwell dishes (MatTek Corporation, P35G‐1.5‐14‐C, Ashland, MA, USA) earlier coated with 

poly‐D‐lysine (0.1mg/ml) and laminin (0.02mg/ml). Cells were cultured in Neurobasal Medium 

supplemented with 0.4 mM of glutamine, 2% B27  supplement 50X, 10% horse  serum and 

penicillin/streptomycin  (10 000  IU/ml;  10 000 UG/ml). After  1  h, media were  replaced by 

conditioned  medium  (Neurobasal  Medium  supplemented  with  0.4  glutamine,  2%  B27 

supplement  50X  and penicillin/streptomycin  (10 000  IU/ml;  10 000 UG/ml)  obtained  from 

primary  cultures of astrocytes. Cultures were maintained at 37 °C  in a humidified 5% CO2 

atmosphere.  

 

Neuronal  transfection. Transfections were performed  at Day  In Vitro  (DIV) 12 or DIV 20. 

Neuronal cultures were washed with HEPES and Bicarbonate Buffered Salt Solution (HBBSS; 

NaCl: 116mM, KCl: 5.4mM, CaCl2: 1.8mM, MgSO4: 0.8mM, HEPES: 12mM, NaH2PO4: 0.34mM, 
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D‐glucose:  5.5mM, NaHCO3:  25mM  and Glycine:  10µM) prior  a 8 hours  incubation  in  the 

presence of the mentioned cDNAs and  lipofectamine® 2000‐containing HBSS, HBSS  is  then 

replaced by regular media as described above (cell cultures section).  

 

HaloTag® TMR  ligand addition. After 24‐48h, neuronal cultures were washed with HBBSS, 

HaloTag® TMR ligand was added during 15 minutes and neuronal cultures were washed again 

with HBBSS (to remove unbound ligand). 

 

Immunocytochemistry.  Neuronal  cultures  were  washed  with  HBBSS,  fixed  in 

paraformaldehyde 4% for 20 min at room temperature, washed in PBS (0.1M) and blocked 1 

h  in  PBS  containing  0.3%  Triton  X100  and  albumin  (4%).  The  primary  and  secondary 

fluorescent  antibodies  were  used  (see  reagent  section)  and  confocal  laser‐scanning 

microscopy was performed (see the next section). 

 

Laser  scanning  confocal  microscopy.  Laser‐scanning  confocal  microscopy  (LSCM)  was 

performed using an inverted Leica SP5 confocal microscope (Leica Microsystems SAS; Leica, 

Wetzlar,  Germany)  equipped  with  an  Argon  Gas  laser  and  a  X40  NA=1.3  oil  immersion 

objective. Culture was scanned at room temperature with 458‐, 488‐, 561, 633‐nm, laser lines 

to detect the CFP, GFP or SEP or Cy2, HaloTag®TMR  ligand and Alexa647,  respectively and 

high‐resolution images (1024 x 1024, 12bits) of optical sections (z stack, step: 0.45µm) were 

captured  using  sequential  line  (mean  of  three)  scanning.  Colocalizations  of  two  or  three 

fluorophores were qualitatively assessed  in  the  x,  y, and  z planes of each optical  section. 

Maximal projection images of confocal z series (stacks) were generated where indicated in the 

figure  legends. Minimal adjustments  to  image contrast and  intensity were made  in  ImageJ 

software using the levels or contrast/brightness functions.  

 

Live imaging. Time‐lapse images were collected at a 512 × 512–pixel resolution (8 bit). A short 

interval (0.648 s) for a total of 465  images  in a non‐sequential mode was used to maximize 

vesicles  resolution  trajectories. A  relatively  low  laser  intensity was used  to minimize  laser‐
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induced cellular damage. All acquisitions were performed using a temperature control system 

(“cube & box”, life imaging services, Basel, Swizerland) at 37°C.  

 

STED  microscopy.  Confocal  and  STED  images  were  acquired  with  a  Leica  TCS  SP8 

Confocal/STED  3× microscope with an oil‐immersion  100×, 1.44‐N.A. objective. Dual‐color 

sequential confocal scans were followed by dual‐color sequential STED scans by using a STED 

microscope. HaloTag®TMR ligand and GFP were excited with 555‐nm and 488‐nm white light 

lasers, respectively, at 2–5% of laser power in this particular order. During STED scanning, GFP 

and HaloTag®TMR ligand signals were depleted with 592 nm and 660 nm time‐gated depletion 

lasers. 

 

Images analysis. Confocal images were analyzed with the ImageJ software. The numbers of 

vesicles per µm (Fig. 2, 5‐8) were analyzed with the “cell counter” (for the number of puncta) 

and “straight  line” functions (for the distance). Localization of tPA‐HaloTag® at the synapse 

was determined with  the “RGB plot profile”  function  (Fig. 4). Co‐localization between  tPA‐

HaloTag® and other proteins was studied with the “Pearson’s correlation” function (Plugins 

JACoP;  Fig.  5,  7,  8,  suppl.  4)  and  the  “Cell  counter”  function was  used  to  calculate  the 

percentage of co‐localization  (Fig. 5‐8). Kymographs  (Fig. 3, 6, 8, suppl. 2) were made with 

plugins “kymographbuilder” for generated the process‐projected pixels  intensities profile  in 

function of time. With distance and time read on projected kymograph, vesicles velocity, flow 

and dynamic were deduced and all data normalized by  time and  length of  imaged neurite

segments. A HaloTag®‐tPA‐SEP vesicle has been considered stationary if it remained immotile 

for the entire recording period; a vesicle has been considered mobile only if the displacement 

was ≥2 μm. The Imaris x64 7.7.2 software (Bitplane) was used to model the two configurations 

of tPA at the synapse: pre‐synaptic tPA and post‐synaptic tPA (Fig. 4 and 8). 

 

Analysis of tPA containing vesicles motility. HaloTag®‐tPA‐SEP motility analysis was analyzed 

in both axonal and dendritic processes. Axons were distinguished from dendrites firstly based 

on  known morphological  characteristics:  greater  length,  thin  and  uniform  diameter,  and 

sparse branching  (Banker and Cowan, 1979). After a dozen  retrospective  immunostainings 
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with an anti‐MAP2 antibody of each neurite,  a  kymograph  type profile  for each neuronal 

process has been established and used as a basis  for neurite distinction. We  selected  the 

proximal  region  of  axons  and  dendrites  for  time‐lapse  imaging  analysis.  Only  those  that 

appeared to be single axons and separate from other processes in the field were chosen for 

recording  axonal  HaloTag®‐tPA‐SEP  transport.  Regions  where  crossing  or fasciculation 

occurred were excluded from analysis. 

 

Statistical analyses. All statistical analyses were performed by the Statistica software. A non‐

parametric Mann‐Whitney U test was performed for all analyses unless specified in the figure 

legend  (Fig.  3  and  suppl.  2).  For  each  experiment with  groups  of  sufficient  size  to  use  a 

parametric  test,  a  Shapiro‐Wilk  normality  test  was  firstly  performed.  For  significance 

evaluation, two‐tailed Student’s t test was performed if datasets were normally distributed. 

Vesicular  intensities  in NH4Cl experiments were  analyzed with a non‐parametric Wilcoxon 

signed‐rank test for matched samples. Values are presented as mean ± SEM. 
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Figure legends 

 

Figure 1: Generation of the tPA‐HaloTag®. (A) Scheme of the tPA‐HaloTag® protein: tPA  in 

blue (69 kDa), HaloTag® in orange (33 kDa) and the specific fluorescent  ligand of HaloTag®: 

HaloTag®TMR Ligand in red. (B) Representative confocal images of HEK‐293 cells transfected 

(+) or not (‐) with pCMV_tPA‐HaloTag®, incubated 48h later (+) or not (‐) in the presence of 

the HaloTag® TMR ligand, followed by an immunocytochemistry (ICC) against tPA (blue). Scale 

Bar: 10µm. (C) Immunoblot performed against tPA or HaloTag® with recombinant tPA (rtPA) 

as control (lane 1) or on proteins harvested from HEK‐293 cells transfected with pCMV_tPA‐

HaloTag® (lane 2). (D) Fibrin–agar zymography showing the fibrinolytic activity of control tPA 

(lane 1) and  tPA‐HaloTag® produced by HEK 293  cells  (lane 2).  (E) Transfection of  cortical 

neurons at DIV 12  (Days  In Vitro) with pSYN_tPA‐HaloTag®  (red) and pCMV_GFP‐homer‐1C 

(green) plasmids, exposed 4h later to the HaloTag®TMR ligand and ICC performed against tPA 

(in blue). Z‐stack and scale Bar: 50µm. 

 

Figure  2:  tPA  is  present  in  axons  and  dendrites.  (A)  Timeline  of  the  experiments. 

Representative  z‐stack  confocal  images  of  cortical  neurons  (at  DIV  20)  transfected  with 

pSYN_tPA‐HaloTag®, incubated in the presence of the TMR ligand (in red) and subjected to an 

immunocytochemistry against Tau (tubulin‐associated unit, in green) and MAP2 (microtubule 

associated protein 2, in blue). tPA‐HaloTag® is present in axons (1; MAP2 ‐ and Tau +) and in 

dendrites (2; MAP2 + and Tau +). Scale Bar: 5µm or 50µm (whole neuron). (B) Quantification 

of the number of TMR positive puncta per 100 µm along the axons (59 puncta/100 µm) and 

dendrites  (86  puncta/100µm).  n=15  and  n=22  neurons  respectively,  from  N=6  individual 

experiments; p=0.0065. 

 

Figure 3: Transport of HaloTag®‐tPA‐SEP in cortical neurons. (A) Timeline of experiments. (B) 

Transport of tPA‐HaloTag® in cortical dendrites. Representative kymographs generated from 

dendrites (in red) and analyzed trajectories of vesicles are shown with a color code, black for 

anterograde, gray for retrograde and white for static vesicles. Down, representative diagram 
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of distribution of velocity (µm/s) from seven analyzed kymographs (anterograde 270 vesicles, 

retrograde 278 vesicles, n= 5 and 7 neurons respectively from 9 experiments). (C) Transport 

of  tPA‐HaloTag®  in  cortical  axons.  Representative  kymographs  generated  from  axons  and 

analyzed trajectories of vesicles are shown with the same color code viewed previously in B. 

Down, diagram illustrates the distribution of velocity (µm/s) from five analyzed kymographs 

(anterograde 209 vesicles, retrograde 317 vesicles from n=5 and 7 neurons respectively from 

9 experiments).  (D) Histogram analysis  recapitulate dendritic and axonal vesicles velocities 

(µm/s)  in anterograde way  (axons: 1.22µm/s; dendrites: 0.95µm/s) and  in  retrograde way 

(axons:  1.24µm/s;  dendrites:  0.87µm/s).  (Anterograde:  209  vesicles  for  axon  and  270  for 

dendrites; p=1.4.10‐5. Retrograde 317 vesicles for axons and 278 for dendrites; p=2.15.10‐15. 

n=5 and n=7 neurons  respectively,  from N=9 experiments). Student’s  t  test.  (E) Histogram 

analysis  show  the  tPA‐HaloTag®  vesicles  flow  (number  of  vesicles  per min)  repartition  in 

anterograde  and  retrograde  directions  in  dendrites  and  axons  on  a  time  proportion 

(anterograde: 8  vesicles  for axons and 5  for dendrites per min; p=5.0.10 ‐1. Retrograde 13 

vesicles for axons and 6 for dendrites per min; p=1.43.10‐2. n=5 and n=7 neurons respectively, 

from N=9 experiments). Mann‐Whitney’s U test. (F) Histogram analysis of percentages of tPA 

positives  vesicles  repartition  in  both ways  in  axons  (anterograde:  40%;  retrograde:  60%, 

p=0.180)  and  in  dendrites  (anterograde:  49%;  retrograde:  51%,  p=1.0).  (Axons  n=5  and 

dendrites n=7 neurons,  from N=9 experiments). Mann and Whitney’ U  test.  (G) Histogram 

analysis of percentages of dynamic tPA positives (TMR positive puncta, in red) vesicles in axons 

(88%) and dendrites (57%); p=0.001, and of percentages of stationary tPA vesicles  in axons 

(12%)  and  in  dendrites  (43%);  p=0.001,  (n=10  neurons  for  axons  and  n=7  neurons  for 

dendrites, from N=6 experiments). Student’s t test.  

 

Figure 4: tPA is present in pre‐ and post‐synaptic elements. (A) Timeline of the experiments. 

Representative z‐stack confocal  imagess of cortical neurons (at DIV 20) co‐transfected with 

pCMV_tPA‐HaloTag® and pCMV_GFP‐homer‐1C plasmids followed by immunocytochemistry 

against synapsin. tPA‐HaloTag®  (TMR  ligand,  in red)  is present at synapses  revealed by the 

presence of GFP‐homer1C (post‐synaptic protein, green) and synapsin (pre‐synaptic protein, 

blue).  Scale  Bar:  5µm  or  50µm  (whole  neuron).  (B)  Representative  diagram  show  the 

percentage of synapses containing or not tPA‐HaloTag®. TMR staining  (ie tPA)  is present  in 
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32% of all synapses (yellow frame: 1) and 68% of synapses are negative for tPA (white frame: 

2), n=21 neurons from N=6 experiments and p<.0001. (C) Timeline of the experiments. Cortical 

neurons at DIV 20 were transfected with pCMV_tPA‐HaloTag® plasmid, ICC against synaspin 

and homer‐1C were performed. Representative z‐stack confocal images and diagrams show 

the percentage of tPA located either pre or post‐synaptically. Scale Bar: 5µm. (D) 55% of all 

synaptic tPA is post‐synaptic (green frame in confocal image; 3) and 45% of all synaptic tPA is 

pre‐synaptic  (blue  frame  in  confocal  image;  4).  n=10 neurons  from N=2  experiments  and 

p=0.025. (E) IMARIS reconstructions from confocal images C of pre‐synaptic tPA (blue frame; 

4) and post‐synaptic tPA (green frame; 3). 

 

Figure  5:  tPA  is  associated with VAMP‐family proteins.  (A)  Timeline  of  the  experiments. 

Representative z‐stack images of co‐transfected cortical neurons (at DIV20) with pCMV_tPA‐

HaloTag® (TMR ligand, in red) and pCMV VAMP2‐GFP (in green), followed by ICC against MAP2 

(in blue). tPA‐HaloTag® colocalizes with VAMP2‐GFP (exosome) in axons (MAP2‐; frame 1) and 

in dendrites (MAP2+; frame 2) with Pearson’s coefficients respectively: r=0.687 and r=0.740. 

Scale Bar: 5µm or 50µm (whole neuron). (B) Representative diagrams of the percentage of 

colocalization  between  tPA‐HaloTag®  and  VAMP2‐GFP  in  function  of  total  tPA‐HaloTag® 

puncta. There are 39% of colocalization in axons and 48% in dendrites (p= 0.125). Schematic 

diagrams showing the number of tPA and VAMP2 positive puncta per 100 µm of axons and of 

dendrites.  There  are  19  vesicles  /100µm  in  axons  and  21  vesicles/100  µm  in  dendrites 

(p>.999). n=6 neurons and n=10 neurons respectively, from 6 independent experiments. (C) 

Representative z‐stack images of co‐transfected cortical neurons (at DIV20) with pCMV_tPA‐

HaloTag®  (TMR  ligand,  in  red)  and pCMV_GFP‐VAMP3  (in  green),  followed by  ICC  against 

MAP2 (in blue). tPA‐HaloTag® colocalizes with GFP‐VAMP3 (exosome) in axons (MAP2‐; frame 

3) and  in dendrites  (MAP2+; frame 4) with Pearson’s coefficients respectively: r=0.839 and 

r=0.838.  Scale  Bar:  5µm  or  50µm  (whole  neuron).  (D)  Representative  diagrams  of  the 

percentage of colocalization between tPA‐HaloTag® and GFP‐VAMP3 in function of total tPA‐

HaloTag® puncta. There are 53% of colocalization in axons and 36% in dendrites (p= 0.030). 

Schematic diagrams showing the number of tPA and VAMP3 positive puncta per 100µm  in 

axons  and  dendrites.  There  are  19  vesicles  /100µm  in  axons  and  14  vesicles  /100µm  in 

dendrites (p= 0.173). n=11 and n=13 neurons respectively, from 6 independent experiments. 
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(E)  Representative  images  of  co‐transfected  cortical  neuron  (at  DIV14)  with  pCMV_tPA‐

HaloTag® (reveals by TMR ligand, in red) and pCMV_VAMP2‐GFP (in green). tPA‐HaloTag® and 

VAMP2‐GFP  colocalize,  when  revealed  by  confocal  and  super‐resolution  microscopy: 

Stimulated Emission Depletion  (STED) with Pearson’s coefficients respectively:  r=0.872 and 

r=0.428. Scale Bar: 2µm or 0.5µm. 

 

Figure 6: Dendritic and axonal release of tPA. (A) Timeline of the experiment. (B) Schematic 

diagram  of  a  dual  color  reporter  for neuronal  tPA.  tPA fused  to  a HaloTag®  site  and  the 

superecliptic  pHluorin  (SEP)  allows  simultaneous  visualization  of  total  (HaloTag®)  and 

extraneuronal (SEP) tPA molecules. (C) Representative z‐stack confocal images of transfected 

cortical neurons  (DIV13‐20) with pCMV_HaloTag®‐tPA‐SEP plasmid  (TMR  ligand;  in red and 

SEP;  in green),  time‐lapse were acquired every 30  sec during 2 min  (t= 0 was assigned of 

exocytosis; Time is in min:sec). After live imaging ICC was performed against MAP2 (in blue) 

to differentiate axons from dendrites (an example of each are shown). Respective kymographs 

of HaloTag®‐tPA‐SEP exocytosis are shown. Scale bar represents 2µm. (D) Histogram analysis 

of percentages of tPA vesicles exocytosis  (SEP positives puncta,  in green) compared  to  the 

total pool of tPA (TMR positives puncta, in red) positives vesicles in axons (6%) and in dendrites 

(15%).  n=12  and  n=10  neurons  respectively,  from  N=  9  experiments  and  p=0.002.  (E) 

Schematic diagrams showing the number of static tPA (TMR positive puncta, in red) positives 

vesicles  per  100µm  of  axons  (12.3)  and  dendrites  (28.2).  (n=13  for  axons  and  n=18  for 

dendrites,  from  N=8  experiments,  p=0.001).  (F)  Schematic  histograms  of  the  number  of 

vesicles exocytosed per 100µm (SEP positive,  in green)  in axons (4) and dendrites (9). n=13 

and n=18 neurons respectively, from N=9 experiments, p=0.004. 

 

Figure  7:  tPA  is  associated  with  Rab‐family  proteins.  (A)  Timeline  of  experiments.  (B) 

Representative  z‐stack  images of  co‐transfected  cortical neurons  (DIV20) with pCMV_tPA‐

HaloTag® (TMR ligand, in red) and pCMV_GFP‐Rab5 (in green), followed by ICC against MAP2 

(in blue). tPA‐HaloTag® colocalizes with GFP‐Rab5 (early endosome) in axons (MAP2‐; frame 

1) and  in dendrites  (MAP2+; frame 2) with Pearson’s coefficients respectively: r=0.822 and 

r=0.649.  (C)  Representative  diagrams  of  the  percentage  of  colocalization  between  tPA‐
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HaloTag®  and  GFP‐Rab5  in  function  of  total  tPA‐HaloTag®  puncta.  There  are  42%  of 

colocalization  in  axons  and  36%  in  dendrites  (n=3  and  n=8  neurons  respectively,  from  4 

independent  experiments,  p=0.414).  (D)  Representative  images  of  co‐transfected  cortical 

neurons (at DIV20) with pCMV_tPA‐HaloTag® (reveals by TMR ligand, in red) and pCMV_CFP‐

Rab7  (in cyan), followed by  ICC against MAP2  (in blue). tPA‐HaloTag® colocalizes with CFP‐

Rab7 (late endosome and lysosome degradation) in axon (MAP2‐; frame 3) and in dendrites 

(MAP2+;  frame  4)  with  Pearson’s  coefficients  respectively:  r=0.833  and  r=0.761).  (E) 

Representative diagrams of percentage of colocalization between tPA‐HaloTag® and CFP‐Rab7 

in function of total tPA‐HaloTag® puncta. There are 18% of colocalization in axons and 16% in 

dendrites (n=3 and n=10 neurons respectively, from 4 independent experiments and p=0.735). 

(F)  Representative  z‐stack  images  of  co‐transfected  cortical  neurons  (at  DIV  20)  with 

pCMV_tPA‐HaloTag® (TMR ligand, in red) and pCMV_GFP‐Rab11 (in green), followed by ICC 

against MAP2  (in blue).  tPA‐HaloTag®  colocalizes with GFP‐Rab11  (recycling endosome)  in 

axon  (MAP2‐;  frame  5)  and  in  dendrites  (MAP2+;  frame  6)  with  Pearson’s  coefficients 

respectively:  r=0.720  and  r=0.671.  (G)  Representative  diagrams  of  the  percentage  of 

colocalization  between  tPA‐HaloTag®  and  GFP‐Rab11  in  function  of  total  tPA‐HaloTag® 

puncta. There are 57% of colocalization in axons and 46% in dendrites (n=6 and n=7 neurons 

respectively,  from  2  independent  experiments  and  p=0.253).  (H)  Schematics  diagrams 

showing the number of tPA and Rab positive puncta per 100µm in axons and dendrites. For 

rab5, there are 10 vesicles/100µm in axons and 15 vesicles/100µm in dendrites (n=3 and n=8 

neurons  respectively,  from  4  independent  experiments,  p=0.683).  For  Rab7,  there  are  9 

vesicles/100µm  in  axons  and  7  vesicles/100µm  in  dendrites  (n=3  and  n=10  neurons 

respectively,  from  4  independent  experiments  and  p=0.586).  For  Rab11,  there  are  27 

vesicles/100µm  in  axons  and  25  vesicles/100µm  in  dendrites  (n=6  and  n=7  neurons 

respectively, from 2 independent experiments and p=0.668). For all images: scale Bar: 5µm or 

50µm (whole neuron). 

 

Figure 8: tPA is stored in the same synaptic vesicles than Brain‐Derived Neurotrophic Factor 

(BDNF).  (A)  Timeline  of  the  experiments.  Representative  z‐stack  images  of  co‐transfected 

cortical  neurons  (DIV20)  with  pCMV_tPA‐HaloTag®  (reveals  by  TMR  ligand,  in  red)  and 

pCMV_BDNF‐GFP (in green), followed by ICC against MAP2 (in blue). tPA‐HaloTag® colocalizes 
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with BDNF‐GFP in axons (MAP2‐; frame 1) and in dendrites (MAP2+; frame 2) with Pearson’s 

coefficients respectively: r=0.778 and r=0.786. Scale Bar: 5µm or 50µm (whole neuron). (B) 

Representative diagrams of percentage of colocalization between tPA‐HaloTag® and BDNF‐

GFP  in function of total tPA‐HaloTag® puncta. There are 67% of colocalization  in axons and 

59% in dendrites (n=6 neurons for both, from 3 independent experiments and p=0.873). (C) 

Schematic diagrams showing  the number of  tPA and BDNF positive staining per 100 µm  in 

axons  and  dendrites.  There  are  42  vesicles/100µm  in  axons  and  34  vesicles/100µm  in 

dendrites (n=6 neurons for both, from 3 independent experiments and p=0.150). (D) Timeline 

of  the  experiments.  Representative  z‐stack  images  of  co‐transfected  cortical  neurons  (at 

DIV26) with pCMV_tPA‐HaloTag®  (reveals by TMR  ligand,  in  red) and pCMV_BDNF‐GFP  (in 

green),  followed by  ICC against synapsin  (pre‐synaptic marker) or homer‐1C  (post‐synaptic 

marker) (both in blue).tPA‐HaloTag® and BDNF‐GFP colocalizes with homer‐1C (frame 3) and 

synapsin (frame 4). IMARIS reconstructions from confocal images D of pre‐synaptic tPA/BDNF 

(frame 4) and post‐synaptic tPA/BDNF (frame 3). Scale Bar: 5 or 0.5µm for zoom and 50µm for 

whole neurons.  (E)  Timeline  of  the  experiments.  Representative  images  of  co‐transfected 

cortical  neuron  (DIV14)  with  pCMV_tPA‐HaloTag®  (reveals  by  TMR  ligand,  in  red)  and 

pCMV_BDNF‐GFP (in green). tPA‐HaloTag® and BDNF‐GFP colocalizes for both confocal and 

super‐resolution  microscopy:  Stimulated  Emission  Depletion  (STED)  with  Pearson’s 

coefficients  respectively:  r=0.829  and  r=0.592.  Scale  Bar:  1µm  or  0.5µm.  (F)  Timeline  of 

experiments. Co‐transfected  cortical neuron  (DIV20) with pCMV_tPA‐HaloTag®  (reveals by 

TMR  ligand,  in  red)  and  pCMV_BDNF‐GFP  (in  green).  Kymograph  generated  from moving 

puncta  (white  frame)  shows  that  tPA‐HaloTag®  and  BDNF‐GFP  are  moving  together 

(anterograde and retrograde transport).  

 

Figure 9: Representative scheme. Representative scheme of the proposed co‐trafficking and 

co‐packaging of tPA and BDNF in neurons.  

 

Supplementary  1:  Characterization  of  tPA‐HaloTag®  plasmid.  (A)  Timeline  of  the 

experiments.  Representative  confocal  images  of  cortical  and  hippocampal  neurons 

transfected (+) or not (‐) with pSYN_tPA‐HaloTag® and exposed 48h later (+) or not (‐) to the 
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HaloTag® TMR  ligand,  together with an  immunocytochemistry  (ICC) against  tPA  (blue) and 

MAP2 (green). Scale Bar: 20µm. (B) Timeline of the experiments. Transfections of pCMV_tPA‐

HaloTag® or pSyn_tPA‐HaloTag® (both revealed in red) and immunochemistry against MAP2 

(in blue) show similar neuronal expressions of tPA‐HaloTag® with the two constructs. Scale 

Bar: 50µm (whole neuron). (C) Timeline of the experiments. Co‐Transfections of pCMV_tPA‐

HaloTag®  or  pCMV_HaloTag®‐tPA  (both  in  red) with  pCMV_GFP‐Homer1C  (in  green)  and 

immunochemistries against tPA  (in blue) show that the position of the HaloTag®, either N‐

terminal or C‐terminal of tPA did not change its neuronal distribution. Scale Bar: 50µm (whole 

neuron).  

 

Supplementary  2:  HaloTag®‐tPA‐SEP  functionality.  (A)  Timeline  of  the  experiments.  (B) 

Representative confocal z‐stack of cortical neurite expressing HaloTag®‐tPA‐SEP. Scale bar: 

10µm.  (C) Timeline  imaging of a HaloTag®‐tPA‐SEP vesicle  (white arrow  in B) exocytosis  in 

basal condition. SEP fluorescence variation is shown by timeline generated kymographs and 

fluorescence intensity graphs analysis at t1 and t2 stages (Time in min:sec and Scale bar: 1µm). 

(D) Projected neurite kymograph transfected with HaloTag®‐tPA‐SEP before, before and after 

NH4Cl (50mM) treatment which reveals total intracellular SEP positives vesicles pool. (E) SEP 

fluorescence analysis before  (pre‐exocytosis) and after  (post‐exocytosis) exocytosis with or 

without NH4Cl (50mM). (Pre‐exocytosis (p=0.680) and post‐exocytosis (p=0.043) n=5 neurons 

from N=4 experiments). Scale bar: 1 µm. Wilcoxon’s test. 

 

Supplementary  3:  Characterization  of  BDNF‐GFP  plasmid.  Timeline  of  the  experiments. 

BDNF‐GFP (green) colocalizes with the immunostainings performed against proBDNF (in red) 

in axons (MAP2 ‐; 1) and dendrites (MAP2 +; 2). Scale Bar: 5µm or 50µm (whole neuron). 

 

Supplementary 4: tPA and BDNF are associated with VAMPs and Rabs‐family protein. (A) 

Timeline of the experiments. Representatives z‐stack images of co‐transfected cortical neuron 

(at DIV20) with pSYN_tPA‐HaloTag® (reveals by TMR ligand, in red), pCMV_BDNF‐CFP (in cyan, 

or pCMV_BDNF‐GFP; in green for figure D) and pCMV_GFP‐Rab (B‐D; in green except for Rab7 

who is pCMV_CFP‐Rab; in cyan) or GFP‐VAMP (E‐F; in green). (B) tPA‐HaloTag® colocalizes with 
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BDNF‐CFP  but  also  with  GFP‐Rab5  and  BDNF‐CFP  colocalizes  with  GFP‐Rab5  (Pearson’s 

coefficients:  r= 0.633,  r=0.607 and  r=0.612  respectively).  (C)  tPA‐HaloTag® colocalizes with 

BDNF‐CFP  but  also with GFP‐Rab11  and  BDNF‐CFP  colocalizes with GFP‐Rab11  (Pearson’s 

coefficients:  r=0.538,  r=0.637 and  r=0.694  respectively).  (D)  tPA‐HaloTag®  colocalizes with 

BDNF‐GFP  but  also  with  CFP‐Rab7  and  BDNF‐GFP  colocalizes  with  CFP‐Rab7  (Pearson’s 

coefficients:  r=0.551,  r=0.501  and  r=0.657  respectively).  (E)  tPA‐HaloTag®  colocalizes with 

BDNF‐CFP but also with VAMP2‐GFP and BDNF‐CFP colocalizes with VAMP2‐GFP (Pearson’s 

coefficients:  r=0.726,  r=0.649  and  r=0.763  respectively).  (F)  tPA‐HaloTag®  colocalizes with 

BDNF‐CFP but also with GFP‐VAMP3 and BDNF‐CFP colocalizes with GFP‐VAMP3 (Pearson’s 

coefficients:  r=0.719,  r=0.760  and  r=0.781  respectively).  Scale  Bar:  5µm  or  50µm  (whole 

neuron). 

 

Supplementary 5: tPA is involved in BDNF maturation. BDNF488 (100nM) incubated alone or 

in the presence of tPA (20nM), plasminogen (50nM), plasmin (25nM) or Aprotinin (20 KUI/ml) 

alone  or  in  combination  during  1h30  at  37°C.  SDS‐PAGE  showing  the  conversion  of  pro‐

BDNF488 into mBDNF488.  
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Discussion 

Article 1: Neuronal tissue­type plasminogen activator (tPA) with brain­
derived  neurotrophic  factor  (BDNF)  are  transported  in  the  same 
vesicular cargoes in neurons. 

 

Le tPA est  impliqué dans de nombreux mécanismes physiopathologiques au sein du 

SNC ; il est donc nécessaire et important d’étudier la localisation et le trafic du tPA dans les 

neurones pour pouvoir mieux comprendre et expliquer ces différents rôles neuronaux mais 

également ces fonctions au sein du parenchyme cérébral. 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons montré dans un premier temps que le tPA 

est  localisé au niveau des axones et des dendrites des neurones mais qu’il est également 

présent  à  la  synapse.  De  manière  intéressante,  nous  avons  constaté  que  le  tPA  était 

majoritairement dans  le compartiment post‐synaptique. En accord avec  la  littérature, nous 

avons pu voir que le tPA est contenu dans des vésicules d’exocytose VAMP2 positives et qu’il 

peut être exocyté par les neurones (Halo‐tPA‐SEP). Le tPA peut également être endocyté par 

des vésicules Rab5 positives, recyclé par des vésicules Rab11 positives ou dégradé par des 

vésicules Rab7 positives. Nous avons également remarqué que le tPA peut être contenu dans 

les mêmes vésicules que  le BDNF à  la  fois dans  l’axone,  les dendrites et à  la  synapse des 

neurones. De plus, nous avons montré que le tPA et le BDNF sont présents dans les mêmes 

vésicules d’exocytose (VAMP2), d’endocytose (Rab5), de recyclage (Rab11) et de dégradation 

(Rab7)  et  qu’ils  peuvent  être  co‐transportés  le  long  des  neurites  de  façon  rétrograde  ou 

antérograde.  
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1. Localisation et transport du tPA au sein des neurones 
 

1.1. Le modèle cellulaire 

A l’heure actuelle, il est très difficile de détecter et d’étudier le tPA neuronal cortical 

car les cellules l’expriment en trop faible quantité et les anticorps développés contre le tPA ne 

sont pas assez spécifiques pour détecter de trop faibles concentrations. In vivo, pour visualiser 

le tPA dans les neurones corticaux, il est nécessaire de réaliser une injection intraventriculaire 

de colchicine chez les animaux (Louessard et al., 2016). En se liant à la tubuline, la colchicine 

désorganise le cytosquelette et provoque une inhibition du transport des vésicules dans les 

axones et  les dendrites. Cet arrêt du  transport vésiculaire engendre une accumulation des 

protéines nouvellement formées dans le corps cellulaire des neurones, nous permettant ainsi 

de détecter le tPA. Cependant, in vitro, le traitement avec la colchicine ne fonctionne pas, il 

est  donc  très  difficile  de  détecter  et  d’étudier  le  tPA  dans  des  cultures  de  neurones.  La 

surexpression de tPA via des plasmides est, à l’heure actuelle, le seul moyen de voir du tPA in 

vitro. C’est donc  cette  technique que nous  avons  choisi pour  cette  étude,  en utilisant un 

nouveau plasmide codant pour une protéine fusion tPA‐HaloTag®. 

Nous  avons  décidé  de  créer  un  nouveau  plasmide :  pSYN_tPA‐HaloTag®  pour 

surexprimer  le  tPA dans  les neurones en culture car comparativement à  la protéine  fusion 

classique :  tPA‐GFP,  la protéine HaloTag® possède de nombreux avantages. L’HaloTag® est 

une haloalcane déshalogénase modifiée pour se lier à son substrat (les chloroalcanes) de façon 

irréversible (Encell  et  al.,  2012).  L’haloalcane  déshalogénase  est  une  enzyme  bactérienne 

(issue des rhodococcus) qui peut transformer les chloroalcanes en alcools. Les chloroalcanes 

possèdent un groupe de liaison pour interagir avec l’enzyme et un groupe fonctionnel. C’est 

ce groupe fonctionnel qui confère les multiples rôles de la protéine HaloTag® car il peut être 

lié à des fluorophores, des ligands réactifs ou à des résines (Figure 44). Cette technique peut 

donc  être  utilisée  pour  l’imagerie,  la  purification  et  l’étude  des  interactions  protéiques. 

L’HaloTag® possède donc plusieurs avantages en comparaison à la protéine GFP classique car 

on peut:  
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‐ Ajouter le ligand lorsqu’on le souhaite (à DIV3, DIV20, …), 

‐ Marquer  différentes  populations  de  protéines  grâce  à  des  fluorophores  de 

différentes couleurs (par exemple : avant/après un traitement), 

‐ Différencier des protéines extracellulaires et intracellulaires (grâce à deux types de 

ligands : cellules perméants et cellules imperméants), 

‐ Purifier notre protéine d’intérêt (grâce à des résines), 

‐ Trouver de nouveaux partenaires  interagissant avec notre protéine  (grâce à des 

résines) 

Cependant  l’inconvénient  de  cette  technique  est  que,  comme  pour  toutes  les 

expériences  impliquant  des  protéines  fusions,  la  protéine  HaloTag®  (33  kDa)  augmente 

considérablement la taille du tPA qui est déjà de 69 kDa. 

 

 

Figure 44: Schéma représentant  le fonctionnement de  l'HaloTag®. A) L’HaloTag® (en bleu) est une 
haloalcane déshalogénase mutée. Cette mutation lui permet de se lier de façon spécifique et covalente 
à son substrat : les chloroalcanes (« ligand de l’HaloTag® », en vert). Les chloroalcanes possèdent un 
groupe de liaison, reconnu par les halocalcanes déshalogénases (en gris) et un groupe fonctionnel (en 
rouge). Il existe plusieurs chloroalcanes avec différents groupes fonctionnels qui peuvent être liés à : 
des ligands  fluorescents, des surfaces  (par exemple : résines) ou des  ligands réactifs. B) Dans notre 
étude la protéine d’intérêt (le tPA, en orange) est fusionnée avec l’HaloTag® (en bleu), lors de l’ajout 
du substrat de l’HaloTag® : « l’HaloTag® TMR ligand » sur nos cultures de neurones, ce ligand va aller 
se fixer de manière spécifique et irréversible sur la protéine fusion : tPA‐HaloTag®. La mutation dans 
la séquence de l’HaloTag® va l’empêcher de cliver le chloroalcane et une liaison covalente va se former 
entre l’enzyme et le ligand (trait rouge) (adapté de : Urh and Rosenberg, 2012). 

 

Dans un premier temps, nous avons caractérisé  la protéine fusion :  le tPA‐HaloTag® 

produite par ce nouveau plasmide et nous avons confirmé que le TMR ligand se fixe bien de 

façon spécifique à  l’HaloTag® (Article 1 ; Figure 1 et Figure supplémentaire 1). Nous avons 

également confirmé que l’ajout de l’HaloTag® en C‐terminal du tPA n’altère pas sa fonction 
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protéolytique  (Article ;  Figure  1).  Dans  un  second  temps,  nous  avons  pu  voir  que  les 

promoteurs utilisés pSYN  (synaptophysine : promoteur  spécifique des neurones) ou pCMV 

(Cytomégalovirus : promoteur viral) et la localisation de l’HaloTag® en N‐ ou C‐terminal sur le 

tPA n’influençaient pas l’expression ni l’adressage du tPA dans les neurones (Article 1 ; Figure 

supplémentaire 1). 

Nous savons que certains neurones du cortex,  in vivo, sont capables de produire du 

tPA  (Louessard et al., 2016). La première question que nous nous sommes posée a été de 

savoir si, in vitro, les neurones corticaux étaient également capables de produire du tPA (sans 

surexpression). Pour répondre à cette  interrogation, nous avons transfecté des cultures de

neurones  avec  un  plasmide codant  pour  la  séquence  du  promoteur  du  tPA  suivie  de  la 

séquence codante pour la protéine fluorescente GFP pPLAT_GFP. Nous avons pu détecter de 

la  fluorescence verte dans  ces  cultures :  les neurones  corticaux en  culture  sont donc bien 

capables d’activer  le promoteur du tPA et donc par extension,  ils peuvent produire du tPA 

(Figure 45). De plus,  lorsque nous  transfectons des cultures avec  le plasmide : pPLAT_tPA‐

HaloTag®, nous obtenons la même distribution neuronale de la protéine fusion : tPA‐HaloTag® 

en comparaison avec les autres promoteurs : pCMV et pSYN (Article 1 ; Figure supplémentaire 

1). Cependant, le promoteur du tPA étant un promoteur faible, nous n’avons pas pu réaliser 

notre étude avec ce plasmide.  

 

Figure 45: Les neurones corticaux en culture sont capables d'exprimer du tPA. A) In vitro, les neurones 
corticaux (à DIV18) sont capables d’activer le promoteur du tPA (PLAT), cette activation est visualisée 
grâce à  la présence de fluorescence verte (GFP). Les neurones ont été co‐transfectés avec un autre 
plasmide afin de visualiser les neurones transfectés (pCAG_RFP). B) La distribution du tPA‐HaloTag® 
sous le contrôle du promoteur du tPA est semblable à celle sous le contrôle des promoteurs pSYN et 
pCMV.  
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La deuxième question que nous nous sommes naturellement posée, était de savoir si 

notre protéine:  tPA‐HaloTag® était adressée au bon endroit dans  la  cellule et  si  le  fait de 

surexprimer plusieurs protéines (double et triple transfection) gênait leur adressage vers leur 

zone de prédilection.  La  surexpression de protéines dans une même  cellule n’est pas une 

raison pour qu’elles colocalisent obligatoirement. Si les protéines surexprimées n’étaient pas 

adressées vers leur zone de prédilection mais accumulées à un endroit dans la cellule avant 

d’être  dégradées,  on  obtiendrait  une  parfaite  colocalisation  de  toutes  nos  protéines 

surexprimées. Or, ce n’est pas le cas, comme on peut le voir sur la Figure 4 de l’Article 1 : le 

tPA (en rouge) est très proche des protéines homer1C (en verte) mais ne colocalise que très 

rarement. Ce qui est également  le cas pour  les co‐transfections du tPA avec  les différentes 

protéines  étudiées  (VAMP,  Rab  et  BDNF).  En  effet,  si  ces  protéines  colocalisaient 

obligatoirement, on obtiendrait des pourcentages de colocalisation proche de 100% (Article 

1 ; Figure 5, 7 et 8). Les plasmides codants pour le tPA‐HaloTag® comprennent la séquence du 

tPA mais également une séquence codante pour son peptide signal. Le peptide signal est une 

chaîne peptidique servant à adresser la protéine dans un compartiment cellulaire spécifique. 

Une fois la protéine bien adressée, le peptide signal est clivé par des protéases  (Coleman et 

al., 1985; Kapp et al., 2013). La présence du peptide signal permet donc un bon adressage 

cellulaire de notre protéine  :  tPA‐HaloTag®.  Il est  important de mentionner que  toutes  les 

protéines de fusion utilisées dans cette étude sont synthétisées avec leur peptide signal. Un 

autre  élément montrant  que  les  protéines  surexprimées  in  vitro  sont  adressées  au  bon 

endroit est  l’exemple de  l’expression de  la protéine homer‐1C. Homer‐1C est une protéine 

d’échafaudage  située  dans  le  compartiment  post‐synaptique,  elle  est  donc  seulement 

présente dans  les  dendrites  et  plus  particulièrement dans  les  épines dendritiques.  La  co‐

surexpression de cette protéine et du tPA‐HaloTag® dans des cultures de neurones n’empêche 

pas leur bon adressage. En effet, on peut voir sur la Figure 46 que la protéine GFP‐homer1C 

est seulement adressée dans les épines dendritiques post‐synaptiques et qu’elle est absente 

des axones. Ces deux points montrent bien que, même si l’on surexprime des protéines dans 

des cultures de neurones, ces protéines sont adressées au bon endroit dans la cellule et toutes 

les protéines ne colocalisent pas obligatoirement.  
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Figure 46:  Les protéines  surexprimées  sont adressées au bon endroit dans  la  cellule. Culture de 
neurones corticaux (DIV26) surexprimant les protéines tPA‐HaloTag® (en rouge) et GFP‐homer1C (en 
vert).  Le  tPA‐HaloTag® est présent  à  la  fois dans  l’axone  (1) et dans  les dendrites  (2) alors que  la 
protéine GFP‐homer1C n’est présente que dans les dendrites (2). Homer1C est une protéine jouant un 
rôle au niveau des synapses et plus particulièrement au niveau post‐synaptique. Cette protéine est 
donc bien adressée car elle n’est présente que dans les dendrites du neurone et plus particulièrement 
dans les épines dendritiques. 

 

1.2. Localisation du tPA dans les neurones 

Grâce à l’étude de Lochner et collaborateurs (Lochner et al., 2006), on sait que le tPA 

est  présent  dans  les  axones,  les  dendrites  et  au  niveau  des  synapses  des  neurones 

hippocampiques en culture. Notre étude, qui est basée sur des cultures de neurones corticaux, 

montre également que le tPA est présent dans ces différents compartiments. De plus, nous 

montrons  que  le  tPA  est  adressé  préférentiellement  dans  les  dendrites  et  dans  le 

compartiment post‐synaptique (Article 1 ; Figure 2 et 4).  

Le  tPA  est  décrit  comme  un  neuromodulateur :  il  est  synthétisé  par  le  neurone 

présynaptique,  libéré  à  la  synapse  suite  à  une  dépolarisation,  puis  interagit  avec  des 

récepteurs  post‐synaptiques  et  enfin  l’excès  de  tPA  à  la  synapse  est  recapturé  par  les 

astrocytes environnants  (Fernández‐Monreal et al., 2004). Notre étude souligne que  le tPA 

n’est  pas  seulement  situé  dans  le  compartiment  présynaptique  mais  qu’il  est 

préférentiellement situé dans  le compartiment post‐synaptique ; ce résultat suggère que  le 

tPA n’aurait pas seulement un rôle de neuromodulateur, ce qui ouvre donc une nouvelle porte 
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d’étude sur les fonctions du tPA à la synapse. De plus, les résultats obtenus avec le plasmide 

pCMV_HaloTag®‐tPA‐SEP nous montrent que le tPA est libéré de façon constitutive au niveau 

post‐synaptique,  ce  qui  renforce  l’idée  que  le  tPA  n’a  pas  seulement  un  rôle  de 

neuromodulateur.  Il serait donc  intéressant d’étudier avec précision  le rôle de ce tPA post‐

synaptique. Pour cela,  les chambres microfluidiques pourraient être utilisées. Les chambres 

microfluidiques sont des dispositifs contenant des micro‐canaux qui permettent d’isoler trois 

compartiments :  un  compartiment  présynaptique,  une  chambre  synaptique  et  un 

compartiment post‐synaptique. Ces chambres sont constituées de deux puits reliés entre eux 

par des micro‐canaux dans  lesquels seuls  les axones peuvent passer. Il est ainsi possible de 

transfecter  uniquement  les  neurones  post‐synaptiques,  de  stimuler  spécifiquement  les 

neurones  présynaptiques  et  de  regarder  ce  qu’il  se  passe  à  la  synapse.  Cette  technique 

permettrait  d’étudier  le  rôle  du  tPA  post‐synaptique  afin  de  savoir  si  ce  tPA  se  lie  aux 

récepteurs  post‐synaptiques  et/ou  présynaptiques  mais  également  de  voir  avec  quelles 

protéines il interagit à la synapse. 

Plusieurs hypothèses sont envisageables concernant le rôle post‐synaptique du tPA : 

une des hypothèses qui pourrait être mise en avant serait son implication dans la LTP tardive. 

En effet, nous savons déjà que le tPA est impliqué dans ce type de LTP (D. Baranes et al., 1998). 

Le  tPA  post‐synaptique  pourrait  servir  de  réserve  et  être  libéré  à  la  synapse  suite  à  une 

dépolarisation  du  neurone  présynaptique.  En  effet,  suite  à  une  stimulation,  le  neurone 

présynaptique va libérer une grande quantité de glutamate qui va activer les récepteurs AMPA 

post‐synaptiques  provoquant  ainsi  une  dépolarisation  locale  post‐synaptique.  Cette 

dépolarisation locale est nécessaire et suffisante pour libérer les ions magnésium qui bloquent 

les  canaux  des  récepteurs  NMDA  permettant  ainsi  à  ces  derniers  d’être  activés  par  le 

glutamate  synaptique.  La  dépolarisation  locale  post‐synaptique  pourrait  également 

engendrer  une  libération  de  tPA,  ce  tPA  pourrait  aller  sur‐activer  les  récepteurs  NMDA 

augmentant ainsi  l’entrée de calcium dans  les neurones et donc a  fortiori  les mécanismes 

responsables de la LTP tardive. Cependant, l’implication du tPA post‐synaptique dans la LTP 

tardive pourrait être expliquée par d’autres mécanismes indépendants de son interaction avec 

les récepteurs NMDA. Le tPA libéré au niveau post‐synaptique pourrait cliver le plasminogène 

permettant, par  la  formation de plasmine, de convertir  le pro‐BDNF en mBDNF et c’est ce 

mBDNF qui  serait  impliqué dans  les mécanismes de  LTP  tardive  (Pang  et  al.,  2004). Nous 
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savons également que le tPA intervient dans la dégradation de la MEC via la formation de la 

plasmine  ce  qui  faciliterait  la  création  de  nouvelles  synapses  (D.  Baranes  et  al.,  1998). 

Cependant, dans  cette étude, nous avons  seulement  regardé  l’exocytose basale du  tPA,  il 

serait donc  intéressant de vérifier  l’implication du  tPA post‐synaptique dans ces différents 

mécanismes  via  des  expériences  de  LTP  chimique.  Les  expériences  de  LTP  chimique 

permettraient également de regarder si contrairement à l’exocytose basale, la localisation de 

la libération de tPA diffère lors d’une exocytose régulée. De plus, l’utilisation de mutants du 

tPA pourrait également permettre de découvrir le ou les domaines du tPA mis en jeu lors de 

la LTP tardive. Il existe différents mutants du tPA : un tPA inactif, un tPA dépourvu du domaine 

K2  (tPA‐ΔK2),  un  tPA  n’interagissant  pas  avec  les  récepteurs  NMDA  (tPA‐K2*),  un  tPA 

dépourvu du domaine finger (tPA‐ΔF) ou du domaine EGF (tPA‐ΔEGF). 

Nous savons que le tPA est impliqué dans la pousse neuritique (D. Baranes et al., 1998; 

Silverman  et  al.,  2005).  Ainsi  la  deuxième  hypothèse  pour  expliquer  le  rôle  du  tPA  post‐

synaptique  repose  sur  la présence de  tPA  au niveau des  cônes de  croissance  (Figure 47). 

Comme vu dans l’introduction (« 1.5.2.1 tPA et développement cérébral »), les fonctions du 

tPA sur la pousse neuritique pourraient être médiées par les MMP, l’HGF ou le BDNF (García‐

Rocha et al., 1994; Thewke and Seeds, 1999; Song et al., 1997). Il serait donc intéressant de 

regarder et d’élucider,  grâce  à  la  technique HaloTag®,  les mécanismes mis en  jeu dans  la 

pousse neuritique afin de comprendre plus précisément le rôle du tPA. De plus, il serait bien 

de savoir si l’expression et la localisation du tPA dans les neurones changent en fonction de 

l’âge des neurones  en  culture  afin de mieux  caractériser  l’expression du  tPA  au  cours du 

temps.  
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Figure 47:  le  tPA  est présent  au niveau des  cônes de  croissance des neurites  en  culture.  A)  Les 
neurones corticaux en culture (DIV12) présentent une accumulation de tPA‐HaloTag® au niveau des 
terminaisons  des  neurites.  B)  Culture  de  neurones  hippocampiques  transfectés  à  DIV3  avec  les 
plasmides codant pour  le tPA‐HaloTag® (en rouge) et pour  la GFP‐homer1C (en vert), après fixation 
des cellules, un marquage avec la phalloïdine est réalisé (en bleu, pour marquer les filaments d’actine). 
Le  tPA  est  présent  au  niveau  des  cônes  de  croissance  constitués  de  filaments  d’actine,  élément 
nécessaire à la pousse des neurites.  

 

1.3.  Transport des vésicules de tPA 

Nous  avons  ensuite montré que  le  tPA  était  transporté  le  long  des  axones  et  des 

dendrites des neurones corticaux en culture et que ce transport s’effectue de façon rétrograde 

(de la périphérie vers le corps cellulaire) et antérograde (du corps cellulaire vers la périphérie). 

Nous avons mis en évidence que les vésicules contenant du tPA sont davantage mobiles dans 

les axones (environ 1,22 µm/s) que dans les dendrites (environ 0,9 µm/s). Ces vitesses sont en 

accord avec celles  retrouvées dans  la  littérature pour  le  trafic des vésicules à cœur dense 

(Kwinter et al., 2009; Lochner et al., 1998) (Article 1 ; Figure 3). 

Au niveau des dendrites, les vésicules sont plus stationnaires que dans les axones. Ceci 

peut s’expliquer par le fait que les vésicules de tPA sont sûrement situées au niveau des épines 

dendritiques et probablement arrimées à la membrane plasmique pour être exocytées suite 

à une dépolarisation neuronale. De plus, nous avons retrouvé une exocytose plus élevée des

vésicules contenant l’HaloTag®‐tPA‐SEP dans les dendrites par rapport aux axones (Article 1 ; 

Figure 6) ; ce résultat confirme l’hypothèse énoncée précédemment. Il serait donc intéressant 

de vérifier cette hypothèse en effectuant un traitement au KCl sur ces cultures afin de vérifier 

que la dépolarisation neuronale, induite par le KCl, provoque une diminution de la quantité
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de spot de tPA‐HaloTag® au niveau des dendrites ou alors une augmentation de l’exocytose 

de ces vésicules immobiles contenant la protéine HaloTag®‐tPA‐SEP. 

En revanche, les vésicules contenant le tPA sont plus dynamiques dans les axones que 

dans les dendrites. L’explication la plus probable est que ces vésicules retournent vers le corps 

cellulaire pour être dégradées par les lysosomes ou alors pour aller activer certains gènes au 

niveau du noyau.  Le  transport  rétrograde du  tPA axonal pourrait avoir un  rôle protecteur 

comme pour  le BDNF  (Philippidou et al., 2011) en contrôlant des gènes responsables de  la 

survie neuronale. Ce  transport rétrograde du tPA serait en accord avec  les mécanismes de 

survie du tPA (Correa et al., 2011; Liot et al., 2006; Wu et al., 2013). 

 

2. Trafic vésiculaire neuronal du tPA 
 

2.1. Le tPA neuronal peut être exocyté 

Comme nous l’avons vu dans la partie « 3.1 L’exocytose » de l’introduction, l’exocytose 

est un mécanisme important pour le fonctionnement des cellules et principalement pour les 

neurones. Cette  fonction  est  à  la base de  la  communication entre  les différentes  cellules 

cérébrales (Wu et al., 2014). Louessard et collaborateurs ont montré, que le tPA était contenu 

dans des vésicules glutamatergiques synaptobrévines 2 (VAMP2) positives  (Louessard et al., 

2016). D’autres études ont également  révélé que  le  tPA pouvait être  libéré dans  le milieu 

extracellulaire  suite à une dépolarisation neuronale par  l’intermédiaire du KCl  (Fernández‐

Monreal et al., 2004; Gualandris et al., 1996; Lochner et al., 2006) ou du NDMA (Nicole et al., 

2001).  

Nos recherches nous ont permis d’une part, de confirmer que le tPA est bien présent 

dans des vésicules VAMP2 positives  (Article 1 ; Figure 5) et d’autre part, de visualiser  son 

exocytose grâce à un outil original : un plasmide codant pour le HaloTag®‐tPA‐SEP (Article 1 ; 

Figure 6). La SEP est une protéine fluorescente spéciale : en effet, cette GFP n’est fluorescente 

qu’à pH 7,4 (pH extracellulaire), lorsque la protéine HaloTag®‐tPA‐SEP est dans les vésicules 

(pH 5,5) elle ne peut donc pas émettre de  fluorescence. Cette  technique nous permet de 

suivre en direct l’exocytose du tPA : dans les vésicules le tPA est seulement détectable grâce 
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à sa fluorescence rouge (TMR ligand fixé à l’HaloTag®), lors de l’exocytose le tPA est détectable 

via le TMR Ligand (rouge) mais également grâce à la GFP qui devient fluorescente (verte). Dans 

cette étude, nous avons montré que le tPA n’était pas seulement libéré de façon régulée (par 

un stimulus : le KCl ou le NMDA) mais qu’il est également libéré de façon constitutive par le 

neurone à la fois dans l’axone et les dendrites (Article 1 ; Figure 6). Pour confirmer ce résultat, 

on pourrait traiter nos cultures de neurones exprimant la protéine HaloTag®‐tPA‐SEP, avec la 

toxine tétanique qui est un inhibiteur de l’exocytose. De la même manière, il serait intéressant 

de visualiser l’exocytose régulée du tPA à l’aide d’un traitement au KCl ou au NMDA ; ces deux 

molécules  provoquent  une  entrée  de  calcium  dans  la  cellule  ce  qui  va  engendrer  une 

dépolarisation  neuronale.  Comme  vu  précédemment,  nous  avons  seulement  regardé 

l’exocytose constitutive, c’est‐à‐dire non provoquée par une dépolarisation neuronale. Dans 

notre cas, il est possible de comparer l’exocytose spontanée du tPA au niveau axonal versus 

dendritique. L’exocytose spontanée est un mécanisme nécessaire pour le renouvèlement de 

la  membrane  et  des  composants  de  celle‐ci  (récepteurs,  canaux,  etc.),  elle  peut  donc 

s’effectuer tout au long des prolongements. En revanche, lors d’une exocytose régulée (via le 

calcium),  la  libération présynaptique de molécules ne peut s’effectuer seulement au niveau 

de la terminaison axonale, contrairement à l’exocytose post‐synaptique qui peut s’effectuer 

tout au long des dendrites au niveau des épines. Il serait peut‐être plus pertinent de comparer 

l’exocytose régulée versus constitutive au niveau des axones et au niveau des dendrites. En 

effet  une  des  hypothèses,  qui  devrait  être  vérifiée,  est  que  le  tPA  est  libéré  de  façon 

constitutive dans  l’élément  post‐synaptique  (dendrites)  et  de  façon  régulée  au  niveau  du 

compartiment présynaptique (axones). 

Nous avons également démontré que  le  tPA peut être  contenu dans des  vésicules 

VAMP3 positives (Article 1 ; Figure 5). Physiologiquement, VAMP3 est seulement exprimé par 

les astrocytes et il est impliqué dans les endosomes de recyclage (Barber et al., 2015). Lorsque 

VAMP3  est  exprimé  dans  les  neurones,  il  possède  les mêmes  fonctions  d’exocytose  que 

VAMP2 à savoir qu’il peut également  interagir avec  les t‐SNARE , la syntaxine 1 et SNAP‐25 

(Chilcote et al., 1995). VAMP7 est une protéine  impliquée dans des  voies de  sécrétion et 

d’endocytose,  ce  qui  lui  permet  de  jouer  un  rôle  dans  la  croissance  des  neurites  et  la 

transmission synaptique mais également dans le remodelage de la membrane plasmique et la 

sécrétion lysosomale (Chaineau et al., 2009). Il serait donc intéressant d’étudier l’interaction 
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du  tPA  avec VAMP7  au niveau neuronal  afin de  voir d’une part,  si  le  tPA peut  subir une 

exocytose lysosomale et, d’autre part, confirmer son éventuelle implication dans la croissance 

des neurites.  

 

2.2. Le tPA neuronal peut être endocyté, recyclé ou dégradé 

En  revanche,  très  peu  de  recherches  se  sont  attachées  au  rôle  du  tPA  dans 

l’endocytose,  ni  à  celui  de  l’endocytose  du  tPA  au  niveau  neuronal.  L’endocytose  est  un 

mécanisme cellulaire très important car il est responsable du recyclage et de la dégradation 

des molécules  (Sudhof, 2004). Yepes et  collaborateurs ont montré que  le  tPA augmentait 

l’endocytose des vésicules synaptiques par un mécanisme indépendant de la plasmine. Le tPA 

induirait une déphosphorylation de la dynamine I ce qui permettrait le recrutement de la F‐

actine à la membrane présynaptique ; mécanisme à la base de l’endocytose. Leurs données 

montrent qu’à  la suite d’une exocytose de neurotransmetteurs,  le tPA permet  l’association 

entre des vésicules synaptiques nouvellement formées et  la F‐actine afin de reconstituer  le 

pool de vésicules disponibles pour un nouveau cycle d’exocytose (Yepes et al., 2016). 

Notre étude montre que le tPA peut être endocyté par des vésicules Rab5 positives, 

recyclé par des  vésicules Rab11 mais également dégradé par des  vésicules Rab7 positives 

(Article  1 ;  Figure  7).  Il  serait  intéressant de  regarder  si, une  fois  recyclé,  ce  tPA peut de 

nouveau être exocyté. Rab3 est une protéine associée aux vésicules de sécrétion, elle permet 

l’exocytose des vésicules recyclées  (Hutagalung and Novick, 2011). Pour étudier  l’exocytose 

du  tPA  recyclé,  il  faudrait  transfecter des  cultures de neurones avec  les plasmides  codant

respectivement pour le tPA‐HaloTag® et la protéine Rab3‐GFP puis regarder en microscopie 

confocale si ces deux protéines colocalisent. On pourrait également approfondir le mode de 

recyclage du tPA afin de savoir s’il emprunte également la voie de recyclage rapide (vésicule 

Rab4  positive)  ou  seulement  la  voie  longue  (vésicule  Rab11  positive). Afin  de  vérifier  ces 

différents mécanismes d’endocytose, on pourrait également traiter des cultures de neurones, 

préalablement transfectés avec les différents plasmides codant pour les Rab‐GFP, avec du tPA‐

HaloTag® et regarder si, d’une part, le tPA‐HaloTag® extracellulaire est bien recapturé par les 

neurones et, d’autre part, si ce tPA est associé aux différentes protéines de la famille des Rab 

(Rab5, Rab11, Rab7, Rab4 et Rab3).  
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Lors de cette étude nous avons montré que  le tPA est présent dans des endosomes 

précoces  (vésicules Rab5 positive),  ce qui  suggère  fortement qu’il peut être  internalisé au 

préalable  par  les  neurones.  Il  existe  diverses  voies  d’endocytose  de  protéines  au  niveau 

cérébral (ces voies sont davantage décrites dans l’introduction « 3.2 L’endocytose »). Il serait 

donc intéressant de regarder par quel type d’endocytose le tPA extracellulaire est recapturé 

par  les neurones. En effet,  connaître  le mode d’endocytose du  tPA pourrait permettre de 

mieux comprendre son rôle neuronal. Il pourrait être internalisé de manière spécifique suite 

à  sa  liaison  avec  un  de  ses  récepteurs  comme  les  récepteurs  LRP, NMDA  ou  EGF  via  les 

clathrines.  Nous  savons  déjà,  grâce  à  la  littérature,  que  l’endocytose  dépendante  de  la 

clathrine  joue un rôle essentiel dans  la transduction de signaux, dans  la neurotransmission 

(McMahon and Boucrot, 2011) et dans  le  recyclage des vésicules  synaptiques  (Farsi et al., 

2018). Lors de cette  internalisation,  le  ligand est dégradé alors que le récepteur est recyclé 

pour être de nouveau disponible à la membrane, afin qu’un autre ligand puisse l’activer. Parmi 

les récepteurs du tPA, les mieux caractérisés sont les récepteurs LRP qui, en plus d’être des 

récepteurs pouvant  lier  le tPA, sont  largement décrits pour  leur rôle dans  l’endocytose. En 

effet, plusieurs études ont déjà mis en évidence que  le tPA pouvait être  internalisé  via  les 

récepteurs LRP : citons comme exemples,  les astrocytes où  ils  seraient  responsables de  sa 

clairance cérébrale (Briens et al., 2017), les hépatocytes où ils seraient en partie responsables 

de sa clairance vasculaire (Narita et al., 1995) enfin au niveau des cellules endothéliales où ils 

permettraient  au  tPA  de  traverser  la  BHE  (Benchenane  et  al.,  2005).  L’ensemble  de  ces 

résultats font des récepteurs LRP un candidat de choix pour permettre  l’endocytose du tPA

via les clathrines au niveau neuronal. Pour vérifier l’implication de ce type d’endocytose par 

les récepteurs LRP, nous pourrions utiliser un  inhibiteur de ces récepteurs comme RAP  (en 

anglais : Receptor­associated protein) ou inhiber l’expression des ARNm grâce aux siRNA (en 

anglais :  small  interfering  RNA).  Il  serait  intéressant  de  regarder  si  cette  inhibition  de 

l’internalisation neuronale du  tPA  joue un  rôle dans  la plasticité  synaptique,  les processus 

neurodégénératifs ou dans  l’ouverture de  la BHE. De plus, nous savons que  le tPA  interagit 

avec les récepteurs LRP grâce à son domaine finger, nous pourrions donc utiliser une protéine 

fusion comprenant : le mutant du tPA délété de son domaine finger et la protéine HaloTag® 

afin de voir si la protéine tPAΔF‐HaloTag® est toujours internalisée par les neurones. Une autre 

technique qui pourrait être utilisée, serait d’abolir spécifiquement  l’expression de LRP dans 

les neurones à un moment donné grâce à l’utilisation de la technologie de la recombinaison 
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Cre‐Lox. Nous  pourrions  croiser  ces  souris  (Laboratoire  de  Joachim Herz)  avec  des  souris 

exprimant  la  Cre‐recombinase  sous  le  contrôle  d’un  promoteur  neuronal  pour  permettre 

l’extinction spécifique de LRP dans les neurones et ainsi abolir la recapture neuronale du tPA. 

Il  serait  intéressant  d’étudier  le  développement  cérébral  de  ces  animaux  et/ou  de  les 

soumettre à des  tests comportementaux ainsi qu’à des modèles de pathologies cérébrales 

afin  de  comprendre  quel  rôle  joue  précisément  la  recapture  neuronale  du  tPA  dans  le 

fonctionnement cérébral.  

Enfin, un autre mode d’endocytose pourrait être analysé: la macropinocytose. Il a été 

montré que le BDNF pouvait être endocyté par macropinocytose, via les pincher (Philippidou 

et al., 2011). Nous savons que cette internalisation est nécessaire au transport rétrograde des 

neurotrophines afin de promouvoir  la survie neuronale par  la régulation de  l’expression de 

gènes  (Kononenko et al., 2017). Le tPA étant également  impliqué dans des mécanismes de 

survie neuronale, il pourrait donc suivre le même mécanisme d’internalisation non spécifique 

que le BDNF. De plus, il a été montré que les macropinosomes sont capables de se déplacer

vers le centre de la cellule (Swanson and Watts, 1995), ce qui coïnciderait avec le transport 

rétrograde du  tPA  (Article 1 ; Figure 3). L’étude de ce mode d’internalisation pourrait être 

réalisée  grâce  à  des  inhibiteurs  spécifiques  de  la  macropinocytose  comme  l’amiloride 

(molécule qui provoque une acidification  intracellulaire et qui altère  le fonctionnement des 

GTPases, sensibles au pH, mais également  impliquées dans  le remodelage de  l’actine) ou  la 

cytochalasine (qui se lie au filament d’actine entraînant une inhibition de la polymérisation de 

l’actine et donc de la macropinocytose) (Swanson and Watts, 1995). De plus, cette endocytose 

pourrait être étudiée par microscopie électronique ou par  immunocytochimie en marquant 

les macropinosomes avec un anticorps dirigé contre l’actine. Il serait également possible de 

surexprimer la SNX5‐GFP (en anglais : phosphoinositol­binding sorting nexin 5), une protéine 

associée aux macropinosomes nouvellement formés (Kerr et al., 2006) dans des cultures de 

neurones. Et ensuite d’ajouter la protéine tPA‐HaloTag® sur ces cultures afin de visualiser une 

éventuelle macropinocytose du tPA par l’imagerie confocale en temps réel. 
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3. Le  tPA et  le BDNF sont présents dans  les mêmes vésicules 

synaptiques 
 

3.1. Le tPA et le BDNF sont impliqués dans les mêmes fonctions 

cérébrales 

Comme évoqué dans les différentes parties de l’introduction, le tPA et le BDNF jouent 

tous les deux un rôle important dans le développement, la survie neuronale mais également

dans la plasticité synaptique. Nous savons que le BDNF peut être libéré lors d’une stimulation 

neuronale (Shimojo et al., 2015) mais il peut également être endocyté pour aller activer des 

gènes au niveau du corps cellulaire du neurone, pour être dégradé ou alors pour être recyclé  

(Bucci et al., 2014; Cosker and Segal, 2014). Le BDNF et le tPA suivent donc le même mode de 

trafic vésiculaire dans les neurones et de plus, ils ont plusieurs fonctions communes dans le 

parenchyme cérébral telles que ; une implication dans la pousse neuritique, dans la survie ou 

la mort cellulaire mais aussi dans  la LTP ou LTD. De manière  intéressante,  le tPA peut, par 

l’intermédiaire  de  la  plasmine,  convertir  le  pro‐BDNF  en  mBDNF  (Article  1 ;  Figure 

supplémentaire 5, Pang et al., 2004). Comme décrit dans la deuxième partie de l’introduction, 

le pro et  le mBDNF possèdent des effets opposés sur  les neurones via une  interaction avec 

des récepteurs différents. En effet, le pro‐BDNF interagit avec les récepteurs p75NGF/Sortiline 

pour engendrer la mort neuronale, la LTD et la rétractation des épines dendritiques, alors que 

le mBDNF via l’interaction avec les récepteurs TrkB, est responsable de la survie cellulaire, de 

la LTP tardive et de la pousse d’épines dendritiques (Lu et al., 2005).  

 

3.2. Le tPA est impliqué dans la balance entre le pro et le mature 

BDNF 

En permettant le clivage du pro‐BDNF en mBDNF par la plasmine, le tPA joue un rôle 

important dans la balance entre les effets bénéfiques et délétères du BDNF. Cependant, il ne 

faut pas oublier que les furines et les pro‐convertases sont aussi capables de convertir le pro‐

BDNF  en mBDNF  dans  le  compartiment  intracellulaire,  tout  comme  les MMP  au  niveau 
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extracellulaire (Lu et al., 2005). Dans des cultures de neurones hippocampiques (à DIV 4‐8), 

Lochner  et  collaborateurs  ont  constaté  que  1)  le  plasminogène  et  le  pro‐BDNF,  2)  le 

plasminogène et le tPA mais également 3) le tPA et le pro‐BDNF sont présents dans les mêmes 

vésicules, sans montrer de véritable colocalisation de ces trois protéines (Figure 48 ; Lochner 

et  al.,  2008). Nous montrons  aussi  que  le  tPA  et  le  BDNF  sont  présents  dans  les mêmes 

vésicules dans  les neurones corticaux en culture (à DIV20). De plus, nous précisons que ces 

vésicules  sont axonales ou dendritiques, pré‐ et post‐synaptiques  (Article 1 ; Figure 8). En 

outre, grâce à la microscopie haute résolution, nous avons pu confirmer la présence de tPA et 

de BDNF au sein des mêmes vésicules. Nous avons également mis en évidence que ces deux 

protéines sont transportées ensemble de façon rétrograde et antérograde  (Article 1 ; Figure 

8). Nous avons observé la présence de vésicules immobiles ce qui nous laisse supposer qu’elles 

sont arrimées à la membrane pour être exocytées à la suite d’une stimulation neuronale. Et 

enfin, nous avons montré que ces deux protéines sont contenues ensemble dans des vésicules 

d’exocytose (VAMP2 positives), qu’elles peuvent être endocytées (Rab5 positives), recyclées 

(Rab 11 positives) ou dégradées (Rab7 positives) dans les mêmes vésicules (Article 1 ; Figure 

supplémentaire 4). 

 

Figure 48: Le tPA, le plasminogène et le BDNF sont présents dans les mêmes vésicules. Culture de 
neurones hippocampiques à 2‐8 DIV surexprimant différentes protéines de fusion: le plasminogène‐
mCherry,  le pro‐BDNF‐GFP  (ou mCherry) ou  le tPA‐EGFP. Le plasminogène et  le pro‐BDNF  (A) mais 
également le plasminogène et le tPA (B) et enfin le tPA et le pro‐BDNF (C) sont présents dans les mêmes 
vésicules (adapté de : Lochner et al., 2008). 
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Dans un premier temps, il serait très intéressant de confirmer la colocalisation du tPA 

avec le BDNF par une autre méthode d’analyse. Pour cela, la technique d’isolation de vésicules 

synaptiques  suivie d’un  immunoblot contre  le  tPA et  le BDNF  serait envisageable. Grâce à 

cette  technique,  nous  pourrions  confirmer  la  présence  des  différentes  Rab  et  VAMP  à  la 

surface de ces vésicules. Nous pourrions également regarder si le plasminogène est présent 

dans  les mêmes  vésicules  que  le  tPA  et  le  BDNF.  En  effet,  Lochner  et  collaborateurs  ont 

seulement montré une colocalisation deux à deux du plasminogène, du tPA et du BDNF mais 

pas la présence des trois dans une même vésicule. Nous pourrions aussi regarder sous quelle 

forme est le BDNF. Dieni et collaborateurs ont montré que le mBDNF et son pro‐peptide sont 

présents dans  les même vésicules ; ce qui suggère un clivage  intra‐vésiculaire  (Dieni et al., 

2012). A l’heure actuelle, les études sur la localisation et le type de protéases clivant le BDNF 

sont encore  controversées. Cependant,  il  semblerait que  les  furines et  les proconvertases 

pourraient cliver le BDNF respectivement dans le trans‐Golgi et dans les vésicules. De plus, il 

serait également  important de vérifier si  le tPA, via  la formation de plasmine, peut cliver  le 

BDNF au sein de ces vésicules d’exocytose. Dans un deuxième temps, cette technique pourrait 

nous permettre d’évaluer le pH de ces vésicules (Farsi et al., 2018, 2016) afin de savoir si le 

tPA peut être actif et capable d’activer la plasmine qui pourrait ensuite cliver le pro‐BDNF dans 

ces vésicules et pas seulement à la synapse (Figure 49‐B). 

Pour mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans la conversion du BDNF, une 

expérience  supplémentaire  pourrait  être  nécessaire  afin  de  savoir  si  la  plasmine  est 

indispensable dans ce clivage ou si les furines, les proconvertases et les MMP sont suffisantes 

à cette conversion. En effet, des co‐cultures de neurones et d’astrocytes surexprimant le pro‐

BDNF‐GFP et le tPAHaloTag® pourraient être réalisées puis traitées ou non avec un inhibiteur 

de  la  plasmine :  l’aprotinine.  Nous  pourrions  ensuite  récupérer  le  tapis  cellulaire  et  le 

surnageant  afin  de  regarder par  immunoblot  les  quantités  de  pro  et  de mBDNF dans  les 

différentes  conditions.  Enfin  des  inhibiteurs des  différentes protéases  impliquées dans  ce 

clivage du BDNF pourraient aussi être testés. 

Il serait également important d’observer l’exocytose simultanée du tPA et du BDNF via 

la surexpression de protéines HaloTag®‐tPA‐SEP et CFP‐BDNF. On pourrait ainsi suivre dans les 

neurones les vésicules contenant le tPA (en rouge, grâce au TMR ligand) et le BDNF (en cyan 

grâce à  la CFP) pour visualiser  leurs exocytoses basale (sans traitement) ou contrôlée (avec 
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l’ajout de KCl ou de NMDA) grâce à l’apparition de la fluorescence verte de la SEP, au niveau 

des axones et des dendrites.  

 

3.3. L’implication du plasminogène et de  la plasmine dans ces 

mécanismes 

Le plasminogène est principalement synthétisé par les hépatocytes du foie  (Raum et 

al., 1980). Cependant, d’autres organes tels que les reins, le cœur, les testicules, les poumons, 

la rate et  le cerveau sont capables de synthétiser  le plasminogène  (Zhang et al., 2002). Au 

niveau cérébral, les neurones constituent la principale source de production du plasminogène: 

celui‐ci est retrouvé au niveau du soma, des axones et des dendrites (Taniguchi et al., 2011) 

mais également dans l’espace extracellulaire au niveau de la fente synaptique  (Tsirka et al., 

1997).  La  conversion du plasminogène en plasmine  au niveau  cérébral est un mécanisme 

méconnu. Cependant, le tPA d’origine neuronale semble être important pour l’activation du 

plasminogène dans le cerveau (Ho‐Tin‐Noé et al., 2009). De plus, pour être activé en plasmine, 

le plasminogène nécessite la liaison à l'annexine II localisés sur la surface des cellules (Kim and 

Hajjar, 2002). C’est pourquoi une étude récente du laboratoire a montré que le tPA pouvait 

cliver le plasminogène à la surface des astrocytes (Briens et al., 2017). Il serait donc intéressant 

de vérifier l’hypothèse suivante : suite à une dépolarisation neuronale, le tPA, le BDNF et le 

plasminogène (présents ou non dans les mêmes vésicules) sont libérés à la synapse. Le tPA, 

par l’intermédiaire de l’annexine II, présente à la surface des astrocytes, clive le plasminogène 

en plasmine. Et c’est cette plasmine qui va ensuite cliver le pro‐BDNF en mBDNF à la synapse 

(Figure 49‐A).  
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Figure 49 : Mécanismes proposés pour le clivage du plasminogène et du BDNF dans les vésicules ou 
à  la synapse. A) Suite à une dépolarisation neuronale,  le tPA,  le pro‐BDNF et  le plasminogène sont 
libérés à  la  synapse.  Le  tPA  clive  le plasminogène en plasmine à  la  surface des astrocytes grâce  à 
l’annexine II. La plasmine ainsi formée peut alors convertir le pro‐BDNF en mBDNF. B) Le tPA, le pro‐
BDNF et  le plasminogène sont contenus dans  les mêmes vésicules. Le pH vésiculaire permet au tPA 
d’être actif et de cliver le plasminogène en plasmine. La plasmine peut ensuite convertir le pro‐BDNF 
en mBDNF au sein des vésicules. Suite à une dépolarisation neuronale, le tPA, la plasmine et le mBDNF 
sont libérés à la synapse. Au niveau synaptique le tPA peut interagir avec différents récepteurs post‐
synaptiques dont les récepteurs NMDA, EGF, LRP et annexine II. Le BDNF interagit avec les récepteurs 
TrkB alors que le pro‐BDNF active les récepteurs p75NTR.  

 

Le  tPA possède différents rôles au sein de parenchyme cérébral ; ces  rôles peuvent 

être dépendants ou indépendants de la plasmine (pour revue: Melchor and Strickland, 2005). 

De  plus,  comme  nous  l’avons  vu  au  cours  de  cette  étude,  le  tPA,  par  la  formation  de  la 

plasmine, a un rôle  important dans  la conversion de BDNF.  Il est donc nécessaire de mieux 

comprendre  ou  de  s’intéresser  davantage  à  la  localisation  du  plasminogène  dans  ce 

mécanisme.  Est‐il  présent  dans  les  vésicules synaptiques?  Est‐il  présent  dans  les mêmes 

vésicules à cœur dense que le tPA et le BDNF ? Comment est‐il libéré à la synapse ? Est‐ce qu’il 

nécessite  obligatoirement  la  présence  de  récepteurs  pour  être  activé ? Ou  la membrane 

plasmique des vésicules est‐elle suffisante ? Est‐ce que le pH de ces vésicules est assez élevé 

pour permettre une activité enzymatique du  tPA ? Est‐ce que  la conversion du BDNF peut 

également  être  effectuée  dans  les  vésicules  d’exocytose ?  Pour  répondre  à  toutes  ces 

questions, il serait intéressant de réaliser les expériences décrites dans la partie « 3.2 Le tPA 
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est impliqué dans la balance entre le pro et le mature BDNF » grâce à des vésicules synaptiques 

isolées.  Une  autre  solution  serait  de  créer  un  nouveau  plasmide  codant  pour  un 

plasminogène‐HaloTag® pour ensuite réaliser la même étude que précédemment présentée. 

Nous  pourrions  surexprimer  cette protéine  dans  des  cultures de  neurones  corticaux  avec 

différentes autres protéines  telles que  les Rab,  les VAMP ou  le BDNF mais nous pourrions 

également suivre l’exocytose du plasminogène grâce à un plasmide codant pour un HaloTag®‐

plasminogène‐SEP et regarder si le plasminogène est sécrété de façon constitutive ou régulée. 

 

3.4. L’implication  du  tPA  et  du  BDNF  dans  les  maladies 

cérébrales 

De manière  intéressante, plusieurs études ont montré une diminution des quantités 

de tPA et de mBDNF au cours du vieillissement  (Cacquevel et al., 2007; Lommatzsch et al., 

2005)  mais  également  dans  différentes  maladies  cérébrales  comme  les  maladies 

neurodégénératives  et  neuropsychologiques.  La  diminution  de  tPA  provoquerait  une 

diminution de la conversion BDNF et par conséquent, une diminution des quantités de mBDNF 

avec en parallèle une augmentation de pro‐BDNF cérébral ; ces changements seraient liés à 

une diminution de la plasticité et des fonctions neuronales. Il serait donc intéressant de suivre 

l’implication  du  tPA  dans  la  balance  entre  le  pro  et  le mBDNF  au  niveau  des  différentes 

maladies telles que Parkinson, Alzheimer, Huntington ou encore la dépression. 

L’étude de Liot et collaborateurs a montré que les neurones corticaux, qui projettent 

sur  le  striatum,  permettent  de  délivrer  le  BDNF  aux  neurones  striataux  (qui  ne  sont  pas 

capables d’en produire). Cependant lors de maladies neurodégénératives comme la maladie 

d’Huntington,  le transport des vésicules, dont  le BDNF, est altéré. Le BDNF n’est donc plus 

apporté aux neurones du striatum ce qui provoque leur dégénérescence (Liot et al., 2013). Au 

vu de cette étude, nous avons voulu regarder si des animaux dépourvus de tPA présentaient 

une augmentation de la quantité de pro‐BDNF (et de son récepteur : p75NGF) par rapport au 

mBDNF dans le striatum et si l’absence de tPA provoquait une dégénérescence des neurones 

du  striatum. Ainsi, nous avons  réalisé des expériences d’immunoblot à partir de protéines

issues de différentes régions de cerveau de souris tPA KO et tPA WT. Cependant, nous n’avons 

pas noté de différences dans les quantités de pro‐BDNF, de mBDNF, de TrkB et de p75NGF chez 
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les  souris  tPA  KO  versus  tPA WT  au  niveau  du  striatum  ni  au  niveau  du  cortex  et  de 

l’hippocampe.  L’absence  de  différences  pourrait  s’expliquer  par  la  mise  en  place  de 

mécanismes compensatoires comme : une augmentation de  la conversion du BDNF par  les 

furines, les proconvertases ou les MMP. Cependant, il serait primordial de vérifier ce résultat 

par une technique plus spécifique telle que l’ELISA. 
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Conclusion générale 
 

L’ensemble de mon travail de thèse a contribué à mieux comprendre la localisation et 

le trafic vésiculaire du tPA neuronal.  

Cette étude nous a permis de montrer que le tPA est transporté à la fois dans l’axone 

et les dendrites des neurones et qu’il est majoritairement présent dans le compartiment post‐

synaptique ; ce qui lui prédit un rôle autre que celui de neuromodulateur.  

Nous avons également montré pour la première fois que, le tPA pouvait être endocyté 

de manière basale par les neurones et que suite à sa recapture, le tPA pouvait emprunter la

voie de dégradation par les lysosomes ou celle de recyclage par les endosomes de recyclage 

afin d’être potentiellement libéré, de nouveau, à la synapse suite à une dépolarisation. 

De plus, nous avons confirmé par différentes techniques (Imagerie confocale, STED et 

en temps réel), que le tPA et le BDNF sont présents dans les mêmes vésicules et qu’ils sont co‐

transportés dans les neurones vers le corps cellulaire ou vers les synapses. De plus, nous avons 

également montré que ces deux protéines suivent les mêmes voies de trafics intracellulaires. 

En effet,  ils peuvent être endocytés,  recylés et/ou dégradés à partir des mêmes vésicules 

synaptiques.  

Nos  résultats  apportent  de  nouvelles  données  concernant  le  devenir et  le  trafic 

vésiculaire du  tPA neuronal ainsi que,  sur  son  implication dans  la balance entre  les effets 

bénéfiques et délétères du BDNF. Ces résultats ouvrent de nouvelles voies de recherche quant 

à l’implication de ces deux molécules dans la survie neuronale mais également dans l’étude 

de différentes maladies neurodégénératives. 
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Autres travaux 
 

Article 2  (Revue):  Impacts of tissue­type plasminogen activator  (tPA) 
on neuronal survival. 
Les impacts de l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) sur la survie neuronale. 

 

Publié dans : Frontiers in Cellular Neuroscience 

 

Contexte bibliographique : 

L’activateur  tissulaire  du  plasminogène  (tPA)  est  une  sérine  protéase  constituée  de  cinq 

domaines qui  lui permettent d’interagir avec différents :  substrats, protéines de  liaison ou 

récepteurs. Au cours des dernières années, plusieurs études se sont intéressées au rôle du tPA 

dans différentes maladies du système nerveux central et particulièrement dans les accidents 

vasculaires  cérébraux. Dans  le  SNC,  le  tPA  possède  des  rôles  bénéfiques mais  également 

délétères,  ces  rôles  opposés  du  tPA  peuvent  s’expliquer  par  le  type  et  la maturité  des 

neurones mais également par le taux, l’origine et la forme du tPA.  

 

Objectifs de l’étude : 

A  l’heure actuelle  les effets différentiels du tPA dans  le SNC ne sont pas encore tout à fait 

compris et plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer ces effets opposés. Cette 

revue de la littérature permet de faire une synthèse de ce que nous savons actuellement sur 

le tPA et de discuter des rôles différentiels de cette protéine sur la survie et la mort neuronales 

excitotoxiques.  
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Article  3:  Conformations  of  tissue  plasminogen  activator  (tPA) 
orchestrate  neuronal  survival  by  a  crosstalk  between  EGFR  and 
NMDAR. 
Les  conformations  de  l’activateur  tissulaire  du  plasminogène  (tPA)  modulent  la  survie 

neuronale par une interaction entre les récepteurs NMDA et EGF. 

 

Publié dans : Cell Death Disease 

Contexte bibliographique : 

L’activateur  tissulaire  du  plasminogène  est  une  sérine  protéase  impliquée  dans  diverses 

fonctions, aussi bien neurotrophiques que neurotoxiques, au sein du SNC. Le tPA est produit 

et  libéré sous forme simple chaîne (sc‐tPA),  il peut ensuite être clivé par la plasmine ou  les 

kallikréines, pour se retrouver sous forme double chaîne  (tc‐tPA). Afin d’expliquer  les rôles 

opposés du tPA au sein du parenchyme cérébral, nous supposons que ces deux conformations 

pourraient contrôler différemment les effets du tPA sur la survie neuronale et ce malgré qu’ils 

aient une activité fibrinolytique identique.  

Objectifs de l’étude : 

Dans cette étude, nous avons voulu regarder l’influence des deux formes du tPA sur la survie 

et  la  mort  neuronales,  ainsi  que  les  mécanismes  et  les  récepteurs  impliqués  dans  ces 

phénomènes. 

Principaux résultats : 

 Seul le sc‐tPA est capable de potentialiser l’influx de calcium induit par l’activation des 

récepteurs NMDA et par conséquent la mort neuronale excitotoxique ; 

 Le sc‐tPA et  le tc‐tPA sont tous  les deux capables d’activer  les récepteurs à  l’EGF et 

d’engendrer un effet anti‐apoptotique sur les neurones ; 

 L’activation des  récepteurs  à  l’EGF par  le  tPA  permet  de  diminuer  la  signalisation 

induite par les récepteurs NMDA. 
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Article  4:  Tissue  plasminogen  activator  induces  neuronal  death  by 
raising surface dynamics of extrasynaptic NMDA receptors. 
L’activateur tissulaire du plasminogène induit la mort neuronale en augmentant la dynamique 

de surface des récepteurs NMDA extra‐synaptiques. 

 

Publié dans : Cell Death Disease 

 

Contexte bibliographique : 

Les  récepteurs  NMDA  sont  des  récepteurs  au  glutamate  de  type  ionotropique,  ils  sont 

composés de deux sous‐unités GluN1 et de deux sous‐unités GluN2 (A, B, C ou D). La partie 

extracellulaire des récepteurs NMDA est composée d’un domaine amino‐terminal (NTD). Les 

récepteurs NMDA sont impliqués dans de nombreuses fonctions dans le SNC dont la plasticité 

synaptique et l’excitotoxicité. Ces fonctions sont influencées par la composition en sous‐unités 

mais également par la localisation de ces récepteurs (synaptique versus extra synaptique). De 

plus, ces récepteurs peuvent passer du compartiment synaptique vers le compartiment extra 

synaptique et  inversement. L’activateur tissulaire du plasminogène est une sérine protéase 

présente dans le parenchyme cérébral où elle est impliquée dans de nombreux processus tels 

que  la  plasticité  synaptique,  l’apoptose  ou  l’excitotoxicité.  Elle  peut  être  synthétisée  et 

sécrétée par les neurones. Le tPA est capable d’interagir avec le domaine NTD de la sous unité 

GluN1 des récepteurs NMDA via ses domaines sérine protéase et kringle 2, provoquant une 

augmentation de l’entrée de calcium dans la cellule.  

Objectifs de l’étude : 

Le but de cette étude était de regarder  l’influence du tPA sur  la dynamique de surface des 

récepteurs  NMDA,  via  la  technique  de  Quantum  dot  (suivi  de molécules  uniques), mais 

également  leur  signalisation. De plus, nous avons  caractérisé  l’interaction du  tPA avec  les 

récepteurs NMDA grâce au développement d’un anticorps monoclonal capable de bloquer les 

effets potentialisateur du tPA sur les récepteurs NMDA. 
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Principaux résultats : 

 Le  tPA augmente  la dynamique de surface des  récepteurs NMDA extra‐synaptiques 

mais pas celle des récepteurs synaptiques ; 

 Le regroupement des récepteurs NMDA extra‐synaptiques, via  l’augmentation de  la 

dynamique  de  surface,  provoque  une  augmentation  de  la  signalisation  de  ces 

récepteurs ; 

 L’inhibition de  l’interaction entre  le  tPA et  les  récepteurs NMDA,  via un anticorps, 

empêche la potentialisation de l’influx calcique mais diminue également la dynamique 

de surface de ces récepteurs ; 

 L’inhibition de l’interaction tPA/NMDA réduit la mort neuronale de type excitotoxique 

in vitro et in vivo. 
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Article 5: Store­operated channels/mTOR/Mcl­1 pathway inhibition by 
carboxyamidotriazole sensitizes ovarian carcinoma cells to anti­BclxL 
strategies. 
L’inhibition de  la voie SOCE/mTORC1/Mcl‐1, par  le carboxyamidotriazole  (CAI), permet une 

sensibilisation des cellules cancéreuses ovariennes pour des stratégies thérapeutiques anti‐

Bcl‐xL. 

Article en cours de préparation 

Contexte bibliographique : 

Le  cancer  ovarien  est  la  principale  cause  de  cancers  gynécologiques  et  son  mauvais 

pronostique nécessite la mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques pour surmonter 

la chimiorésistance. Les protéines anti‐apoptotiques Bcl‐xL et Mcl‐1 ont été identifiées comme 

des cibles clés pour tuer  les cellules cancéreuses ovariennes. De plus,  le développement de 

molécules  pharmacologiques  comme  BH3  s’est  avéré  très  efficace  pour  inhiber  Bcl‐xL. 

Cependant, Mcl‐1  reste un obstacle pour  le  succès de  ces  stratégies et  l’inhibition de  son 

expression représente donc un défi dans la recherche sur le cancer de l’ovaire. La traduction 

de Mcl‐1  pourrait  être  diminuée  par  l’inhibition mTORC1,  d’ailleurs  plusieurs  études  ont 

montré que  la signalisation calcique permettrait de réguler  l’activité de mTORC1. Parmi  les 

inhibiteurs des canaux calciques utilisés dans  les essais cliniques,  il a été démontré que  le

carboxyamidotriazole  (CAI)  stabilise  la  rechute du cancer de  l’ovaire  lorsqu’il est utilisé en 

monothérapie. 

Objectifs de l’étude : 

Au cours de cette étude, nous avons voulu regarder si l’inhibition des canaux calciques : SOCE 

par le CAI, permettait une inhibition de mTORC1 et donc une diminution de la traduction de 

Mcl‐1. 

Principaux résultats : 

 CAI inhibe l’expression de Mcl‐1 in vitro et ex vivo ; 
 L’inhibition de la voie SOCE/mTORC1 par CAI1 en combinaison avec une inhibition de 

Bcl‐xL provoquent une apoptose des cellules cancéreuses ovariennes. 
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Résumé 
L’activateur tissulaire du plasminogène est une sérine protéase initialement découverte dans 

le  compartiment  vasculaire et qui  joue un  rôle prépondérant dans  le processus de  fibrinolyse. De 
manière intéressante, le tPA est également présent dans le parenchyme cérébral, où il est notamment 
exprimé  par  les  neurones.  Le  tPA  est  impliqué  dans  de  nombreuses  fonctions  cérébrales  dont  la 
plasticité synaptique, les processus de mémoire et d’apprentissage ainsi que dans la survie et la mort 
neuronales. Le tPA est capable d’augmenter  la signalisation calcique  induite par une activation des 
récepteurs N‐Méthyl‐D‐Aspartate (NMDAR) : un mécanisme à la base de la plasticité synaptique mais 
également de la mort neuronale excitotoxique. Cependant, il peut également activer les récepteurs du 
facteur de croissance épidermique (EGFR) pour induire un effet anti‐apoptotique sur les neurones. Afin 
de mieux comprendre les différentes fonctions du tPA sur les neurones, nous nous sommes intéressés 
à  la distribution et au  trafic  intracellulaire du  tPA. Pour  cela, nous avons  créé un nouvel outil afin 
d’imager le tPA dans les neurones en temps réel: un plasmide codant pour une protéine fusion, le tPA‐
HaloTag®. 

Premièrement, nos résultats montrent que le tPA est présent dans les axones et les dendrites 
des neurones corticaux matures en culture et qu’il est majoritairement présent dans le compartiment 
post‐synaptique.  Cette  étude  a  également  permis  de  voir  que  le  tPA  est  stocké  et  libéré  par  des 
vésicules d’exocytose VAMP2, qu’il peut être endocyté par des vésicules Rab5, recyclé par des vésicules 
Rab11 et dégradé par des vésicules Rab7. Deuxièmement, nous avons montré que le tPA est présent 
dans  les mêmes vésicules synaptiques que  le  facteur neurotrophique  issu du cerveau  (BDNF) : une 
neurotrophine  importante pour  le bon  fonctionnement  cérébral et dont  la maturation dépend de 
l’activité  protéolytique  du  tPA.  Ce  travail  fournit  une meilleure  compréhension  du  rôle  et  de  la 
distribution du tPA dans les neurones et ouvre de nouvelles voies de recherche dans l’implication de 
du tPA et du BDNF dans la survie neuronale.  

Mots clés : tPA, BDNF, trafic, vésicules, neurones 

Abstract 
Tissue‐type  Plasminogen  Activator  (tPA)  is  a  serine  protease,  firstly  discovered  for  its 

fibrinolytic  role  in  the  vascular  compartment.  Interestingly,  tPA  is  also  present  in  the  brain 
parenchyma,  being  notably  expressed  by  neurons.  tPA  displays  important  roles  in  synaptic 
plasticity(Danny Baranes et al., 1998; Melchor and Strickland, 2006),  learning, memory processes(R 
Madani et al., 1999; R Pawlak et al., 2002), neuronal survival and death. tPA  is able to promote N‐
Methyl‐D‐Aspartate  Receptors  (NMDAR)‐induced  calcium  influx,  promoting  synaptic  plasticity  or 
excitotoxic neuronal death. tPA is also able to activate Epidermal Growth Factor Receptors (EGFR), a 
mechanism mediating its anti‐apoptotic effect. To better understand the different functions of tPA on 
neurons, we studied the pattern of distribution and trafficking of neuronal tPA. For that, we designed 
a new tool to image tPA in living neurons: a plasmid encoding for a tPA‐HaloTag® fusion protein. 

We  first  found  that  tPA  is present  in both axons and dendrites of mature cultured cortical 
neurons and preferentially at the post‐synaptic part. Our results also showed that tPA is stored and 
released by VAMP2 exocytotic vesicles, and can be endocytosed by Rab5 vesicles, recycled by Rab11 
vesicles and degraded by Rab7 vesicles. Furthermore, tPA is localized and sorted in the same vesicles 
than  Brain‐Derived  Neurotrophic  Factor  (BDNF),  one  of  the  most  important  neurotrophins, 
Interestingly, BDNF maturation  is dependent of tPA proteolytic activity. This work provides a better 
understanding of the role and distribution of tPA in living neurons and opens new avenues  into the 
involvement of tPA and BDNF in neuronal survival. 

Key words: tPA, BDNF, trafficking, vesicles, neurons 


