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Introduction

A.L’accident vasculaire cérébral

. Généralités

L’accident vasculaire cérébral (AVC), aussi appelé infarctus cérébral, est, selon I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), la deuxiéme cause de mortalité, aprés les maladies cardio-vasculaires,
ainsi qu’une des causes principales de morbidité et de handicap acquis chez I'adulte. En 2016, sur les
13,7 millions de nouveaux cas rapportés, 'AVC a engendré pres de 5,5 millions de décés dans le
monde (10,2% du nombre de décés globaux) et représente une charge socio-économique des plus
importantes (Johnson et al., 2019). En France, chaque année, plus de 130 000 personnes sont
victimes d’un AVC et environ 38 000 personnes perdent la vie. Un rapport remis au ministre de la
Santé en 2009 indique qu’un quart des nouveaux cas survenus chaque année concerne des
personnes de moins de 65 ans, la moitié des personnes de 65 a 84 ans et le quart restant des

personnes de plus de 85 ans.

Il existe deux types d’AVC: les AVC hémorragiques et les AVC ischémiques. En 2016, malgré leur
incidence beaucoup plus faible (15,6% des cas d’AVC), les AVC hémorragiques ont engendré
significativement plus de morts (2,8 millions de morts) que les AVC ischémiques (2,7 millions de

morts) (Figure 1; Johnson et al., 2019).

sanguin

|
,( >l  Rupture d'un vaisseau ,( H

Le caillot arréte

le fiux sanguin
dans une partie
du cerveau

Le sang s'infiltre
dans le
parenchyme

Figure 1 : lllustrations d’'un AVC hémorragique et d’'un AVC ischémique.
(D’apres la fondation des maladies du cceur et de I'AVC du Canada).
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1. L’accident vasculaire cérébral hémorragique

L’'hémorragie cérébrale est une forme dévastatrice d’AVC, qui est associée a une forte mortalité
et a des invalidités de longue durée. Elle est consécutive a la rupture d’une artere cérébrale
(anévrisme ou malformation artério-veineuse) entrainant un saignement dans le parenchyme ainsi
gu’une forte chute du débit sanguin dans la zone irriguée par l'artere atteinte. Ce type d’AVC est
également associé a un fort risque de compression du volume cérébral et a une toxicité liée a la
libération du contenu sanguin. L’AVC hémorragique, dont I'issue est fatale dans plus de 50% des cas,
représente 5% a 20% des cas d’AVC (15,6 % en 2016), et son incidence varie selon I'dge et les

régions géographiques (Johnson et al., 2019).
On distingue deux grands types d’AVC hémorragiques en fonction de leur localisation :

“*» Les hémorragies intra-parenchymateuses résultant de la rupture d’une artériole distale, sont

le plus souvent causées par une pathologie hypertensive et/ou une angiopathie amyloide (Qureshi,

2009).

“» Les hémorragies sous-arachnoidiennes, causées dans 85% des cas par un anévrisme,

résultent de la rupture d’un vaisseau entre la pie-mére et I'arachnoide (van Gijn et al., 2007).

En 2010, 5,3 millions de personnes ont fait un AVC hémorragique dans le monde, soit une
augmentation de 63 % par rapport a 1990. Le vieillissement de la population, le manque de contréle
de I'hypertension dans certains pays, mais aussi une augmentation de la prévalence de certains
facteurs de risque comme le tabagisme et la consommation nocive d’alcool semblent contribuer de
maniere importante a I'augmentation du nombre de cas d’AVC hémorragiques (Krishnamurthi et al.,

2014).

2. L’accident vasculaire cérébral ischémique

L'AVC ischémique, appelé aussi ischémie cérébrale, résulte de I'obstruction d’un vaisseau
sanguin cérébral. Afin d’améliorer le diagnostic et le traitement, en 1993, Adams et collaborateurs
ont répertorié selon leur étiologie les différents sous-types d’AVC ischémiques (Adams et al., 1993).
Ainsi, la classification TOAST (trial of org 10172 in acute stroke treatment) distingue cinq sous-types

d’AVC ischémiques (Adams et al., 1993) :
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«» Athérosclérose des artéres : 'AVC di a I'athérosclérose des grosses arteres est la cause la

plus commune d’AVC ischémique (environ 30 a 40% des cas) et correspond a I'occlusion d’une
artere majeure par une plaque d’athérome instable qui va progressivement former un thrombus

(Banerjee and Chimowitz, 2017; Chung et al., 2014).

«» Cardioembolisme : les embolies d’origine cardiaque sont a I'origine de 20 a 30% des AVC

ischémiques. Les AVC cardioemboliques, plus sévéres que les autres infarctus cérébraux, sont
souvent associés a une mortalité élevée et a une forte récidive. En effet, dans ce type d’AVC les
vaisseaux touchés sont souvent des grosses artéres cérébrales, ce qui engendre des lésions
ischémiques volumineuses dans des régions a la fois corticales et sous corticales (Chung et al., 2014;

O’Carroll and Barrett, 2017).

«» Occlusion d’un petit vaisseau : environ un quart des AVC ischémiques concerne |’obstruction

d’un petit vaisseau cérébral. Ces infarctus, appelés infarctus lacunaires, sont de petites tailles (2-20
mm de diametre) et sont généralement situés dans la substance blanche profonde (Bamford and
Warlow, 1988). La microathérosclérose (Fisher, 1982) et les embolies d’origine cardiaque,
carotidienne et intracérébrale (Ay et al., 1999; Uehara et al., 1997) sont responsables de nombreux
infarctus lacunaires. Cependant, la cause la plus fréquente d’infarctus lacunaire est la lipohyalinose
des artéres pénétrantes. Ce mécanisme, souvent associé a une hypertension artérielle, se traduit
par une dégénérescence de la paroi des petites artéres irriguant les zones profondes du cerveau

(Jackson and Sudlow, 2005).

«» Autres étiologies : cette catégorie TOAST regroupe un trés grand nombre de causes d’AVC

ischémiques parmi lesquelles on retrouve, la dissection artérielle, représentant prés de la moitié des
cas et touchant surtout les sujets jeunes. Les maladies hématologiques (hyperhomocystéinémie et
thrombophilie) et la migraine sont aussi répertoriées comme des sources fréquentes d’infarctus

cérébraux (Rolfs et al., 2013; S. Schneider et al., 2017).

\/

% AVC d’origine indéterminée : Environ un quart des AVC est d’origine indéterminée (Chung et

al., 2014). Plusieurs groupes sont répertoriés dans cette catégorie : « les AVC avec deux causes ou
plus », «les AVC avec un bilan étiologique négatif » et «les AVC avec un bilan étiologique

incomplet ».
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Il. Les facteurs de risque de I’'AVC ischémique

1. Les facteurs de risque modifiables

Selon I'étude GBD (global burden of disease), 90,5 % des AVC sont dépendants des facteurs de
risques dits « modifiables » (Figure 2; Feigin et al., 2016). Cette étude, s’étendant sur 188 pays et
regroupant des données collectées entre 1990-2013, a mis en évidence trois contributeurs
principaux : les facteurs comportementaux (le tabac, I'alimentation, I'alcool et I'absence d’activité
physique), les facteurs métaboliques (I’hypertension, le cholestérol, le diabéte) et les facteurs
environnementaux (la pollution de I'air, I'exposition au plomb) (Feigin et al., 2016). L’hypertension

artérielle, responsable de prés de la moitié des AVC, ressort comme le facteur de risque majeur

(O’Donnell et al., 2016).

1 Hyperteaslon artérlelle

2 Alimentation pauvre en fruits

3 Indice de masse corporel éleveé

. Alimentation riche en sodl

’ Tabagisme

& | Alimentation pauvre en légumes

Pollution de F'alr aux particules
fines

Pollution domestique due 4 des
combustibles solides

° Alimentalion pauvre en fibees

10 Diabete

1 Faible activiteé physique
12 Insuffisance rénale
13 Consommation d"alcool
1 Exposition au plomb
15 Cholestérol éleve

16 Tabagisme passif

Figure 2 : Carte représentant le pourcentage d’AVC attribuable a des facteurs de risque modifiables et
tableau récapitulant les 16 facteurs de risque modifiables majeurs. D’aprés Feigin et al., 2016.

\/

“» L’hypertension artérielle (HTA) : L'HTA est définie par une pression artérielle (PA) systolique

supérieure a 140 mm de mercure (mmHg) et/ou une PA diastolique supérieure a 90 mmHg. L'étude
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GBD réalisée en 2016 suggere que 64,1% des AVC sont associés a une PA systolique élevée (PA
systolique supérieure a 120 mmHg) (Feigin et al., 2016), en comparaison I'étude INTERSTROKE
réalisée en 2016 estime que I'"HTA (PA systolique supérieure a 140 mmHg) est responsable de 47,9%
des AVC (O’Donnell et al., 2016). Le risque d’AVC d0 a I'hypertension artérielle ne varie ni avec I'age,
ni avec le sexe (O’Donnell et al., 2016). Différentes études rapportent qu’une baisse de la PA de 10
mmHg réduit, d’environ un tiers, le risque de développer un AVC (Lawes et al., 2004). Finalement
selon I'étude PROGRESS, une diminution de la PA, grace a des antihypertenseurs, réduit le risque

d’AVC de 43 % (PROGRESS Collaborative Group, 2001).

< La mauvaise alimentation et I'obésité : au cours des derniéres années, le nombre d’AVC lié a

un surpoids et a une mauvaise alimentation a augmenté significativement. L'étude GBD considére
I'alimentation faible en fruit comme le deuxieme facteur de risque majeur des AVC, s’ensuit
I'obésité et I'alimentation riche en sodium (Feigin et al., 2016). Selon les études, la consommation
de fruits et de légumes est associée a une diminution du risque d’AVC. En effet, les individus
mangeant plus de cinq portions de fruits et légumes par jour voient leur risque de développer un
AVC diminuer de 26% par rapport aux individus en mangeant moins de trois portions (He et al.,
2006). L'obésité, définie par un indice de masse corporelle supérieur 3 30 kg/m®, est associé a une
augmentation du risque d’AVC chez les hommes (Kurth et al., 2002). Chez les femmes, les données
sont contradictoires. Une étude montre une association entre I'obésité et le développement des
infarctus ischémiques (Rexrode et al., 1997) et d’autres non (Lindenstrgm et al., 1993; Selmer and

Tverdal, 1995).

“ Le tabac : les fumeurs ont deux fois plus de risque de développer un AVC que les non-
fumeurs (Shinton and Beevers, 1989). L'exposition a la fumée de cigarette (tabagisme passif) est

également considérée comme un facteur de risque d’infarctus cérébral (You et al., 1999).

“» L'alcool : les individus consommant plus de 5 verres d’alcool par jour (soit plus de 60 g
d’alcool/jour) voient leur risque de développer un AVC augmenter de 69% par rapport a des

individus ne consommant aucun alcool (Reynolds et al., 2003).

“ Le diabete : selon les études, le risque relatif d'AVC lié au diabéte est estimé entre 1,5 et 3
(Chen et al., 2016). Le diabéte de type Il est considéré comme un facteur important d’infarctus

lacunaire (Arauz et al., 2003; Mast et al., 1995). Cependant, le contrble de I'hyperglycémie n’a pour
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I'instant montré aucun bénéfice sur la mortalité, les déficits neurologiques et le handicap engendrés
par I'ischémie cérébrale (Bellolio et al., 2014). Le diabéte est souvent associé a une hyperlipidémie.
Il a été montré qu’une diminution du taux de cholestérol chez les patients diabétiques réduisait de

28% le risque de développer un AVC ischémique (Collins et al., 2003).

Bien que tous ces facteurs puissent avoir une composante génétique, il est possible de les prendre
en charge et de les traiter. Ainsi, des études ont montré qu’il était possible de réduire les risques
d’AVC en adoptant, par exemple, une meilleure hygiene de vie. Dans ce but, de nombreuses

campagnes de prévention sont mises en place chaque année (Pandian et al., 2018).
2. Les facteurs de risque non modifiables

“» Le vieillissement : I'dge est le facteur de risque « non modifiable » majeur : aprés 55 ans, et

pour chaque tranche d’age de 10 ans, les cas d’AVC sont multipliés par deux (Rothwell et al., 2005).
De surcroit, environ deux tiers des personnes déclarant un AVC ont plus de 70 ans (Feigin et al.,
2017). Les patients les plus agés déclarant un AVC ont souvent des antécédents de fibrillations
artérielles et d’hypertension. En outre, par rapport aux sujets jeunes, les patients agés ont plus de

mal a récupérer et ont également plus de risques de décéder a I’hopital (Fonarow et al., 2010).

\/

% Le sexe : les hommes jeunes font plus d’AVC que les femmes du méme age. Cependant apreés
85 ans, I'incidence est plus importante chez les femmes (Rothwell et al., 2005). Concernant la
mortalité, la différence homme/femme dépend également de I'age. Avant, 45 ans la mortalité est
similaire entre les deux sexes, cependant les femmes agées de 45 a 74 ans ont moins de risque de
décéder d’'un AVC. Au-dela de 85 ans la tendance s’inverse avec environ 12% de mortalité en plus

chez les femmes (Reeves et al., 2008).

\/

“» Lethnicité : il existe une association entre I'origine ethnique et la prévalence des AVC. Aux
Etats-Unis, le nombre d’AVC ischémiques est plus important chez les hispaniques et chez les afro-
américains que chez les Caucasiens (Benjamin et al., 2019). De plus, il semble que I'incidence des
AVC soit plus élevée dans la population chinoise que dans la population caucasienne (C.-F. Tsai et al.,

2013).
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“» Les facteurs génétiques : En 2018, une méta-analyse regroupant plus de 520 000 individus a

permis d’associer 32 régions génomiques au risque d’AVC. Jusqu’alors, seulement une dizaine de
loci avaient été identifiés. Plus de la moitié des genes impliqués dans le risque d’AVC sont aussi

impliqués dans des pathologies vasculaires telles que I'hypertension artérielle (Malik et al., 2018).

lll. Physiopathologie de I’accident vasculaire cérébral ischémique

Au cours d’'un AVC ischémique, différents compartiments vont étre touchés. Le compartiment
vasculaire est le premier affecté, suite a la formation d’'un thrombus ou d’une embole induisant une
diminution du débit sanguin cérébral (DSC). S’ensuit une altération de la barriere hémato-

encéphalique (BHE) et I'apparition de dommages tissulaires.
1. L’atteinte vasculaire

L'activité métabolique cérébrale repose sur la phosphorylation oxydative, par conséquent, le
cerveau a besoin d’un apport continu en oxygéne et en glucose. Bien qu’il représente seulement 2 %
du poids du corps, le cerveau consomme 20 % de I'oxygene et 25 % du glucose corporel. Le DSC
peut recruter 15 a 20 % du débit cardiaque. On estime a 50 ml/100g/min un DSC normal (Amin et
Schindler, 2017 Vascular Neurology Board Review : An Essential Study Guide). Lors d’un AVC
ischémique, la formation d’un caillot entraine une diminution du calibre de la lumiére artérielle
voire son obstruction totale, conduisant a une diminution du DSC. L’ischémie cérébrale se
développe lorsque le DSC est inférieur a 22 ml/100g/min. En deca de 8 ml/100g/min, les dommages
deviennent irréversibles (Astrup et al., 1981). Les patients ayant un DSC inférieur a 4,8 ml/100g/min
ont 95 % de risque de développer un infarctus, a contrario, une valeur de DSC supérieure a 14,1

ml/100g/min aboutira a un infarctus dans moins de 5% des cas (Heiss et al., 2001).

Des études utilisant la tomographie par émission de positons (TEP) ont montré que la diminution du
DSC est hétérogeéne dans le territoire de I'occlusion artérielle (J. C. Baron et al., 1981; Marchal et al.,

1996). Ainsi trois régions se distinguent (Figure 3; Heiss, 2014) :
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Figure 3 : Evolution du foyer ischémique et de sa pénombre.

La diminution du débit sanguin cérébral n’est pas homogéne dans le territoire de |'occlusion
ischémique, ainsi trois zones se distinguent: le foyer ischémique, la pénombre ischémique et
I'oligémie. Dans le foyer ischémique, zone ou le DSC est le plus faible, les neurones entrent rapidement
en nécrose et les dommages sont irréversibles. Dans la pénombre, la chute du DSC est moindre, les
neurones peuvent survivre plus longtemps mais si le DSC n’est pas rétabli, ils rentreront a leur tour en
nécrose. L'oligémie est une région hypoperfusée qui ne présente cependant aucune mort cellulaire.
D’aprés Heiss. 2014 : Furlan et al.. 1996.

\/

% Le cceur ischémigue (DSC < 10 ml/100g/min) est la région la plus touchée et présente une

nécrose rapide des tissus (Furlan et al., 1996; Heiss et al., 2001). En effet, les neurones exposés plus
de 45 minutes a un DSC inférieur ou égal a 14 ml/100g/min ont un faible taux de survie (Heiss and

Rosner, 1983).

/7

“» La pénombre ischémique (DSC entre 10 et 22 ml/100g/min) bénéficie de I'apport des artéres

collatérales et a donc une altération moindre du DSC. Cette région hypoperfusée ne présente pas de
dommages irréversibles mais son pronostic reste incertain. Malgré un DSC réduit, I'apport en
oxygeéne est préservé a un niveau suffisant, assurant une survie des tissus pendant une période de
temps limitée. Cette zone peut étre sauvée mais si le DSC n’est pas rétabli, les neurones exposés

vont finir par mourir (Furlan et al.,, 1996; Astrup et al., 1981).
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«» L'oligémie bénigne (DSC > 22 ml/100g/min) est une région hypoperfusée ne présentant pas

de dommages et dans laquelle le métabolisme cellulaire est conservé (Furlan et al., 1996).

2. Altération de la barriere hémato-encéphalique

La BHE, composée des cellules endothéliales cérébrales, des péricytes, de la glie et des
neurones, participe au maintien de I’homéostasie cérébrale en contrdlant les échanges entre le sang

et le parenchyme cérébral (Figure 4; Weiss et al., 2009).

| Basal lamina
Neuron
Interneuron |

Astrocyte

'
‘Astrocyte

Figure 4 : Schéma de la barriéere hémato-encéphalique.
La BHE est formée par les cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées, une lame
basale, les péricytes, et les pieds astrocytaires. D’aprés Abbott et al., 2006.

En condition ischémique, la perméabilité de la BHE est attribuée, en partie, aux métalloprotéinases
matricielles (MMPs) responsables de la dégradation des jonctions serrées et de la lame basale (Yang

et al., 2007).

Il est bien établi, que lors d’une I'ischémie cérébrale, I'ouverture de la BHE est bi-phasique (Kuroiwa
et al., 1985). La premiére altération a lieu dans les premieres heures suivant I'ischémie (Rosenberg
et al., 1998). Cette premiere ouverture, réversible, est attribuée a une augmentation de I'expression

de MMP-2 (Chang et al., 2003; Nakaji et al., 2006). Dans un second temps, entre 24 et 48 heures,
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une infiltration leucocytaire et une activation de MMP-9, par les cytokines pro-inflammatoires et les
radicaux libres, conduisent a une rupture irréversible de la BHE et a des dommages tissulaires

séveres (Pun et al., 2009; Rosenberg et al., 1998; Rosenberg and Yang, 2007).

La rupture de la BHE induit un cedéme vasogénique caractérisé par un passage d’eau du
compartiment vasculaire vers le parenchyme cérébral (Rosenberg and Yang, 2007). Cet cedéme est
responsable d’une augmentation du volume cérébral associé a une augmentation de la pression
intracranienne et a des lésions d’ischémies-reperfusions (Klatzo, 1985). De plus, chez les patients,
I'ouverture de la BHE est liée a un risque de transformation hémorragique et a un mauvais pronostic

a long terme (Brouns et al., 2011; Hjort et al., 2008).
3. Atteinte tissulaire

a. Défaillance énergétique et excitotoxicité

Le cerveau est un organe ayant besoin d’'un apport constant en oxygéne et en glucose. En
condition physiologique, il couvre une partie de ses besoins énergétiques par I'oxydation du glucose.
Par conséquent, immédiatement aprés le début de l'ischémie, la chute du DSC va conduire a un

arrét des phosphorylations oxydatives, stoppant la production d’adénosine triphosphate (ATP).

La diminution de la production d’ATP est responsable d’une défaillance de la pompe sodium-
potassium (Na*/K’) ATPase. La redistribution des ions Na* et K* de part et d’autre de la membrane
n’est alors plus effectuée, engendrant une sortie massive de potassium dans I'espace extracellulaire
et une entrée de sodium dans la cellule. S’ensuit une ouverture importante des canaux calciques
voltages-dépendants, responsable d’'une augmentation de la concentration intracellulaire de
calcium (Figure 5; Martin et al., 1994). Ce calcium intracellulaire se lie a la synaptotagmine, causant
la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane plasmique et la forte libération de glutamate

dans la fente synaptique (Sekerdag et al., 2018).
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Figure 5 : Schéma de la physiopathologie de I'ischémie cérébrale.

La défaillance énergétique conduit au dysfonctionnement de la pompe Na*/K’, & I'entrée massive de
calcium dans le neurone et a une libération importante de glutamate dans la fente synaptique. Le
glutamate active les récepteurs (NMDA, AMPA et Kainate) post-synaptiques provoquant une entrée
massive de Ca®*, Na* et de CI" dans la cellule, alors que le K" en est expulsé. La diffusion du glutamate et
du K+ dans l'espace extracellulaire propage la dépolarisation neuronale jusqu’a la pénombre. La
perturbation ionique intracellulaire provoque un cedéme vasogénique et I'éclatement des cellules. Le
Ca’*, une fois dans la cellule, active plusieurs systémes enzymatiques (protéases, lipases,
endonucléases...). Des radicaux libres sont générés, ce qui endommage les membranes, les
mitochondries et I'ADN, et promeut linflammation via I'activation microgliale et [infiltration
leucocytaire dans le parenchyme.

Le relargage important de glutamate dans la fente synaptique, entraine une hyperactivation des
récepteurs « N-méthyl-D-aspartate » (NMDA), Kainate et « alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid » (AMPA) post-synaptiques, causant une entrée de sodium et de calcium
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dans les neurones et une dépolarisation massive. Ces événements en cascade provoquent une mort
cellulaire post-synaptique de type nécrotique. De maniére concomitante, les bouleversements
ioniques engendrent une entrée importante d’eau dans la cellule provoquant un cedéme
cytotoxique. L'ensemble de ces mécanismes est responsable d’une vague de dépolarisation

conduisant a une extension de la |ésion cérébrale (Figure 5; Won et al., 2002).

La concentration élevée de calcium intracellulaire dans le tissu ischémié favorise I'activation de la
calpaine, dont le role est de protéolyser des substrats cytosoliques. Cela conduit a une mort
neuronale (Anagli et al., 2009). Cet influx calciqgue induit également, la dépolarisation de la
membrane mitochondriale ce qui cause une libération de radicaux libres oxygénés. S’ensuit une
perméabilisation de la membrane mitochondriale, responsable de la libération de substances

cytotoxiques tel que le cytochrome c (Figure 5; Liu et al., 2002).

Par ailleurs, l'ischémie cérébrale, en plus du stress oxydant, entraine un stress nitrant par
I’activation de la voie nitric oxide synthase (NOS). Bien que la NOS endothéliale (eNOS) ait un effet
vasodilatateur et améliore le débit sanguin (Huang et al., 1996), la NOS neuronale (nNOS) et la NOS
inductible (iNOS) vont étre délétéres. En effet, I'iNOS induit la production d’oxyde d’azote (NO) ce
qui conduit a des dommages cérébraux durant la reperfusion ischémique (Danielisova et al., 2011).
De plus, elle entraine une réponse inflammatoire en activant la sécrétion du facteur de nécrose
tumorale-a (TNF-a) et de I'interleukine-1B (IL-1B) (Chen et al., 2017; Khan et al., 2005). Finalement,
il a été montré qu’une inhibition de la nNOS réduisait I’excitotoxicité en diminuant I'activation de la

calpaine (Sun et al., 2009).

Pour résumer, I'excitotoxicité est un processus déclencheur et exécuteur de la mort cellulaire a la
suite de I'ischémie cérébrale. Les mécanismes excitotoxiques induisent une mort cellulaire rapide de
type nécrotique, mais va aussi activer certaines voies de signalisation intracellulaires qui entrainent
I'activation de genes pro-inflammatoires (Sekerdag et al., 2018), voire de I'apoptose (Liu et al,

2002).
b. Inflammation

L'inflammation est caractérisée par le recrutement et I'activation de différents types cellulaires

au sein de la zone ischémiée. En condition physiologique, les lymphocytes et les monocytes sont
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présents dans la circulation tandis que la microglie et les astrocytes sont situés dans le parenchyme
cérébral. Ces deux groupes de cellules sont séparés par la BHE. L'inflammation cérébrale
consécutive a I'ischémie se traduit par une rapide activation des cellules résidentes, en particulier
des cellules microgliales, suivie par une infiltration des cellules inflammatoires circulantes telles que
les granulocytes, les neutrophiles, les lymphocytes T et les monocytes/macrophages (Figure 6;

Gerhard et al., 2000; Lindsberg et al., 1996; Price et al., 2004; Schilling et al., 2003).

Durant la phase aiglie de I'AVC ischémique, les cellules résidentes présentes dans la zone
ischémiée s’activent et participent a la sécrétion de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
(Schilling et al., 2003) impliquées dans l'infiltration de leucocytes au sein du parenchyme cérébral

(Figure 6; Chen et al., 2003).

Quelques heures aprés le début de I'ischémie, les cellules atteintes liberent des médiateurs pro-
inflammatoires tels que I'lL ou le TNF (Figure 6). Ces médiateurs induisent I'expression de molécules
d’adhésion au niveau des cellules endothéliales cérébrales et des leucocytes, permettant
I'infiltration de ces derniers dans le parenchyme par diapédése (del Zoppo et al., 1991). Finalement,
I"utilisation de microparticules de fer (micrometer-sized paramagnetic iron oxide, MPIOs) couplées a
des anticorps anti-VCAM-1 (molécule d’adhésion des cellules vasculaires) permettent une imagerie
ultrasensible de I'inflammation cérébrovasculaire (Montagne et al., 2012). Une étude réalisée au
sein du laboratoire a utilisé cette méthode afin de mettre en évidence une surexpression de VCAM-
1, 24 heures aprés une occlusion transitoire de |artére cérébrale moyenne (ACM). Cette
surexpression subsiste jusqu’a cing jours apres I'ischémie et est particulierement importante dans la
périphérie du coeur ischémique (Gauberti et al., 2013). Le blocage, par I'utilisation d’un anticorps, de
la molécule d’adhésion ay-intégrine, inhibe la migration transendothéliale des monocytes et des
lymphocytes et réduit la taille de la zone Iésée chez le rat (Becker et al., 2001). De la méme maniére,
le blocage des molécules d’adhésion leucocytaires telles que la molécule d’adhésion intercellulaire
(ICAM), la P-Sélectine ou la E-sélectine induit une diminution du volume de l'infarctus (Morikawa et

al., 1996; Suzuki et al., 1999; Zhang et al., 1994).

Dans la phase subaigle de l'ischémie, les leucocytes infiltrés et les cellules résiduelles activées
participent a la sécrétion de molécules pro-inflammatoires (II-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a), de

radicaux libres et de protéases telles que les MMPs, prenant part ainsi a I'extension de la zone
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ischémiée (Grilli et al., 2000; Romanic et al., 1998). |l a été montré qu’une inactivation des cytokines
pro-inflammatoires, telles qu’IL-8 ou IL-1P, avait un effet neuroprotecteur et réduisait la taille de la

Iésion tissulaire (Loddick and Rothwell, 1996; Matsumoto et al., 1997).
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Figure 6 : Schéma de I'inflammation cérébrale lors d’un AVC ischémique.
La réponse inflammatoire post-ischémique se traduit par une activation de la microglie
présente dans le parenchyme cérébral et par une infiltration des cellules immunitaires
circulantes telles que les leucocytes (lymphocyte T) et les macrophages. L'ensemble de ces
cellules participent a la mort neuronale et astrocytaire via la libération de médiateurs pro-
inflammatoires. D’aprés Broughton et al., 2012.

c. Apoptose

L’apoptose est une mort cellulaire programmée nécessitant de I'énergie, c’est pourquoi elle est
prédominante dans la pénombre ischémique ou la diminution d’apport énergétique est moindre.
Certains auteurs ont rapporté qu’une exposition a une ischémie modérée entrainait les neurones
vers une mort apoptotique alors qu’une atteinte plus sévere les entrainait vers une mort nécrotique

(Bonfoco et al., 1995; Nicotera and Lipton, 1999).

Parmi les facteurs déclencheurs de I'apoptose, on retrouve les récepteurs NMDA contenant la sous-

unité GIuN2B (Yitao Liu et al., 2007) mais également des mécanismes indépendants des récepteurs



Introduction - L’accident vasculaire cérébral m

NMDA, impliquant des canaux ioniques activés par les protons extracellulaires. Cela inclut les canaux
ioniques ASICla (acid-sensing ion channels) et les TRPC (transient receptor potential channel)
(O’'Bryant et al., 2014; Simard et al., 2007; Zhang and Liao, 2015). L’'ensemble de ces médiateurs de

I’'apoptose contribue a I'augmentation du calcium intracellulaire.

L'ischémie entraine la libération de médiateurs extracellulaires de I'apoptose qui peuvent activer
des récepteurs de mort tels que Fas et les récepteurs au TNF. Ces récepteurs sont notamment
impliqués dans le clivage de la pro-caspase 8 et dans la libération de sa forme active dans le cytosol
(Locksley et al., 2001). La molécule Bid, un membre de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) a
domaine BH3 (Bcl-2 homology), constitue un dialogue entre les récepteurs de mort et la voie
mitochondriale. Un fragment de Bid engendré a la suite du clivage par la caspase 8 se lit a Bax, un
autre membre pro-apoptotique de Bcl-2 (Luo et al., 1998). Bax altere ensuite la membrane externe
de la mitochondrie et induit la libération du cytochrome c (Guadagno et al., 2013; Wilkins and
Swerdlow, 2015). Le cytochrome c libéré va pouvoir se lier a I’Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor 1) et a la pro-caspase 9 et ainsi former un complexe qui activera la caspase-9. La caspase-9
active en retour la caspase 3 qui va promouvoir la fragmentation de I’ADN et la formation de corps
apoptotique (Figure 7; Elena-Real et al., 2018; Endo et al., 2006; Gao et al., 2010). De plus,
I’'augmentation du calcium intracellulaire entraine une accumulation du calcium mitochondrial
(Gincel et al., 2001) responsable de la dépolarisation et de la perméabilisation de la membrane
mitochondriale. Ainsi, la libération de radicaux libres de I'oxygéne (radical oxygen species, ROS), de
NO (Dugan et al., 1995) et du cytochrome c dans le cytoplasme s’effectuera. La microglie activée
libére également des ROS. Ces médiateurs de linflammation sont aussi responsables de la
fragmentation de 'ADN et de I'apoptose cellulaire (Figure 7; Broughton et al.,, 2009; Morita-

Fujimura et al., 2001; Sugawara and Chan, 2003).
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Figure 7 : Schéma de la voie apoptotique activée lors d’un AVC ischémique.

Les récepteurs FAS/TNF conduisent a I’activation de la caspase 8, qui clive le fragment Bid. Ce dernier
interagit avec Bax induisant la libération du cytochrome c qui se lit a Apafl et a la pro-caspase9. Ce
complexe nouvellement formé active la caspase 9, qui va en retour activer la caspase 3, induisant la
fragmentation de I’ADN et la formation de corps apoptotique. En paralléle, la microglie activée et le
calcium intracellulaire vont promouvoir la libération de ROS et de NO, responsables eux aussi de la
fragmentation de I’ADN. Le calcium intracellulaire, via la calpaine, induit également I'activation de la voie
des caspases.

d. Protéostasie : Role du réticulum endoplasmique et de I'autophagie

La protéostasie est un terme porte-manteau des mots protéine et homéostasie, qui désigne les
processus biologiques intervenant dans la biogenése, le repliement, le trafic et la dégradation des
protéines. Deux grands mécanismes sont impliqués dans la régulation de la protéostasie : la voie
UPR (unfolded protein-response) et |'autophagie. L'ischémie cérébrale induit une altération de la
protéostasie (Wang and Yang, 2019) ainsi qu’une activation de l'autophagie et du stress du

réticulum endoplasmique (le RE) via la voie UPR (Thiebaut et al., 2019).
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Le RE est un organite important impliqué dans la synthése, la conformation, les modifications post-
traductionnelles et le transport des protéines. Il joue également un réle dans la synthése lipidique,
dans I'homéostasie calcique (il s’agit de la principale réserve de calcium dans les cellules) et dans la
mise en place de mécanismes de protection en réponse aux stress cellulaires (Hetz and Mollereau,
2014; Roussel et al., 2013). Lors de l'ischémie cérébrale, le dysfonctionnement des pompes ca®
ATPase di a I'arrét de la production d’ATP contribue, d’'une part, a une altération de la maturation
des protéines et d’autre part, a une baisse énergétique responsable de la défaillance des pompes
SERCA (sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-transport ATPase). L'arrét des pompes SERCA va
engendrer une sortie du calcium du RE vers le cytosol (Doutheil et al., 1999). Cet événement va avoir
deux effets, le premier étant I'augmentation du calcium cytosolique exacerbant la neurotoxicité
(Parsons et al., 1999) et le second étant le disfonctionnement des protéines chaperonnes

(Szydlowska and Tymianski, 2010; Thiebaut et al., 2019).

De nombreux papiers ont mis en évidence une augmentation de I'autophagie neuronale apres une
ischémie cérébrale (Nitatori et al., 1995; Rami et al., 2008), cependant, son role (bénéfique ou
délétere) reste encore trés discuté. Il est intéressant de noter gqu’il existe des interactions entre le
stress du RE et I'autophagie, en particulier lorsque les protéines mal repliées s’accumulent dans le
RE et que la voie PERK (protein kinase RNA-like ER kinase) active I'autophagie (Kouroku et al., 2007).
Des papiers montrent également une action de I'autophagie sur le stress du RE. En effet, une
activation de I'autophagie avec la rapamycine induit une diminution du stress du RE chez des rats
agés de 7 jours ayant subi une hypoxie-ischémie cérébrale (Carloni et al., 2014) (voir partie D.

Autophagie dans I’AVC ischémique).
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Pour résumer cette premiere partie, '’AVC est une pathologie pouvant se développer suite a
I'obstruction d’un vaisseau cérébral (AVC ischémique) ou suite a la rupture d’un vaisseau
cérébral (AVC hémorragique).

Lors de I'AVC ischémique, l'occlusion d’un vaisseau par un caillot va conduire a une
diminution du débit sanguin cérébral créant, dans le parenchyme, un foyer ischémique au
sein duquel I'apport en oxygéne et en glucose est fortement diminué. En absence d’oxygéne
et glucose, les neurones n‘ont plus d’énergie et meurent rapidement. Autour du foyer, la
chute du débit sanguin cérébral est moins importante, les neurones sont en souffrance mais
peuvent étre sauvés. Cependant, si la circulation n’est pas rétablie, les cellules finiront par
mourir et la |ésion ischémique s’étendra.

Aujourd’hui, afin d’6ter le caillot obstruant le vaisseau plusieurs techniques sont utilisées : la
thrombectomie (retrait chirurgical du caillot) et la thrombolyse (dissolution du caillot de
fibrine par l'utilisation I’Actilyse®). Le principe actif d'Actilyse® est I'altéplase, un activateur
tissulaire du plasminogéne humain recombinant. Les propriétés et les roles physiologique et
pathologique de I'activateur tissulaire du plasminogéne seront développés dans la seconde
partie de I'introduction.

To summarize the first part, stroke is a pathology that can be classify into two categories: i)
ischemic stroke, with the obstruction of a cerebral vessel by a clot, ii) haemorrhagic stroke,
when a cerebral vessel breaks into the parenchyma.

During ischemic stroke, the occlusion of a vessel by a clot leads to a decrease in cerebral
blood flow and a drop in oxygen and glucose supply. In this area, neurons have no energy and
die quickly: this is called the ischemic core. Surrounding the core, the penumbra is an area
where the decrease of cerebral blood flow is less important; neurons are suffering but can be
saved. However, if the circulation is not restored, the cells will die and the ischemic injury
extends.

Nowadays, to restore the cerebral blood flow, two techniques are used: thrombectomy
(surgical removal of the clot) and thrombolysis (dissolution of the fibrin clot using Actilyse®).
The active substance of Actilyse® is alteplase, a human recombinant tissue-type plasminogen
activator. The physiological and pathological properties of tissue-type plasminogen activator
will be developed in the second part of the introduction.
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B. L’activateur tissulaire du plasminogéne

L’activateur tissulaire du plasminogeéne (tissue-type plasminogen activator, tPA) est une
glycoprotéine appartenant a la famille des sérines protéases synthétisée principalement par les
cellules endothéliales et libérée dans la circulation sanguine. Le tPA est principalement connu pour
son role dans la fibrinolyse, grace a sa capacité a cliver le plasminogene inactif en plasmine active,
dont le role est de dégrader les caillots de fibrine. Cette activité protéolytique, permettant la
reperfusion des vaisseaux sanguins, est a l'origine de son utilisation comme traitement
pharmacologique de la phase aiglie des AVC ischémiques (National Institute of Neurological
Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). Le tPA est également exprimé par plusieurs
types cellulaires du parenchyme cérébral (neurones, oligodendrocytes, microglie...) et de
nombreuses données expérimentales montrent qu’il est capable d’interagir, via ses différents
domaines, avec des protéines et récepteurs afin de jouer de nombreux réles en condition
physiologique mais aussi pathologique. Pour résumer, le tPA est une protéine pléiotrope capable

d’exercer diverses fonctions dépendantes, ou non, de son activité catalytique (Thiebaut et al., 2018).

I. Historique

En 1761, Morgagni note que le sang de patients subitement décédés ne coagule pas
complétement (Morgagni, 1761). Prés de deux siécles plus tard, Denis montre que le sang coagulé
peut se liquéfier spontanément (Denis, 1838). Ces observations furent retrouvées en 1843, par
Andral qui apporte les prémisses du systéme protéolytique (Andral, 1843). Mais ce n’est qu’en 1893,
gue des travaux mettent en évidence le phénomene protéolytique ainsi nommé fibrinolyse (Dastre,

1893).

En 1902, Conradi observa, pour la premiére fois, I'aptitude d’'une enzyme a dissoudre les caillots
sanguins par |'ajout d’extrait de divers organes (Conradi, 1902). Puis, Hedin démontra une activité
protéolytique dans une fraction du sérum (Hedin, 1903), fraction qui fut identifiée plus tard comme
étant celle contenant le précurseur de la plasmine : le plasminogéne (Christensen and Macleod,
1945). Pour la premiere fois en 1952, Astrup et Stage parvinrent a isoler cette protéine

fibrinolytique, alors nommée fibrikinase, a partir du tissu de coeur de porc (Astrup and Stage, 1952).
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La fibrikinase fut purifiée pour la premiére fois en 1979 a partir de la circulation sanguine (Binder et
al., 1979) puis de l'utérus (Rijken et al., 1979). Cependant, pour obtenir 1 mg de fibrikinase, 5 kg
d’utérus humain furent nécessaires. C'est pourquoi la purification de la fibrikinase a partir de
surnageant de cultures de mélanome humain fut élaborée. Cette enzyme fut alors renommée

« activateur tissulaire du plasminogéne » (Rijken and Collen, 1981).

La premiere administration de tPA chez I'homme a été réalisée en 1981 par W. Weimar aux Pays-
Bas. Deux patients transplantés rénaux présentant une thrombose veineuse rénale ont été traités
avec succes par perfusion intraveineuse de 5 ou 7,5 mg de tPA durant 24 heures (Weimar et al.,
1981). En 1983, le clonage du tPA et la production de son recombinant ont été lancés (Pennica et al.,
1983). Huit ans plus tard, Collen et Linjen ont démontré que le tPA a la capacité de favoriser la lyse
de caillots en induisant une fibrinolyse dépendante du plasminogene (Collen and Lijnen, 1991). En
1995, le succes d’une étude clinique conduit a I'utilisation du tPA comme agent fibrinolytique lors de
la phase aigué de I'AVC ischémique (National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA

Stroke Study Group, 1995).

Le tPA n’est pas le seul activateur du plasminogéne présent chez I’'Homme, l'activateur du
plasminogéne de type urokinase (urokinase plasminogen activator, uPA) est également capable de

convertir le plasminogéne en plasmine (Thiebaut et al., 2018).
Il. Lastructure du tPA

Le tPA est codé par le géne plasminogen activator tissue type (PLAT) se trouvant sur le
chromosome 8 (Tripputi et al., 1986). Il est synthétisé sous la forme d’une chaine polypeptidique de
527 acides aminés ayant une masse moléculaire d’environ 69 kDa (Pennica et al., 1983). Sa structure
tridimensionnelle est maintenue par 17 ponts disulfures. Le tPA possede un site d’O-glycosylation

sur la thréonine®® (Harris et al., 1991) ainsi que trois sites de N-glycosylations dont deux sont

117 448

constitutifs : un sur I'asparagine (Asn)™"" et un autre sur I’Asn™". La troisieme N-glycosylation est
variable et se situe sur 'Asn*®. En conséquence, il existe deux types de tPA : le tPA de type | avec
trois N-glycosylations et le tPA de type Il avec seulement les deux N-glycosylations constitutives

(Figure 8; Mori et al., 1995; Pohl et al., 1984).
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Le tPA est constitué de 5 domaines structuraux lui conférant ses propriétés fonctionnelles. La chaine

lourde située en amino-terminale contient les 4 domaines suivants (Figure 8) :

/7

“» Le domaine Finger, nommé ainsi par son analogie avec le domaine Finger de la fibronectine,

est situé entre les résidus 4 a 50. Il permet au tPA de se lier a la fibrine formant ainsi un complexe
tertiaire avec le plasminogene (Kagitani et al.,, 1985). Ce domaine interagit également avec
I'annexine Il (Hajjar and Reynolds, 1994) et avec les récepteurs aux lipoprotéines de faible densité

(low-density lipoprotein receptor—related protein, LRP) (Bu et al., 1992).

/7

“» Le domaine EGF, situé entre les résidus 50 a 87, présente une forte homologie avec le

facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor, EGF). Il permet au tPA d’activer les
récepteurs a I'EGF (Ortiz-Zapater et al., 2007). Le site d’O-glycosylation, situé sur ce domaine, est

associé a sa recapture et a sa dégradation par les cellules hépatiques (Hajjar and Reynolds, 1994).

/7

“» Le domaine Kringle 1, situé entre les résidus 87 a 176, contient un site ayant une forte

affinité pour la lysine (lysine binding site, LBS). Ce site, formant une poche dans la structure tertiaire
du tPA, est non-fonctionnel. Par conséquent, le réle de ce domaine est mal connu. Une étude
suggere son implication dans la recapture du tPA par les récepteurs au mannose présents sur les

17 (Kuiper et al.,

cellules endothéliales hépatiques, notamment grace a la glycosylation de I’Asn
1996; Smedsrgd et al., 1988). Ce domaine serait aussi impliqué dans l'inhibition de la prolifération

des cellules endothéliales (Kim et al., 2003).

«» Le domaine Kringle 2, situé sur les résidus 176 a 256, contient un site LBS actif permettant au

tPA de se lier et d’activer de nombreuses protéines, telles que le plasminogene, la sous-unité GIuN1
des récepteurs NMDA, le facteur de croissance dérivé des plaquettes (platelet-derived growth
factor-CC, PDGF-CC) ou les protéines a haute mobilité du groupe box1 (high—-mobility group box 1,
HMGB-1) (Fredriksson et al., 2004; Lopez-Atalaya et al., 2008; Roussel et al., 2011).

La chaine légére du tPA est, quant a elle, composée d’un seul et unique domaine (Figure 8) :

. , . . . . ST IRT] 322
“» Le domaine protéase, est un domaine catalytique comportant 3 acides aminés (I’histidine™,

I'acide aspartique371 etla sérine478) formant un site actif appelé la triade catalytique. Ce site confére
au tPA son activité protéolytique grace a sa capacité a convertir le plasminogene en plasmine

(Pennica et al., 1983).



_ Introduction - L’activateur tissulaire du plasminogéne

tPA simple chaine

Pomt disulture

@ Oglycosylation
T NGlycosylation constitutive
Y NGlycosylation varable

Chaine lourde

tPA double chaine

SNle
—

Chaine légére

Liaison a & fibrine
Interaction ave les
récepteurs membranaires
LRP, Annexine Il

al., 2016.

Activation des
récepteurs a FEGF

Lringhe 2 Sevine protéuse B---U)

X

Clairance par les Ualson/activation du
réceptens des plasminogéne, au
cellules endothébales récepteur POGF-CC et au
hepatiques récepteur NMDA

Site protéotytique vio la
triade catalytique [His™?,
mlll’ serllw)

Figure 8 : Structure et fonction du tPA.

Le tPA est synthétisé sous forme simple chaine (sc-tPA) et peut étre clivé en forme double chaine (tc-
tPA). Le tPA comporte 5 domaines (Finger, EGF-like, Kringle 1, Kringle 2 et sérine protéase), 17 ponts
disulfures, 3 sites de N-glycosylation et 1 site d’O’Glycosylation. D’aprés Chevilley et al., 2015 ; Hébert et

Le tPA est synthétisé sous sa forme simple-chaine (single chain tPA, sc-tPA) et peut étre clivé en

forme double chaine (two chain tPA, tc-tPA) (Rijken and Collen, 1981). La conversation du sc-tPA en

tc-tPA s’effectue par hydrolyse de la liaison peptidique de I'arginine?”-isoleucine®’® par différentes

protéases telles que la plasmine ou les kallikréines (Ichinose et al., 1984; Wallén et al., 1982). Suite a

ce clivage, la chaine lourde (ou chaine A) et la chaine légére (ou chaine B) restent liées I'une a I'autre

grace a un pont disulfure s’établissant entre la cystéine®® et la cystéine®™® (Figure 8; Lamba et al.,

1996).
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La majorité des sérines protéases sont synthétisées sous une forme simple chaine zymogéne, c'est-
a-dire dépourvue d’activité enzymatique et ce n’est qu’a la suite de leur clivage en forme double
chaine gqu’elles deviennent actives. Cependant, le tPA est une sérine protéase particuliére car il est
actif sous ses deux formes (Hoylaerts et al., 1982). En présence de fibrine, le sc-tPA et tc-tPA ont une
activité fibrinolytique identique. En revanche, en absence de fibrine, le tc-tPA présente une activité

cing fois supérieure (Boose et al., 1989; Petersen et al., 1988).
lll. Expression du tPA

1. Dans la circulation

Le tPA est essentiellement synthétisé par les cellules endothéliales, il est donc retrouvé en
grande majorité dans le compartiment vasculaire, en particulier dans les microvaisseaux (Levin and
del Zoppo, 1994), sous sa forme simple chaine ou il circule a une concentration de 70 pM (Binder et
al., 1979; Rijken and Lijnen, 2009). Sa localisation précise au sein de la cellule endothéliale est mal
connue. Plusieurs études le situent au sein des corps de Weibel-Palade, principalement connus pour
contenir le facteur de von Willebrand (FVW) (Huber, 2002). Cependant, d’autres études laissent
penser qu’il serait stocké dans un autre type de granules, plus denses et plus petites (Emeis et al.,

1997).

La libération du tPA par les cellules endothéliales peut se faire de deux facons: de maniére continue
(Angles-Cano et al., 1985) ou en réponse a un stimulus spécifique. En effet, les cellules endothéliales
peuvent stocker le tPA et le libérer en réponse a des stimuli tels que les facteurs de la cascade de la
coagulation, I’hypoxie ou encore I'augmentation de la pression sur la paroi des vaisseaux (Diamond

et al., 1989; Emeis et al., 1997).

Chez ’'homme, la demi-vie du tPA dans la circulation sanguine est d'environ six minutes (Verstraete
et al., 1985). Sa clairance s’effectue par endocytose, grace a des récepteurs membranaires situés sur
les hépatocytes et sur les cellules endothéliales hépatiques. Plusieurs récepteurs sont impliqués
dans cette recapture : les récepteurs au mannose (Kuiper et al., 1988), les récepteurs LRP (Yepes et

al., 2003), ainsi qu’une voie dépendante des galectines (Nagaoka et al., 2002).
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2. Dans la périphérie

L’expression du tPA a d’abord été mise en évidence dans le sang. Depuis, une présence de son
activité a été montrée dans de nombreux organes tels que l'utérus, les poumons, les muscles, le
cceur ou les reins (Albrechtsen, 1957; Rouf et al., 1996). Son expression est souvent associée a un
remodelage des tissus et de leur vascularisation, comme lors de la mise en place de I'endometre

(Lockwood and Schatz, 1996).
3. Dans le systeme nerveux central

C'est en 1981, que la présence du tPA au sein du systéme nerveux central (SNC) a été mise en
évidence pour la premiére fois. Soreq et Miskin ont démontré son expression dans les cellules
endothéliales tapissant les vaisseaux cérébraux et dans les neurones a différents temps du
développement, lui prédisant ainsi d’autres roles que son implication dans la fibrinolyse (Soreq and
Miskin, 1983). Puis en 1993, une étude a démontré sa synthése par les neurones au sein de la
plupart des structures cérébrales : cervelet, hippocampe, hypothalamus, cortex, striatum (Sappino

etal., 1993).

Chez I'homme, Teesalu et collaborateurs ont détecté par une technique d’hybridation in situ,
des acides ribonucléigues messagers (ARNm) du tPA dans les régions cérébrales citées
précédemment mais également dans d’autres nombreuses régions telles que les plexus choroides,
le tronc cérébral, I'hypophyse, la moelle épiniére et les différents noyaux thalamiques (Teesalu et
al., 2004). De récents travaux réalisés au sein du laboratoire ont permis d’identifier les différentes
régions corticales murines capables d’exprimer le tPA. Parmi celles-ci, on retrouve le cortex
rétrosplénial, somatosensoriel primaire, périrhinal et piriforme, avec environ 10 a 15% de neurones

exprimant du tPA (Louessard et al., 2016b).

A I'échelle cellulaire, le tPA est exprimé par la majorité des types cellulaires du SNC (Figure 9) : les
neurones, les mastocytes, les péricytes, les cellules endothéliales, les épendymocytes (Louessard et
al., 2016b), les astrocytes (Toshniwal et al., 1987), les oligodendrocytes (Correa et al., 2011) et la

microglie (Siao et al., 2003).



Introduction - L’activateur tissulaire du plasminogéne m

Souris sauvage Souris déficiente entPA || Metoonte || tpendvmoone | | périote  J|  micosic |
kK Hiopo

Figure 9 : Expression du tPA par les différentes cellules du SNC chez la souris adulte.
Immunohistochimie sur la coupe de cerveau de souris apres injection de colchicine (inhibiteur du
transport neuronal). Le tPA (en rouge) est présent au niveau des mastocytes, des épendymocytes, des
péricytes, de la microglie, des cellules endothéliales, des oligodendrocytes, des astrocytes et des
neurones. D’aprés Louessard et al., 2016.

“ Les neurones : le tPA est synthétisé et localisé au sein des dendrites et des synapses (Shin et
al., 2004), ou il est stocké dans des vésicules présynaptiques (Parmer et al., 1997). Le tPA est ensuite
transporté dans des vésicules de sécrétion le long des dendrites avant d’étre libéré au niveau des
cOnes de croissance pour permettre I'élongation axonale (Lochner et al., 1998). Des études ont
montré que le tPA est contenu dans des vésicules a coeur dense situées dans les épines
dendritiques, et gu’une dépolarisation neuronale conduisait a sa libération par une exocytose
dépendante du calcium. Une fois a la synapse, le tPA peut interagir avec les récepteurs NMDA et
moduler la potentialisation a long-terme (long-term potentiation, LTP) ainsi que les fonctions
d’apprentissage et de mémoire (Baranes et al., 1998; Lochner et al., 2006). Il semble que tous les
neurones ne soient pas capables d’exprimer du tPA, et que son expression soit réduite aux neurones
glutamatergiques excitateurs pyramidaux. De plus, dans ces neurones, le tPA est stocké dans des

vésicules synaptiques glutamatergiques positives a la synaptobrévine 2 (Louessard et al., 2016b).

/7

“» Les astrocytes : la synthése du tPA par les astrocytes a été mise en évidence chez la souris
(Toshniwal et al., 1987) et chez I’'homme (Hultman et al., 2008). De plus, une fois libéré dans la fente

synaptique par les neurones, le tPA peut étre recapturé par les astrocytes via les récepteurs LRP. Les
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astrocytes seraient ensuite capables de libérer ce tPA endocytosé par un mécanisme impliquant la
protéinase kinase C suite a I'activation des récepteurs kainates membranaires. Cet effet pourrait
également étre a 'origine de la clairance du tPA au sein du SNC (Casse et al., 2012). Le tPA est
majoritairement retrouvé dans les astrocytes activés suggérant son implication dans des processus

pathologiques (Hultman et al., 2008).

“» Les oligodendrocytes : la présence de tPA dans les oligodendrocytes est confirmée par

plusieurs études (Correa et al., 2011; Leonetti et al., 2017; Louessard et al., 2016b). Il est retrouvé
principalement dans les oligodendrocytes matures ou son expression diminue au cours du
vieillissement. De récents travaux ont montré que le tPA des oligodendrocytes est impliqué dans la
migration des précurseurs oligodendrocytaires au cours du développement et durant la

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

\/

“ La microglie : elle est également capable de synthétiser du tPA. Ce tPA peut ensuite avoir un
role dans son activation ainsi que dans des processus d’inflammation et de neurodégénération

(Rogove et al., 1999; Siao et al., 2003; Tsirka et al., 1995).

IV. Les inhibiteurs du tPA

En 1961, Brakman et Astrup postulaient I'existence d’un inhibiteur sanguin des activateurs du
plasminogéne (tPA et uPA) aprés avoir observé la présence d’un inhibiteur de la fibrinolyse qui
n’agissait pas directement sur la plasmine (Brakman and Astrup, 1963). Puis, des études ont montré
gue le niveau de synthése des ARNm du tPA ne corréle pas toujours avec son activité enzymatique.
Par exemple, bien que I'on retrouve des ARNm dans la totalité de I'hippocampe, aucune activité
protéolytique n'est détectée dans la région CA1 (corne d’Ammon 1), ce qui suggere la présence d’un
inhibiteur du tPA au sein du parenchyme cérébral (Sappino et al., 1993). Ces inhibiteurs seront

identifiés plus tard comme étant des molécules appartenant a la famille des serpines.

Les serpines sont des protéines monomeériques glycosylées d’environ 350-400 acides aminés avec un
poids moléculaire de 40 a 60 kDa. La caractéristique principale des serpines est de posséder une
boucle, appelée boucle du centre réactif (reactive center loop, RCL), permettant leur fixation sur les
protéases. Une fois fixées, les protéases clivent la RCL forgeant une liaison covalente entre les deux

molécules. Ainsi, un complexe stable se forme permettant I'inhibition de I’activité de la protéase
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(Figure 10). Les serpines peuvent aussi exister sous une forme latente, pour laquelle I'interaction

avec la protéase n’est pas possible (Huntington et al., 2000; Silverman et al., 2001).

A I'heure actuelle, quatre serpines sont connues pour inhiber le tPA : I'inhibiteur du plasminogéne
de type | (plasminogen activator inhibitor 1, PAI-1), PAI-2, la neuroserpine (NS) et la protéase
nexine-1 (Sprengers and Kluft, 1987). Dans le parenchyme cérébral, PAI-1 et la NS sont les

principaux inhibiteurs du tPA.

Inhibiteur :
serpine

Inactivé
Complexe irréversible

(b) ﬁ%ﬂ

Liaison par des
interactions d'affinité |

A |

Figure 10 : Mode d’action des serpines.
Interaction avec le tPA au niveau de la RCL. (a) Le tPA va cliver la boucle, qui va alors aller s’insérer dans
le feuillet B. (b) La protéase est entrainée au pdle opposé et un liaison covalente se forme antre la
serpine et la protéase, inhibant cette derniére. D’apres Tang et al., 2015.

“* La nexine-1: Outre la thrombine qui est sa cible préférentielle, la nexine-1, aussi nommée
SERPINE2, est capable d’inhiber les activateurs du plasminogéene et la plasmine (Scott et al., 1985).
Bien qu’elle soit impliquée dans I’hémostase, elle est a peine détectable dans le plasma. Elle est
retrouvée dans de nombreux organes (les systémes reproducteurs féminin et masculin, les reins, les
poumons, la rate, le cceur) ainsi que dans les vaisseaux sanguins ou elle est sécrétée par les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses et les plaquettes (Baker and Gronke, 1986; Bouton et
al., 2012; Leroy-Viard et al., 1989). La nexine-1 plaquettaire a été démontrée comme ayant des

propriétés antifibrinolytique et antithrombolytique (Boulaftali et al., 2011; Bouton et al., 2012).
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Dans le parenchyme cérébral, cette serpine est exprimée par les cellules gliales et les neurones
(Gloor et al., 1986; Simpson et al., 1994) et jouerait un réle dans la LTP au sein de I'hippocampe. Une
surexpression ou une absence de nexine-1 est a I'origine de phénoméne épileptique in vitro et in
vivo (Luthi et al., 1997; Meins et al., 2001). La nexine-1 est aussi retrouvée en abondance autour des
vaisseaux cérébraux et plus particulierement au niveau des cellules musculaires lisses et des pieds
astrocytaires. Ainsi, en cas d’ouverture de la BHE et d’extravasion de la thrombine et des sérines
protéases sanguines déléteres pour le parenchyme cérébral, la nexine-1 jouerait un role protecteur

en inhibant ces derniéres (Choi et al., 1990).

«» PAI-2 : Cette serpine, synthétisée par les cellules trophoblastiques, est capable d’inhiber les
activateurs du plasminogéne. Elle est majoritairement présente au niveau intracellulaire sous une
forme non glycosylée. Seule une petite portion de PAI-2 (environ 20%) est glycosylée et sécrétée (Ny
and Mikus, 1997). En condition physiologique, PAI-2 n’est pas détectable dans le plasma, cependant,
lors de la grossesse, elle est sécrétée par les cellules trophoblastiques et libérée dans la circulation
(Astedt et al., 1998). Un taux faible de PAI-2 circulant semble corréler avec le risque de survenue

d’une pré-éclampsie (Chappell et al., 2002; Severens-Rijvers et al., 2017).

\/

“ PAI-1: Au niveau périphérique, la serpine PAI-1, aussi connue sous le nom de SERPINE1, est
présente dans de nombreux organes ainsi que dans de nombreux types cellulaires. PAI-1 est
retrouvée en abondance dans le plasma ou elle est synthétisée par les cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses et les plaguettes. Une fois sécrétée, elle peut se lier a une glycoprotéine
de la matrice extracellulaire, la vitronectine, qui assure la stabilisation de son activité (Alessi et al.,
1988; Lindahl et al., 1989). PAI-1 circule dans le plasma sous trois formes : une forme active liée a la
vitronectine, une forme libre perdant spontanément son activité (demi-vie avoisinant les 90
minutes) et une forme inactive, liée au tPA (Lindahl et al., 1989). PAI-1 est capable de se fixer aussi
bien au sc-tPA gu’au tc-tPA (Rijken and Collen, 1981). Les complexes formés entre le tPA et PAI-1
sont trés stables, ce qui rend l'inhibition du tPA presque définitive (Zhou et al., 2001). De plus,
I’'association de PAI-1 avec le tPA ne géne pas son élimination par le foie. En effet, la clairance du tPA
par les hépatocytes peut se faire aussi bien sous forme libre que sous forme complexée a PAI-1
(Nagaoka et al., 2002). Au sein du SNC, PAI-1 n’est exprimée qu’en trés faible quantité par les
astrocytes et les neurones (Bouton et al., 2012; Hino et al., 2001) mais en condition pathologique,

lors d’un AVC par exemple, elle est surexprimée par de nombreux types cellulaires tels que les
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macrophages périvasculaires et les astrocytes (Dietzmann et al., 2000; Docagne et al., 1999). Dans le
parenchyme, PAI-1 est un inhibiteur puissant du tPA mais est moins efficace en présence de fibrine,
contrairement a la nexine-1 qui est capable d’inhiber le tPA et la plasmine liée a la fibrine (Bouton et

al., 2012; Thelwell and Longstaff, 2007).

“» La neuroserpine : Elle est exprimée presque exclusivement dans le SNC, toutefois de trés

faibles quantités sont retrouvées dans certains organes tels que les reins, le cceur, les testicules ou
le pancréas. De nombreuses études ont démontré que la NS est absente dans la circulation et
gu’elle n’avait donc aucun réle sur le tPA vasculaire. Cependant, en 2011, une équipe a rapporté la
présence de NS dans le sérum de patient ; cette NS sérique aurait des propriétés neuroprotectrices
en inhibant notamment I'excitotoxicité et I'inflammation induites par 'AVC ischémique (Rodriguez-
Gonzalez et al., 2011). Bien que les astrocytes puissent I'exprimer, la neuroserpine est synthétisée
quasi exclusivement par les neurones (Docagne et al., 1999; Osterwalder et al., 1996; Schrimpf et
al., 1997). Dans le SNC, le tPA et la neuroserpine sont trés souvent co-exprimés, renforcant I'idée
que le tPA soit la cible physiologique de cette serpine (Teesalu et al., 2004). Des études ont montré
gu’elle pouvait inhiber les deux formes du tPA, bien qu’elle inhibe le tc-tPA de facon plus efficace
(Osterwalder et al., 1996). Cependant, la neuroserpine ne semble pas inhiber complétement le tPA,
puisque des zymogeénes ont révélé une activité fibrinolytique du tPA dans certaines structures
cérébrales (Teesalu et al., 2004). Des études ont rapporté que les complexes neuroserpine-tPA sont
instables et se dissocient rapidement. Il est probable que le clivage de la RCL par le tPA conduise a la
formation d’'une boucle trop longue, empéchant le complexe de se stabiliser et induisant la
libération du tPA. Les complexes neuroserpine-tPA ont une demi-vie avoisinant les dix minutes,
comparativement aux autres complexes serpines-tPA ayant une demi-vie de plusieurs semaines
(Carlson et al., 2016; Ricagno et al., 2009). Malgré que la neuroserpine inhibe préférentiellement le
tc-tPA, les complexes qu’elles forment avec le sc-tPA sont plus stables. En effet, les complexes

neuroserpine-tc-tPA ne sont stables qu’a pH acide (Carlson et al., 2016).
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V. Les fonctions du tPA

1. Les fonctions du tPA vasculaire

a. Lafibrinolyse

La fibrinolyse est un mécanisme de coagulation permettant la dissolution des caillots de fibrine
présents dans la circulation. Ce processus, tres important pour le maintien de I'homéostasie
vasculaire, s’articule autour d’'une enzyme endogene, la plasmine, dont le réle est d’hydrolyser la
fibrine en fragments. La plasmine est une sérine protéase produite par le foie sous la forme d’une

pro-enzyme inactive : le plasminogéne (Figure 11; Collen and Lijnen, 1991).

Cellules endothéliales

-

aantiplasmine ———— tPA

<_.

Plasminogéne

Figure 11 : Mécanisme d’action de la fibrinolyse endogéne.
Le tPA est synthétisé et libéré par les cellules endothéliales dans la circulation ou il est capable de cliver
le plasminogene en plasmine au niveau des caillots de fibrine. La plasmine peut alors dégrader la fibrine
et ainsi lyser les caillots. La régulation de la fibrinolyse s’effectue a deux niveaux: grace a PAI-1
(inhibiteur du tPA) et avec I'a-2 antiplasmine (inhibiteur de la plasmine).

Comme décrit précédemment, il existe deux activateurs du plasminogene présents en condition
physiologique chez 'lhomme: le tPA et I'uPA. Bien qu’ayant des caractéristiques différentes, leurs
actions aboutissent toutes les deux a I'activation du plasminogéne en plasmine. En absence de

cofacteurs, le tPA est un mauvais activateur du plasminogene. Mais, en présence de fibrine, sa
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capacité a activer le plasminogéne en plasmine est multipliée par cent (Hoylaerts et al., 1982). En
effet, la fibrine contient deux sites proches, l'un permettant sa liaison avec le tPA, l'autre
permettant sa liaison avec le plasminogéne. Les trois acteurs forment ainsi un complexe tertiaire, au
sein duquel la capacité du tPA a cliver son ligand est nettement augmentée. Ce complexe permet au
tPA d’activer essentiellement le plasminogéne présent au niveau du caillot de fibrine, en épargnant
celui circulant. Il permet également de protéger la plasmine de ses inhibiteurs, lui permettant ainsi
de jouer son role dans la fibrinolyse avant qu’elle ne soit inhibée (Chapin and Hajjar, 2015). Il existe
deux inhibiteurs de la plasmine : I'a2-antiplasmine et la nexine-1. Ces inhibiteurs permettent la
régulation de la fibrinolyse, principalement afin d’éviter une hyperfibrinolyse, qui en plus
d’augmenter le risque d’hémorragie, provoque une altération de la BHE. La fibrinolyse peut
également étre inhibée par la diminution de la quantité de plasmine circulante, et donc par

I'inactivation du tPA (Figure 11; Marcos-Contreras et al., 2016; Roullet et al., 2015).

Des formes recombinantes d'activateurs du plasminogene (natives ou modifiées), telles que la
ténectéplase et la retéplase, ont été utilisées pour dégrader le(s) caillot(s) des patients atteints de
maladies thromboemboliques comme les AVC ischémiques ou les infarctus du myocarde (Figure 12;
Thiebaut et al., 2018). Cependant, aujourd’hui, seule I'utilisation du tPA est approuvée pour le
traitement des patients ayant subi un AVC ischémique aigu (National Institute of Neurological

Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995).
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Figure 12 : Les activateurs tissulaires du plasminogéne classifiés selon leur forme eucaryote et leur
forme recombinante.
Les activateurs du plasminogénes ont des domaines, des inhibiteurs, des temps de demi-vie et des
spécificités a la fibrine différents. En conséquence, le mode d’administration est variable. D’apres
Thiebaut et al., 2018.
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b. Lutilisation du tPA comme agent thrombolytique (pour revue Thiebaut et al., 2018)

Dans I’AVC hémorragique

L'extension de I'hémorragie aux ventricules se produit dans environ 25% des cas d'hémorragie
intracérébrale non traumatique et favorise I'obstruction de la sortie du liquide céphalorachidien
(LCR) et, par conséquent, le développement de I'hydrocéphalie (Gaberel et al., 2011). Ainsi,
I"'administration intraventriculaire d’activateurs du plasminogéne pourrait prévenir I'obstruction du
flux de LCR et accélérer la clairance du sang intraventriculaire. Dans une étude, 500 patients ont été
assignés au hasard a un traitement au tPA ou a la mise en place d'un drain extraventriculaire. Le
taux de mortalité était inférieur dans le groupe tPA (18%) par rapport au groupe placebo (29%).
Cependant, les patients présentaient un taux d'incapacité plus élevé dans le groupe tPA que dans le
groupe placebo. L’élimination plus importante du caillot par voie intraventriculaire a été associée a
une amélioration des résultats, mais seuls 82 patients (33%) du groupe tPA ont atteint |'objectif
d’une dissolution du caillot de 80 %, réduisant certainement le bénéfice clinique de la thrombolyse

intraventriculaire (Figure 13; Hanley et al., 2017).

Finalement, un essai clinique de phase 3 est en cours afin d’étudier I'efficacité de la fibrinolyse
intraventriculaire par utilisation du tPA lors d’'une hémorragie sous arachnoidienne

(ClinicalTrials.gov, NCT03187405).
Dans I’AVC ischémique

Selon la derniére revue systématique Cochrane, 27 études cliniques ont testé des agents
thrombolytiques dans le but de traiter des AVC ischémiques (Wardlaw et al., 2014). Parmi ces
agents thrombolytiques, on retrouve : la streptokinase (protéine synthétisée par plusieurs especes
de streptocoques ayant la propriété de se lier au plasminogene humain), le tPA recombinant, la pro-
urokinase, I'urokinase et la desmotéplase (protéine issue de la salive de chauves-souris vampires
capable d’activer le plasminogéne) (Figure 12). Cependant, a I'heure actuelle, seule I'administration
de tPA (0,9 mg/kg) par voie intraveineuse (bolus intraveineux puis perfusion sur 30 minutes) est
autorisée comme intervention médicamenteuse (National Institute of Neurological Disorders and
Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). Néanmoins les principales limites de I'utilisation du tPA

dans les AVC ischémiques sont (Figure 13) :
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v Lafenétre thérapeutique étroite : 4 a 5 heures apres le début des symptdmes de I’AVC (Hacke et

al., 2008).
V" Le faible taux de recanalisation du tPA (Bhatia et al., 2010).

v" Le risque d’hémorragie parenchymateuse symptomatique (National Institute of Neurological

Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995).

Selon une revue du Calgary Stroke Program, incluant 1341 patients, le taux de recanalisation aigué
dans les 2 heures suivant I'administration du tPA reste faible (moins de 35% des patients avaient
une recanalisation aigué) (Bhatia et al.,, 2010). L'absence de recanalisation est associée a de
nombreux facteurs tels qu’un délai trop long avant le traitement, une faible circulation collatérale

ou une taille de thrombus supérieure a 8 mm (Riedel et al., 2011).

La recanalisation aigué étant un facteur de pronostique majeur, les stratégies thérapeutiques visant
a améliorer le taux de recanalisation par thrombolyse intraveineuse constituent un grand intérét

clinique. Il existe différentes stratégies potentielles pour améliorer I'efficacité du tPA :

“» Les stratégies basées sur la prévention de l'inhibition du tPA par des facteurs endogenes et

sur_l'augmentation de son activité protéolytique Cela a conduit au développement, par bio-

ingénierie, de la ténecteplase, un tPA recombinant contenant trois mutations: deux dans le
domaine Kringle 2 et une dans de le domaine sérine protéase. La ténectéplase présente une
résistance accrue a PAI-1, une meilleure spécificité a la fibrine et une demi-vie plus élevée.
L'efficacité de cette molécule est controversée. Une étude a révélé qu’il n’y a aucune différence en
termes de mortalité et de récupération fonctionnelle entre les patients traités avec la ténectéplase
et les patients traités avec le tPA (Logallo et al., 2017). A contrario, une étude a montré que le taux
de reperfusion est plus élevé (22% versus 10%) dans le groupe traité avec la ténectéplase par
rapport au groupe traité avec le tPA. De plus, les patients ayant recu la ténectéplase présentent une

meilleure récupération fonctionnelle (Campbell et al., 2018).

\/

¢ Les stratégies basées sur l'inactivation des inhibiteurs du tPA. Pour accroitre I'efficacité du

tPA et favoriser la fibrinolyse, une stratégie propose d'utiliser un « diabody » (un anticorps modifié
ciblant deux protéines) afin de bloquer deux inhibiteurs du processus fibrinolytique : PAI-1 et un

inhibiteur de la fibrinolyse activable par la thrombine (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitors,
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TAFI) (Wyseure et al., 2015). Dans un modele murin d’AVC ischémique, la co-administration de ce
« diabody » améliore I'efficacité du tPA sans augmenter le risque d’hémorragie (Wyseure et al.,
2015). Un essai clinique testant un inhibiteur de TAFI est en cours de réalisation chez des patients
qui ne sont pas éligibles a I'administration de tPA (ClinicalTrials.gov, NCT0258623). De nombreuses
molécules inhibant PAI-1 ont été décrites, notamment des anticorps, des nanocorps et des petites
molécules. Bien que des résultats prometteurs aient été obtenus sur des modeles animaux
(Denorme et al., 2016; Vaughan, 2011), aucune molécule inhibant PAI-1 n'a été testée chez des

patients ayant subi un AVC ischémique a ce jour.

¢ Les stratégies basées sur la dégradation des autres constituants du thrombus. En effet, la

fibrine ne représente qu’une partie du thrombus. De plus, le tPA a peu d’efficacité sur les thrombi
riches en plaquettes et cela pourrait empécher la recanalisation. Cependant, des essais cliniques
(Adams et al., 2008; Zinkstok and Roos, 2012) portant sur I'administration concomitante de tPA et
d'un médicament antiplaquettaire ont montré une faible efficacité ainsi qu’un risque accru
d’hémorragie. Chez I'animal, il a été démontré que l'agrégation plaquettaire dans les arteres
implique des récepteurs spécifiques ainsi que des protéines, qui ne sont pas indispensables a
I’'hémostase dans le cerveau, tels que le FVW et la glycoprotéine Gplb-a (Le Behot et al., 2014; Momi
et al., 2013). Par conséquent, les stratégies qui ciblent spécifiqguement les agrégats plaquettaires
peuvent induire une recanalisation artérielle sans augmenter substantiellement le risque de
transformation hémorragique (Le Behot et al., 2014). Ainsi, les stratégies pharmacologiques qui
ciblent le FVW et ADAMTS-13 (a desintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs)
(Denorme et al., 2016) ou I’'N-acétylcystéine (Martinez de Lizarrondo et al., 2017) sont également
prometteuses, d'autant plus que chez les patients ayant subi un AVC, les thrombi intracraniens
contiennent de grandes quantités de FVW (Le Behot et al, 2014). De surcroit, les faibles
concentrations plasmatiques d'ADAMTS-13 pourraient étre un marqueur de I'échec d’un traitement

avec le tPA (Bustamante et al., 2018).

<+ Les stratégies couplant la thrombolyse intraveineuse et la thrombectomie. La

thrombectomie mécanique consiste a retirer le caillot de fibrine en introduisant une sonde dans
I'artére. Elle est réalisée chez les patients ayant subi une occlusion dans une grosse artere de la
circulation antérieure (Jayaraman et al., 2015). Selon les criteres d’éligibilité utilisés, seulement 3% a

22% des patients sont admissibles pour ce traitement endovasculaire. Les principaux critéres
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d’éligibilité sont la fenétre thérapeutique, la taille de la Iésion, I'dge, la sévérité des symptomes et la
localisation anatomique de l'occlusion (Mokin et al., 2018, 2019; Rai et al., 2017). L’étude clinique
Mr CLEAN a montré que chez les patients ayant subi un AVC ischémique, causé par I'occlusion d’une
artere intracranienne de gros calibre de la circulation antérieure, une thrombectomie réalisée dans
les 6 heures apres le début des symptémes, précédée par un traitement au tPA, est plus efficace en
termes d’évolution neurologique qu’un traitement pharmacologique seul (Berkhemer et al., 2015).

D'autres études cliniques ont conforté cet effet (Campbell et al., 2015; Goyal et al., 2015).

7/

“» Les stratégies basées sur la diminution des risques hémorragiques. Une méta-analyse de 27

études, incluant 2039 patients ayant subi un AVC, a révélé que les patients traités par streptokinase,
tPA, urokinase ou desmotéplase, développaient quatre fois plus d’hémorragies cérébrales
(Wardlaw, 2001) que les patients n’ayant recu aucun traitement. Les hémorragies intracérébrales
symptomatiques sont considérées comme la complication la plus sévére d’un traitement
thrombolytique, avec une plus forte incidence dans les premiéres 24 heures et un taux de mortalité
supérieure a 50% (Yaghi et al., 2017). Contrairement au tPA, la ténectéplase ne change pas
I'incidence des hémorragies intracérébrales (Campbell et al., 2018). Une étude internationale a
évalué l'incidence d'hémorragie intracérébrale symptomatique et I'évolution clinique chez 3297
patients, essentiellement asiatiques, ayant subi un AVC et ayant été traités avec une dose faible (0,6
mg/kg) ou une dose standard (0,9 mg/kg) de tPA. Cette étude a mis en évidence une différence de
transformation hémorragique entre le groupe recevant une dose faible (1,0%) et le groupe recevant
la dose standard (2,1%), indiquant alors que la prévalence de la transformation hémorragique est
associée a la dose de tPA (Anderson et al., 2016). En revanche, selon une méta-analyse de grande
envergure, le délai de traitement n’est significativement pas associé au risque de transformation
hémorragique (Demchuk et al., 2012). Par ailleurs, I'’étude TARGET-STROKE, impliquant 71 169
patients victimes d’un AVC ischémique aigu traité par injection intraveineuse de tPA, montre qu’une
réduction du délai de traitement entraine une baisse de la prévalence de la transformation

hémorragique (Fonarow et al., 2014).
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Figure 13 : Effet du tPA dans I’AVC ischémique et dans I’/AVC hémorragique.
D’aprés Thiebaut et al., 2018.

c. LetPA etla barriere hémato-encéphalique

La transformation hémorragique apres I'administration de tPA est un phénomene dynamique et
sa physiopathologie reste incertaine. Cependant, des études sur des animaux ont montré que le tPA
augmente la perméabilité de la BHE par le biais de multiples mécanismes et que ce phénomeéne

serait impliqué dans les transformations hémorragiques.

Le tPA, via son domaine Finger, peut interagir avec les récepteurs LRP situés au niveau des
astrocytes périvasculaires. Ce mécanisme meéne au passage du tPA vasculaire vers le parenchyme et
au décrochage des pieds astrocytaires de la lame basale. S’ensuit I'ouverture de la BHE. Ce
phénoméne participe a I'augmentation des risques hémorragiques (Benchenane et al., 2005;

Polavarapu et al., 2007; Yepes et al., 2003).

Avec son domaine Kringle 2 et son domaine catalytique, le tPA est capable d’interagir et d’activer le
PDGF-CC. Le PDGF-CC active ensuite les récepteurs PDGF-a situés sur les péricytes et les astrocytes,

conduisant a une altération de la BHE (Fredriksson et al., 2004; Su et al., 2008).

Les MMPs, dont le role est de dégrader la matrice extracellulaire, sont également a I'origine de
I'ouverture de la BHE. Le tPA est capable d’activer MMP-9, 2 et 3, fragilisant les jonctions serrées et

altérant la lame basale des vaisseaux cérébraux (Lijnen, 2001; Suzuki et al., 2009). Une étude a
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démontré, in vitro et in vivo, que le tPA active MMP-3 dans les cellules endothéliales,
dépendamment de LRP et du facteur nucléaire kappa B (NF-kB) (Suzuki et al., 2009). De plus, des
études cliniques ont révélé qu’il existe une corrélation entre les taux plasmatiques de MMP-9 et le

risque de transformations hémorragiques (Montaner et al., 2001).
2. Lerodle du tPA dans le systéme nerveux central

Comme décrit précédemment, le tPA est exprimé par différentes cellules du SNC et est retrouvé
dans différentes régions cérébrales. C'est une protéine pléiotrope capable d’interagir avec de
multiples protéines et récepteurs a travers ses cing domaines, induisant de nombreux effets aussi
bien délétéres que bénéfiques. De plus, sa forme simple chaine et sa forme double chaine ont

parfois des réles distincts dans le SNC, comme décrit ci-dessous.
a. Le tPA et modulation glutamatergique

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du cerveau. Ainsi, a la majorité des
synapses excitatrices, le glutamate diffuse dans la fente synaptique aprés sa libération vésiculaire
par le neurone présynaptique via un mécanisme dépendant des ions calcium (Birnbaumer et al.,
1994). Lors de I'activité neuronale, il a été montré que la dépolarisation des neurones
glutamatergiques provoque, en plus de la libération du glutamate dans la synapse, une exocytose de
tPA (Gualandris et al., 1996). Il existe deux grandes classes de récepteurs au glutamate: les
récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuR) couplés a des protéines G et les récepteurs

ionotropiques parmi lesquels on retrouve les récepteurs NMDA, Kainate et AMPA.

Le glutamate est impligué dans la migration et la différentiation neuronale au cours du
développement cérébral ainsi que dans de nombreuses fonctions cérébrales telles que la mémoire
et 'apprentissage. Cependant, le glutamate peut aussi induire une mort de type excitotoxique et
étre impliqué dans des processus de neurodégénération. En effet, lorsqu’il est en exces, il est
responsable d’une activation trop importante des récepteurs NMDA et d’une entrée délétere de
calcium dans les neurones. Le glutamate joue un réle dans de nombreuses maladies du SNC telles
que l'épilepsie, la maladie de Huntington, la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, les

traumas craniens ou encore I’AVC (Lewerenz and Maher, 2015).



_ Introduction - L’activateur tissulaire du plasminogéne

En 2001, une étude menée au laboratoire a montré que le tPA est capable de cliver le fragment N-
terminal de la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA. Ce clivage, en présence de NMDA, induit une
potentialisation de I'influx calcique (Nicole et al., 2001). Quelques années plus tard, il a été mis en
évidence que ce mécanisme nécessitait I'interaction du domaine Kringle 2 du tPA avec la sous-unité
GluN1 (Lopez-Atalaya et al., 2008). Parcq et collaborateurs ont montré que seul le sc-tPA (Parcq et

260 /
(Fernandez-Monreal et al.,

al., 2012) est capable d’induire ce clivage se situant au niveau de I’Arg
2004). De plus, le tPA clive préférentiellement les récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2D

(Obiang et al., 2012).

L’activation du récepteur NMDA par le tPA conduit a l'induction de processus physiologiques
comme la mémoire et I'apprentissage (Benchenane et al., 2007; Obiang et al., 2012) mais également
a des processus pathologiques tels que I'excitotoxicité, la mort neuronale et I'épilepsie (Bertrand et
al., 2015; Nicole et al., 2001; Parcq et al., 2012; Qian et al., 1993). En 1998, une équipe a montré que
suite a une ischémie provoquée par une occlusion de I’ACM, les souris déficientes en tPA ont un
volume de lésion 50% moins important que les souris sauvages. A linverse, une injection

intraveineuse de tPA induisait une augmentation du volume de lésion (Wang et al., 1998).

La capacité du tPA a cliver la sous-unité GIuN1 des récepteurs NMDA n’est pas le seul mécanisme
impliqué dans le role pro-excitotoxique du tPA (Figure 14; Parcq et al., 2012). En effet, le tPA est
capable d’activer la microglie et cette derniére participerait, par la suite, a la mort neuronale de type
excitotoxique (Rogove and Tsirka, 1998). Le tPA pourrait également induire cet effet, via sa capacité
a activer le plasminogene (Tsirka et al., 1997). De plus, une étude réalisée au sein du laboratoire a
montré que le tPA est capable d’induire un effet pro-excitotoxique en se liant a I'extrémité N-
terminal (distal N-terminal domain, NTD) de la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA, au niveau de

178 Cette interaction est responsable, dans un premier temps, de I'augmentation de la

la lysine
dynamique des récepteurs NMDA extrasynaptiques a la membrane plasmatique et dans un second
temps, d’un influx calcique délétére (Lesept et al., 2016). L'utilisation d’un anticorps (Glunomab)
dirigé contre la NTD des sous-unités GIuN1 bloque I'effet pro-excitotoxique du tPA (Lesept et al.,
2016; Macrez et al., 2016) sans affecter I'effet basal des récepteurs NMDA. Finalement, Samson et
collaborateurs ont démontré que I'activation des récepteurs NMDA par le tPA peut aussi se faire de

maniéere indirecte, celle-ci dépendrait de I'interaction entre le tPA et les récepteurs LRP présents sur

les neurones (Figure 14; Samson et al., 2008).
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Une étude réalisée en 2013 par Wu et collaborateurs, a montré que le tPA peut diminuer la mort de
type excitotoxique in vitro et in vivo. Ce mécanisme, indépendant de I'activité enzymatique du tPA,
fait intervenir les récepteurs NMDA extra-synaptiques contenant la sous-unité Glun2A. Ces
récepteurs sont responsables de I'activation la voie Erk1/2-CREB-ATF3 (extracellular signal-requlated
kinases 1/2 - cAMP response element binding protein - activating transcription factor 3) (Wu et al.,
2013). De plus, a I'inverse des études montrant un effet neurotoxique du tPA, celles réalisées chez
I'animal indiquent que le tPA favorise I'adaptation au stress métabolique (Wu et al., 2012), promeut
les mécanismes gérant la transmission synaptique excitatrice et inhibitrice (Jeanneret et al., 2016) et
protége la densité post-synaptique des effets déléteres des lésions ischémiques (Jeanneret et al.,

2018).

Plus récemment, il a été démontré que le tPA module la protéostasie durant I'ischémie cérébrale. En
effet, une étude in vivo a montré que le co-traitement avec un inhibiteur du protéasome renforce
les effets bénéfiques du tPA (Zhang et al., 2010). De plus, selon une étude in vitro réalisée au
laboratoire, l'inhibition du stress du RE grace a l'interaction du tPA avec Grp78 (glucose-related
protein 78) membranaire, protége les neurones de la mort induite par un sevrage en oxygéne et en
glucose (OGD) (Louessard et al., 2017). En outre, il a été montré que le tPA a également un effet
neuroprotecteur via I'activation de la cible mammalienne de la rapamycine (mammalian target of
rapamycin, mTOR), un inhibiteur de I'autophagie (Figure 14; Grummisch et al., 2016; Wu et al.,
2012).

Les effets opposés du tPA sur la mort de type excitotoxique pourraient étre expliqués par différents
facteurs : le type de neurones étudiés, le modele de mort ou la dose de tPA (Thiebaut et al., 2018).
De plus, il semblerait que le sc-tPA et le tc-tPA aient des effets opposés, le sc-tPA serait plutot pro-
excitotoxique alors que le tc-tPA, via son interaction avec le récepteur a I'EGF, diminuerait I'influx
calcique dans les neurones et jouerait un réle neuroprotecteur (Figure 14; Bertrand et al., 2015;

Parcq et al., 2012).
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Figure 14 : Role du tPA dans I’excitotoxicité, la mort neuronale et la neuroprotection.

Le tPA peut induire un influx calcique et une mort de type excitotoxique, soit directement via son
interaction avec la sous-unité GIuN1 des récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate), soit indirectement
via son interaction avec les récepteurs LRP1 (low-density lipoprotein receptor—-related protein), qui
vont a leur tour activer les récepteurs NMDA.

A contrario, le tPA peut protéger les neurones de la mort, via les récepteurs NMDA contenant la sous-
unité GIuN2A et LRP1. Cet effet fait intervenir la voie Erk/CREB/Atf3 (extracellular signal-requlated
kinases 1/2/cAMP response element binding protein/activating transcription factor 3) et la voie
Akt/mTORC1/p70S6K (mammalian target of rapamycin/ribosomal protein S6 kinase). p70S6k favorise
I’'augmentation de HIF1-a (hypoxia inducible factor-1a) et la recapture du glucose via Glut3. tPA peut
également activer la voie mTOR vig le mécanisme JAK/STAT (janus kinase/signal transducers and
activators of transcription). Le tPA peut interagir avec Grp78 (glucose-related protein) afin de diminuer
le stress du RE et la mort neuronale induite par une OGD (oxygen and glucose deprivation). Le tPA peut
également avoir un réle anti-apoptotique de fagon directe, via les récepteurs a 'EGF (epidermal growth
factor) ou de fagon indirecte via les récepteurs Trk-B (tropomyosin receptor kinase B). D’aprés Thiebaut
etal.,, 2018.
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b. Le tPA dans le développement cérébral

Le développement cérébral s’articule autour 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. La mise en place du réseau de
connexions entre les neurones nécessite la dégradation de la matrice extracellulaire par diverses
protéines telles que les MMPs, les désintégrines et certaines sérines protéases (Nadarajah et al.,
2002; Stiles and Jernigan, 2010; van den Ameele et al., 2014). Une étude effectuée chez des souris a
différents stades du développement embryonnaire a montré que le tPA est exprimé par un certain
nombre de types cellulaires dans le SNC en développement, avec une forte expression dans les
zones de migration neuronale et de remodelage tissulaire. Ce résultat suggére que le tPA est
impliqué dans la migration cellulaire et dans le remodelage tissulaire du SNC en développement, en

jouant un réle dans la dégradation de la matrice extracellulaire (Fredriksson et al., 2004).

En 1999, Seeds et collaborateurs ont montré que des souris déficientes en tPA présentent une
migration neuronale retardée, se traduisant par une accumulation des cellules granulaires au sein
de la couche moléculaire du cervelet (Figure 15; Seeds et al., 1999). Plus récemment, deux études
réalisées au sein du laboratoire ont montré I'implication du tPA dans la migration cellulaire au cours
du développement embryonnaire. La premiére étude menée par Leonetti et collaborateurs a
démontré que le tPA joue un réle dans la migration des progéniteurs d’oligodendrocytes au cours du
développement (Leonetti et al., 2017). La seconde étude conduite par Pasquet et collaborateurs a
permis de montrer qu'une absence de tPA conduit a un arrét de la migration des neurones
corticaux, au niveau de la zone intermédiaire, a 16 jours de développement embryonnaire. Dans
cette étude, I'effet du tPA sur la corticogénése est dépendant des récepteurs NMDA présents sur les

cellules gliales radiaires (Pasquet et al., 2019).

Le tPA est sécrété et retrouvé au niveau des cones de croissance (Krystosek and Seeds, 1981; Verrall
and Seeds, 1989). Localement, il peut activer le plasminogene et, a l'aide de la plasmine
nouvellement formée et des MMPs, il peut dégrader la matrice extracellulaire et induire une pousse
neuritique (Garcia-Rocha et al., 1994; Pittman et al., 1989). L'inhibition du tPA ou I'absence de tPA

induisent un blocage de pousse neuritique (Lee et al., 2014; Pittman et al., 1989). A l'inverse, la
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surexpression de tPA promeut I'élongation des neurites (Lee et al., 2007; Pittman et al., 1989) via les

récepteurs LRP (Lee et al., 2014).

Figure 15 : Effet de I'absence du tPA sur la
migration neuronale.
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c. LetPA et la plasticité synaptique

L'amygdale et I'hippocampe sont deux régions qui jouent un réle trés important dans les
processus d’apprentissage et de mémoire. Le mécanisme moléculaire principal impliqué dans ces
processus est la LTP, caractérisée par une augmentation plus ou moins persistante de I'efficacité de
la transmission synaptique aprés une stimulation excitatrice répétée (Nabavi et al., 2014). Ce
phénoméne a été observé dans d’autres régions du cerveau comme le cortex moteur (Iriki et al.,

1989), I'amygdale et le striatum (Uno and Ozawa, 1991).

Le systeme glutamatergique joue un role central dans ce processus. Suite a une stimulation a haute
fréquence, le neurone présynaptique libere une grande quantité de glutamate, qui va en retour
activer les récepteurs glutamatergiques postsynaptiques. Les récepteurs AMPA sont les premiers
activés, induisant une dépolarisation locale. Cette dépolarisation induit I'expulsion des ions
magnésiums bloquant le canal des récepteurs NMDA, qui s’activent a leur tour, engendrant une
entrée de potassium et de calcium dans les neurones postsynaptiques. Ce calcium induit des
cascades moléculaires responsables du renforcement synaptique. La LTP se divise en deux phases.

La phase précoce qui dure quelques heures et implique des mécanismes enzymatiques modulant

I'efficacité synaptique. La phase tardive, qui persiste plusieurs jours et contribue a I'amélioration de
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I'efficacité synaptique en se reposant sur la synthése de protéines de novo (Bliss and Lomo, 1973;

Collingridge et al., 1983; Nicoll, 2017).

De maniére intéressante, en condition physiologique, le tPA est fortement exprimé dans I'amygdale
et 'hippocampe (Sappino et al., 1993; Teesalu et al., 2004). En 1993, Qian et collaborateurs ont mis
en évidence une implication du tPA dans I'activation des neurones hippocampiques. En effet, une
activation des neurones hippocampiques conduit a une augmentation rapide des ARNm codant le
tPA (Figure 16; Qian et al., 1993). Des études in vitro ont montré que I'utilisation d’un inhibiteur du
tPA (PAI-1 ou tPA-stop) affecte la mise en place de la phase tardive de la LTP alors que I'ajout de tPA
promeut ce processus (Baranes et al., 1998). Les mémes résultats ont été retrouvés chez des souris
déficientes en tPA ou surexprimant le tPA. Ainsi, une surexpression in vivo du tPA, contribue a une
augmentation de la LTP et a une amélioration des processus d’apprentissage et de mémorisation
(Madani et al., 1999). A I'inverse, les souris n’exprimant pas le tPA ont des déficits de mémorisation

(Pawlak et al., 2002).

Figure 16 : Elévation de la quantité
'"'";'_“ d'ARN messagers du tPA suite a une
activation neuronale chez le rat.
Hybridation in situ des ARNm du tPA
“ dans I'hippocampe de rat en condition
©» normale et 1h aprés stimulation
électrique du gyrus denté. Qian et al.,
1993.

Controle

1h apres stimulation

Il est important de noter qu’il existe un role différentiel du tPA sur la LTP en fonction de sa forme. En
effet, une étude réalisée au sein du laboratoire a montré que seul le sc-tPA serait capable de

moduler la LTP (Parcq et al., 2012).
Il existe plusieurs mécanismes pouvant expliquer le réle du tPA dans la LTP :

v Par son interaction avec les récepteurs NMDA (Qian et al., 1993).
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v Par son interaction avec les récepteurs LRP, ce qui pourrait faciliter la pousse neuritique et la

formation de nouvelles synapses (Lee et al., 2014; Zhuo et al., 2000).

v Par la dégradation de la matrice extracellulaire, ce qui faciliterait la création de nouvelles

synapses (Baranes et al., 1998).

v Par sa capacité a activer le facteur neurotrophique issu du cerveau (Brain derived neurotrophic

factor, BDNF) essentiel a la LTP (Pang et al., 2004).

v/ Par sa capacité a cliver la rééline, une protéine importante dans la régulation des fonctions

synaptiques (Trotter et al., 2013).
d. Le tPA et I'apoptose

Le tPA joue un rble dans I'apoptose des neurones et des oligodendrocytes. Quelques études
prétent un rble pro-apoptotique au tPA. Par exemple, Flavin et collaborateurs ont montré in vitro
gue la microglie activée était capable de sécréter du tPA et que ce tPA était pro-apototique pour les
neurones hippocampiques (Flavin et al., 2000). D’autre part, une autre étude a révélé que le tPA
potentialise I'apoptose dans les cellules endothéliales cérébrales humaines soumises a une hypoxie

ainsi que dans les neurones corticaux de souris traitées avec du NMDA (Liu et al., 2004).

a0 -
3 60 Figure 17 : Le tPA protége les neurones
§ > de I'apoptose induite par un sevrage en
o sérum.
¥ Y b Dose ré
¢ <3 *% ponse de tPA sur des neurones
o P - . A 7 .
5 a4 *% corticaux agés de 7 JO‘UI‘S et mesure de la
& == mort neuronale aprés un sevrage en
% ‘ ‘ 7 sl 7 ) sérum de 24 heures (Liot et al., 2006).
Serum + 5 a a S +
tPA (ug/ml) - - 0.02 2 20 20

Cependant, d’autres études reportent un effet anti-apoptotique du tPA dans différents modeéles
animaux. En 2006, une étude réalisée au sein du laboratoire a montré, in vitro, que le tPA protégeait
les neurones corticaux de I'apoptose induite par un sevrage en sérum. Cet effet se traduit par une

réduction de I'activité de la caspase 3, acteur majeur de la cascade apoptotique. Dans cette étude,
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le tPA active la voie pro-survie phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), indépendamment de son
activité protéolytique (Figure 17; Liot et al., 2006). De la méme maniére, le tPA active I'axe PI3K/Akt
afin de protéger les oligodendrocytes de I'apoptose. Cet effet est dépendant de l'interaction du

domaine EGF du tPA avec les récepteurs a I'EGF (Correa et al., 2011).

Il semblerait que plusieurs récepteurs soient impliqués dans le réle anti-apoptotique du tPA. En
effet, certaines études démontrent I'implication de I'annexine Il (Lee et al., 2007), des récepteurs
NMDA contenant la sous-unité GIuN2A (Echeverry et al., 2010), et du récepteur a 'EGF (Bertrand et
al., 2015; Henry et al., 2013; Lemarchand et al., 2016). Le tPA est aussi capable de cliver le
plasminogéne en plasmine, qui va a son tour cliver le pro-BDNF en BDNF mature, ce qui engendre
une activation du récepteur Kinase a la tropomyosine B (Tropomyosin receptor kinase B, Trk-B) et

une diminution de I'apoptose (Figure 14; Head et al., 2009).
e. LetPA etl'inflammation

Lors d’une lésion excitotoxique, les souris déficientes en tPA, en plus d’avoir une mort
neuronale réduite, ont une activation microgliale diminuée (Figure 18; Rogove et al., 1999). Depuis,
d’autres études ont confirmé I'implication du tPA dans I'inflammation. Par ailleurs, il semblerait que

le tPA agisse en deux temps.

Kainate K2 FA7807 PN Figure 18 : Effets du tPA actif et inactif (S478A
N A NP XY tPA) sur la mort neuronale induite par une
— ' > B & injection de kainate dans I'hippocampe et sur
( —~ / AR k), o Factivation microgliale. )

a PA Ko Pasfbuffer. 8 - ¥ e S, R ) (a) L’injection intra-hippocampique de kainate
PO o Rl n'a pas d’effet sur la mort neuronale chez les
J' v ..r‘u-f;t.,‘\;;:j &k souris déficientes en tPA (tPA -/-) et n’induit pas
¢ »"%""‘*;.' : "3““»‘ d’activation microgliale (d). L’injection de tPA et

s ie{ % ' . de kainate, chez des souris déficientes en tPA,
induit une mort neuronale hippocampique (b) et
une activation des cellules microgliales (e).
sl ; E:v ““t,;x”\‘; Linjection de tPA inactif (S478A tPA) et de
) ¥ ’-#"',.{"‘&xf, s kainate chez des souris déficientes en tPA
il 59 n’entraine pas de mort neuronale
hippocampique (c) mais engendre une activation
 des cellules microgliales (f). Rogove et al., 1999.
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Dans un premier temps, lors d’une lésion excitotoxique, le tPA est sécrété par les neurones
et la microglie présents au niveau de la lésion cérébrale. Puis, grace a la liaison de son domaine
Finger sur I'annexine 11, le tPA agit comme une cytokine et active la microglie (Flavin et al., 2000;
Siao et al., 2003; Siao and Tsirka, 2002). Dans un second temps, cette microglie activée libéere
différents facteurs, parmi lesquels on retrouve des cytokines pro-inflammatoires mais également du
tPA, impliqgués dans des processus neurodégénératifs et dans la dégradation de la matrice

extracellulaire (Siao et al., 2003).

Une étude réalisée en 2009 propose que I'effet du tPA dans I'inflammation passe par son interaction
avec les récepteurs LRP. En effet, suite a une ischémie cérébrale induite par une occlusion de I'’ACM,
des souris ne possédant pas de récepteurs LRP sur leurs cellules microgliales, ont un cedéme
cérébral réduit et une élévation du taux de MMP-9 moins importante. L'injection de tPA chez ces
souris n’induit aucune augmentation de l'activation microgliale en comparaison a des souris

sauvages (Zhang et al., 2009).
f. Le tPA et les processus cognitifs

Comme nous I'avons vu précédemment, le tPA est impliqué dans la plasticité synaptique. Ce
réle lui confére une influence dans plusieurs types de comportements impliquant la mémoire
(Calabresi et al., 2000). Une absence de tPA chez la souris induit une altération des capacités
d'apprentissage spatial (Benchenane et al., 2007; Calabresi et al., 2000). L'interaction entre le tPA et
le récepteur NMDA dans I'hippocampe et le cortex entorhinal est nécessaire pour promouvoir

I'apprentissage spatial (Benchenane et al., 2007; Hébert et al., 2016; Obiang et al., 2012).

L'amygdale est connue pour jouer un role clé dans |'anxiété, la réponse au stress et la peur. Dans
cette région, le tPA est impliqué dans le développement de |'anxiété suite a un stress, en favorisant
le remodelage synaptique (Pawlak et al., 2003) et en favorisant I'effet du facteur de libération de
corticotrophines (corticotropin-releasing factor, CRF), un modulateur majeur du stress (Matys et al.,
2004). Dans la méme structure, le tPA semble étre crucial pour I'apprentissage et le rappel de la
peur contextuelle (Calabresi et al., 2000). Finalement, les souris déficientes en tPA ont un phénotype

plus anxieux que les souris sauvages (Pawlak et al., 2003).
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g. Le tPA et la substance blanche

Dans le cadre de lésions de la substance blanche, le tPA est impliqué dans les processus de
remyélinisation et de régénération axonale. En effet, dans un contexte inflammatoire, des dépéts de
fibrine se forment au niveau des lésions aggravant la réponse inflammatoire et accentuant la
dégénération axonale. Le tPA, par son action fibrinolytique, est capable de réduire les dépots de
fibrine, ce qui, en conséquence, réduit les dommages axonaux (Akassoglou et al., 2000). A contrario,
Minor et collaborateurs ont montré que la régénération axonale par le tPA est indépendante de sa

capacité a cliver le plasminogene (Minor et al., 2009).

Dans des conditions neuro-inflammatoires, comme lors de la sclérose en plaques, une diminution de
tPA est accompagnée d’une augmentation de PAI-1, ce qui engendre, entre autres, I'augmentation
de complexe tPA-PAI-1. De ce fait, I'efficacité du tPA a générer de la plasmine est réduite et le retrait
des dépots de fibrine est altéré conduisant a des dommages axonaux (Gveric et al., 2003, 2005).
Dans des modéles animaux de sclérose en plaques, les souris déficientes en tPA ont une plus grande
accumulation de fibrine engendrant des symptomes de la maladie plus sévéres ainsi qu’une
récupération incompléte (East et al., 2005). A I'inverse, dans le méme modeéle, I'inhibition de PAI-1
conduit a une diminution de la dégénération axonale et a une réduction de la démyélinisation
(Pelisch et al., 2015). Le tPA a également la capacité de promouvoir la migration et la survie des
oligodendrocytes en cas de lésion de la substance blanche, via son domaine EGF (Correa et al., 2011;

Leonetti et al., 2017).

Aprés une lésion de la moelle épiniére, I'expression du tPA est augmentée. Ce dernier serait
impliqué dans la dégradation des chondroitines sulphate protéoglycanes (CSPGs), des protéines de
la matrice extracellulaire ayant un role inhibiteur sur la repousse axonale (Bukhari et al., 2011). Une
étude réalisée au sein du laboratoire a permis de démontrer que le tPA est capable d’activer
ADAMTS-4, une protéase capable de dégrader les CSPGs afin d’améliorer la repousse axonale et la
récupération fonctionnelle aprés un traumatisme de la moelle épiniére (Lemarchant et al., 2014). En
condition physiologique, I'expression d’ADAMTS-4 par les oligodendrocytes contribue également au

processus de myélinisation et aux capacités motrices (Pruvost et al., 2017).
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Pour résumer cette deuxiéme partie, le tPA est une sérine protéase aux multiples fonctions. A
travers ses cing domaines, le tPA peut interagir avec de nombreuses protéines/récepteurs et
induire de nombreux effets en condition physiologique mais aussi en condition pathologique.
Le tPA existe sous une forme simple-chaine et sous une forme double-chaine, ces deux
formes sont enzymatiquement actives et ont parfois des roles opposés.

Initialement, le tPA a été découvert dans le compartiment vasculaire. Synthétisé par les
cellules endothéliales, il intervient dans la fibrinolyse grace a sa capacité a cliver le
plasminogéne en plasmine. Cette propriété fait de lui un agent thrombolytique utilisé, entre
autres, dans le traitement de I’AVC ischémique.

Le tPA est aussi synthétisé par les cellules du parenchyme cérébral. Dans le SNC, il est
impligué dans de nombreuses fonctions aussi bien bénéfiques (développement,
apprentissage, mémoire...) que délétéres (altération de la BHE, mort excitotoxique...).

Au niveau neuronal, le tPA est considéré comme un neuromodulateur. Il est exprimé et libéré
par les neurones suite a une dépolarisation. Une fois dans la fente synaptique, il interagit avec
des récepteurs post-synaptiques (NMDA, EGFR, LRP), il peut également étre recapturé par les
astrocytes.

To summarize the second part, tPA is a serine protease with multiple functions. Through its
five domains, tPA can interact with many proteins to induce various effects in both
physiological and pathological conditions. tPA exists under a single-chain form which can be
cleave into a double-chain form. These two forms are enzymatically actives and can have
opposite effects.

Initially, tPA was discovered in the vascular compartment. Synthesized by endothelial cells, it
is involved in fibrinolysis due to its ability to cleave plasminogen into plasmin. This property
has led to its use as a thrombolytic agent for the treatment of ischemic stroke.

tPA is also synthesized by brain parenchymal cells. In the CNS, it is involved in many beneficial
functions (development, learning, memory ...) and many deleterious functions (alteration of
the BBB, excitotoxic death ...).

At the neuronal level, tPA is considered as a glutamatergic neuromodulator. It is expressed
and released by neurons following depolarization. Once in the synaptic cleft, it interacts with
postsynaptic receptors (NMDA, EGFR, LRP) and can also be recaptured by astrocytes.
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C. l’autophagie

. Généralités

Historiqguement, la découverte de l'autophagie débute avec celle du lysosome. Durant les
années 1950, grace a la séparation des différents compartiments cellulaires par une méthode de
centrifugation, Christian de Duve démontre I'existence du lysosome et de sa fonction lytique
permettant la dégradation intracellulaire des protéines (De Duve, 1957; De Duve and Wattiaux,
1966; Novikoff et al., 1956). Pour cette découverte, il recevra, en 1974, le Prix Nobel de médecine.
En 1962, Keith Porter, pionner de la microscopie électronique, et son étudiant Thomas Ashford
observent dans des cellules hépatiques exposées au glucagon, une augmentation du nombre de
lysosomes, ainsi qu’une séquestration de fragments cytoplasmiques en leur sein (Ashford and
Porter, 1962). Le glucagon sera décrit plus tard comme étant un inducteur de I'autophagie (Deter
and De Duve, 1967). Dans la continuité, De Duve observe, en microscopie électronique, un nouveau
type de vésicule contenant des éléments du cytoplasme ainsi que des mitochondries a différents
stades de digestion, laissant présager la contribution, dans la dégradation intracellulaire, d’'un autre

type de vésicule : I'autophagosome (De Duve, 1967).

En 1963, lors d’'une conférence sur le lysosome, De Duve emploie pour la premiere fois le mot
« autophagie ». Ce terme vient du grec et signifie se manger soi-méme (« phagos » : manger ;
« auto » : soi-méme). Il décrit 'autophagie comme un processus aboutissant a la dégradation par le
lysosome de constituants cellulaires (organites et macromolécules). Au milieu des années 1990, la
découverte des génes ATG (autophagy-related genes), chez la levure Saccharomyces cerevisiae a
permis de mieux comprendre le fonctionnement et le réle de I'autophagie (Klionsky et al., 2003;
Tsukada and Ohsumi, 1993). Les études ont permis d’identifier jusqu’alors, 41 genes ATG chez la
levure, et plusieurs d’entre eux ont un ou plusieurs homologues chez le mammifére. En outre, chez
les mammiféres, 16 génes ATG sont conservés, et ces derniers régissent la formation des

autophagosomes chez tous les eucaryotes (Klionsky et al., 2016).

Aujourd’hui, I'autophagie est décrite comme un processus catabolique par lequel la cellule dégrade

et recycle son matériel cytoplasmique, permettant le maintien de ’'homéostasie. Les produits de la
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dégradation lysosomale sont nécessaires a la synthese de nouvelles macromolécules. La voie
autophagique, impliquée dans la dégradation des protéines mal repliées, des organites
endommagés et des protéines a longue durée de vie, est complémentaire a la voie du protéasome
dont le réle est de dégrader les protéines a demi-vie courte. En fonction du mode par lequel les
éléments a dégrader vont étre livrés au lysosome, on distingue trois formes d’autophagie (Figure
19) : la micro-autophagie, I'autophagie dépendante des protéines chaperonnes et la macro-

autophagie (Klionsky et al., 2016).
Il. Les différentes formes d’autophagie

1. La micro-autophagie

La micro-autophagie est un processus de dégradation lysosomale non sélectif, décrit comme
"I'engouffrement direct du matériel cytoplasmique dans le lysosome". Cette forme d’autophagie est
induite en condition de stress, lors d’une hypoxie par exemple, et se traduit par une invagination
aléatoire de la membrane afin de piéger des parties du cytosol et différents organites tels que les
peroxysomes, les mitochondries et le noyau (Farré et al., 2009). La micro-autophagie est connue
pour jouer plusieurs roles, tels que la régulation du ratio lipides/protéines a la surface lysosomale, le
maintien de la taille des organites, la composition de la membrane et le métabolisme des lipides.
Elle peut se produire simultanément avec la macro-autophagie ou simplement étre une méthode

constitutive pour dégrader les protéines a longue durée de vie et les protéines membranaires (Farré

et al., 2009; Li et al., 2012; Mijaljica et al., 2011).
2. L’autophagie dépendante des protéines chaperonnes (CMA)

La CMA (chaperone-mediated autophagy) est une forme sélective d’autophagie décrite
uniquement chez les eucaryotes. Elle permet de délivrer les protéines au lysosome sans passer par
I'intermédiaire de vésicules. Tous les substrats protéiques de la CMA possedent un motif peptidique
« KFERQ » spécifiquement reconnu par la chaperonne Hsc70 (Heat Shock cognate protein 70)
(Chiang et al., 1989). La chaperonne Hsc70 et le substrat vont se lier et former un complexe,
permettant I'acheminement du substrat jusqu’au lysosome ou il va étre adressé a une protéine

lysosomale transmembranaire LAMP-2A (lysosome-associated membrane protein type 2A). Sous sa
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forme monomérique, LAMP-2A joue le réle d’un récepteur aux substrats de la CMA. En revanche,
son oligomérisation est requise pour la translocation des substrats dans la lumiére du lysosome. Les
substrats sont transférés un par un dans le lysosome, assistés par une chaperonne située dans la
lumiére lysosomale. La CMA contribue au contrdle de la qualité des protéines par I'élimination

sélective des protéines altérées ou endommagées (Tekirdag and Cuervo, 2018).

A Micro-autophagie B Autophagie dépendante des protéines chaperonnes

Astophagosome

[T 2]
Lysosome
. -7

Figure 19 : Les trois types d’autophagie.

Il existe trois types d’autophagie, elles sont classées en fonction du mode par lequel les éléments
cellulaires vont étre délivrés a I'autophagosome afin d’y étre dégradés par les hydrolases. A. La micro-
autophagie : les protéines pénetrent dans le lysosome via une invagination de la membrane. B.
L'autophagie dépendante des protéines chaperonnes : les protéines sont reconnues, grace a un motif
spécifique, par la chaperonne Hsc70, cette derniere permettra sa liaison a LAMP2 et sa translocation
dans le lysosome. C. La macro-autophagie : un autophagosome, une vésicule a double membrane,
emmagasine I'ensemble des éléments a dégrader avant de fusionner avec le lysosome. D’aprés Thiebaut
etal.,, 2019.
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3. La macro-autophagie

La macro-autophagie est la forme d’autophagie la plus connue et la plus décrite dans la
littérature. De maniére générale, la macro-autophagie est communément appelé autophagie et
c’est ainsi qu’elle sera nommeée dans la suite du manuscrit. Contrairement a la micro-autophagie et
a la CMA, l'autophagie permet la séquestration des substrats loin du lysosome. Cela nécessite la
synthése d'un autophagosome, une vésicule a double membrane, permettant le transport
d’organites, de complexes protéiques de grande taille et de demi-vie longue, ainsi que d’acides
nucléiques présents dans le cytoplasme. Les autophagosomes fusionnent ensuite avec les lysosomes
pour former des autolysosomes, entrainant la dégradation simultanée d’un tres grand nombre de
composants cellulaires. Le matériel dégradé par les hydrolases lysosomales est ensuite libéré dans le

cytoplasme afin de permettre la formation de nouvelles molécules (Feng et al., 2014).
lll. Les mécanismes moléculaires de I’'autophagie

L’autophagie est un processus dynamique trés conservé au cours de |'évolution, orchestré et
régulé par les génes ATG répartis en plusieurs complexes de signalisation. L’autophagie est divisée
en plusieurs grandes étapes (Figure 19). Tout d’abord, une double membrane, nommée phagophore
(ou membrane d’isolation) se forme : c’est l'initiation. Le phagophore va ensuite s’allonger, durant
I’étape d’élongation pour former un autophagosome dans lequel seront séquestrés des éléments du
cytoplasme. Finalement, I'autophagosome va fusionner avec le lysosome. Cette derniére étape,
appelée la maturation, conduit a la formation d’un autolysosome (ou autophagolysosome) dans
lequel le matériel séquestré sera dégradé par les hydrolases lysosomales, puis recyclé (Klionsky et

al., 2016).
1. Llinitiation

a. Origine du phagophore

L’autophagie débute avec la formation d’un phagophore, une double membrane trés riche en
phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P). Chez la levure, les phagophores dérivent d’une membrane

unique appelée le PAS (pre-autophagosomal structure) (Suzuki et al., 2001). Bien que I'autophagie
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ait été découverte depuis plus de 50 ans, l'origine de la membrane du phagophore chez les
mammiféres est encore sujette a débat. Toutefois, il semblerait que cette membrane ne soit pas
synthétisée de novo mais provienne plutét d’organites préexistants et que le processus de
nucléation fasse intervenir des protéines Atg. Plusieurs compartiments intracellulaires ont été

identifiés comme étant des donneurs de membrane, ce qui supporte I'hypothése d’une origine

multiple.
Membrane d'wolation
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Figure 20 : Modele de formation de I'autophagosome a partir de la membrane du RE.
Suite a une carence en acide aminés, des PI3P sont libérés en abondance au niveau de sites spécifiques
de la membrane du RE appelés omégasomes. Suite au recrutement de WIPI2 (WD-repeated protein
interacting with phosphoinositides) et DFCP1 (double FYVE domain-containing protein), 'omégasome
s’étend et devient berceau de la formation du phagophore, ou membrane d’isolement (en rouge). Le
phagophore s’allonge et se ferme sur lui- méme pour former I'autophagosome, qui se détache de
I'omégasome. D’apres Tooze et Yoshimori, 2010.

\/

“» Le réticulum endoplasmique : La membrane du phagophore peut dériver d’'une région

particuliére du RE riche en PI3P, ayant une forme proche de la lettre grecque « Q » : I'omégasome.
Axe et collaborateurs ont démontré que suite a une carence en acides aminés, un enrichissement

localisé en PI3P a lieu, conduisant a une étendue de la membrane du RE pour former I'omégasome
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(Axe et al., 2008). Cette « plateforme PI3P » est le lieu de naissance de la membrane d'isolation.
PI3P recrute la protéine DFCP1 (double FYVE domain-containing protein 1) et WIPI2 (WD-repeated
protein interacting with phosphoinositides), grace a son domaine FYVE, ce qui permet a la
membrane d’isolation de s’étendre et de former le phagophore (Figure 20; Axe et al., 2008; Polson
et al., 2010). Des observations en microscopie électronique ont montré des interactions entre le RE,

les omégasomes et les phagophores (Hayashi-Nishino et al., 2009; YIa-Anttila et al., 2009).

“» La mitochondrie : L’autophagosome pourrait aussi se former le long de la mitochondrie. En

effet, il a été démontré que certaines protéines autophagiques, Atg5 et LC3 (Light chain 3), co-
localisent de maniére transitoire avec des protéines de la membrane externe de la mitochondrie. De
plus, il a été observé que des lipides fluorescents marquant spécifiguement les mitochondries
étaient transloqués de la mitochondrie aux autophagosomes (Hailey et al., 2010). Par ailleurs, il
semblerait que les phagophores se forment au niveau des sites de contact RE-mitochondries, et cet
effet serait dépendant du recrutement de la protéine Atgl4d par la protéine SNARE (soluble N-
éthylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor) syntaxine 17 (STX17) (Hamasaki et al.,

2013).

\/

“ La membrane plasmique et les endosomes : L'équipe de Rubinsztein a démontré que la

membrane plasmique peut participer a la biogenése des phagophores via un mécanisme
d’endocytose dépendant des clathrines (protéine structurelle constituant le manteau des vésicules).
L'interaction de la protéine Atgl6L1 avec la clathrine, génére une vésicule appelée « le précurseur
autophagique » qui précede la formation du phagophore (Ravikumar et al., 2010). Les endosomes,
notamment les endosomes de recyclage, participent également a la formation du phagophore. La
protéine Atg9 semble assurer le transport et la connexion entre les endosomes, I'appareil de Golgi
et la membrane plasmique (K. Imai et al., 2016; Puri et al., 2014). Puri et collaborateurs ont noté que
la membrane plasmique contribuait a la formation des phagophores par I'intermédiaire d’au moins
2 protéines Atg distinctes, Atg9 (qui est transloquée de la membrane plasmique aux endosomes de
recyclage via des endosomes précoces) et Atgl6lLl (qui est directement transportée de la
membrane plasmique aux endosomes de recyclage). La fusion des vésicules contenant Atg9 et des
vésicules contenant Atgl6L1, grdce a une SNARE nommée VAMP3 (vesicle associated membrane
protein), est cruciale pour la biogenése des « précurseurs autophagiques » (Figure 21; Puri et al.,

2013).
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Figure 21: Schéma de la nucléation du
phagophore via Atg9 et Atgl6L1.

Atg9 est transloquée, par endocytose, de la
membrane plasmique aux endosomes de
recyclage en passant par les endosomes
précoces. Contrairement a Atg9, Atgl6L1 est
directement transportée dans les
endosomes de recyclage. Les vésicules Atg9
et les vésicules Atgl6lLl fusionnent, via
VAMP3, au niveau des endosomes de
recyclage, ce qui induit la genése du
« précurseur autophagique ». D’aprés Puri
etal., 2014.
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< L’'appareil de Golgi : L'appareil de Golgi, ainsi que le compartiment intermédiaire entre le RE

et I'appareil de Golgi, sont une source pour la nucléation du phagophore (Ge et al., 2013). En 2015,
Biazik et collaborateurs ont mis en évidence une communication étroite entre le phagophore et
I"appareil de Golgi (Biazik et al., 2015). De plus, il a été montré qu’Atg9 effectuait des cycles entre le
réseau trans-golgien et les endosomes (Figure 22; Imai et al., 2016; Young et al., 2006). Finalement,
Yamamoto et collaborateurs ont montré que des vésicules contenant Atg9 sont transportées de
I'appareil de Golgi a la membrane d’isolation ou elles participent a la formation du phagophore

(Figure 22; Imai et al., 2016; Orsi et al., 2012; Yamamoto et al., 2012).

Comme nous avons pu le voir, la formation du phagophore s’articule autour de la protéine Atg9, la
seule protéine transmembranaire de la machinerie de I'autophagie. Le réle de cette protéine est
peu connu, cependant, il semble qu’elle joue un réle clé dans I'apport des membranes pour la
formation des phagophores (Feng and Klionsky, 2017; Yamamoto et al., 2012). En effet, au-dela du
fait que les levures et les souris n’exprimant pas Atg9 soient déficientes en autophagie (Saitoh et al.,

2009; Yamamoto et al., 2012), la suppression d’Atg9 dans des cellules humaines (cellules rénales
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embryonnaires humaines, HEK) inhibe la formation des phagophores a des stades précoces de
I"autophagie (Orsi et al., 2012). De plus, Orsi et collaborateurs ont montré que le trafic d’Atg9, par
I'intermédiaire de plusieurs organites, y compris I'appareil de Golgi et les endosomes recyclés, est
essentiel a l'initiation et a la progression de I'autophagie. Cependant, plutét que d'agir comme un
composant structurel de I'autophagosome, Atg9 participe a la formation du phagophore (Figure 22;
Orsi et al., 2012). Récemment, il a été démontré que ce mécanisme nécessite la phosphorylation
d’Atg9, au niveau de son domaine N-terminal (Tyr®), par la Kinase src. Cette phosphorylation
favorise linteraction d’Atg9 avec le complexe AP1/2 5 (adaptator protein) et conduit a son

déplacement dans la cellule. La kinase src pourrait étre activée par les récepteurs a I'EGF (Zhou et

al., 2017).
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Figure 22 : Atg9 participe a la connexion entre la membrane plasmique, les endosomes et
I'appareil de Golgi afin d’induire la formation du phagophore.
A des stades précoces du processus d’autophagie, Atg9, a travers un transport vésiculaire, fait
des cycles entre la membrane plasmique, les endosomes et I'appareil de Golgi. Puis, Atg9 se
retrouve au niveau de la membrane d’isolation ou elle participe a la nucléation du phagophore.
D’apres Imai et al., 2016.
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b. Les complexes initiateurs de I'autophagie
L'initiation de I'autophagie requiére un grand nombre d’acteurs regroupés en trois complexes
qui interagissent entre eux afin de former le phagophore :

/7

“» Le complexe mTORC1 (mTOR complex 1) formé des sous-unités suivantes : la kinase mTOR,

Raptor (regulatory associated protein of mTOR), mLST8 (mTOR associated protein LTS8 homolog),
Deptor (DEP domain-containing mTOR-interacting protein) et de PRAS40 (proline-rich Akt substrate

of 40 kDa), ce dernier étant le régulateur négatif du complexe.

\/

% Le complexe ULK1 (UNC-51-Like Kinases) composé des protéines ULK1/2 (homologue

d’Atgl), Atgl3, FIP200 (focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa) et ATG101.

\/

“ Le complexe PI3K de classe Ill (PI3KC3) constitué de VPS34 (vacuolar protein sorting 34),

VPS15, Beclin-1 (nommé Atg6 chez la levure), Atgld, p150 et d’Ambral (activating molecule in

beclinl related autophagy protein 1).

La voie mTORC1 (Figure 23) régule de nombreuses fonctions cellulaires fondamentales comme la

synthése de protéines et de lipides, mais aussi I'activité mitochondriale et I'organisation du
cytosquelette. Au niveau cellulaire, mTOR forme deux types de complexes distincts : mTORC1 et
mMTORC2. L'activité de mTORC1 est modulée principalement par des récepteurs tyrosine kinase et
par la disponibilité en nutriments et en acides aminés, |'état énergétique de la cellule et par les
facteurs de croissance (Ma and Blenis, 2009). mTORC1 fait partie de la voie PI3K/Akt. L’activation de
PI3K méne a I'accumulation au niveau de la membrane plasmique de phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate (PIP3), phospholipide participant au recrutement et I'activation d’Akt. Une fois activé,
Akt phosphoryle et inhibe I'activité TSC2 (tuberous sclerosis complex 2), un régulateur négatif de
MTORC1, permettant I'activation de mTORC1 par Rheb. Akt peut également activer directement
mTORC1 en phosphorylant PRAS40 (Huang and Manning, 2009). En outre de la voie PI3K/Akt,

MTORC1 peut étre régulé par :

v" Les kinases Erk qui I’activent en inhibant TSC2 (Carriere et al., 2008).

v Les acides aminés qui I'activent indépendamment du complexe TSC1/2. En conséquence,
lors d’'une baisse d’apport énergétique, I'activité de mTORC1 est diminuée (Hara et al., 1998;

Wolfson and Sabatini, 2017).
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v" I’AMPK (AMP-activated protein kinase) qui est activée lorsque les niveaux énergétiques de
la cellule sont insuffisants. C'est en phosphorylant TSC2 et Raptor, que I’AMPK diminue
I'activité de mTORC1 (Egan et al., 2011).
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Figure 23 : Schéma des voies moléculaires impliquées dans l'initiation de I'autophagie.

Le complexe mTORC1 peut étre activé par des facteurs de croissance via des récepteurs tyrosine kinase
activant les PI3K de classe I. Ces derniers induisent la production de PIP3, des activateurs d’Akt.
Lorsqu’Akt est phosphorylé, il peut inhiber TSC1/2. Le complexe ne pourra plus empécher Rheb d’activer
le complexe mTORC1. Erk peut agir comme Akt et inhiber TSC1/2. AMPK, activée en cas de déséquilibre
ou de carence énergétiques inhibe mTORC1. L’inactivation de mTORC1 conduit a l'activation des
complexes ULK1 et PI3KC3, impliqués dans la production de PI3P. Ce lipide est essentiel au recrutement
de WIPI2 et DFCP1 et a la formation du phagophore.
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Le complexe mTORC1 agit comme un senseur clé du statut énergétique de la cellule et permet la
régulation des voies de I'autophagie. En condition physiologique, ce premier complexe interagit

avec le complexe ULK1 et inhibe son activité kinase, en phosphorylant les protéines ULK1/2 et

Atgl3. A contrario, lors d’une carence nutritionnelle, mTOR est inhibé, ce qui entraine sa
dissociation du complexe ULK1 et la déphosphorylation des protéines ULK1/2 et Atgl3. L’activité
kinase d’ULK1/2 est alors restaurée, permettant son autophosphorylation et la phosphorylation

d’Atg13 et FIP200 (Figure 24; Egan et al., 2011; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011).
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Figure 24 : Régulation du complexe ULK1 par mTOR.
En présence de nutriments, mTOR est activé et phosphoryle ULK1/2 et Atgl3, inactivant ainsi leur
activité kinase : I'autophagie est inhibée. En cas de carence en acides aminés, mTOR est inactivé et ne
peut plus phosphoryler les protéines du complexe ULK1. En conséquence, ULK1/2 s’autophosphoryle et
phosphoryle en retour Atg13 et FIP200 : 'autophagie est induite.

Le complexe ULK1 activé migre jusqu’au phagophore, ou il active le complexe PI3KC3. Il a été

montré que suite a une carence en acides aminés induisant I'inhibition de mTORC1, ULK1 est
capable de phosphoryler directement Beclin-1 au niveau de la Ser**. Cette phosphorylation conduit
a I'augmentation de I'activité du complexe PI3KC3 (Russell et al., 2013). Une étude plus récente a
mis en évidence un autre site de phosphorylation sur Beclinl: la Ser® (J.-M. Park et al., 2018). Le
complexe ULK1 est également capable de phosphoryler la protéine Ambral, un des composants du

complexe PI3KC3. Cette phosphorylation est indispensable a I'interaction entre Ambral et Beclinl et
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permet la libération du complexe PI3KC3 du moteur dynéine (Cianfanelli et al., 2015; Nazio et al.,
2013). En 2001, I'équipe de Yoshimori a reporté que la phosphorylation de Beclinl favorisait
I'activité kinase de VSP34, induisant la libération de PI3P au niveau de site de formation du
phagophore (Kihara et al., 2001). Comme nous |'avons vu précédemment, cette molécule lipidique
est essentielle a la formation des autophagosomes. En effet, elle permet le recrutement des
protéines DFCP1 et WIPI2 et I'élongation de la membrane d’isolation (Figue 23 et 25; Axe et al.,
2008; Polson et al., 2010).
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Figure 25 : Régulation et r6le du complexe PI3K de classe lIl.

Le complexe ULK1 activé phosphoryle Beclinl et Ambral. Cette derniere phosphorylation permet la
stabilisation du complexe PI3KC3. La phosphorylation de Beclinl favorise I'activité kinase de VSP34
induisant la production de PI3P. PI3P recrute WIPI2 et DFCP1 permettant la formation du phagophore.
Beclinl est aussi régulée via sa liaison a Bcl2 et a Bcl-xL, deux protéines anti-apoptotiques. Lorsque
Beclinl est lié a Bcl2/Bcl-xL, elle ne peut participer au processus de "autophagie. La dissociation du
complexe Bcl-2/Bcl-xL/Beclinl peut étre induite par JNK, DAPK et Bad/Bax. Une fois dissociée, Beclinl
peut étre phosphorylé par ULK1/2 et participer a la formation du phagophore.

Par ailleurs, I'induction de I'autophagie via Beclinl est également régulée négativement par Bcl-2 et

Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) (Figure 25). Au niveau basal, Beclinl interagit avec le domaine
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BH3 de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, ce qui induit sa séquestration et I'empéche d’agir avec les
PI3KC3 (Pattingre et al., 2005). En condition d’autophagie, les kinases JNK1 (c-Jun N-terminal 1) et
DAPK (death-associated protein kinase) vont respectivement phosphoryler Bcl-2 et Beclinl,
induisant leur dissociation (Wei et al., 2008; Eisenstein, et al., 2009). Les protéines pro-apoptotiques
Bad/Bax peuvent aussi se lier a Bcl2, induisant la libération de Beclinl (Pedro et al., 2015). La liaison
d’UVRAG (UV irradiation resistance-associated gene), un onco-suppresseur, et/ou Bif-1 (endophilin
B1) avec Beclinl favorise I'activation du complexe PI3KC3 et l'initiation de I'autophagie (C. Liang et

al., 2006, 2008; Takahashi et al., 2007).
c. L'autophagie non canonique

De nombreux groupes ont montré le réle essentiel des complexes mTORC1, ULK1/2 et PI3KC3
dans l'initiation de la formation du phagophore. Cependant, des études récentes ont reporté une
forme d’autophagie n’impliquant pas I'ensemble de ces complexes. Ce type d’autophagie non

canonique peut étre indépendante de :

“» mTOR: Sarkar et collaborateurs ont montré que le lithium est capable d’induire une
autophagie via un mécanisme indépendant de mTOR, suggérant |'implication d’'une autre voie que
mTOR dans la régulation de |'autophagie (Sarkar et al, 2005). En parallele, Yamamoto et
collaborateurs ont montré, dans un modele de maladie d’"Huntington, que I'accumulation aberrante
d’une protéine mutante induisait une autophagie indépendante de mTOR et permettait la clairance
des agrégats protéiques (Yamamoto et al., 2006). Plus récemment, une étude a montré que l'arrét
des communications entre le RE et la mitochondrie induit un déséquilibre énergétique ainsi qu’une
augmentation de I'autophagie dans la cellule. Dans cette étude, I'induction de I'autophagie n’est pas

commandée par la voie mTOR mais par AMPK (Ahumada-Castro et al., 2019).

“» ULK1/2 : Kundu et collaborateurs ont démontré que, chez les souris déficientes en ULK1, la
clairance des organites (mitochondries et ribosomes) est altérée. Cependant, ces souris ont la
capacité de survivre au-dela de la période néonatale, au moment ou l'autophagie est essentielle
pour le maintien d'un apport suffisant en acides aminés et en glucose dans le foie, le cceur et les
muscles squelettiques. Cela suggere qu’ULK1 n'est pas nécessaire pour ce mécanisme d'autophagie,
ou que son déficit est compensé par ULK2 (Kundu et al., 2008). Cheong et collegues ont montré

gu’un sevrage en glucose et une exposition a 'ammoniaque pouvaient induire une autophagie dans
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des fibroblastes embryonnaires de souris n’exprimant ni ULK1 ni ULK2 (Cheong et al., 2011). De la
méme maniére, le poliovirus induit une autophagie indépendante du complexe ULK1 (Corona

Velazquez et al., 2018).

/7

<+ Beclinl : L'autophagie indépendante de Beclinl semble étre associée a une mort cellulaire
(Sun et al., 2015). En effet, I'autophagie indépendante de Beclinl induite par une neurotoxine (le 1-
méthyl-4-phénylpyridinium) est associée a une mort des cellules neuronales (Zhu et al., 2007). En
outre, le resvératrol induit une mort des cellules tumorales humaines corrélée a une autophagie
indépendante de Beclinl mais dépendante d'Atg7 et Atgl2-Atg5 (Mauthe et al., 2011; F Scarlatti et
al., 2008). De plus, d'autres composés pro-apoptotiques, tels que la staurosporine, le MK801 et
I'étoposide, induisent une autophagie indépendante de Beclinl contribuant a I'apoptose dans les
neurones corticaux primaires (Grishchuk et al., 2011). L'autophagie indépendante de Beclinl semble
également impliquée dans la différenciation cellulaire et dans I'absorption de toxines bactériennes
(Arsov et al., 2011; Mestre et al.,, 2010). De facon intéressante, I'autophagie indépendante de
Beclinl n’exclut pas nécessairement l'activation du complexe PI3KC3 et le recrutement de la

protéine WIPI (Gao et al., 2010; Smith et al., 2010).
2. L’élongation

Une fois le phagophore généré, sa membrane s’allonge et s’incurve autour du contenu
cytoplasmique a dégrader afin de former une vésicule a double membrane : I'autophagosome. Cette

structure close isole le contenu a dégrader du reste du contenu cytoplasmique.

Cette étape d’élongation s’articule autour de deux systemes de conjugaison, analogues aux
systemes d'ubiquitination des protéines, appelés «Ubiquitin-like conjugaison system». Ce systéme
est composé de trois classes de protéines, les enzymes activatrices E1, les enzymes de conjugaison
E2 et des ligases E3. Dans le cas des systemes de conjugaison de I’élongation, huit protéines de la
famille Atg jouent le réle des enzymes E1, E2 et E3 et forment deux conjugués distincts : Atgl12-Atg5

et LC3-PE (LC3-phophatidyl-ethanolamine).
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a. Le systeme de conjugaison Atgl2-Atg5

Atgl2 est une protéine apparentée a I'ubiquitine. Cependant, contrairement a 'ubiquitine, elle
ne nécessite pas de maturation pour entrer dans le systeme de conjugaison puisque sa séquence se
termine par un résidu glycine. Ce résidu situé en positon C-terminal permet a Atg7, agissant comme
une enzyme d’activation E1, d’activer directement Atgl2 (Tanida et al., 1999). Cette activation, ATP-
dépendante, conduit & la formation d’une liaison thio-ester entre la glycine’® C-terminale d’Atg12

7 o’Atg7 (Tanida et al., 1999). La glycine'®® C-terminale est alors transférée sur Atg10,

et la cystéine
formant une nouvelle liaison thio-esther et libérant Atg7 (Shintani et al., 1999). Atgl0 exerce alors
une activité d’enzyme de conjugaison E2 et permet a la glycine186 C-terminale d’Atgl2 de se lier de

149

facon covalente a la lysine™ d’Atg5, induisant la formation du conjugué Atgl2-Atg5 (Mizushima et

al., 1998). A ce jour, aucune ligase E3, n’est connue pour intervenir dans ce systéme (Figure 26).

Ce systeme de conjugaison trés dynamique est présent en continu dans le cytoplasme, il n’a pas
besoin de stimulus particulier pour étre formé. Directement aprés leur synthése, Atg5 et Atgl2 se
conjuguent. A ce jour, aucune protéase n’est connue pour cliver leur liaison. De ce fait, il est trés

rare de détecter Atgl2 et Atg5 sous leur forme libre (Mizushima et al., 1998).

La protéine Atgl6Ll va se lier de maniére non covalente a Atg5. Grace a son domaine en
superhélice, elle forme un dimeére, lui permettant de s’associer a deux conjugués Atgl2-Atg5. Le
complexe formé est une macromolécule homo-oligomérisée d’environ 800 kDa (Kuma et al., 2002)
qui jouera ensuite le role d’enzyme E3 pour le second systéme de conjugaison LC3-PE (Fujioka et al.,
2010; Otomo et al., 2013). L'association du conjugué Atg12-ATG5 a Atgl6L1 conduit a la révélation
sur Atg5 d’un site de liaison a la membrane, ce qui lui permet de se lier a la membrane externe des
autophagosomes en formation. Le complexe participe a I'élongation du phagophore avant de se

dissocier de I'autophagosome deés sa fermeture (Mizushima, 2003; Mizushima et al., 1999).
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Figure 26 : Le systéme de conjugaison Atgl2-Atg5
Atgl2 est activé par Atg7 (Enzyme activatrice E1). Une liaison non covalente se forme entre une cystéine
d’Atg7 et la glycine C-terminal d’Atgl2. La glycine C-terminale d’Atgl2 se lie ensuite de facon non
covalente a une cystéine d’Atg10. Atgl0 agit comme une enzyme de conjugaison E2 et crée une liaison
covalente entre Atgl2 et la protéine Atg5. Cette derniere joue le role du substrat. Finalement, le
conjugué Atgl2-Atg5 se lie au dimere Atgl6L1. Le complexe Atgl3-Atg5/Atgl6L1 jouera le role d’enzyme
E3 dans la formation du second conjugué LC3-PE.

b. Le conjugué LC3-PE

Ce deuxieme systeme de conjugaison impliqué dans I'étape d’élongation du processus
autophagique est unique car il est seul connu permettant la conjugaison d’une protéine (LC3 ou
Atg8 chez la levure) avec un lipide (PE) (Ichimura et al., 2000). Dans ce systéme, c’est la protéine LC3
qui joue le réle de I'ubiquitine, mais contrairement a I’Atg12, elle doit maturer avant d’étre activée.

En effet, LC3 est initialement présente sous sa forme non mature, pro-LC3. Sa maturation, en LC3-,
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est assurée par la protéase Atg4, qui clive sa partie C-terminale (Argininem) (Agrotis et al., 2019). Ce
clivage permet I'exposition de la glycine116 qui peut alors étre activée, en présence d’ATP par Atg7,
qui joue une nouvelle fois le role de I'enzyme d’activation E1 (Ichimura et al., 2000; Kirisako et al.,
2000). Atg7 transfert LC3-I vers Atg3 qui joue son rdle d’enzyme E2 et qui conjugue la glycine™™® de
LC3-1 a un phospholipide membranaire. Le complexe Atgl2-Atg5/Atgl6Ll, en plus d’augmenter
I"activité d’Atg3, agit comme une ligase E3 et participe a la lipidation de la protéine LC3-I (Hanada et
al., 2007; Otomo et al., 2013; Romanov et al., 2012). Ce systéme donne naissance au conjugué LC3-

PE, nommé aussi LC3-II (Figure 27).

La formation de ce conjugué peut étre induite par des stimuli. Cependant, le type d’induction est
dépendant du type cellulaire ou tissulaire. Contrairement au conjugué Atgl2-Atg5 qui n’est présent
gu’a la membrane externe, LC3-Il se distribue de maniere équitable entre les membranes externe et
interne du phagophore et joue un role essentiel dans la formation de I'autophagosome. Il intervient
dans la fermeture de I'autophagosome, et, a I'inverse du conjugué Atgl2-Atg5, il ne se dissocie pas
suite a la formation compléte de la vésicule (Kabeya, 2004; Kabeya et al., 2000a). En effet, bien que
les protéines LC3-Il fixées sur la membrane externe de I'autophagosome soient clivées par Atg4d et
recyclées, celles présentes sur la membrane interne restent intactes jusqu’a ce qu’elles soient
dégradées par les hydrolases lysosomales apres la fusion de I'autophagosome avec le lysosome
(Maruyama and Noda, 2017; Satoo et al., 2009). L’augmentation de la conversion de LC3-l en LC3-II

est souvent utilisée comme marqueur de la formation des autophagosomes (Klionsky et al., 2016).

Chez les mammiféres, au moins huit orthologues d’Atg8 ont été identifiés, répartis en deux sous
familles, assurant la biogenéese des autophagosomes a différents stades (Shpilka et al., 2011; Y. Xin
et al., 2001) : la famille LC3 constituée de LC3A, LC3B et LC3C et la famille GABARAP (gamma-
aminobutyric acid receptor-associated protein) constituée de GABARAP1, GABARAP2, GABARAPLI,
GABARAPL2/GATE-16 et GABARAPLS.
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Figure 27 : Le systéme de conjugaison LC3-PE

Le pro-LC3 est clivé au niveau de son Arginine positionnée en C-terminal, révélant le résidu glycine. La
forme mature LC3 est activée par Atg7 (Enzyme activatrice E1), une liaison non covalente se forme entre
une cystéine d’Atg7 et la glycine C-terminale de LC3-l. La glycine C-terminale de LC3-I se lie ensuite de
facon non covalente a une cystéine d’Atg3. Atg3 agit comme une enzyme de conjugaison E2 et crée une
liaison covalente entre LC3 et un phospholipide (PE). La ligation entre PE et LC3-I se fait par le complexe
Atg12-Atg5/Atgl6L1, qui joue le role de ligase E3. Le conjugué LC3-PE (ou LC3-II) se lie aussi bien a la
membrane externe qu’a la membrane interne du phagophore pour participer a son élongation et a la
formation de I'autophagosome.

En plus de leur réle dans la biogénese des autophagosomes, les protéines de la famille LC3 ont un
réle important dans la reconnaissance et le recrutement spécifique des substrats a dégrader. Ce
mécanisme fait intervenir des récepteurs autophagiques possédant une région LIR (LC3-interacting
region). Ce domaine leur permet de se lier aux conjugués LC3-Il présents au niveau de la membrane

du phagophore et de séquestrer les éléments a dégrader (Padman et al., 2019; Birgisdottir et al.,
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2013). De nombreux substrats peuvent étre reconnus de facon spécifique par ces récepteurs, tels
que les substrats ubiquitinylés, les agrégats protéiques ou les mitochondries endommagées. Si
I'autophagie a longtemps été considérée comme un processus non sélectif, ce mécanisme démontre
que les substrats a dégrader peuvent étre spécifiquement reconnu par les récepteurs autophagiques
afin d’étre acheminés dans I'autophagosome (Johansen and Lamark, 2019; Padman et al., 2019;

Zaffagnini et al., 2018).
c. Lesrécepteurs autophagiques

La protéine p62 (également connu sous le nom de sequestosome 1) fut le premier récepteur
autophagique a étre identifié. p62 possede un domaine de reconnaissance a I'ubiquitine, nommé
UBA (ubiquitin associated), ainsi gqu’un domaine LIR, lui permettant de se lier a LC3-Il dans
I"'autophagosome (Ichimura et al., 2008; Pankiv et al., 2007). Cette protéine cargo est notamment
impliquée dans l'autophagie des agrégats protéiques (Pankiv et al., 2007), des mitochondries
(Yamada et al., 2018), des peroxysomes (Kim et al., 2008), des granules de zymogéne (granules
sécrétoires) (Grasso et al., 2011), des virus (Mohamud et al., 2019) et des bactéries (Chai et al.,
2019). p62 est dégradée par les hydrolases lysosomales en méme temps que les substrats
cellulaires. De ce fait, la dégradation de p62 est un bon marqueur de l'activité autophagique
(Klionsky et al., 2016). Aujourd’hui, d’autres récepteurs autophagiques assimilés a p62 ont été

identifiés, on les appelle les SLRs (p62/sequestosome 1-like receptors). lls incluent :

v NBR1 (neighbour of breast cancer 1), impliqué dans I'autophagie des agrégats protéiques et des

peroxysomes (Deosaran et al., 2013; Kirkin et al., 2009).

v" NDP52 (nuclear dot protein 52 kDa), impliqué dans l'autophagie des mitochondries, des
lysosomes et des bactéries (Heo et al., 2015; Maejima et al., 2013; Padman et al., 2019;

Thurston et al., 2009).

v" TAX1BP1 (human T-cell leukemia virus type |-binding protein 1), impliqué dans I'autophagie des

mitochondries et des bactéries (Heo et al., 2015; Thurston et al., 2009).

v~ OPTN (optineurine), impliqué dans I'autophagie des agrégats protéiques et des bactéries (Korac

etal., 2013; Padman et al., 2019; Wild et al., 2011).
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Depuis la découverte de p62, de nombreux récepteurs autophagiques ont été identifiés. L'ensemble

de ces récepteurs sont répertoriés ci-dessous, selon leur role autophagique :

Type d’autophagie

Substrat

Récepteurs autophagiques impliqués

Agréphagie

Agrégats protéiques

p62, NBR1, OPT

Mitophagie ubiquitine-dépendante

Mitochondrie

p62, NDP52, OPTN, TAX1BP1, AMBRA1

Mitophagie ubiquitine-indépendante

Mitochondrie

NIX, BNIP3, FUNDC1, Bcl2L13, FKBPS, PHB2,
NLRX1, AMBRA1, cardiolipine, céramide

Pexophagie Peroxysome p62, NBR1
Lysophagie Lysosome p62, NBR1
Zymophagie Granule de zymogene p62
REphagie RE FAM134B, SECG?EXRZTGI\E' CCPG1, ATLS3,
Ferritinophagie Ferritine NCO4A
Glycophagie Glycogene Stbd1l
Autophagie de la lamina nucléaire Lamina nucléaire Lamine B1
Xenophagie Bactérie Stbd1l
Virophagie Virus NDP52, p62, OPTN, TAX1BP1
Ribophagie Ribosome p62, TRIM5a
Autophagie des midbody midbody p62, NBR1, TRIM17

Tableau 1 : Les récepteurs de I’autophagie sélective répertoriés selon leurs substrats.

D’apres Johansen and Lamark, 2019.
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Figure 28 : Les deux premiéres étapes de I'autophagie : I'initiation et I’élongation

L'initiation a pour but de former une double membrane appelée phagophore. Cette étape commence
par I'activation de mTORC1, qui active le complexe ULK1. Ce dernier active en retour le complexe PI3KC3,
induisant la libération de PI3P. PI3P recrute WIPI2 et DFCP1 au niveau d’un organite qui va servir de
source membranaire pour la biogenése du phagophore. Cette étape fait également intervenir des
vésicules Atg9 qui joueraient un réle dans la communication entre les différents organites et dans
|"apport de membrane.

Durant la seconde étape, la phagophore s’allonge et se referme afin de former un autophagosome dans
lequel les substrats cellulaires, acheminés par les récepteurs autophagiques, sont séquestrés. Cette
étape d’élongation fait intervenir deux conjugués: Atgl2-Atg5/Atgl6lLl et LC3-PE. Le premier est
dissocié de la membrane externe de lI'autophagosome aprés sa fermeture, le second reste sur la
membrane du phagophore ou est recyclé par Atg4d. Les récepteurs autophagiques lient les différents
éléments a dégrader avant de se lier via leur domaine LIR a LC3-Il.
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3. La maturation

L'étape de maturation se traduit par la fusion de I'autophagosome avec le lysosome. Cette
fusion permet la dégradation, par les hydrolases lysosomales, des substrats cellulaires séquestrés

dans I'autophagosome.

La fusion de [l'autophagosome avec le lysosome requiert une fermeture complete de
I"'autophagosome. En 2012, Yu et collaborateurs ont montré que la maturation du phagophore vers
un autophagosome ayant la capacité de fusionner nécessite la dissociation par Atg4 du conjugué
LC3-1l présent sur la membrane externe du phagophore (Yu et al., 2012). Cependant, en 2019,
I’équipe de Robin Ketteler a démontré que la délipidation de LC3-Il par Atg4 n’est pas essentielle a la
fusion de I'autophagosome avec les lysosomes (Agrotis et al., 2019). De nombreux papiers ont
montré qu’une déficience du systéme de conjugaison des Atg conduisait a |’accumulation
d’autophagosomes non fermés dans la cellule (Fujita et al., 2008; Kishi-ltakura et al., 2014; Noboru
Mizushima et al., 2001). Néanmoins, il semble que le systéme de conjugaison (Atg3, Atg5, Atg7) ne
soit pas essentiel a la fusion autophagosome-lysosome, bien que le taux de formation
d'autophagosome soit réduit d’environ 30% dans les cellules déficientes en Atg3, Atg5 ou Atg7
(Tsuboyama et al., 2016). Par ailleurs, la fusion autophagosome-lysosome est compromise dans les

cellules n’exprimant pas les protéines de la famille LC3 (Nguyen et al., 2016).

L'autophagosome et le lysosome sont des compartiments bien distincts avec une distribution
cellulaire différente. En effet, les autophagosomes sont générés dans le cytoplasme alors que les
lysosomes et les endosomes tardifs sont principalement localisés dans la région péri-nucléaire, a
c6té du centre organisateur des microtubules, le centrosome (longsma et al.,, 2016). En
conséquence, une fois généré, I'autophagosome doit étre délivré dans la région péri-nucléaire ou il
pourra fusionner avec le lysosome. En 2008, Kimura et collaborateurs ont montré que les
autophagosomes utilisent des microtubules comme un « rail directionnel » et le complexe dynéine-
dynactine comme moteur moléculaire pour se diriger vers les lysosomes (Kimura et al., 2008). Le
mouvement des autophagosomes est inhibé par la micro-injection d'anticorps anti-LC3, suggérant
un réle de LC3 au cours de ce processus (Kimura et al., 2008). En 2010, Pankiv et collaborateurs ont
montré que la petite GTPase (guanosine triphosphatase) Rab7, via son interaction avec FYCO1 (FYVE

and coiled-coil domain-containing protein), permet de faire le lien entre les microtubules et
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I"'autophagosome. Ainsi, grace a Rab7, I'autophagosome peut se déplacer vers la périphérie de la
cellule par l'intermédiaire des kinésines (Pankiv et al, 2007). A Iinverse, le mouvement des
autophagosomes vers la région péri-nucléaire fait intervenir la dynactine et nécessite I'interaction
de Rab7 avec RILP (Rab-interacting lysosomal protein) et ORP1L (oxysterol-binding protein-related
protein 1L) (Figure 29; Ma et al., 2018; Wijdeven et al., 2016).

De maniére intéressante, la localisation des lysosomes joue un réle dans |'efficacité de la fusion. En
effet, 'augmentation du nombre de lysosomes dans la zone péri-nucléaire, par une inhibition des
kinésines Kif1B-B (kinesin family member 1B) et Kif2A, entraine une augmentation de la fusion.
Tandis que la dispersion des lysosomes a la périphérie via une surexpression de la kinésine 5B réduit
le taux de fusion et conduit a I'accumulation des autophagosomes dans I'espace péri-nucléaire

(Cardoso et al., 2009; Korolchuk et al., 2011).

Les neurones font face a des défis particuliers pour délivrer dans le soma les vacuoles
autophagiques nouvellement générées. En effet, au niveau neuronal, les autophagosomes sont
formés a la pointe distale de I’'axone alors que les lysosomes sont principalement synthétisés dans le
soma (Cai et al., 2010; Maday and Holzbaur, 2014). Comme dans les autres types cellulaires, le
transport des vacuoles autophagiques se fait via le moteur dynéine. Cependant, il nécessite
I'intervention d’une protéine particuliére : la snapine. La snapine agit comme un adaptateur
recrutant le moteur dynéine pour le transport rétrograde de I'endosome tardif vers le soma (X.-T.
Cheng et al., 2015). Les endosomes tardifs accrochés au complexe snapine/dynéine fusionnent avec
les autophagosomes pour former les amphisomes. Les amphisomes ainsi formés sont transportés
dans le soma ou ils fusionnent avec les lysosomes (Figure 29; Cheng et al., 2015). La fusion ne
dépend pas seulement du transport rétrograde des amphisomes. Par exemple, une étude récente a
démontré que des lysosomes sont délivrés continuellement au niveau de I'axone distal afin de
fusionner avec les autophagosomes/amphisomes axonaux. L’arrét de la libération des lysosomes
dans I'axone distal induit une accumulation aberrante d'autophagosomes et de protéines a-
synucléines mutantes dans les axones des neurones du ganglion de la racine dorsale isolés de souris
adultes. Cette étude suggere que le transport des lysosomes dans I'axone distal est nécessaire au

maintien d’une autophagie et d’une clairance locale (X.-T. Cheng et al., 2015).
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Figure 29 : Le transport des autophagosomes.

A. Rab7 via FYCOL1 relie les autophagosomes a un moteur de microtubule pour faciliter le mouvement
induit par la kinésine vers la périphérie cellulaire. FYCO1 a été identifié pour se lier a LC3, mais il se lie
également au phospholipide PI3P, étant un composant de la membrane de I'autophagosome. Rab7 se lie
également a RILP et a ORP1L afin de favoriser le mouvement induit par la dynéine et/ou la dynactine vers
la région péri-nucléaire. D’apres (Nakamura and Yoshimori, 2017). B. Les autophagosomes générés dans
I’axone fusionnent avec les endosomes tardifs (LE), liés au complexe snapine/dynéine, afin de former
I'amphisome (Amph). Ces amphisomes sont transportés, grace au moteur dynéine vers le soma, ou ils

fusionneront avec les lysosomes. D’apres Cheng et al., 2015.
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Ainsi, la co-localisation de I'autophagosome et du lysosome facilite leur fusion afin de former
I"autolysosome. Cette fusion peut étre précédée par la formation d’un amphisome, structure issue
de la fusion d’un autophagosome et d’un endosome grace aux protéines de la machinerie ESCRT
(endosomal sorting complex required for transport). Des études suggérent que I'amphisome est
nécessaire a la formation de I'autolysosome. En effet, un déficit du systéme ESCRT peut induire,
chez la drosophile et chez les mammiféres, un blocage de la fusion des autophagosomes avec le
systeme endosomal causant une accumulation des autophagosomes (Manil-Ségalen et al., 2014;

Tumbarello et al., 2012).

La formation de I'autolysosome nécessite I'intervention de la machinerie Rab-SNARE couramment
impliquée dans la fusion vésicule-vésicule (Figure 30). Le récepteur SNARE STX7, visible uniquement
sur la membrane externe des autophagosomes fermés, se lie a SNAP29 (ltakura et al., 2012). En
parallele, EPG5 (ectopic P granules protein 5) est recruté par les endosomes/lysosomes tardifs en
interagissant avec Rab7 et VAMPS8 (Wang et al., 2016). EPG5 se lie ensuite a LC3 via son domaine LIR
et au complexe STX7-SNAP29 présent sur les autophagosomes. EPG5 stabilise et facilite la formation

du complexe SNARE, STX7-SNAP29-VAMPS, favorisant la fusion de lI'autophagosome avec le

lysosome (Itakura and Mizushima, 2013; Zheng Wang et al., 2016). Une déficience en EPG5 cause
une fusion anormale des autophagosomes avec diverses vésicules d’endocytose, en grande partie

de a une augmentation du complexe STX17-SNAP25-VAMPS8 (Wang et al., 2016).

Le complexe HOPS (homotypic fusion and vacuole protein sorting) participe également au processus
de fusion, en interagissant avec STX17 (Jiang et al., 2014). De plus, Atgl4L peut fonctionner comme
un facteur « d’attache » en se liant directement au complexe binaire STX17-SNAP29 présent sur les
autophagosomes, ce qui favorise la fusion des autophagosomes avec les lysosomes, de maniere
dépendante de STX17-SNAP29-VAMPS8 (Diao et al., 2015). |l semblerait que TECPR1 (tectonin beta-
propeller repeat-containing 1), via sa liaison aux PI3P et a Atg5-Atg12, fonctionne également comme
un facteur « d’attache » entre le lysosome et I'autophagosome (Chen et al., 2012). Finalement, en
2015, McEwan et collaborateurs ont montré que la fusion est régulée par une protéine adaptatrice
nommée PLEKHM1 (pleckstrin homology domain containing protein family member 1) grace a

I'interaction de son domaine LIR avec LC3 (McEwan et al., 2015).
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Figure 30 : Role des SNAREs dans la fusion autophagosome-lysosome.

EPG5 est recruté, via Rab7 et VAMPS, par les endosomes/lysosomes tardifs. Puis, il se lie a LC3 et a
STX17-SNAP29 facilitant I'assemblage du complexe trans-SNARE pour la fusion. Contrairement a EPGS5,
Atgl4Ll se lie aux complexes SNARE STX17-SNAP29 sur les autophagosomes, par I'intermédiaire de STX7,
mais pas au complexe SNARE STX17-SNAP29-VAMPS, suggérant qu'Atgl4L agit plus t6t qu’EPGS5.
PLEKHM1 est une protéine adaptatrice qui interagit avec les complexes Rab7, HOPS et les protéines LC3
afin de faciliter la fusion autophagosome-lysosome. Les complexes EPG5, Atgl4L et HOPS jouent le réle
de facteurs « d'attache », mais leur relation exacte doit encore étre clarifiée. Ces molécules interagissent
entre elles afin de permettre la fusion autophagosome-lysosome et la formation de I'autolysosome.
D’apres Nakamura and Yoshimori, 2017.

Il existe un régulateur négatif de la formation des autophagolysosomes : la protéine Rubicon (run
domain beclinl interacting and cysteine-rich containing protein). |l a été montré qu’une diminution
de I'expression de Rubicon augmentait la formation d’autolysosomes (Matsunaga et al., 2009; Sun
et al., 2011). Rubicon est contrélée par de nombreux facteurs tels que le récepteur a 'EGF (Tan et
al.,, 2015), Beclinl acétylée (Sun et al., 2015) ou UVRAG (Kim et al., 2015). En condition
physiologique, mTORC1 phosphoryle UVRAG qui peut alors se lier a Rubicon. A contrario, lors d’une
carence en acides aminés, UVRAG n’est plus phosphorylé par mTORC1 et se lie a HOPS, favorisant la

fusion autophagosome-lysosome (Kim et al., 2015).
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Enfin, l'ultime étape de ce mécanisme d’autophagie est la dégradation du contenu de
I'autophagosome. Cette derniére requiére la participation des hydrolases du lysosome. Ces
hydrolases ne fonctionnent qu’a pH acide (pH compris entre 4,5 et 5,5). Ce sont les pompes V-
ATPases présentes sur la membrane lysosomale qui permettent I'acidification de I'autolysosome et
I'activité des hydrolases (Mauvezin et al., 2015). Parmi ces hydrolases, on retrouve les lipases qui
généerent des acides gras a partir des lipides ; les protéases, qui dégradent les protéines en peptides;
les peptidases, qui dégradent ces derniers en acides aminés, ainsi que les nucléases, qui dégradent
les acides nucléiques en nucléosides. L'action des hydrolases lysosomales va aussi permettre la
dégradation la membrane interne de I'autophagosome initial. Cet autolysosome pourra ensuite étre
utilisé pour former un nouveau lysosome. Une réactivation de la protéine kinase mTOR, régulateur
négatif majeur de I'autophagie, serait alors nécessaire afin de recycler les lysosomes engagés dans la

maturation de I'autophagosome (Yu et al., 2010).

Le but principal de I'autophagie est de dégrader les éléments cytoplasmiques et de recycler les
macromolécules issues de cette dégradation afin de synthétiser des composants essentiels et de
surmonter diverses conditions de stress. En conséquence, les macromolécules doivent étre libérées
dans le cytosol pour étre réutilisées. Cependant, ce processus est mal connu. |l semblerait toutefois
gu’Atg22 joue un réle dans I'efflux de la leucine issue de la dégradation autophagique (Yang et al.,

2006).
IV. Larégulation de I'autophagie

En condition physiologique, I'autophagie est activée de maniere constitutive. Cependant, son
activité dépend de nombreux stimuli régulés par des voies de signalisation ou par des signaux de

stress.
1. Les voies de régulation de I'autophagie

a. Lavoie de régulation mTOR

La voie majeure de régulation de I'autophagie est la signalisation mTOR. mTORC1 est un

régulateur négatif de I'autophagie. La phosphorylation des protéines ULK1/2 et Atgl3 par mTORC1
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empéche la stabilisation et 'activité kinase du complexe ULK, inhibant I'autophagie (Jung et al.,

2009).

Comme décrit précédemment, le complexe mTORC1 est activé par la voie PI3K/Akt (Dibble and
Cantley, 2015). Cette activation, dépendante des récepteurs tyrosine kinase, est régulée par les
nutriments, dont le cholestérol (Castellano et al., 2017) et les acides aminés (Hara et al., 1998) tels
que la leucine (Son et al., 2019) et la glutamine (Tan et al., 2017). Il a été démontré qu’une carence
en nutriments était responsable de I'inhibition de mTORC1 et, par conséquent, d’une activation de
I'autophagie. Cette inhibition peut se faire via I'activation d’AMPK (Egan et al., 2011; Kim et al.,
2011) et via le recrutement de TSC1/2 par les lysosomes (Demetriades et al., 2014). mTORC1 peut

également étre régulé par des facteurs de croissances tels que I'insuline (Inoki et al., 2002).

MTOR a été identifié au milieu des années 1990 par isolement biochimique a I'aide d’un complexe
rapamycine-FKBP12 (tacrolimus-binding protein 12 kDa). Ce complexe se lie spécifiquement a
MTORC1 et inhibe, de maniére allostérique, son activité kinase (Chiu et al., 1994; Sabatini et al.,
1994; Sabers et al., 1995). De ce fait, la rapamycine est une molécule trés utilisée comme activateur
de l'autophagie. Son effet pro-autophagique a notamment été montré chez la levure dans des
conditions riches en nutriments (Noda and Ohsumi, 1998), dans des lignées cellulaires de gliome
(U87-MG et T98G) (Takeuchi et al., 2005), dans des modeéles in vitro et in vivo de maladies
neurodégénératives (Ravikumar et al., 2002; Ravikumar et al., 2004) et dans le systéeme nerveux de

souris (moelle épiniere et cervelet) (Castillo et al., 2013).
b. Le complexe PI3K de classe Il

Le complexe PI3KC3 est impliqué dans la régulation positive de I'autophagie et il est
nécessaire pour la formation du phagophore, sa nucléation et son élongation. La protéine Beclinl
joue le réle de plateforme, recrutant des protéines activatrices ou inhibitrices de I'autophagie dans

différents complexes. Parmi les protéines activatrices de 'autophagie on retrouve :
v" UVRAG, qui se lie a Beclinl et a Bif-1 (Liang et al., 2006, 2008; Takahashi et al., 2007)
favorisant I'activité du complexe PI3KC3.

v La protéine NRBF2 (nuclear receptor binding factor 2) permettant I'assemblage du complexe

PI3KC3 (Cao et al., 2014; J. Lu et al., 2014).
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v La protéine VMP-1 (vacuole membrane protein 1) qui se lie a Beclinl (Ropolo et al., 2007).

v La protéine Ambral, phosphorylée par ULK1, elle stabilise le complexe ULK1 et permet la
libération de PI3KC3 du moteur dynéine qui peut alors se retrouver dans le RE pour induire
la formation de I'autophagosome (Cianfanelli et al., 2015; Di Bartolomeo et al., 2010; Nazio

et al., 2013; Strappazzon et al., 2015).

v ’oncoprotéine E1B19K de "adénovirus qui interagit avec le domaine BH3 de Beclinl (Piya et

al., 2011).
De nombreuses protéines régulent négativement I'autophagie en se liant a Beclinl :

v Bcl2 se lie directement au domaine BH3 de Beclinl, entrainant son inactivation (Pattingre et

al., 2005).

v La protéine Rubicon rentre en compétition avec la protéine Atgl4L1l pour interagir avec

Beclinl (Matsunaga et al., 2009; Zhong et al., 2009).

V' Certaines protéines virales telles que la protéine ICP34.5 du virus de I’'Herpés simplex
(Orvedahl et al., 2007), la protéine Nef du VIH-1 (virus de I'immunodéficience humaine-1)
qui bloque la maturation des autophagosomes (Kyei et al., 2009) et la protéine Matrix 2 du
virus de la grippe qui bloque la fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Gannagé et

al., 2009).
c. Lasignalisation p53

La protéine p53, découverte en 1979 (Kress et al., 1979; Linzer and Levine, 1979), est un
facteur de transcription qui régule I'expression de plusieurs centaines de génes notamment
impliqués dans la réparation des dommages cellulaires (Farmer et al., 1992). p53 est un suppresseur
de tumeur dont I'inactivation favorise le développement de nombreuses tumeurs. En effet, plus de
50 % des cancers présentent des mutations du géne TRP53 (transformation related protein 53)
(Leroy et al., 2014; Nigro et al.,, 1989). De plus, p53 intervient dans de nombreuses voies
métaboliques telles que la voie IGF (insulin growth factor)/PI13K/mTOR en réponse a des stress
cellulaires variés tels que le stress oxydant, le stress du RE ou I’hypoxie (Feng et al., 2007). p53

semble également étre un facteur clé dans la régulation de I’'autophagie.
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En 2008, Tasdemir et collaborateurs ont démontré que p53 peut aussi bien promouvoir I'autophagie
qgue linhiber et que cette dualité était dépendante de sa localisation cellulaire. Il apparait qu’au
niveau nucléaire, p53 agit comme un facteur de transcription pro-autophagique alors la forme
cytoplasmique de p53 inhibe I'autophagie (Tasdemir et al., 2008). Cependant, une étude récente a
montré que l'activité transcriptionnelle de p53 contribue aussi a I'inhibition de I'autophagie. En
effet, la forme nucléaire de p53 est capable de réguler négativement I'expression de PINK1 (PTEN-
induced putative kinase 1), une protéine clé de la mitophagie (dégradation sélective des
mitochondries) (Goiran et al., 2018). L'activation de lI'autophagie par p53 est majoritairement

dépendante de I'inhibition de la voie mTORC1 via la régulation transcriptionnelle des génes :

v Codant les sous-unités B1 et B2 de I’AMPK (Feng et al., 2007).

v" Codant I'lGFBP3 (insulin-like growth factor binding protein-3), une molécule sécrétée
capable de se lier aux facteurs de croissance de la famille de I'IGF, induisant I'inhibition de la

voie IGF/PI3K/mTOR (Feng et al., 2007) .
v" Codant TSC2 et PTEN (Feng et al., 2007; Stambolic et al., 2001).

v Codant les protéines sestrines 1 et 2, impliquées dans I'inhibition de mTORC1 (Budanov and

Karin, 2008; Budanov et al., 2002).

La protéine p53 inhibe également la transcription des génes codant des protéines de la famille Bcl-2,
induisant une diminution du nombre de complexe Bcl-2-Beclinl et favorisant la formation du
complexe PI3KC3 (Toshiyuki and Reed, 1995). L'activation transcriptionnelle de la protéine DRAM
(damage-regulated autophagy modulator) par p53, suite a des dommages de I’ADN, conduit a une
activation des processus d’autophagie et d’apoptose (Crighton et al., 2006). Les génes ULK1/2, Atg7,
Atg2b, Atgda, Atgdc, Atg7, AtglO0 et UVRAG sont également des cibles de p53 pour activer
I'autophagie (Kenzelmann Broz et al., 2013). Finalement, il a été montré que la protéine p53 régulait
négativement LC3 dans les trophoblastes humains en différenciation (Gauster et al., 2018) et dans
les lignées HTC116 (lignée de cancer colique humain), contrdlant ainsi la balance autophagique

(Scherz-Shouval et al., 2010).
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2. Les signaux de stress régulant I'autophagie

a. Le stress nutritionnel

L'autophagie permet la synthése de nouvelles macromolécules et la production d’ATP a
partir des produits issus de la dégradation lysosomale. Ainsi, lors d’'une carence nutritionnelle, la
cellule peut activer I'autophagie en quelques minutes afin de fournir les nutriments et I'énergie
nécessaires a sa survie. Des études ont révélé une activation du processus autophagique dans
différents types cellulaires suite a une carence nutritionnelle (Boya et al., 2005; Russell et al., 2013,
2014). De méme, in vivo, il a été observé chez des souris a jeun depuis 48 heures, une forte
augmentation de I'autophagie dans la plupart des tissus (Noboru Mizushima and Levine, 2010). La
carence nutritionnelle est responsable d’une inhibition de mTOR, induisant, en conséquence, une
activation du complexe ULK1. ULK1 activé se lie a Atgl4L1 et phosphoryle Beclinl au niveau de la

Ser™ (Russell et al., 2013).

En amont de mTOR se trouve AMPK étant considéré comme le senseur énergétique principal de la
cellule. AMPK est sensible aux changements de rapport AMP/ATP dans la cellule. Lors d’un stress
métabolique, la diminution de la production d'ATP active AMPK (Kim et al., 2011), qui active a son
tour TSC2, un inhibiteur de mTORC1 (Inoki et al., 2003; Inoki et al., 2002). De plus, en réponse a une
carence nutritionnelle, AMPK peut, de fagon directe ou indirecte, phosphoryler p53 au niveau de la
Ser™, induisant une inhibition de mTORC1. Ces effets sur mTORC1 ont pour conséquence une

activation de I'autophagie (Feng et al., 2005; Feng et al., 2007; Jones et al., 2005).

Suite a un stress nutritionnel, I'inhibition de mTORC1 peut se faire de maniére indépendante de
AMPK, notamment via p53 et/ou la voie IGF-1/Akt (Feng and Levine, 2010; Huang and Manning,
2009). De plus, I'acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) est I'un des principaux intégrateurs de I'état
nutritionnel de la cellule. Un sevrage en nutriments induit une rapide diminution d’acétyl-CoA,
associée a une réduction de l'acétylation des protéines cytoplasmiques et de I'expression de
I'acétyltransférase EP300. Cette perte considérable d’acétylation protéique conduit a I'induction de

I'autophagie (Marifio et al., 2014).



_ Introduction - L'autophagie

b. Les mitochondries endommagées

Les mitochondries assurent de nombreuses fonctions indispensables a la survie cellulaire,
notamment la production d’ATP. Dans la cellule, I’élimination des mitochondries endommagées est
essentielle afin de prévenir 'accumulation de ROS, cette accumulation étant associée a plusieurs
pathologies telles que les maladies neurodégénératives ou les cancers (Navarro-Yepes et al., 2014).
De nombreuses études ont montré que les ROS entrainent l'induction de |'autophagie dans
différents types cellulaires, via I'activation d’AMPK (Xia et al., 2018) et/ou via une inhibition de la
voie PI3K/Akt/mTORC1 (Xu et al., 2017; Zhang et al., 2014). L’élimination des mitochondries
endommagées par le mécanisme d’autophagie (aussi appelé mitophagie) est nécessaire a la survie
cellulaire. En effet, une étude a montré qu’'une forte concentration de glucose dans la cellule
induisait une libération aberrante de ROS et, par conséquent, des dommages mitochondriaux.
L'induction de I'autophagie par les ROS via la voie INK permet la clairance cellulaire. A I'inverse, une
inhibition de la mitophagie induit une accumulation de ROS dans la cellule favorisant I'apoptose (Li
et al., 2018). De la méme maniére, Sadhu et collaborateurs ont montré qu’un taux trop élevé de NO
dans la cellule inhibait la mitophagie induite par les ROS et que ce phénomene favorisait la nécrose

cellulaire (Sadhu et al., 2019).

La mitophagie est un processus neuroprotecteur atténuant le stress oxydatif en prévenant
I"accumulation de ROS dans la cellule (Li et al., 2018; Sadhu et al., 2019). Ce mécanisme (Figure 31)
fait intervenir la sérine/thréonine kinase mitochondriale PINK1 et I'ubiquitine ligase E3 nommée
Parkin. Des mutations des génes codant ces protéines sont notamment impliquées dans une forme
familiale de la maladie de Parkinson (Kitada et al., 1998; Marder et al., 2010; Valente et al., 2004).
En condition basale, PINK1 est une protéine située sur la membrane interne de la mitochondrie. En
cas de dépolarisation de la membrane mitochondriale constitutive a 'accumulation de ROS, PINK1
est recrutée au niveau de la membrane externe, servant ainsi de senseur des dommages
mitochondriaux (Harper et al., 2018; Pickles et al., 2018). PINK1 est stabilisée sur la membrane
mitochondriale externe, ou il recrute et phosphoryle Parkin. PINK1 phosphoryle également
'ubiquitine présente a la membrane. L'ubiquitine phosphorylée recrute ensuite davantage de
Parkin, fournissant ainsi a PINK1 plus de Parkin pour la phosphorylation. Une fois activé, Parkin
induit une accumulation de l'ubiquitine sur les substrats protéiques présents a la membrane

plasmique externe de la mitochondrie.
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Figure 31 : Le mécanisme de la mitophagie.

A. Mitophagie induite par l'ubiquitine. En cas de perte du potentiel de la membrane mitochondriale,
PINK1 est stabilisée sur la membrane mitochondriale externe, ou elle recrute et phosphoryle Parkin.
PINK1 phosphoryle également I'ubiquitine présente a la membrane. L'ubiquitine phosphorylée recrute
ensuite davantage de Parkin, fournissant ainsi a PINK1 plus de Parkin pour la phosphorylation. Une fois
activée par PINK1, Parkin induit une accumulation de I'ubiquitine sur les substrats protéiques présents a
la membrane plasmique externe de la mitochondrie. Les récepteurs de I'autophagie (OPTN, NDP52, p62)
se fixent sur 'ubiquitine facilitant la biogenese d'un phagophore via le recrutement des protéines Atg.
Les récepteurs de l'autophagie sont également recrutés, indépendamment de Parkin dans la
mitochondrie endommagée via leur liaison a l'ubiquitine phosphorylée par PINK1. Le phagophore
s’allonge et enferme la mitochondrie endommagée dans un autophagosome qui peut fusionner avec des
lysosomes pour dégrader la cargaison. B. Mitophagie induite les récepteurs mitophagiques. Un certain
nombre de récepteurs, notamment NIX, BNIP3 et FUNDC1, sont exprimés en réponse a différents stimuli
et facilitent la mitophagie via leur liaison a LC3 sur le phagophore. D’aprés Harris et al., 2018.
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Les ubiquitines phosphorylées sont ensuite reconnues par les récepteurs autophagiques, OPTN,
NDP52, p62 permettant 'emmagasinage des mitochondries dans les autophagosomes (Heo et al.,

2015; Lazarou et al., 2015; Wong and Holzbaur, 2014).

Il existe une seconde voie de la mitophagie. Cette derniere ne fait pas intervenir le couple
Parkin/PINK. Dans cette voie, LC3 serait capable d’interagir directement avec les protéines
ubiquitinylées ou avec les récepteurs mitophagiques a la membrane mitochondriale (Harris et al.,
2018; Novak et al., 2010; Strappazzon et al., 2015). Ainsi, les mitochondries seraient emmagasinées
dans les autophagosomes, sans faire intervenir 'ubiquitine. De plus, un autre mécanisme faisant

intervenir 'ubiquitine ligase E3 HUWE1 a récemment été décrit (Di Rita et al., 2018).
c. Les pathogénes

En 1984, Rikihisa décrit pour la premiére fois I'activation de I'autophagie en réponse a une
infection. La dégradation spécifique des agents pathogenes tels que les bactéries, les virus ou les
parasites, par la voie autophagique a été nommée xénophagie. Initialement étudiée au cours de
I'infection par des bactéries comme Streptococcus pyogenes et Mycobacterium tuberculosis, la
xénophagie est maintenant décrite dans un grand nombre d’infections bactériennes (Ju Huang and
Brumell, 2014), parasitaires (Choi et al., 2014; Ohshima et al., 2014) et virales (Kyei et al., 2009;
Orvedahl et al., 2007).

Les Atg participent aux mécanismes de défense de la souris. En effet, il a été montré dans de
nombreuses études que des souris déficientes en certaines protéines Atg telles qu’Atg5, Atg7,
Atgl65L1 et LC3B ont une diminution des mécanismes de défense suite a une infection. Ces études
soulignent le réle majeur de I'autophagie dans I’élimination de pathogenes (Chen et al., 2014; Choi

et al., 2014; Kimmey et al., 2015; Maurer et al., 2015).
d. Le stress du réticulum endoplasmique (pour revue Thiebaut et al., 2019)

Durant le stress du RE, des protéines mal repliées s’accumulent, induisant une réponse
adaptative connue sous le nom de I'UPR. Cette réponse est controlée par trois grands senseurs
transmembranaires : IRE1 (inositol-requiring enzyme 1 o), PERK et ATF6 impliqués dans I'activation

de voies de signalisation permettant de rétablir ’homéostasie dans le RE (Figure 32).
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Figure 32 : Le stress du RE

En condition physiologique, les protéines nouvellement synthétisées sont transférées dans la lumiére du
RE et se replient a l'aide de chaperonnes. Lorsqu'elles sont reconnues correctement repliées, les
protéines quittent le RE dans les vésicules. Dans ces conditions, les trois senseurs transmembranaires,
IRE1, PERK et ATF6 sont inactivés par BiP (Grp78). Pendant le stress RE, les protéines mal repliées
s'accumulent dans la lumiére du RE et séquestrent BiP. BiP se détache des senseurs et PERK, IRE1 et
ATF6 qui s’activent. Le PERK phosphoryle elF2a, qui se lie a elF2B et I'inhibe. Cette inhibition bloque la
synthése de nouvelles protéines sécrétoires et déclenche la réponse intégrée au stress via une
augmentation de I'ATF4. L'activation d’IRE1 conduit a la génération de XBP1 actif et le clivage d’ATF6
génere ATF6c. Ces facteurs de transcription cooperent pour induire la transcription de genes cibles de la
réponse UPR. SLA : sclérose latérale amyotrophique. D’aprés Roussel et al., 2013.

Ces trois senseurs peuvent également étre responsables de I'activation de I'autophagie (Figure 33) :

“» PERK: Lorsque des protéines mal repliées s'accumulent dans le RE, PERK s’active et peut
induire l'autophagie (Kouroku et al., 2007). De plus, des cibles en aval de PERK, telles que ATF4 et
CHOP (CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein), induisent la transcription de génes
liés a 'autophagie en réponse a la fois au stress du RE et a une carence en acides aminés (B’chir et
al., 2013). Au cours de I'hypoxie, un stress du RE est induit et ATF4 est stabilisé. Ce dernier facilite

I'élongation de I'autophagosome en augmentant I'expression de LC3B (Rzymski et al., 2010). La voie
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PERK/elF2a est impliquée dans I'induction de I'autophagie dans un modéle murin de la maladie de
Huntington. Il a été reporté que les agrégats de PolyQ72 (expanded polyglutamine 72 repeat)
activent de la voie PERK/elF2a, favorisant I'expression d’Atgl2 et la conversion de LC3-I en LC3-II

(Kouroku et al., 2007).

“» IRE1: IRE1 semble essentiel a I'activation de l'autophagie et a la formation des
autophagosomes (Fung and Liu, 2019; Ogata et al., 2006). En effet, dans les cellules déficientes en
IRE1, I'autophagie induite par le stress du RE est inhibée (Ogata et al., 2006). IRE1 est capable
d’activer la voie JNK (Chen et al.,, 2014; Urano et al., 2000) impliquée dans la dissociation de
Beclin1/Bcl-2 (Cheng et al., 2014; Wei et al., 2008). A contrario, dans les cellules infectées par le
coronavirus, IRE1 induit la formation des autophagosomes de maniere indépendante de JNK et
Beclinl. Ce mécanisme fait toutefois intervenir Atg5 (Fung and Liu, 2019). En outre, IRE1 induit
également l'autophagie en activant AMPK en réponse a I'oxyde nitrique (Meares et al., 2011). La
cible la plus connue d’IRE1 est I'ARNm de XBP1 (X-box Binding Protein 1) qui subit un épissage
conduisant a un décalage du cadre de lecture lors de la traduction de la protéine. Ainsi, 'ARNm est
traduit en un facteur de transcription actif, XBP1s (s : spliced). L’activation de I’axe de signalisation
IRE1/XBP1s induit I'expression d’un certain nombre de génes cibles de 'UPR comme des génes
codant pour des protéines de la voie ERAD (ER-associated degradation) ou des chaperonnes (Calfon
et al., 2002). Il a été montré que l'interaction de XBP1 avec FoxO1 régule |'autophagie induite par le
stress du RE (Kishino et al., 2017). Dans les cellules endothéliales, XBP1s active I'autophagie en
induisant la transcription de Beclinl (Margariti et al., 2013). De maniére intéressante, un criblage

génétique chez la Drosophile montre que la perte de fonction de XBP1 et la surexpression de XBP1s

conduisent a l'induction de I'autophagie (Arsham et Neufeld, 2009).

“» ATF6 : Ce senseur est également impliqué dans I'autophagie induite par le stress du RE. En
augmentant I'expression de DAPK1 (Gade et al., 2014), ATF6 favorise la dissociation de Beclinl de

Bcl2, conduisant a I'activation de I'autophagie (Zalckvar et al., 2009).
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Figure 33 : Les liens entre les trois voies de signalisation de ’'UPR et I'autophagie.
Le senseur PERK phosphoryle elF2a qui active en retour ATF4. Le facteur de transcription ATF4 permet
I'activation transcriptionnelle de CHOP impliqué dans la transcription de génes de de I'autophagie. Le
senseur IRE1 est impliqué dans |'épissage de XBP1. XBP1s induit la transcription de Beclinl. IRE1 peut
aussi induire une autophagie en activant la voie JNK impliquée dans la dissociation de Beclinl et de Bcl-2.
De la méme maniére, ATF6 active DAPK1, responsable de la phosphorylation de Beclinl et de son
détachement de Bcl-2.

e. L’hypoxie

Comme il a été décrit précédemment, '’AMPK est considéré comme le senseur énergétique
principal de la cellule. En conséquence, lors d’'une hypoxie, AMPK est activée. Cette activation est
responsable de l'inhibition de mTORC1 (Schneider et al., 2008). Il a été montré in vitro qu’une
hypoxie avec ou sans sevrage en glucose induisait une inhibition de mTORC1 et, par conséquent,
une activation de 'autophagie (Ding et al., 2018; Fletcher et al., 2013; Li et al., 2007; Lv et al., 2017).
Dans de nombreux types cellulaires, notamment dans fibroblastes embryonnaires de souris,
I’autophagie induite par I'hypoxie semble étre dépendante de HIF-1a (hypoxia inducible factor-1a).
Ce facteur de transcription, activé par la voie mTORC1/p70S6k (p70 ribosomal protein S6 kinase), est
stabilisé en condition d’hypoxie et induit I'expression de BNIP3 (Bcl-2/adenovirus E1B 19-kDa
interacting protein 3) et BNIP3L (BNIP3 like, aussi nommé nineteen kD interacting protein 3-like
protein X, NIX), des récepteurs possédant un domaine BH3. Grace a ce domaine, ils se lient a Bcl-
2/Bcl-xL et libérent Beclinl, favorisant ainsi 'activation du complexe PI3KC3 (Bellot et al., 2009;

Zhang et al., 2019).
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L'hypoxie est une des conséquences de I’AVC ischémique. En effet, la chute de débit sanguin suite a
I"obstruction d’un vaisseau cérébral conduit a une diminution de I'apport en oxygene et en glucose
dans le parenchyme cérébral. Ainsi, lors d’'une ischémie cérébrale, une activation de I'autophagie est

observée dans le cerveau. Ce processus sera discuté dans la suite du manuscrit.
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Pour résumer cette troisieme partie, 'autophagie est un processus sélectif induit en condition
de stress métabolique et nutritionnel permettant la dégradation des protéines et des
organelles cellulaires.

L'autophagie est composée de trois grandes étapes. L'étape d’initiation conduit a la formation
d’une double membrane, appelée phagophore. Une fois formé, le phagophore va s’allonger et
se refermer pour créer 'autophagosome. Cette étape d’élongation fait intervenir deux
conjugués: Atgl2-Atg5 et LC3-Il. Enfin, I'autophagosome, en utilisant les microtubules comme
« rail directionnel » et le complexe dynéine-dynactine comme moteur, va transloquer dans la
zone péri-nucléaire ou il pourra fusionner avec un lysosome.

Le flux autophagique peut étre étudié gréce a (i) la conversion de LC3-1 en LC3-Il,
I’'augmentation de LC3-Il refléete une hausse du nombre d’autophagosomes (ii) I'expression
protéique de p62, une diminution de p62 traduit une dégradation lysosomale (iii) I'expression
des différentes protéines Atg notamment Atg5 et Atgl12.

Pharmacologiquement, I'autophagie peut étre activée par I'inhibition de mTORC1 en utilisant
la rapamycine. Elle peut étre inhibée en bloquant PI3KC3 (3-méthyladénine and Wortmannin)
ou en bloquant la fusion autophagosome-lysosome (Chloroquine et Bafilomycine).

To summarize this third part, autophagy is a selective process induced under condition of
metabolic and nutritional stress allowing the degradation and the recycling of proteins and
cell organelles.

Autophagy is composed of three main stages. The initiation step leads to the formation of a
double membrane, called phagophore. Once formed, the phagophore is going to extend and
close to create the autophagosome. This elongation step involves two conjugates: Atgl2-Atg5
and LC3-Il. Finally, the autophagosome, using microtubules as "directional rail" and the
dynein-dynatin complex as a motor, will translocate in the peri-nuclear zone where it will be
able to fuse with a lysosome.

The autophagic flow can be studied by (i) the conversion of LC3-I into LC3-Il, the increase of
LC3-1l reflects an increase in the number of autophagosomes (ii) the expression of p62, a
decrease in p62 indicates a lysosomal degradation (iii) the expression of the different Atg
proteins including Atg5 and Atgl2.

Pharmacologically, autophagy can be activated by inhibition of mTORC1 using rapamycin. It
can be inhibited by blocking PI3KC3 (3-methyladenine and Wortmannin) or by blocking
autophagosome-lysosome fusion (Chloroquine and Bafilomycin).
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D.L’autophagie dans I’AVC ischémique

I. L’activation de I’autophagie dans I’AVC ischémique

Nitatori et collegues ont été les premiers a démontrer, au microscope électronique, une
augmentation du nombre de lysosomes dans les neurones pyramidaux CA1, trois jours aprés une
ischémie cérébrale transitoire (Nitatori et al, 1995). Ces lysosomes co-localisent en
immunocytochimie avec la cathepsine-B, une protéase intervenant dans la dégradation lysosomale,
suggérant que ces lysosomes ont déja fusionnés avec un autophagosome (Nitatori et al., 1995).
Aprés une ischémie-hypoxie (ligature de I'artére carotide commune droite suivi d’'une hypoxie de 2
heures 30), Beclinl est activée dans les neurones de rats agés de 7 jours. Cette activation est
associée a une augmentation de LC3-Il. Ce phénomene n’est observé que du c6té ipsilatéral, au sein
de I'hippocampe et du cortex (Carloni et al.,, 2008). De la méme maniére, 6 heures aprés une
occlusion permanente de I’ACM, Beclinl et LC3 Il sont augmentés dans la pénombre ischémique de

rats adultes (Rami et al., 2008).

Chez des ratons agés de 7 jours, I'hypoxie-ischémie cérébrale induit une augmentation du nombre
d’autophagosomes (augmentation de LC3-ll), mais également de I'activité lysosomale, suggérant
une hausse du flux autophagique. L’augmentation de I’activité lysosomale est mise en évidence par
un enrichissement de I'expression de cathepsine-D et de LAMP-1, dans les neurones endommagés
de I'hippocampe et du cortex (Ginet et al., 2009). De la méme maniére, une autre étude confirme
une hausse de 'autophagie (augmentation de I'expression de LC3-Il et de cathepsine-D) chez des
ratons agés de 12 jours ayant subi une occlusion permanente de I’ACM (Puyal et al., 2009). Par
ailleurs, l'ischémie permanente chez le rat adulte favorise également la formation
d'autophagosomes (augmentation de I'expression de LC3-Il) et d'autolysosomes (augmentation du

taux de protéines cathepsine-B) (Wen et al., 2008).

Cependant, Liu et collaborateurs expliquent que, malgré son augmentation apres un AVC
ischémique, le processus d’autophagie est altéré et ne fonctionne pas de maniere optimale (Liu et
al., 2010). En effet, I'utilisation d’un inhibiteur de I'autophagie bloquant la fusion autophagosome-

lysosome : la chloroquine (Mauthe et al., 2018) conduit a une hausse de I'expression de LC3-Il dans
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les neurones CA1l des animaux contrdles. A contrario, chez les animaux ayant subi une occlusion
transitoire des deux artéres carotides communes, la chloroquine n’a que tres peu d’effet dans la
zone ischémiée (CA1 et Gyrus denté). Cela suggere que la fusion des autophagosomes et des
lysosomes est déja altérée dans les neurones ischémiés. Les auteurs proposent |'idée qu'au moins
une partie des agrégats protéiques observés apres l'ischémie est due a un échec du flux

autophagique (Liu et al., 2010).

Néanmoins, de nombreuses publications soutiennent I'idée d’une activation de |'autophagie aprés
un AVC ischémique (Carloni et al., 2010; Ruan et al., 2012; Sheng et al., 2012; Shi et al., 2012; Wang
et al., 2011; Zheng et al., 2009). De plus, une étude réalisée sur 37 patients victimes d'un AVC
ischémique aigu révele que les concentrations de Beclin-1 et de LC3 dans le LCR et dans le sérum
sont plus élevées chez les patients ischémiés que chez les individus sains (Li et al., 2015). Par ailleurs,
les taux de Beclinl et de LC3 dans le LCR corrélent positivement avec le volume de I'infarctus et la
gravité du déficit neurologique (score NIHSS, national institutes of health stroke scale) et corrélent
négativement avec la récupération neurologique (échelle de Rankin modifiée). Cette relation n’est
cependant pas retrouvée pour les taux sériques de Beclinl et de LC3 (Li et al., 2015). En outre, il a
été rapporté que certains génes de I'autophagie et de I'apoptose sont différentiellement exprimés
chez les patients ayant subi un AVC ischémique en comparaison a des contréles sains (Guo et al.,
2017). L'autophagie n'est pas seulement observée dans les neurones : elle est également exacerbée
dans les cellules gliales (Pengyue et al., 2017; Qin et al., 2010; Yang et al., 2015) et dans les cellules

endothéliales (Han et al., 2011; Haiying Li et al., 2014) apres une ischémie cérébrale.

En 2005, Zhu et ses collaborateurs ont étudié I'influence de I'dge sur I'activation de I'autophagie
suite a une hypoxie-ischémie cérébrale. Bien qu’en condition physiologique, le nombre
d’autophagosomes soit plus important dans le cerveau des souriceaux, apres une hypoxie-ischémie,
I’augmentation de LC3-II est plus prononcée dans le cerveau mature (souris agées de 21 et 90 jours)
gue dans le cerveau immature (souris dgées de 5 et 9 jours) (Zhu et al., 2005). En 2006, ces auteurs
ont également évalué l'influence du sexe sur l'autophagie aprés une hypoxie-ischémie cérébrale,

mais n'ont trouvé aucune différence sur les niveaux de LC3 (Zhu et al., 2006).



m Introduction - L’autophagie dans I’AVC ischémique

Pour corroborer I'activation de I'autophagie en condition d’ischémie, de nombreuses voies de

signalisation liées a I'autophagie sont également activées :

“» La voie Akt/CREB : Lors de I'hypoxie-ischémie néonatale, Akt et CREB sont activées dans les

neurones et phospho-Akt et phospho-CREB sont tous les deux co-localisés avec Beclinl. Dans ce
modele, I'effet neuroprotecteur de I'autophagie activée par la rapamycine, est associé a |'activation
de I'axe PI3K/Akt/mTOR et a la phosphorylation du facteur de transcription CREB (Carloni et al.,
2010).

\/

% La voie AMPK et mTORC1 : Comme décrit précédemment, au cours d’'un AVC ischémique, la

diminution d’ATP augmente le rapport AMP/ATP, activant AMPK. L’AMPK activé conduit a la
phosphorylation de TSC1/2 et a I'inhibition de I'activité de mTORC1 via Rheb. Plusieurs groupes ont
montré l'implication de la voie de signalisation AMPK dans I'activation de I'autophagie suite a une
ischémie cérébrale (Dai et al., 2017; Gabryel et al., 2014; Jiang et al., 2014; Wang et al., 2012). En
outre, une étude réalisée chez la souris a montré que l'inhibition d’AMPK restaure I'activité de

MTORC1 et inhibe I'autophagie induite par une ischémie cérébrale focale (Fu et al., 2016).

“ HIF-1a : L'autophagie peut également étre augmentée par HIF-1a. L’hypoxie provoquée par
I’AVC ischémique serait responsable de la surexpression et de la stabilisation de ce facteur de
transcription impliqué potentiellement dans la transcription de génes régulant I'autophagie (Niu et

al., 2018; Xin et al., 2011; Yang et al., 2014)

“*» Le stress du RE : Dans I’AVC ischémique, I'autophagie peut étre également induite par un

stress du RE. Dans un modeéle d’ischémie/reperfusion murin, le stress RE, induit par la tunicamycine
et la thapsigargine, active l'autophagie et plus particulierement la mitophagie. Cet effet est
dépendant de l'axe elF2a/ATF4 (Zhang et al., 2014). En outre, une autre étude a montré que
I'administration de mélatonine, avant l'ischémie, protége des lésions d'ischémie/reperfusion
cérébrales en inhibant I'autophagie induite par le stress du RE. Dans ce modele, le stress du RE agit

sur I'autophagie via les voies PERK et IRE1 (Feng et al., 2017).
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Il. L’autophagie neuronale dans I’AVC ischémique

Nitatori et collaborateurs ont observé, en microscopie électronique, la formation
d'autophagosomes dans les neurones CAl présents au sein de la |ésion ischémique (Nitatori et al.,
1995). Suite a une occlusion de l'artére carotide commune droite, les neurones corticaux, situés
dans le tissu ischémié, présentent de multiples vacuoles cytoplasmiques ainsi qu’une lyse des
organites cellulaires (Adhami et al., 2006). Plusieurs études corroborent ces résultats et confirment
I’existence d’une autophagie neuronale (Carloni et al., 2008; Ginet et al., 2009; Puyal et al., 2009;
Rami et al., 2008). Il semble que l'autophagie neuronale apparaisse dés le début de l'ischémie
cérébrale. En effet, les autophagosomes et les autolysosomes sont observés, en microscopie
électronique, seulement 1 heure aprés une occlusion de 'ACM et continuent d'augmenter 12
heures apres l'ischémie (Wen et al., 2008). Dans la lignée de ces résultats, Tian et collaborateurs, en
utilisant de nouvelles souris transgéniques possédant une protéine LC3-GFP (green fluorescence
protein), ont montré une augmentation du nombre d’autophagosomes dans les neurones du coté
ipsilatéral a 1, 3 et 6 jours aprés une occlusion transitoire de I'ACM. Le pic du nombre
d’autophagosomes se situait a 1 jour post-ischémie. De plus, les cellules positives pour la protéine
GFP-LC3 étaient principalement des neurones plutét que des astrocytes ou des cellules microgliales

(Tian et al., 2010).

Bien qu’il soit clairement établi que I’AVC ischémique est responsable d'une augmentation de
I'autophagie dans les neurones situés dans la Iésion, son role reste controversé. La grande question
est la suivante: I'autophagie est-elle protectrice ou délétere dans I'ischémie cérébrale? En effet, de

nombreuses études in vitro et in vivo démontrent parfois des effets opposés de I'autophagie.
1. Lerdle neuroprotecteur de I’'autophagie neuronale dans I’AVC ischémique

Durant un AVC ischémique, les neurones situés au sein de la lésion ischémique présentent de
nombreux agrégats protéiques. En effet, I'ischémie cérébrale épuise I'ATP et modifie I'homéostasie
intracellulaire, désactivant ainsi les systemes de contréle qualité des protéines dépendant de I'ATP
notamment les chaperonnes moléculaires et les enzymes de repliement (Hu et al., 2001; Hu et al.,
2000). Ces altérations peuvent entrainer une surcharge de protéines mal repliées dans les neurones

conduisant a un stress du RE (Louessard et al., 2017; Roussel et al., 2013). En conséquence, les
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protéines mal repliées et les polypeptides naissants non traités, ainsi que les ribosomes et les
chaperonnes, sont empilés et progressivement agrégés au cours de la phase post-ischémique.
L'agrégation de protéines est un processus pratiquement irréversible contribuant a la mort
neuronale (Zhang et al., 2006). Par ailleurs, chez le rongeur, une occlusion de I’ACM suivie d’'une
reperfusion conduit a la formation d’agrégats de protéines majoritairement ubiquitinylées

(Hochrainer et al., 2012; Zhang et al., 2006).

En se basant sur la capacité de I'autophagie a éliminer les agrégats protéiques et a protéger les
cellules de la mort, certains groupes ont étudié I'effet de son activation dans des modeles d’AVC

ischémique.

De nombreux groupes ont reporté un effet neuroprotecteur de I'autophagie via une activation de
'AMPK (Dai et al., 2017; liang et al., 2014). Dai et collaborateurs, ont, par exemple, montré dans un
modele in vitro d’AVC ischémique ; 'OGD ; I'effet neuroprotecteur de la sirtuine 1, une protéine
mitochondriale impliquée dans la protection contre le stress oxydatif. La sirtuine réduit la mort
neuronale en activant I'autophagie via la phosphorylation d’AMPK. A I'inverse, I'inhibition d’AMPK
conduit a une diminution de I'autophagie et une hausse de la mort neuronale (Dai et al., 2017). Une
autre étude a révélé l'effet neuroprotecteur de la nicotinamide phosphoribosyltransférase (ou
Nampt) dans I'AVC ischémique. Cette protéine est connue pour étre impliquée dans la biosynthése
du NAD (nicotinamide adénine dinucléotide) et dans la réponse inflammatoire (Wang et al., 2012). Il
semble que Nampt diminue la mort neuronale en favorisant I'autophagie via une régulation de I'axe

AMPK/TSC2/mTORC1 (Wang et al., 2012).

L'effet pro-survie de [l'autophagie neuronale semble nécessiter la régulation de la voie
PI3K/Akt/mTOR et de I'axe Akt/CREB (Carloni et al., 2010; Papadakis et al., 2013). Carloni et
collaborateurs ont reporté que I'autophagie, activée par la rapamycine, diminuait la mort neuronale
de type nécrotique et réduisait la Iésion cérébrale induite par une hypoxie-ischémie chez des ratons
agés de 7 jours (Carloni et al., 2008). L'effet neuroprotecteur de la rapamycine a été confirmé dans
différents modéles d’AVC ischémique in vivo (Buckley et al., 2014; Chauhan et al.,, 2011). Par
exemple chez le rat, la rapamycine réduit significativement le volume de l'infarctus, I'cedéeme
cérébral et les déficits moteurs induits par I'occlusion focale permanente d’un vaisseau cérébral

(Sheng et al., 2010).
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De surcroit, le complexe PI3KC3 semble également étre important dans |'effet neuroprotecteur de
I’autophagie. Ainsi, I'inhibition de I'autophagie par la 3-methyladenine (3-MA), un inhibiteur de
PI3KC3, conduit a une hausse de la nécrose neuronale dans un modéle néonatal d’hypoxie-ischémie
(Carloni et al., 2010). Un traitement a la 3-MA augmente également la taille de la Iésion consécutive
a une occlusion de I’ACM chez le rat (Wang et al., 2012) et chez la souris (Zhang et al., 2013). D’autre
part, il a été montré que la B-arrestine 1 interagit avec Beclinl et PI3KC3/Vsp34. En I'absence de
cette protéine, l'activité du complexe PI3KC3 est diminuée, ce qui induit une diminution de
I’autophagie et une mort des neurones par apoptose et nécrose, dans des modeles in vitro et in vivo
d’AVC ischémique (Wang et al., 2014). Par ailleurs, la Caveoline 1 est capable d’activer I'autophagie
en se liant au complexe PI3KC3. Chez les souris n’exprimant pas la Caveoline 1, I'autophagie est
altérée et, en conséquence, les dommages cérébraux induits par une occlusion de I'ACM sont

aggravés (Nah et al., 2017).

Les neurones corticaux primaires déficients en Atg7 ont une altération du processus d’autophagie et
sont plus sensibles a 'OGD-reperfusion. En effet, en absence d’Atg7, la clairance mitochondriale
n’est plus effectuée. Par conséquent, les neurones meurent par apoptose (Zhang et al., 2013). Cette
étude confirme I'importance de I'autophagie dans ’"homéostasie et la survie neuronale lors d’un
AVC ischémique. Finalement, I'induction de l'autophagie a été identifiée comme étant le mécanisme
impliqué dans la neuroprotection de la mélatonine (Carloni et al., 2017) et d’un inhibiteur de GSK-3b

(Zhou et al., 2011).
2. Ll’autophagie : un effecteur de mort neuronale

a. Généralités : I'implication de I'autophagie dans la mort cellulaire

L'autophagie peut étre un effecteur de mort cellulaire. Elle peut induire la mort de trois
maniéres principales: (i) de maniere directe, c’est la mort cellulaire autophagique (ii) en
communiquant avec la voie apoptotique (iii) en communiquant avec la voie de la nécroptose

(nécrose programmée).
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La mort cellulaire autophagique

En 2004, deux groupes ont mis en évidence le réle direct de I'autophagie dans la mort cellulaire.
Dans un premier temps, Yu et collaborateurs ont montré que l'inhibition de la caspase-8, une
protéine effectrice de I'apoptose, induit une mort cellulaire non-apoptotique dépendante d’Atg7 et
de Beclinl (Yu et al., 2004). Dans un second temps, Shimozu et collaborateurs ont montré que des
fibroblastes déficients pour les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak présentent une mort
cellulaire dépendante des protéines Atg5 et Beclinl, lorsqu’ils étaient traités avec des agents pro-
apoptotiques. Cette mort cellulaire, associée a une forte abondance d’autophagosomes et
d’autolysosomes dans le cytoplasme, est bloquée par des inhibiteurs de I'autophagie (Shimizu et al.,
2004). De la méme maniere, Fazi et collaborateurs ont montré en 2008, une mort cellulaire
indépendante des caspases qui se caractérisait par une augmentation de I'expression de Beclinl et

une hausse du nombre d’autophagosomes et d’autolysosomes (Fazi et al., 2008).
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Figure 34 : Les trois types de mort cellulaire programmée et leurs caractéristiques.
A. Une cellule normale observée en microscopie électronique B. Une cellule apoptotique C. Une cellule
autophagique D. Une cellule nécroptotique.

Le comité de la nomenclature de la mort cellulaire (nomenclature committee on cell death, NCCD)

considere la mort cellulaire autophagique comme la mort cellulaire pouvant étre supprimée par des
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inhibiteurs de l'autophagie (il est conseillé d’inhiber au moins deux protéines autophagiques
distinctes) (Galluzzi et al., 2012). La mort cellulaire autophagique (mort cellulaire de type Il) fait
partie, avec I'apoptose (mort cellulaire de type 1) et la nécroptose (mort cellulaire de type Il), des

trois types de mort cellulaire programmeée (Figure 34; Galluzzi et al., 2012).
Il existe trois types de mort autophagique (Figure 35) :

< La mort autophagique due a un exces d’autophagie (Dasari et al., 2017; Shi et al., 2012).

Dans ce cas, |'expression de Beclinl et la conversion de LC3-1 en LC3-Il sont augmentés (Shi et al.,
2012). Cette forme d’autophagie est caractérisée par une accumulation importante de vacuoles
autophagiques (autophagosomes et autolysosomes) dans le cytoplasme, une perte progressive des
organites et une perturbation des membranes intracellulaires. Le noyau et la chromatine sont

relativement bien conservés (Dasari et al., 2017).

\/

% La mort autophagique due a un exces de mitophagie (Reef et al., 2006; Wang et al., 2014;

Zhang et al., 2015). Caractérisé par une formation aberrante d’autophagosomes et d’autolysosomes,
I’'excés de mitophagie peut induire une clairance trop importante des mitochondries voire une
déplétion compléte de I'organite. Dans ce cas, la mitophagie induit une perte partielle ou compléte
de la fonction mitochondriale conduisant une altération de la respiration oxydative et de la
production d’ATP. Cette défaillance énergétique peut étre a l'origine de la mort cellulaire (Sentelle

etal., 2012).

%+ L’autose est une nouvelle forme de mort autophagique régulée par 'ATPase Na'/K" (Liu et
al., 2013). Elle peut étre induite par des peptides pro-autophagiques, une carence nutritionnelle ou
une hypoxie/ischémie. Ce type de mort autophagique a été observé dans le foie de patients
souffrant d’anorexie nerveuse (Kheloufi et al., 2015) et dans les neurones de I"hippocampe de
ratons agés de 7 jours ayant subi une hypoxie-ischémie (Liu et al., 2013). L'autose présente des
caractéristiques  morphologiques uniques telles qu'une augmentation du nombre
d'autophagosomes et d’autolysosomes, une rupture de la membrane plasmique, une convolution
nucléaire aux stades précoces, une condensation de la chromatine et un gonflement de I'espace

péri-nucléaire aux stades avancés (Liu et al., 2013).
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Figure 35 : Les trois types de mort autophagique. D’apres Bialik et al., 2018.

La communication apoptose/autophagie

L'apoptose est considérée comme la mort cellulaire de type | (pour la description des
mécanismes de |'apoptose, voir la partie A.lll.3.c. Apoptose). L'apoptose est caractérisée par le
rétrécissement de la cellule sur elle-méme, une condensation du cytoplasme et de la chromatine,
une fragmentation de 'ADN et du noyau, la formation de corps apoptotique. La membrane

plasmique et les organites sont relativement bien conservés dans ce processus (Figure 34).

Il existe une forte communication entre I'apoptose et I'autophagie. lls peuvent soit agir comme deux
mécanismes opposés ou coopérer afin d’induire la mort cellulaire. De nombreuses études ont
reporté une coopération entre I'autophagie et I'apoptose. Dans ce cas, les deux processus sont
activés afin d’induire la mort cellulaire (Cao et al., 2015; Wirawan et al., 2010). L'autophagie et
I’apoptose sont régulées par des médiateurs communs. Ainsi, I'autophagie peut activer 'apoptose a

travers différents médiateurs (Figure 36).
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Beclinl est capable d’activer I'apoptose en favorisant 'activité de la caspase-9 (Furuya et al., 2005)
et en induisant la libération dans le cytosol de facteurs pro-apoptotiques tels que le cytochrome c
(Wirawan et al., 2010). De son cOté, Atg5 peut interagir avec FADD (fas-associated protein with
death domain), une protéine adaptatrice clé de I'apoptose qui, une fois liée aux récepteurs de mort,
recrute et active la caspase-8. En conséquence, par I'intermédiaire de FADD, Atg5 active I'apoptose
(Pyo et al., 2005). Atg5 peut également étre clivé par les calpaines afin de générer un fragment C-
terminal de 24 kDa. Le petit fragment d’Atg5 est transloqué au niveau de la mitochondrie ou il
interagit avec Bcl-xL, levant son inhibition sur Bax. Bax ainsi activé favorise la perméabilisation de la
membrane mitochondriale, la libération du cythochrome c et I'apoptose (Yousefi et al., 2006).
Atgl2, de son cOté, est capable de se lier, via son « BH3-like domain », a Bcl-2. Cette interaction

conduit a I'inactivation de Bcl-2 qui ne peut plus inhiber Bax (Rubinstein et al., 2011).

Autophagie
Bedinl Atgs Atgi2
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La communication nécroptose/autophagie

Plusieurs études ont montré |'existence d’une nécrose programmée nommeée nécroptose. Cette
derniere est activée en réponse a des signaux multiples tels que des dommages de I'ADN, des
toxines et des ligands des récepteurs de mort. Elle se caractérise morphologiquement par un
gonflement des organites intracellulaires et une rupture de I'intégrité membranaire. Dans ce type de
mort, le noyau et la chromatine restent relativement intacts (Figure 34). La nécroptose est
principalement pro-inflammatoire dans le tissu. En effet, elle induit la sécrétion de nombreuses
cytokines et médiateurs de l'inflammation. La nécroptose est déclenchée par des récepteurs de
mort comme le TNFR1 (tumor necrosis factor receptor 1) conduisant a I’activation de deux kinases :
RIPK1 (receptor-interacting protein kinase) et RIPK3 (Galluzzi et al.,, 2011). Ces deux protéines,
primordiales dans l'initiation de la nécroptose, sont phosphorylées et forment avec FADD le
complexe llb (nécrosome) (Y. Cho et al., 2009). La caspase-8 active peut inhiber la nécroptose en
clivant RIPK1 (Y Lin et al., 1999; O’Donnell et al., 2011). En conséquence, lors d’une activation de la
caspase-8, la protéine RIPK1 n’induit plus la nécroptose, mais favorise I'apoptose cellulaire en

participant au complexe lla (apoptosome) (Amin et al., 2018; Dillon et al., 2012; Zhang et al., 2019).

Suite a l'activation du complexe RIPK1-RIPK3, I'effecteur MLKL (mixed-lineage kinase domain like)
est recruté au niveau du nécrosome ou il est phosphorylé par RIPK3 (Wang et al., 2014). Cela induit
un changement dans sa conformation exposant son domaine N-terminal effecteur de mort (4 helical
bundle domain, 4HBD). MLKL s’oligomérise avant d’étre transloqué a la membrane plasmique ou il
se lie aux phosphatidylinositol phosphate afin de perméabiliser la membrane plasmique
(Dondelinger et al., 2014; Hildebrand et al., 2014). Au niveau de la membrane plasmique, les
oligomeres de MLKL agiraient comme des canaux ioniques (Huang et al., 2017; Xia et al., 2016).
Cependant, leur rble pourrait étre également indirect via le recrutement de canaux ioniques tels que
TRPM?7 (transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 7) (Z. Cai et al., 2014). De
surcroit, le complexe RIPK1/RIPK3 peut induire la nécroptose en activant la voie JNK responsable de
la perméabilisation de la membrane mitochondriale et de la libération de ROS (Jia et al., 2018; Sun
et al.,, 2017). La nécroptose peut aussi étre provoquée par I'accumulation de calcium cytosolique

engendrant I'activation de CaMKII (calcium-calmodulin kinase Il) (Figure 37, Nomura et al., 2014).
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Figure 37 : La nécroptose et I’apoptose induites par les récepteurs de mort.
L'activation des récepteurs de mort induit I'activation de RIPK1 qui favorise 'apoptose en formant le
complexe lla (ou apoptosome) en présence d’une caspase-8 activée. Lorsque la caspase-8 est inactivée,
RIPK1 forme avec RIPK3, MLKL et le FADD le complexe llb (ou nécrosome). La nécrose peut étre induite
par la voie JNK/ROS ou par une accumulation cytosolique de Ca®*. L’oligomérisation de MLKL joue
également un réle important dans la nécroptose : les oligoméres de MLKL perméabilisent la membrane
plasmique et favorise I'entrée d’ions dans la cellule conduisant a la nécroptose.

Dans certains cas, I'autophagie favorise la nécroptose cellulaire (Bonapace et al., 2010; Khan et al.,
2012). En outre, I'autophagie induit la nécroptose via I'activation du complexe RIPK1-RIPK3 (Dey et
al., 2016). Par ailleurs, lors d’'une suractivation des récepteurs de morts, p62 est capable de recruter
le nécrosome via son interaction directe avec RIPK1. RIPK1-RIPK3 et |'effecteur MLKL sont ensuite
transloqués au niveau de l'autophagosome ou ils s’associent avec le conjugué Atg5-Atgl2 afin
d’induire la nécroptose (Goodall et al., 2016). En I'absence de p62, la mort nécroptotique bascule
vers une mort apoptotique, suggérant que I'autophagie joue un réle de balance entre I'apoptose et

la nécroptose (Figure 38; Goodall et al., 2016).
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Récopteur de mort (Fas, TLRS, TNFR1)

Figure 38 : La communication entre I’autophagie et la nécroptose.
La protéine cargo p62 peut recruter RIK1/RIP3/MLKL en interagissant de maniére directe avec RIPK1. Les
protéines du nécrosome sont phosphorylées et s’associent a la machinerie de I'autophagie (Atg5-Atgl2
et LC3) au niveau de I'autophagosome afin d’induire la nécroptose. En cas de perte de p62, RIPK1
s’associe avec FADD et la caspase-8 active afin d’induire I'apoptose.

b. L'autophagie et la mort cellulaire dans I’AVC ischémique
i La mort autophagique

Dans les cultures de neurones primaires et des cellules SH-SY5Y soumises a un sevrage en
oxygene et en glucose, une augmentation de la mort cellulaire autophagique est observée. Cet effet
est bloqué par un inhibiteur de I'autophagie, la 3-MA (Shi et al., 2012). Bao et collaborateurs
suggerent que, dans I'OGD, la 3-MA diminue l'autophagie et la mort neuronale en réduisant
I'expression des sous-unités GIuR1, GIuR2 et GIuR3 des récepteurs AMPA. En effet il semblerait que
ce soit les récepteurs AMPA qui contribuent a la mort des neurones hippocampiques en augmentant
les taux de calcium intracellulaire ainsi que I'autophagie (Bao et al., 2017). Puyal et ses collégues ont
utilisé le méme inhibiteur chez des rats agés de 12 jours ayant subi une ischémie cérébrale focale

transitoire. lls ont montré que l'injection intra-ventriculaire post-ischémique de 3-MA, méme 4
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heures aprés le début de I'ischémie, réduit considérablement le volume de la lésion (prés de 46% de

réduction) alors qu’un inhibiteur de I'apoptose ne fournissait aucune protection (Puyal et al., 2009).

De la méme maniére, la bafilomycine, un inhibiteur de la fusion autophagosome-lysosome reversent
partiellement les effets induits par une d’occlusion permanente de I’ACM. Ces deux inhibiteurs
agissent, d’une part, en augmentant I'expression de Bcl-2 et, d’autre part, en réduisant le nombre
d’autophagosomes et d’autolysosomes, le volume de l'infarctus, 'oedeme cérébral et les déficits
moteurs (Wen et al., 2008). Plusieurs publications soutiennent l'idée que, dans des modeles in vitro
et in vivo d’AVC ischémique, la diminution de I'autophagie, par la 3-MA et par la bafilomycine, est

neuroprotecteur (Cui et al., 2013; Jiang et al., 2017; Ryan et al., 2018).

Dans les neurones primaires, l'inhibition de Beclinl et Atg7, par l'utilisation de siRNA (small
interferent RNA), réduit I'autophagie et la mort cellulaire excitotoxique induits par un traitement au
kainate associés a une hypoxie (Ginet et al., 2014). De plus, les souris déficientes en Atg7 présentent
une protection presque compléte contre une hypoxie-ischémie induisant une mort des neurones
pyramidaux de I'hippocampe (Koike et al., 2008). D'autre part, chez des souriceaux ayant subi une
hypoxie-ischémie, une suppression sélective du géne ATG7 dans les neurones diminue I'autophagie
et réduit de 42% le volume de l'infarctus (Xie et al., 2016). Une diminution du niveau d’expression
d’Atg5 contribue également a une réduction du volume de l'infarctus et a une baisse du déficit

neurologique dans un modéle rongeur d’occlusion de 'ACM (Wang et al., 2018).

En résumé, des études ont montré que l'inhibition de I'autophagie conduit a une diminution de la
mort neuronale et du volume de I'infarctus dans différents modéles d’AVC ischémiques in vitro et in
vivo. Cela suggere que l'autophagie est un processus responsable de la mort neuronale lors d’'une

ischémie cérébrale.
L’autophagie et I'apoptose

Tian et collaborateurs ont observé, aprés une ischémie cérébrale, une augmentation du nombre
de cellules présentant a la fois une fragmentation de ’ADN et une hausse de |'expression de LC3.
L'augmentation de ces cellules est plus importante dans la zone de pénombre que dans le foyer
ischémique (Tian et al., 2010). De plus, 6 heures aprés une hypoxie-ischémie, de nombreux

autophagosomes sont détectés au sein des neurones mourants chez des ratons agés de 7 jours.
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Certains neurones mourants présentent des caractéristiques de I'apoptose tels qu’une condensation
de la chromatine et du cytoplasme et une préservation des organites. Cela suggére que dans la
pénombre ischémique, les neurones en apoptose présentent une forte activation de 'autophagie
(Ginet et al., 2009). De fagon intéressante, en absence d’autophagie, 'apoptose neuronale est
diminuée et le volume de I'infarctus est réduit (Zheng et al., 2009). De surcroit, en 2001, Uchiyama
et collégues ont montré que lorsque I'autophagie est inhibée, les cellules PC12 différenciées sont

protégées de I'apoptose consécutive a un sevrage en sérum (Uchiyama, 2001).

Il a été démontré que, dans I'AVC ischémique, Beclinl est impliquée dans I'apoptose. En effet
I'inhibition de Beclinl, par |'utilisation d’ARN interférent réduit a la fois I'autophagie et I'apoptose
neuronale dans un modeéle d’occlusion de I’ACM (Zheng et al., 2009). De plus, I'inhibition de Beclinl
chez le rat bloque la formation des autophagosomes et atténue |'apoptose et les dommages

neurodégénératifs dans le thalamus ipsilatéral aprés une occlusion de ’'ACM (Xing et al., 2012).
L’autophagie et la nécroptose

L'apoptose n'est pas le seul mécanisme de mort cellulaire induite par I'ischémie. En 2005, une
étude a montré qu'une injection intracérébroventriculaire de nécrostatine-1, un inhibiteur de la
nécroptose, causait une diminution du volume de l'infarctus dans un modéle murin d’occlusion de

I’ACM (Degterev et al., 2005).

Des travaux récents ont démontré que la nécroptose contribue a la mort neuronale et astrocytaire
induite par l'ischémie, via une activation de 'autophagie (Ni et al., 2018). En outre, l'inhibition de la
nécroptose par la nécrostatine-1 diminue le taux de LC3-Il ainsi que I'autophagie (Ni et al., 2018).
D'autre part, une inhibition de I'autophagie par la 3-MA bloque la nécroptose neuronale dans un
modele d'ischémie cérébrale globale sévere (occlusion des 4 arteres carotides communes durant 20
minutes) (Wang et al., 2011). De la méme maniére dans un modele d’ischémie/reperfusion, la
bafilomycine, un inhibiteur de la fusion autophagosome-lysosome, diminue la nécroptose (Ryan et
al., 2018). L'ensemble de ces résultats suggérent que, dans I’AVC ischémique, I'autophagie et la
nécroptose sont liées, cependant le mécanisme sous-jacent reste inconnu. Toutefois I'équipe de
Wang a montré en 2015 que suite a une ischémie cérébrale globale sévere, RIPK3 est surexprimé et
transloqué du cytoplasme au noyau, des neurones de I'hippocampe CA1 (B. Yin et al., 2015). La

nécroptose ainsi activée conduit a la libération de la cathepsine-B par les lysosomes; cette
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libération étant un facteur de mort neuronale. Finalement, aussi bien I'inhibition de la nécroptose
(nécrostatine-1) que I'inhibition de I'autophagie (3-MA) diminue la mort cellulaire en empéchant la

libération de la cathepsine-B (Wang et al., 2011; Yin et al., 2015).
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Figure 39 : Schéma récapitulatif de la mort cellulaire dépendante de I'autophagie dans I’AVC
ischémique.

Lors d’un AVC ischémique, I'autophagie est activée par AMPK ou par la dissociation de Bcl-2 et de
Beclinl. L'activation des protéines RIPK1/RIPK3 par des récepteurs de mort, tels que Fas, TLR4 et TNFR1,
est responsable de I'activation de la voie de la INK, de la libération de ROS et de la nécroptose. Le
nécrosome (RIPK1, RIPK3, MLKL) interagit avec les protéines autophagiques afin de promouvoir la
nécrose. RIPK1 interagit avec les protéines FADD et la caspase-8 activée pour induire une apoptose
extrinseque. RIPK1 est également impliqué dans I'apoptose intrinséque (mitochondriale) via la libération
du cytochrome c, qui active la caspase-9 et la capase-3. D’aprés Thiebaut et al., 2019.



m Introduction - L’autophagie dans I’AVC ischémique

En conclusion, il est aujourd’hui clairement démontré que l'ischémie cérébrale induit de
I'autophagie dans les neurones, Toutefois, son rble reste débattu. En effet, certaines études
démontrent dans des modeéles d’AVC ischémique aussi bien in vitro et qu’in vivo que I'activation de
I'’autophagie est neuroprotectrice et diminue les lésions ischémiques. A 'opposé, certaines équipes
démontrent que I'activation de I'autophagie favorise la mort neuronale et I'étendue des lésions
ischémiques. Pour appuyer ces résultats, de nombreuses équipes ont inhibé I'autophagie et montré
gu’une diminution de I'autophagie protégeait les neurones de la mort dans I'ischémie cérébrale. Ces
résultats opposés nous empéchent aujourd’hui de mettre en lumiére le réle précis de I'autophagie

dans I’AVC ischémique.
lll. ’autophagie dans les différentes cellules du parenchyme cérébral

1. L'autophagie endothéliale dans I’AVC ischémique

En 2015, Engelhardt et collaborateurs ont publié une étude caractérisant la réponse des cellules de
la BHE suite a une hypoxie et a une ischémie. Ills ont montré qu’une lignée de cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales (brain microvascular endothelial cells, BMVEC) présentait une réponse
et une sensibilité plus accrue a I’'OGD que les astrocytes et les péricytes. Cet effet est associé a la
stabilisation de HIF-1a, a la perturbation précoce du cytosquelette cellulaire et a I'altération du
métabolisme. De plus, contrairement aux cellules périvasculaires, les BMVECs sont incapables
d'induire de I'autophagie. Ce travail a mis en lumiére les réponses différentielles, des BMVECs et des
cellules périvasculaires, a I'autophagie et a I'ischémie, ainsi que I'impact potentiel de cet effet sur la

stabilité de la BHE (Engelhardt et al., 2015).

Cependant, d’autres études réalisées sur des cultures primaires et non sur des lignées cellulaires
contredisent ces résultats. Par exemple, Shi et collaborateurs ont observé une induction de
I’autophagie dans les BMVECs primaires soumis a une OGD (Shi et al., 2016). Cette équipe a
également démontré que l'autophagie a un role neuroprotecteur dans un modele rongeur
d’ischémie/reperfusion. En résumé, I'histone désacétylase 9 atténue I'autophagie ce qui contribue a
la mort des BMVECs. De surcroit, le déficit en autophagie conduit a une perte d’expression des
jonctions serrées responsables d’une rupture de la BHE (Shi et al., 2016). Une étude publiée en 2014

conforte ces résultats : dans un modele d’occlusion de I’ACM, le renforcement de |'autophagie par la



Introduction - L’autophagie dans I’AVC ischémique m

rapamycine et le lithium augmente I'expression de la protéine des jonctions serrées Zonula
occludens-1 (ZO-1) et limite la rupture de la BHE ainsi que I'oedéme cérébral. A l'inverse, la 3-MA

intensifie I'apoptose des BMVECs (Li et al., 2014).

A l'opposé de tous ces résultats, Li et collegues ont montré que I'autophagie contribue a la
perméabilisation de la BHE suite a une occlusion de I’ACM chez les souris. Cette perméabilisation est
due a I'altération des jonctions serrées et a la mort des cellules vasculaires, et est associée a une
augmentation de I'autophagie (Beclinl et LC3). Dans ce modeéle la 3-MA a un effet neuroprotecteur

(Li et al., 2013).
2. L’autophagie gliale dans I’AVC ischémique

Au cours de l'ischémie cérébrale, les cellules gliales, en particulier les astrocytes, jouent un role
crucial. En effet, ils sont impliqués dans le transport de I'eau, I'homéostasie ionique, I'absorption du
glutamate, la régulation du flux sanguin cérébral, I'inflammation cérébrale, le maintien de l'intégrité
de la BHE, la modulation de la neuroplasticité et la sécrétion de facteurs neurotrophiques
(Nedergaard et al., 2003). Chez la souris, aprés une occlusion de I'ACM, les cellules positives pour
GFP-LC3 sont des neurones plutét que des astrocytes ou des cellules microgliales (Tian et al., 2010),
suggérant que les cellules gliales sont peut-étre plus résistantes a I'autophagie induite par I'ischémie

cérébrale.

Néanmoins, quelques groupes signalent que l'ischémie peut induire une augmentation de
I'autophagie dans les astrocytes (Engelhardt et al., 2015; Qin et al., 2010; Zhang et al., 2010). En
2010, Qui et collegues ont montré que les autophagosomes commencent a apparaitre dans les
astrocytes situés dans le cortex ischémié 1 heure aprés une occlusion de 'ACM. Le nombre de
lysosomes augmente, quant a lui, de maniere significative 6 heures apres I'occlusion de 'ACM (Qin
et al., 2010). En outre, ils ont observé dans les astrocytes, une augmentation de I'expression de LC3-
II, Beclin-1, LAMP2 et de la cathepsine-B lysosomale. Par ailleurs, la 3-MA et la Bafilomycine
diminuent I'autophagie, I'apoptose et la nécrose induites par l'ischémie, ce qui suggére que les voies
autophagiques induites par l'ischémie contribuent a la mort astrocytaire (Qin et al.,, 2010). Les
résultats obtenus par Ni et collaborateurs concordent bien avec l'effet délétére de I'autophagie

astrocytaire dans I’AVC ischémique: une suppression de RIP1K ou un traitement a la nécrostatine-1
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diminue l'autophagie et atténue la mort nécrotique astrocytaire dans le cortex ischémié. Lors d’un
AVC ischémique, I'autophagie et la nécrose s’associent pour induire une mort astrocytaire (Ni et al.,
2018). De plus, suite a une occlusion de I'ACM, la breviscapine fournit une neuroprotection dans la

pénombre en diminuant I'autophagie tant astrocytaire que neuronale (Pengyue et al., 2017).

A I'opposé de ces résultats, Kasprowska et collaborateurs ont montré que I'autophagie astrocytaire
est un mécanisme neuroprotecteur dans I'OGD. En effet, une inhibition de I'autophagie cause une
apoptose aprés une OGD courte. A l'inverse, en absence d’autophagie, des temps longs d’OGD
induisent une nécrose astrocytaire (Kasprowska et al., 2017). Par ailleurs, I'inhibition d’AMPK, par
I"utilisation de siRNA, atténue I'autophagie et diminue la viabilité des astrocytes soumis a une OGD
(Gabryel et al., 2014). L'utilisation d’un virus adéno-associé GFAP (glial fibrillary acidic protein)-Atg7
accentue l'autophagie dans les astrocytes et diminue I'apoptose neuronale dans une co-culture
neurone/astrocyte exposée a une OGD. De la méme maniére, l'induction de I'autophagie chez la

souris atténue les déficits neurologiques aprés une ischémie/reperfusion (Liu et al., 2018).

En ce qui concerne les cellules microgliales et les oligodendrocytes, leur implication dans
I'autophagie induite par une ischémie cérébrale n’est pas réellement claire. En fait, ceci ne fait
I'objet que de quelques publications récentes. En 2014, Yang et collaborateurs ont montré que la
sténose permanente de l'artére carotide commune accentue |'autophagie dans les cellules
microgliales. L'inhibition de I'autophagie microgliale, par la 3-MA, pourrait atténuer les lésions de la
substance blanche et améliorer la mémoire de travail (Yang et al., 2014). De plus, chez la souris, la 3-
MA diminue l'autophagie microgliale ainsi que la réponse inflammatoire provoquée par une

occlusion de 'ACM (Yang et al., 2015).

Il a été démontré que l'activation de I'autophagie dans les oligodendrocytes peut jouer un role
crucial dans les lésions de la moelle épiniere (Mei et al., 2019), la démyélinisation (Smith et al.,
2013) et l'atrophie a systemes multiples (Kaji et al., 2018), mais son réle dans l'ischémie cérébrale

n'a encore jamais été étudié.
IV. La mitophagie dans I’AVC ischémique

Une dysfonction de la mitophagie est associée aux lésions cérébrales ischémiques. En 2013,

Zhang et collegues ont montré, en microscopie électronique, que des mitochondries endommagées
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étaient emmagasinées au sein des autophagosomes dans la pénombre ischémique a la suite d’'une
occlusion de I’ACM. lls ont également montré que l'inhibition de la clairance mitochondriale, par
une suppression de I'autophagie (3-MA et délétion d’Atg7), aggrave la mort neuronale induite par

I'ischémie in vivo et in vitro (Zhang et al., 2013).

Au cours de l'ischémie, la fragmentation des mitochondries est provoquée par la Drpl (dynamin-
related protein 1). En conséquence, l'inhibition de Drpl perturbe la fission mitochondriale et
contribue a l'accumulation de dommages mitochondriaux. Chez le rat, les mitochondries
endommagées favorisent la génération de ROS, la libération du cytochrome c et |'activation de la
caspase-3 contribuant a I'augmentation du volume de l'infarctus et a I'aggravation des lésions

cérébrales (Zuo et al., 2014).

Plusieurs études concluent en I'effet bénéfique de la clairance mitochondriale (Wang et al., 2019;
Zheng et al., 2019). En outre, la rapamycine augmente significativement la mitophagie et réduit le
volume de l'infarctus chez le rat (Li et al., 2014). Une activation de la mitophagie dépendante de
PARK2 permet, par ailleurs, une extension de la fenétre de reperfusion (Shen et al., 2017). A
I'inverse, lors d’une ischémie cérébrale, la suppression de PARK2 aggrave la mort des cellules
neuronales (Zhang et al.,, 2013). L'ensemble de ces résultats suggere qu’en condition d’AVC
ischémique, PARK2 joue un réle essentiel dans I'effet neuroprotecteur de la mitophagie. Cependant,
il semblerait qu’en cas d’ischémie cérébrale, le récepteur mitochondriale NIX (ou BNIP3L) soit
capable d’induire la mitophagie de facon indépendante de PARK2. En effet, la phosphorylation de
NIX (Ser®!) est responsable de la mitophagie induite par l'ischémie-reperfusion et de ses effets

neuroprotecteurs (Yuan et al., 2017).

A l'inverse, certains papiers reportent que la mitophagie peut étre un mécanisme délétére lors
d’une ischémie cérébrale. En outre, 'administration de carnosine inhibe la mitophagie et protege les
cellules lors d’'une occlusion de I’ACM. L'effet de carnosine passe par une diminution de la
phosphorylation de Drpl et par une baisse de I'expression de Parkin (Baek et al., 2014). De ce fait,
les récepteurs mitochondriaux BNIP3 et NIX sont responsables d’une mitophagie excessive lors
d’une ischémie cérébrale. Leurs suppressions atténuent la mitophagie et 'apoptose neuronale (Shi

et al., 2014). Enfin, un flavonoide : le kaempférol diminue la phosphorylation Drp1l via I'activation




m Introduction - L’autophagie dans I’AVC ischémique

d’Akt. En conséquence, la fission mitochondriale est diminuée protégeant ainsi les neurones des

Iésions ischémiques induites par le succinate dans les neurones exposés a ’'OGD (Wu et al., 2017).
V. Le stress oxydatif, 'inflammation et I’autophagie dans I’AVC ischémique

Le stress oxydatif est déclenché par une accumulation abondante de ROS dans la cellule et
conduit a la transcription du facteur NF-kB et a la production de TNF-a et d’IL-6. Ces événements
favorisent la réponse inflammatoire. A la suite d’'une ischémie cérébrale, une réponse inflammatoire
est observée et cette derniére est étroitement liée a l'induction de I'autophagie (Li et al., 2017,

Rodrigo et al., 2013).

Une étude récente a montré que dans les cellules de la lignée myéloide, I'autophagie joue un réle
crucial pendant l'ischémie cérébrale. Les souris ayant une déficience de I'autophagie dans ces
cellules présentent une inflammation exacerbée et prolongée, conduisant a un volume d'infarctus
plus important. La lésion initiale n’est cependant pas différente par rapport a des souris sauvages

(Kotoda et al., 2018).

Par ailleurs, la rapamycine, en augmentant |'autophagie, atténue le taux élevé de ROS et I'apoptose
des BMVECs suite & une OGD et a une occlusion de 'ACM. A l'inverse, I'inhibition de I'autophagie
favorise I'accumulation de ROS dans les BMVECs et la rupture de la BHE (Li et al., 2014).
Récemment, Dai et collaborateurs ont démontré que la sirtuine 3 protege du stress oxydatif en

induisant I'autophagie par la régulation de la voie AMPK-mTOR (Dai et al., 2017).

Un traitement anti-inflammatoire favorise également I'autophagie et la neuroprotection: la 2,4-
diamino-6-hydroxy-pyrimidine (DAHP) et le triptolide (TP), connus pour leur propriété anti-
inflammatoire, ont été utilisé comme prétraitement chez des souris ayant subi une occlusion de
I’ACM. Les molécules ont entrainé une augmentation de Beclinl et de Mcl-1 (Induced myeloid
leukemia cell differentiation protein) ainsi qu’une réduction de |'apoptose et du volume de
I'infarctus (Yang et al., 2015). Enfin, le resvératrol, connu pour ses propriétés anti-inflammatoires et
anti-oxydantes, renforce I'autophagie dépendante de la sirtuine 1 et protége contre
I'ischémie/reperfusion cérébrale (He et al., 2017). L’'ensemble de ces données démontre I'effet
protecteur dans I’AVC ischémique, de l'induction de I'autophagie par |'utilisation de molécules anti-

inflammatoires et anti-oxydantes.
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En revanche, il existe également des études sur les effets délétéres de I'autophagie associé au stress
oxydatif lors d'un AVC ischémique. En effet, dans les cultures de tranches d'hippocampe exposées a
une OGD, I'activation de 'autophagie contribue a la mort cérébrale. Dans cette étude, I'autophagie

est délétére en exacerbant le stress oxydatif (Lu et al., 2015).

VI. Le stress du réticulum endoplasmique et de l'autophagie dans I’AVC

ischémique

L’'homéostasie protéique, essentielle pour le bon fonctionnement et la survie de la cellule, est
principalement régulée par la voie UPR et I'autophagie. L'ischémie cérébrale est bien connue pour
induire une altération de la protéostasie (Wang and Yang, 2019) ainsi qu’une activation de

I"autophagie et du stress du réticulum endoplasmique via la voie UPR (Thiebaut et al., 2019).

Lors d’'un AVC ischémique, la dérégulation de I'hnoméostasie calcique dans le RE entraine une
altération de I'activité des chaperonnes et I'activation de I'UPR. Il a été montré dans de nombreux
modeles que l'ischémie cérébrale induisait un stress du RE (Thiebaut et al., 2019) responsable de
I'arrét de la traduction des protéines (Hayashi et al.,, 2003; Kumar et al., 2003). Ce mécanisme
implique I'activation de PERK (Li et al.,, 2005; Rissanen et al., 2006) qui phosphoryle le facteur
d'initiation de la traduction, elF2a, ce qui atténue la synthése de nouvelles protéines (Althausen et
al., 2001; Nakka et al.,, 2010). En outre, I'expression de CHOP est aussi augmentée lors d’'une
ischémie cérébrale (Hayashi et al., 2003; Osada et al., 2009; Qi et al., 2004). De la méme maniére, le
senseur IRE1 est activé dans le cortex cérébral de souris ayant subi une occlusion de I'ACM
(Morimoto et al., 2007; Tajiri et al., 2004). L'activation du troisi€me senseur, ATF6, reste aujourd’hui
peu décrit (Kumar et al., 2003; Rissanen et al., 2006). L’activation du stress du RE et de I'UPR dans
I'ischémie cérébrale est associée a une mort cellulaire (Benavides et al., 2005; Louessard et al.,
2017; Tajiri et al., 2004). En conséquence, l'inhibition du stress du RE semble étre une cible
thérapeutique potentielle pour diminuer la mort cellulaire induite par une ischémie cérébrale

(Louessard et al., 2017; Tajiri et al., 2004).

Comme nous I'avons vu, il existe des liens importants entre le stress du RE et I'autophagie. En outre,

le RE est une plateforme pour la formation des autophagosomes. Par ailleurs, le stress du RE, via
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I'activation des différentes branches de I'UPR, peut induire I'autophagie (voir Partie C.IV.2.d. Le

stress du réticulum endoplasmique).

Dans un modele murin d’occlusion de I’ACM, les marqueurs du stress du RE et de I'autophagie
augmentent, suggérant une double activation des deux processus (Feng et al., 2017). Lors de I'étude
de la protéostasie dans I'ischémie cérébrale, il semble donc important de préter attention aux deux

phénomeénes.

Certaines études démontrent également une action de l'autophagie sur le stress du RE. En effet,
I'inhibition de I'autophagie dans un modéle d’occlusion de ’ACM chez le rat modifie la réponse au
stress du RE et conduit a la stimulation de I'apoptose et a I'élargissement de l'infarctus cérébral
(Zhang et al., 2018). De méme, Carloni et collaborateurs montrent que I’activation de I'autophagie
induit une réduction du stress du RE et une meilleure protection aprés une hypoxie-ischémie
néonatale (Carloni et al., 2014). Une explication possible pourrait étre que CHOP induit la mort
cellulaire en inhibant I'autophagie (Lei et al., 2017). Cela a été démontré dans les cellules de
carcinome hépatocellulaire, ou un inducteur du stress du RE, la tunicamycine, augmente I'apoptose.
A l'inverse, une activation de I'autophagie diminue I'apoptose induite par le stress du RE (Lei et al.,
2017). Cependant, cette hypothése doit étre confirmée dans des neurones soumis a une

hypoxie/ischémie.

Enfin, il a été rapporté que le stress du RE provoquait la translocation des chaperonnes du RE a la
membrane plasmique. Grp78 est la chaperonne la mieux décrite pour ce mécanisme. En effet, en
cas de stress, Grp78 peut se retrouver a la surface de la cellule et agir comme un co-récepteur
(Gonzalez-Gronow et al., 2009), avec des rdles dans I'autophagie, le cancer et la neuroprotection
(Casas, 2017). Fait intéressant, au niveau de la membrane plasmique, Grp78 peut réguler
I'autophagie par au moins deux mécanismes: en activant la voie PI3K/Akt (Liu et al., 2013); et en
s'associant au récepteur a2-macroglobuline pour activer la signalisation mTOR (Misra and Pizzo,
2012). En condition d’OGD, Grp78 se trouve également a la surface neuronale et sa liaison au tPA
entraine une diminution de l'activation du stress du RE et une neuroprotection (Louessard et al.,

2017).

En résumé, lors d’'une ischémie cérébrale, le tPA ,d’une part, favorise la conversion du plasminogene

en plasmine et, d’autre part, diminue le stress du RE en interagissant avec Grp78 a la surface de la
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cellule (Louessard et al., 2017). Le rble du tPA sur l'autophagie durant I'AVC ischémique n’a
cependant pas encore été étudié. Par ailleurs, il a déja été montré qu’en condition d’OGD, le tPA
protégeait les neurones de la mort en activant I'axe mTORC1/p70S6k et en favorisant la capture du
glucose par les neurones via GLUT3 (Wu et al., 2012). De plus, Grummisch et collaborateurs ont
montré que le tPA favorise la survie des neurones primaires de maniére dépendante de mTOR et de
JAK (janus kinases)-STAT (signal transducers and activators of transcription), un systéme de
transduction de signal composé d'un récepteur trans-membranaire, couplé a une enzyme JAK et une
protéine STAT (Grummisch et al., 2016). En résumé, bien que le réle du tPA dans I'autophagie n’ait
pas été étudié, il a été montré qu’il était capable de moduler la signalisation mTOR, un axe

important dans la régulation de I'autophagie.
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De nombreuses études ont reporté une activation de I'autophagie dans les neurones et dans
les cellules gliales du parenchyme ischémié. Aujourd’hui, malgré I’évidence de son activation,
le role de I'autophagie dans I'ischémie cérébrale reste encore débattu.

Lors d’'un AVC ischémique, I'autophagie peut étre un mécanisme protecteur permettant la
clairance de la cellule notamment en dégradant les agrégats protéiques et les mitochondries
endommagées. Cependant, d’autres études démontrent un effet délétere de I'autophagie.
Par exemple, dans de nombreux modeéles animaux, suite a une occlusion de I'ACM,
I"activation de I'autophagie exacerbe la mort cellulaire et augmente le volume de Iésion. A
I'inverse, I'inhibition de I'autophagie semble diminuer les dommages cérébraux. De plus, les
animaux déficients pour certaines protéines Atg présentent des lésions ischémiques moins
importantes que les souris sauvages.

Cette différence pourrait s’expliquer par les modéles utilisés. Par exemple, une ischémie
modérée induirait une activation modérée de I'autophagie. Cette autophagie permettrait la
clairance des protéines agrégées et des organites endommagés dans les cellules du
parenchyme ischémié, protégeant ainsi les cellules de la mort. A I'inverse, dans des modéles
ou l'ischémie est trop sévere, I'activation de I'autophagie serait aberrante et induirait une
dégradation trop importante des protéines et des organites, provoquant la mort cellulaire.

Numerous studies have been reported on the activation of autophagy in neurons and glial
cells of ischemic parenchyma. Today, despite the evidence of its activation, the role of
autophagy in cerebral ischemia is still debated.

In ischemic stroke, autophagy is a protective mechanism allowing the clearance of the cell by
degrading damaged protein aggregates and mitochondria. However, other studies show a
deleterious effect of autophagy. For example, in many animal models, following occlusion of
the middle cerebral artery, activation of autophagy exacerbates cell death and increases
lesion volume. Conversely, inhibition of autophagy appears to reduce brain damage. In
addition, Atg knock out animals have less ischemic lesions than wild-type mice.

This difference could be explained by the different models used in the studies. For example,
moderate ischemia would induce moderate activation of autophagy. This autophagy allowed
the clearance of aggregated proteins and damaged organelles in ischemic parenchyma cells,
thus protecting the cells from death. Inversely, in models with severe ischemia, autophagy
activation would be aberrant and would induce too much degradation of proteins and
organelles, causing cell death.
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Projet de these

L'ischémie cérébrale induit une altération de la protéostasie qui se traduit par une activation de
I'autophagie et par un stress du RE via 'activation de la voie UPR. Bien que la thrombolyse soit
utilisée comme traitement dans la phase aiglie de I'AVC, son effet sur la protéostasie n’est pas
décrit. Ainsi, une étude réalisée au laboratoire, en 2017 a étudié I'effet du tPA sur le stress du RE

dans un modele d’OGD (Louessard et al., 2017).

L'étude “Activation of cell surface Grp78 decreases endoplasmic reticulum stress and neuronal

death” a montré que :

v Le tPA protége les neurones de la mort induite par I’OGD.
v L'effet du tPA est dépendant de son interaction avec Grp78 a la membrane plasmatique.

v Le tPA en interagissant avec Grp78 est capable de réduire le stress du RE via une diminution de

la phosphorylation d’eiF2a.

A l'instar du stress du RE, I'autophagie est activée lors de I’AVC ischémique, cependant, son role fait
I'objet d’un débat. Certains groupes reportent un effet délétere de I'autophagie alors que d’autres
groupes démontrent son rble protecteur. L'effet du tPA sur ce processus n’a pas encore été décrit a
ce jour. Néanmoins, des études ont démontré la capacité du tPA a protéger les neurones de la mort
en activant la voie mTOR (Grummisch et al., 2016; Wu et al., 2012). Wu et collaborateurs ont, par
exemple, montré, dans un modele in vitro d’AVC ischémique (I'OGD), que le tPA diminuait la mort
neuronale de type excitotoxique en activant mTOR. Le complexe mTORC1 activé favorise alors
I’'accumulation du facteur HIF1-a ainsi que la recapture du glucose via le transporteur GLUT3 (Wu et
al., 2012). De plus, la méme équipe a démontré en 2012 la capacité du tPA a activer AMPK en cas de
stress métabolique afin d’induire une recapture neuronale du glucose (Wu et al., 2013). De maniere
intéressante, ces études démontrent que le tPA est capable d’activer AMPK et mTOR, deux

protéines impliquées dans la régulation de I'autophagie.

Etant donné que I'autophagie est un processus important dans I'ischémie cérébrale et que le tPA est
couramment utiliser comme traitement dans la phase aiglie de I'AVC ischémique, mes travaux de

these visent a caractériser I’effet du tPA sur I'autophagie lors d’'une ischémie cérébrale.



m Projet de these

Pour atteindre cet objectif, des neurones primaires d’embryons de souris sont soumis durant 1
heure a une OGD. La période d‘OGD est suivie d’une période de réoxygénation durant laquelle

neurones sont remis en condition de normoxie.
Ainsi le projet de ma these est de répondre aux questions suivantes:

V" Est-ce que notre modéle d’OGD induit une activation de I'autophagie?

v Le tPA favorise-t-il ou inhibe-t-il 'autophagie? Si oui, quelles sont les voies impliquées?

v ’autophagie est-elle délétére ou protectrice dans notre modele?

Ces travaux ont donné lieu a la rédaction d’une publication : “The serine protease tPA protects

neurons from cerebral ischemia by decreasing autophagy via IGF-1R/PI3K/mTOR pathway” qui est

en cours de préparation.



“An unsuspected partner for IGF-1R decreases ischemia-induced

neuronal death by inhibiting autophagy”

La serine protéase tPA protége les neurones de I'ischémie en diminuant I'autophagie a travers

la voie d’IGF-1R/PI3K/mTOR.

L'ischémie cérébrale est une pathologie complexe impliquant une
cascade de mécanismes cellulaires qui conduisent, entre autres, a une augmentation de
I'autophagie dans les neurones. Bien que l'activation de I’autophagie dans I’AVC ischémique soit
aujourd’hui un fait avéré, le role de I'activateur tissulaire du plasminogéne (tPA ; médicament utilisé
dans la phase aiglie de I’AVC ischémique et neuromodulateur du systeme nerveux central) n’a
jamais été décrit. Le tPA est une sérine protéase initialement découverte dans le compartiment
vasculaire jouant un réle important dans la fibrinolyse. Mais le tPA est aussi exprimé dans le
parenchyme cérébral ou il intervient dans le systéme glutamatergique, la plasticité synaptique et la
survie neuronale. Ici, nous avons étudié I'effet moléculaire de I'activateur du plasminogéne de type

tissulaire (tPA, le médicament actif utilisé en clinique) sur lI'autophagie et la mort neuronale.

Nous avons utilisé un modeéle in vitro d'ischémie cérébrale consistant a
sevrer en oxygene et en glucose (OGD) puis a réoxygéner des neurones corticaux primaires murins

avec ou sans tPA.

Nous avons montré, dans un premier temps, que I'OGD induisait de I'autophagie via une
diminution de I'axe PI3K/Akt/mTORC1 ; ici I'autophagie est caractérisée par une augmentation de
LC3-1I (Light Chain 3-1) et une diminution du récepteur cargo p62. Nous avons ensuite étudié I'effet
du tPA sur l'autophagie induite par I'OGD. Nos résultats démontrent que le tPA protége les
neurones de la mort induite par I'OGD en réduisant I'autophagie via I'activation du récepteur du

facteur de croissance a l'insuline (IGF-1R, un récepteur tyrosine kinase) et de la voie PI3K/Akt/mTOR.

Ces résultats montrent que le tPA protéege les neurones de la mort cellulaire induite par

OGD en diminuant I'autophagie via I'axe IGF-1R/P13k/Akt/mTORC1.



An unsuspected partner for IGF-1R decreases ischemia-

induced neuronal death by inhibiting autophagy.

Running title: tPA inhibits neuronal autophagy through IGF-1R/PI3K/AKT/mTOR signalling.

Audrey M Thiebautl, Elodie Hedoul, Charlotte Lechevallierl, Yannick Hommetl, Laurent Lebouvierl,

Nicole Déglon2'3, Denis Vivien™*, Benoit D Roussel.

1- Normandy University, UNICAEN, INSERM, UMR-S U1237, Physiopathology and Imaging of Neurological
Disorders (PhIND), Caen, FRANCE

2- Department of Clinical Neurosciences, Laboratory of Neurotherapies and Neuromodulation, Lausanne
University Hospital (CHUV) and University of Lausanne (UNIL), 1011 Lausanne, Switzerland;

3- Neurosciences Research Center (CRN), Laboratory of Neurotherapies and Neuromodulation, Lausanne
University Hospital (CHUV) and University of Lausanne (UNIL), 1011 Lausanne, Switzerland.

4- CHU Caen, Caen University Hospital, Department of clinical research, Caen, France

Corresponding author: Dr Roussel Benoit: benoit.roussel@inserm.fr; +33231470213



mailto:benoit.roussel@inserm.fr

ABSTRACT

Cerebral ischemia is a complex pathology involving a cascade of cellular mechanisms, leading to the
deregulation of proteostasis and to neuronal death. Proteostasis refers to the equilibrium between
protein synthesis, folding, transport, and protein degradation. Two important pathways are
implicated in the regulation of proteostasis: the unfolded protein response (UPR) and autophagy.
While it is now accepted that cerebral ischemia induces ER stress, autophagy activation and cell
death, the effect of thrombolysis/energy recovery on proteostasis has been poorly described. Here,
we investigated the molecular effect of tissue-type plasminogen activator (tPA, the gold standard
thrombolytic agent for the acute phase of stroke) on autophagy and neuronal death. We used an in
vitro model of cerebral ischemia, consisting in an oxygen and glucose deprivation (OGD) followed by
reoxygenation, on murine primary cortical neurons with or without tPA. First, we reported that OGD
induced both autophagy and neuronal death through the decrease of PI3K/Akt/mTOR pathways.
Then, we investigated the effect of tPA on OGD-induced autophagy. We showed that tPA activates
Insulin Growth Factor Receptor (IGF-1R, a tyrosine kinase receptor) and recruits a PI3K/Akt/mTOR
pathway to inhibit neurotoxic autophagy. Furthermore, the inhibition of IGF-1R/PI3K/Akt/mTORC1
axis protects from OGD-induced neuronal death by decreasing autophagy. Altogether, these results
show that OGD induces a deleterious activation of autophagy, and that tPA protects neurons from

OGD-induced cell death by decreasing autophagy via an IGF-1R/P13k/Akt/mTOR pathway.

Key words: stroke, autophagy, tPA, IGF-1R, mTOR



INTRODUCTION

Worldwide, stroke is the second leading cause of death and the most frequent cause of permanent
disability in adults [21]. In 2016, there were 13.7 million new stroke cases, including 5.5 million
deaths and 116.4 million DALYs (disability-adjusted life-years) [21]. With the increased lifespan and
our modern lifestyle, stroke incidence will increase [12, 13]. Stroke can be subdivided into two main
categories, with ischemic stroke as the main type, and 15% of haemorrhagic stroke [21]. To date,
ischemic stroke can be acutely managed either by endovascular thrombectomy and/or by
pharmacological thrombolysis with tPA (tissue-type plasminogen activator) [48]. However, each
treatment has some limitations. Endovascular thrombectomy is restricted to large vessels occlusion
[4], while thrombolysis with tPA has a short therapeutic window, a low recanalization rate, and a
higher risk of haemorrhagic transformation [37, 48]. A better comprehension of ischemic stroke
pathophysiology is required to improve prevention, brain protection and repair following the

disease.

Ischemic stroke is a complex disease involving a cascade of cellular mechanisms, which deregulates
proteostasis and leads to cell death [49]. A key mechanism involved in proteostasis regulation is
autophagy [49]. Autophagy is a protein degradation/recycling system highly conserved in all
eukaryotes. Autophagy is mandatory to restore or maintain cellular homeostasis under nutrient
starvation and metabolic stress such as ischemic stroke [25, 49]. Three types of autophagy have
been described: chaperone-mediated autophagy, a selective lysosomal degradative pathway;
microautophagy, a non-selective pathway where cytoplasmic material is directly engulfed by
lysosomes; and macroautophagy the most common form of autophagy [25]. Macroautophagy is
characterized by the synthesis of a double-layered membrane structure called autophagosome-
containing cargo targeted for degradation. Autophagosomes then fuse with lysosomes to form
autolysosomes resulting in the degradation of their contents. As macroautophagy is the most

abundant form of autophagy, we will refer to as “autophagy” in this following.

The main autophagy-regulating pathway is mTOR (mechanistic target of rapamycin). Under
physiological conditions, mTORC1 (mTOR Complex1) is phosphorylated and associated with ULK1/2
(Unc-51 like autophagy activating kinase), allowing the phosphorylation of Atgl3 and ULK1/2. This
inhibits ULK1/2 kinase activity, leading to an inhibition of autophagy [22]. Under pathological



conditions, such as starvation or metabolic stress, mTORC1 is inactivated by dephosphorylation and
the ULK1/2 kinase activity is restored. Under ischemic conditions, AMPK (AMP-activated protein
kinase), the main energy-sensing kinase, is responsible for mTORC1 inactivation [11, 22, 24]. The
activated Ulk1/2 autophosphorylates and phosphorylates both FIP200 and Atg13, which in turn lead
to autophagy induction [24].

Stroke is well known to activate autophagy [49], with opposite consequences: a mild autophagy is
often neuroprotective, while an overactivation in time is deleterious [41]. The thrombolytic drug tPA
also displays opposite effects in the ischemic brain parenchyma (for review see [49]) and particpates
in proteostasis by decreasing ischemia-induced ER stress [31]. Remarkably, tPA has been shown to
increase neuronal survival in a JAK/STAT/mTOR-dependent manner [15] and tPA is involved in the
detection and the adaption to metabolic stress [55]. However, the impact on neuronal autophagy
and its consequences during cerebral ischemia have never been studied. Here, a RNAseq study
highlights neuronal autophagy as an important pathway activated by ischemia. Accordingly, we
found that autophagy is highly activated by both Erk and Akt pathways in an in vitro model of
cerebral ischemia, contributing to an increase of ischemic death. Finally, we demonstrate that tPA is
able to decrease autophagy by modulating the PI3K/Akt/mTORC1 pathway to mediate
neuroprotection, and we identify Insulin Growth Factor Receptor (IGF-1R) as a new receptor

implicated in autophagy modulation and tPA’s interactions.



MATERIAL AND METHODS

Reagents

Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), poly-D-lysine, cytosine B-d-arabinoside, foetal bovine
serum, horse serum, D-glucose, tween-20, phosphatase inhibitor cocktail, protease inhibitor
cocktail, Triton-100X paraformaldehyde, Picropodophyllotoxin (PPP), Wortmannin, Akt1/2 kinase
inhibitor (A6730) and TRI reagent were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).
Glutamine, laminin, glucose-free DMEM and Pierce ECL Plus were purchased from Fisher (lllkirch-
Graffenstaden, France); AG1478 (N-(3-Chlorophenyl)-6,7-dimethoxy-4-quinazolinanine
hydrochloride) and Chloroquine were from Tocris (Bristol, UK); bicinchoninic acid assay (BCA Protein
Assay kit) from Pierce (Rockford, IL, USA); human recombinant tPA (rtPA actilyse) from Boehringer
Ingelheim (Pacé, France); and Erk1/2 inhibitor (SCH772984) from Selleckchem (Souffelweyersheim,

France).

Neuronal cell cultures

Primary cultures of cortical neurons were prepared from foetal mice (embryonic day 14) as
previously described [42]. Briefly, cells were cultured on individual glass bottom Petri dishes
(MatTek Corporation, Ashland, MA, USA) or 24-well plates, previously coated with poly-d-lysine
(0.1 mg/ml) and laminin (0.02 mg/ml), in DMEM supplemented with 5% foetal bovine serum, 5%
horse serum and 1 mM glutamine. Cultures were maintained at 37 °C in a humidified 5% CO,
atmosphere. Cytosine B-D-arabinoside (10 uM) was added after 3 days in vitro (DIV) to inhibit glial

proliferation in the 24-well plates.

Oxygen and glucose deprivation (OGD)

Neuronal cultures (12 DIV) were subjected for various times to OGD in a hypoxic chamber (IN VIVO2
500; Ruskinn, AWEL International, Blain, France) programmed at 0.2% 0,, 5% CO, and 37 °C in
glucose/serum-free deoxygenated DMEM. For reoxygenation, media were switched to oxygenated
DMEM completed with D-glucose (4.5 mg/I) under normoxic conditions. Controls were subjected to

sham washes.



Neuronal death

Neuronal death was quantified 4 h after reoxygenation by measuring the lactate dehydrogenase
(LDH) activity released from damaged cells into the bathing medium with a cytotoxicity detection kit

(Roche Diagnostics, Meylan, France).

RNA sequencing

Three RNA-seq libraries per population (three biological replicates) were prepared using the TruSeq
Stranded mRNA sample Prep kit (lllumina) and sequenced on an lllumina GAlIx sequencer as 75 bp
paired reads by Hybrigenics-Helixio (Clermont-Ferrand, France). Samples were quantified with Qubit
2.0 Fluorometer (Thermo Scientific) and checked with Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific).
Libraries were prepared with three kits: NEBNext Ultra Il Directional Library prep Kit (New England
Biolabs), NEBNext Poly(A) mRNA Isolation Module (New England Biolabs) and NEBNext Multiplex
Oligos (New England Biolabs). Sequencing was done with NextSeq 500 (lllumina). Data were

processed with Bcl2fastq (lllumina). Raw data were checked with FastQC (Babraham Institute).

Reads were mapped on reference genome (GRCm38, release 91) with TopHat
(https://ccb.jhu.edu/software/tophat) and differential expression analysis is done with Cuffdiff
(Cufflinks suite, https://github.com/cole-trapnell-lab/cufflinks). It performs tests between supplied
conditions. FPKM values were calculated for each transcript in each sample (geometric library
normalization, pooled dispersion method). It uses the reference annotation GTF file (GRCm38,

release 91) and quantitates the expression values and differential regulation across BAM files.

CummeRbund (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/cummeRbund.html) R

package is designed to process global statistics and quality control.

Immunocytochemistry

After a brief wash in PBS, neuronal cultures grown on glass bottom Petri dishes were fixed during
5 min in 0.1 M PBS containing 4% paraformaldehyde and 5% sucrose. After PBS washes, cells were
blocked for 1 h in PBS-Tween20 0.1% containing 2% BSA and then incubated overnight at 4 °C in
blocking buffer containing primary antibodies (chicken anti-GFP, 1/1000 abcam ab13970; mouse
anti-NeuN 1/800 Millipore MAB377). Primary antibodies were revealed using FITC or Alexa647-



coupled secondary F(ab’)2 (1 :800; Jackson ImmunoResearch). Confocal laser-scanning microscopy

was performed using a Leica SP5 confocal microscope (Leica Microsystems SAS).

Immunoblotting

Cells were dissociated in ice-cold TNT buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.5% Triton X-
100; phosphatase and protease inhibitors cocktails) and centrifuged (12,000 g, 4 °C, 15 min). Protein
concentration was measured by BCA Protein Assay method, before migration on a SDS-PAGE gel
(Bio-rad, Marnes-la-Coquette, France) and a transfer onto a polyvinylidene difluoride membrane.
Membranes were blocked with PBS+0.1% tween-20, 5% milk and incubated overnight at 4 °C in
blocking buffer containing primary antibodies. The following primary antibodies and dilutions were
used: rabbit mTOR (1/1000, Cell Signalling #2983; Ozyme, Montigny-le-Bretonneux France), rabbit
anti-phospho mTOR Ser?*® (1/1000; Cell Signalling #2971), rabbit anti-Phospho-mTOR Ser?*®!
(1/1000; Cell Signalling #2974), rabbit anti-Akt (1/1000; Cell Signalling #9272), rabbit anti-phospho
Akt Ser*” (1/1000; Cell Signalling #9271), rabbit anti-ULK1 (1/1000; Cell Signalling #8054), rabbit
anti-phospho ULK1 Ser”’ (1/1000; Cell Signalling #6888), rabbit anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) (1/1000;
Cell Signalling #9102), rabbit anti-phospho p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr’®/Tyr*®) (1/1000; Cell
Signalling #9101), mouse anti-SQSTM1/p62 (1/1000, abcam ab56416; Cambridge United Kingdom),
rabbit anti-LC3B (1/1000; Sigma-Aldrich L7543), rabbit BECN1 (H-300) (1/1000; Santa-Cruz sc11427;
Heidelberg, Germany). Membranes were then incubated with the corresponding peroxidase-
conjugated secondary antibodies (1/25000-50000; Sigma-Aldrich) in blocking buffer, and visualized

with an enhanced chemiluminescence Pierce ECL Plus kit.
Lentivirus

The pGFP-LC3 was obtained from [23] and cloned in the pENTR4 entry vector (Invitrogen). The GFL-
LC3 was then transferred with the LR clonase recombination system in the SIN-cPPT-PGK-gateway
vector-WPRE [8] to generate the SIN-cPPT-PGK-GFP-LC3-WPRE plasmid. The lentiviral vector was
produced in 293T cells with a four-plasmid system, concentrated by ultracentrifugation and
resuspended in phosphate-buffered saline (PBS)/1% bovine serum albumin (BSA) as previously

reported [17].



RESULTS

Autophagy pathways are increased by oxygen and glucose deprivation in neurons.

We performed a RNAseq experiment followed by an enrichment pathways analysis (Helixio, Saint-
Beauzire, France) on neurons subjected (OGD,eey) or not (Ctrl) to 1 hour of OGD followed by 4 hours
of reoxygenation (OGD,eox) in the presence or not of tPA (300nM). In total 5383 genes are
differentially expressed in the Ctrl versus OGD,co condition, 5126 in the Ctrl versus OGD,eox + tPA
condition and 229 in the OGD,eo Versus OGD,.x + tPA condition (Figure 1A). The enrichment
pathway analysis (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; KEGG analysis) shows 33 pathways
differentially expressed between Ctrl / OGDycox / OGDyeox + tPA (Table 1). Among them, 5 are linked
to OGD,cox Or hypoxia/ischemia (Table 1 in red) and 9 are linked to autophagy (Table 1 in green).
There seems to be logic in the signalling pathways, as mTOR pathway is the leading regulator of
autophagy, and PI3K/Akt and MAPK pathways are upstream regulators of the mTOR pathway. When
focusing on these autophagy pathways in each condition, 98 genes are deregulated for PI3K-Akt
pathway under OGD,., condition compared to ctrl (Figure 1B), 95 genes in the MAPK pathway
(Figure 1C), 57 genes in the mTOR pathway (Figure 1D) and 50 genes in the autophagy pathway
(Figure 1E). When tPA is present during OGD,co, only 83 genes are deregulated in the PI3K-Akt
pathway compared to Ctrl (Figure 1B), 80 in the MAPK pathway (Figure 1C), 53 in the mTOR pathway
(Figure 1D) and 47 in the autophagy pathway (Figure 1E). Furthermore the presence of tPA during
OGD,eox modifies the expression of 15 genes in the PI3K-Akt pathway compared to OGD, ., condition
(Figure 1B), 5 in the MAPK pathway (Figure 1C), 1 in the mTOR pathway (Figure 1D) and 1 in the
autophagy pathway (Figure 1E). The results also show that, in OGD,o condition with or without tPA,
genes are both up-regulated and down-regulated in these four pathways compared to Ctrl (Figure
1F, 1G). Interestingly, the presence of tPA during OGD,.o induces the up-regulation of genes in PI3K-
Akt and the MAPK pathway and the down-regulation of TSC1, an inhibitor of mTOR and autophagy
(Figure 1H, 1G). Altogether these results show that autophagy and pathways leading to autophagy

are strongly affected during OGD,.ox, and it seems that tPA is able to decrease these deregulations.
tPA decreases OGD-induced autophagy in cortical neurons.

To confirm the pathway analysis, we studied autophagy in cortical neurons subjected to OGDyoy in

the presence or not of tPA (Figure 2A). We studied the autophagic flux by measuring the levels of



both LC3-Il (recruited to autophagosomal membranes) and p62 (autophagosome cargo protein that
targets other proteins and organites for degradation in autolysosomes). As shown by western blots,
the level of LC3-Il increases following OGD,eo (106.7% increase compared to Ctrl; Figure 2B),
reflecting an increase of autophagosome formation, while the level of p62 decreases (66.5%
reduction compared to Ctrl; Figure 2C), reflecting an increase of degradation within autolysosomes.
This increase of autophagic flux following OGD,y is also confirmed by the use of lentivirus
expressing LC3-GFP in neurons (Figure 2D, and quantifications Figure 2E), where puncta of LC3-GFP
are increased in OGD,, conditions (Figure 2E). This is also confirmed by the mean fluorescence

intensity of LC3-GFP (143.9% increase compared to Ctrl; Figure 2E).

Interestingly, as suggested by the RNAseq analysis, tPA treatment decreases OGD,eq-induced
autophagy. tPA decreases the number of autophagosomes as shown by LC3-1l western blots (42.4%
reduction compared to OGD,.o,; Figure 2B). By using GFP-LC3 lentivirus, we also show a decrease of
LC3-GFP puncta following tPA treatment (figure 2D), confirmed by the mean fluorescence intensity
(40.1% reduction compared to OGD,.,; Figure 2E). This demonstrates that tPA decreases
autophagosome formation in neurons following OGD,e. During OGDreox, tPA also decreases
organites/proteins degradation in autolysosomes as shown by the increase of p62 (71.6% increase
compared to OGD,.,,; Figure 2C). Several doses of tPA have been tested (from 0.3 to 300nM): only
the high dose of tPA is able to inhibit both autophagosome formation and organites/proteins
degradation induced by OGD,¢. (Figure 2F, 2G). However, the lowest dose of tPA (0.3nM) decreases
autophagosome formation as shown by LC3-Il western blot (27.7% reduction compared to OGD¢ey;

Figure 2F), but has no effect on p62 levels.
OGD-induced autophagy is dependent of the mTOR pathway.

Two main signalling pathways lead to autophagy initiation: Beclin-1 and mTOR pathways [22, 43]. To
study how neuronal autophagy is induced under OGD,.o, We controlled the level of phosphorylated
MTOR. mTOR is a large multidomain protein that exists in two multiprotein complexes: mTORC1
(mTOR complex 1) associated to Raptor, and mTORC2 (mTOR complex 2) associated to Rictor [6].
MTORC1 blocks the initiation of autophagy: when phosphorylated, it inhibits ULK1 complex kinase

7

activity by phosphorylating ULK1 Ser’”. ULK1 is a protein needed in the early steps of

autophagosome biogenesis [22]. Conversely, when mTORC1 activity is low, under metabolic stress



for example, ULK1 Ser” is dephosphorylated and ULK1 complex kinase activity is restored,
conducing to autophagy activation [22, 24]. Here, we measured the levels of phosphorylated
mTORC1 (Ser®**%; p-mTORC1) following OGD;,eo (Figure 3A). We observe a decrease in p-mTORC1
under OGD,ox (62.4% reduction compared to Ctrl; Figure 3A) reflecting an increase of autophagy, as

observed in Figure 2. OGD oy also leads to a decrease of p-ULK1 (Ser757)

(57.8% reduction compared
to Ctrl; Figure 3B). During OGD,eox, tPA prevents the decrease of p-mTORC1 (95.5% increase
compared to OGD,e.; Figure 3A) and p-ULK1 decrease (82% increase compared to OGD,eoy; Figure
3B), as shown by western blot analysis. Thus, it reinforces the fact that tPA prevents OGD-induced

autophagy.

It is interesting to note that OGD,..y also induces a drop in the phosphorylation of mTORC2 (67.7%
reduction compared to Ctrl; Figure 3C). However, the effect of tPA on p-mTORC2 seems weaker
than its effect on p-mTORC1 as tPA partially prevents the drop of phosphorylation (58.2% increase

compared to OGD,x; Figure 3B).

Beclinl is another signalling pathway able to promote autophagy [25, 43]. We then checked if the
level of Beclinl was impacted or not by OGD,eo. Our western blot analysis shows that levels of
Beclinl are not affected by OGD,cox Or by tPA (Figure 3D), suggesting that only mTORC1 is implicated
in the induction of autophagy during OGDoy.

tPA decreases OGD-induced autophagy through the PI3K/Akt pathway.

mTORC1 is phosphorylated under the control of 2 pathways: Erk and PI3K/Akt [7, 18]. A decrease of
both Erk and Akt have been previously demonstrated in several stroke models, both in vivo and in
vitro [30]. Here, we confirm that OGD,. leads to a decrease of both p-Erk (71.2% reduction
compared to Ctrl; Figure 4A) and p-Akt (64% reduction compared to Ctrl; Figure 4B). This is in line
with our previous observations showing that OGD,.. leads to autophagy activation by inhibiting
mTORC1 (Figure 2 and 3). Interestingly, when tPA is present in the media, the decrease of both p-Erk
and p-Akt are partially reversed (68.1% increase compared to OGD,.,; and 83.5% increase

compared to OGD,eox; Figure 4A and 4B).

To establish a link between tPA and autophagy pathways, we used pharmacologic inhibitors of both

Erk and Akt signalling: SCH772984 [36] and A6730 [58] respectively. As expected during OGD,eoy,



SCH77 alone (5 pM) does not modify the increase of autophagic flux as shown by the unchanged
levels of increased LC3-1l (non-significant compared to OGD,o,; and 99.6% increase compared to
Ctrl; Figure 4C) and the unchanged levels of p62 degradation (non-significant compared to OGDeox;
and 48.4% reduction compared to Ctrl; Figure 4F). When added with tPA, SCH77 reverses neither
the drop of LC3-Il (non-significant compared to tPA; and 41.5% reduction compared to OGDeqy;
Figure 4D), nor the increase of p62 (non-significant compared to tPA; and 38% increase compared to

OGD;,¢oy; Figure 4D).

Regarding Akt signalling, A6730 alone (10 uM) has no effects on both LC3-Il (non-significant
compared to OGD,eo; and 77.7% increase compared to Ctrl; Figure 4E) and p62 (non-significant
compared to OGD,e.; and 66.7% decreased compared to Ctrl; Figure 4F) during OGD,o. However
when added with tPA, A6730 reverses the decrease of LC3-Il (23.8% increase compared to tPA
alone; and non-significant compared to OGD,co; Figure 4E). Moreover, A6730 also reverses the
increase of p62 induced by tPA during OGD . (46.6% reduction compared to tPA alone; and non-
significant compared to OGD,..,; Figure 4F). Taken altogether, these data suggest that OGD, . leads
to the decrease of both p-Erk and p-Akt, leading to p-mTORC1 inhibition and autophagy activation
during OGDyeox. While tPA decreases autophagy through mTORC1 activation by its capacity to
prevent the drop of p-Akt.

This hypothesis is supported by the use of Wortmannin (Wort, 250 nM) a broad PI3K inhibitor. Our
results demonstrate that Wort by itself does not modify autophagy flux as shown by the unchanged
levels of increased LC3-1l (non-significant compared to OGD,o,; and 91.1% increase compared to
Ctrl; Figure 4G) and the unchanged levels of p62 degradation (non-significant compared to OGDeox;
and 61.6% reduction compared to Ctrl; Figure 4H). In the presence of tPA, Wort almost reverses the
decrease of LC3-Il (31.2% increase compared to tPA alone, p=0.051; and non-significant to OGDecx;
Figure 4G) and almost restores the degradation of p62 (26.8% reduction compared to tPA alone,
p=0.055; and non-significant compared to OGD,.o; Figure 4H); thus reinforcing the implication of

the PI3K/Akt pathway in the effect of tPA on mTORC1 and autophagy.
tPA decreases OGD-induced PI3K/Akt signalling through IGF-1R receptor.

We and others have already shown that tPA can activate PI3K/Akt signalling through various

receptors [1, 10, 29]. Here, we identified IGF-1R (insulin-like growth factor 1 receptor), a tyrosine



kinase receptor, as the effector of tPA’s effects during OGD,cox in neurons. We used cyclolignan
picropodophyllin (PPP) as a selective inhibitor of the receptor tyrosine kinase activity of IGF-1R [9].
In neurons subjected to OGD,e.x conditions, PPP (100 nM) slightly exacerbates the decrease of p-Akt
(68.5% reduction compared to Ctrl; and 32.3% reduction compared to OGD,..y; Figure 5A). However,
PPP has no effects by itself on mTORC1 (non-significant compared to OGD,..; and 37.5% reduction
compared to Ctrl; Figure 5B) and on autophagic flux, including LC3-Il conversion (non-significant
compared to OGD,co; and 84.6% increase compared to Ctrl; Figure 5C) and p62 degradation (non-

significant compared to OGD,¢.y; and 61.5% reduction compared to Ctrl; Figure 5D).

The strongest effect of PPP is in the presence of tPA, where it counteracts its effects on autophagy.
Indeed, in the presence of PPP, tPA does not longer induce Akt signalling under OGD, o conditions
(55.2% reduction compared to tPA alone; Figure 5A). PPP also prevents from tPA to inhibit
autophagy pathway, as shown by the lower phosphorylation level of mTORC1 (31.1% reduction
compared to tPA alone; and no significant compared to OGD,..; Figure 5B). This is also observed on
the autophagic flux where LC3-II conversion is reversed (34.2% reduction compared to tPA alone;
and non-significant compared to OGD,; Figure 5C) and p62 degradation is restored (34.4%
reduction compared to tPA alone; and non-significant compared to OGD,,; Figure 5D) in the

presence of tPA and PPP.

As tPA is also able to activate EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) [5, 27, 39], a tyrosine kinase
receptor promoting PI3K/Akt signalling, we tested the ability of AG1478 (an EGFR inhibitor) to
prevent the effects of tPA on neuronal autophagy during OGD,cox. AG1478 alone reverses LC3-
conversion induced by OGDex (43.5% reduction compared to OGD, and non-significant
compared to Ctrl; Figure 5E) but has no effect on p62 level (non-significant compared to OGD,eox;
and 54.4% reduction compared to Ctrl; Figure 5F). Unlike PPP, AG1478 is not able to reverse the
inhibition of autophagic flux induced by tPA. When EGFR activity is blocked, tPA can always decrease
LC3-1l conversion (non-significant compared to tPA alone; and 23.7% reduction compared to
OGDycox; Figure 5E) and increase p62 level (tPA+AG1478: non-significant compared to tPA alone;

65.9% increase compared to OGD,..,; Figure 5F).

Taken altogether, our data show that tPA mediates its effects on autophagy through its ability to
activate PI3K/Akt/mTORCI1 signalling via IGF-1R.



tPA protects neurons from cell death by decreasing autophagy through IGF-1R/PI3k/Akt/mTORC1.

It is well known that OGD,, induces neuronal death by several mechanisms, including necrosis,
apoptosis, ER stress and autophagy [31, 49, 56]. The use of Chloroquine, an inhibitor of autophagy
preventing the fusion between autophagosomes and lysosomes, supports the idea that autophagy is
deleterious in OGDeox. Our results show that autophagy inhibition with different dose of
Chloroquine protects neurons from OGD-induced cell death in a dose dependent manner
(Chloroquine 50 uM: 14.7% reduction of cell death compared to OGD,o,; Chloroquine 100 puM:
19.4% reduction of cell death compared to OGD,eo; Chloroquine 200 uM: 33.5% reduction of cell
death compared to OGD,eo; Figure 6A). Like Chloroquine, tPA protects neurons from OGD eox-
induced neuronal death (a mean of 17.2% reduction of cell death compared to OGD,ox; Figure 6B-E).
This, combined to our previous results support the hypothesis that tPA protects neurons from

autophagy-induced cell death.

Like we show in Figure 4, tPA decreased-autophagy is independent of p-Erk. As expected, Erk
inhibition by SCH77 does not reverse the neuroprotection induced by tPA (tPA+SCH77 versus tPA :
45.1% of cell death versus 49.7% of cell death, non-significant; Figure 6A and 6B). However,
Wortmannin (Wort), a PI3K inhibitor, reverses the effect of tPA on neuronal death (tPA+Wort versus
tPA: 37.3% of cell death versus 27.6% of cell death; tPA+Wort versus OGD,eox: 37.3% of cell death
versus 42.4% of cell death, non-significant; Figure 6C). Akt inhibition with A6730 also reverses tPA-
induced neuroprotection (tPA+A6730 versus tPA: 43.1% of cell death versus 29.3% of cell death;
tPA+A6730 versus OGDyeoy: 43.1% of cell death versus 46.2% of cell death, non-significant; Figure
6D). These results confirm the idea that tPA protects neurons through PI3K/Akt.

Interestingly, PPP partially reverses the neuroprotection mediated by tPA (tPA+PPP versus tPA:
56.9% of cell death versus 44.6% of cell death; tPA+PPP versus OGDcox: 56.9% of cell death versus
62.9% of cell death; Figure 6B). Altogether these results show that tPA mediated neuroprotection
and autophagy decreased through IGF-1R/PI3K/Akt/mTORC1 pathway.



DISCUSSION

In this study, we demonstrate that autophagy and its upstream pathways are strongly activated in
neurons in an in vitro model of cerebral ischemia: oxygen and glucose deprivation followed by
reoxygenation (ODG,eey). We show that OGD,eox provokes a drop of both Erk and Akt signalling,
leading to a decrease of phosphorylation of mMTORC1, a key inhibitor of autophagy. Autophagy has
often been associated with cell death during cerebral ischemia [49, 51, 53], here we confirm in vitro
that OGD,-induced autophagy is deleterious in neurons. Interestingly, the serine protease tPA
decreases autophagy through IGF-1R activation and mTORC1 phosphorylation to promote

neuroprotection.

We identified autophagy and its upstream pathways by RNA sequencing in neurons subjected or not
to OGD,eox and in the presence or not of tPA. It was first reassuring to see that clearly known
OGD,eox-induced pathways were identified (table 1). Indeed, the AMPK pathway is the energy
sensor, activated under low-energy level condition [11, 24]. The HIF1 pathway is the oxygen sensor
activated under low-oxygen level condition [19, 57]. The GABAergic and glutamatergic synapse
pathways are linked to excitotoxicity with a decrease of the GABAergic inhibitor system and an
increase of the glutamatergic activator system [35, 45, 54]. The calcium-signalling pathway is often
considered as the death mediator during ischemia [2, 3, 46]. On the other side, 9 out of 33 impacted
pathways relate to autophagy (Table 1). The central regulating element mTOR pathway is modified
by OGD,cox and interestingly both upstream pathways (MAPK, P13K/Akt) and downstream pathways

(apoptosis, lysosome) are also deregulated.

We validated the RNA sequencing analysis by using different pharmacological approaches and
western blot analysis. We found that under OGD,¢. conditions, tPA is able to decrease autophagy by
increasing the phosphorylation of mTORC1, through an increase of the PI3K/Akt pathway.
Interestingly at a dose of 300 nM, tPA is able to decrease LC3-1l and to increase p62 under OGD ey
condition. This means that only the highest dose of tPA tested decreases the degradation into
autolysosomes (i.e. fusion between autophagosome and lysosome). That were already described
that at this dose tPA has neuroprotective effect after OGD [27, 32] or NMDA treatment [32, 38].
However, this is the first time that we described a role of tPA on autophagy while, Wu and

colleagues has described that tPA can protect neurons from ischemia through mTOR [56].



Our data show that Beclinl is not involved in OGD,¢q-induced autophagy (Figure 3D). Only mTORC1
is drastically decreased, leading to the activation of autophagy. It has already be shown that
autophagy can be induced independently from Beclinl [33, 44], interestingly this form of autophagy
is associated to cell death [47, 59]. OGD,ox also decreases the phosphorylation of mTORC2. mTORC2
is characterized by the binding of mTOR to Rictor, which activates and phosphorylates Akt at Ser?”
to promote cell survival [16, 20]. Thus, Akt also mediates mTORC1 signalling; mTORC2 could then
indirectly activate mTORC1 through Akt. Here tPA slightly increases the phosphorylation of mTORC2

(Figure 3C), and could then participate to the neuroprotection observed during OGD¢ex.

We also identified IGF-1R as the receptor responsible for the decrease of autophagy activation,
through the phosphorylation of mTORC1, when treated with tPA. The natural ligand of IGF-1R is IGF-
1 (insulin-like growth factor 1), that has been shown to be neuroprotective in many models of stroke
[26]. Similarly, injection of circulating IGF-I is able to mediate neuroprotection in a rat stroke model,
validating IGF-1R has an interesting target [14]. Our data demonstrate that IGF-1R reduces a
deleterious activation of autophagy during stroke. It is well known that IGF-1R regulates autophagy
through the PI13K/Akt/mTOR pathway [28, 50, 52]; but it has always been linked to the action of IGF-I
on its receptor. Here we show that the serine protease tPA is able to mediate the activation of IGF-

1R/PI3K/Akt/mTOR to decrease autophagy and subsequent neuronal death.

In non-stressed postnatal neurons, tPA has been shown to promote survival mainly by activating the
MTOR cascade but without being linked to autophagy [15]. In this study, as neurons are not
stressed, there is no reasons to have an (over)activation of autophagy. However, autophagy is not
the only target of mTOR. Indeed, mTOR drives many pathway including HIFla, lipid synthesis and
glucose synthesis (for review [40]). As our experimental procedures include hypoxia and glucose
privation, we cannot exclude the fact that tPA, by activating mTOR signalling, promotes HIF1a and
glucose synthesis to mediate its neuroprotection. This is confirmed by a study showing that under
hypoxic conditions, tPA promotes neuronal glucose uptake under the control of mTOR signalling
[56]. However, the use of chloroquine in our study (Figure 6) demonstrate a real implication of
autophagy in neuronal death, as it inhibits the fusion between autophagosomes and lysosomes, but

not mTOR signalling [34].



Overall, we describe here a clear deleterious effect of neuronal autophagy overactivation in a model
of ischemia. More importantly, we show that the neuromodulator tPA can activate the IGF-1R,
leading to PI3K/Akt signalling and mTOR phosphorylation to decrease the autophagic flux and its
toxic effects. Our study demonstrate a new function of the serine protease tPA and highlight the
IGF-1R/PI3K/mTOR pathway as a potential therapeutic pathway to decrease autophagy in cerebral

ischemia.
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LEGENDS

Table 1: RNAseq pathway analysis of neurons subjected or not to OGDreox +/- 300nM tPA.
Pathways were analysed following the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG pathway).
Pathways linked to OGDreox or ischemia/hypoxia are highlighted in red; pathways linked to
autophagy are highlighted in green.

Figure 1: Autophagy pathways are increased by oxygen and glucose deprivation in neurons.

(A) Venn Diagram of the comparison of differentially expressed genes in neurons subjected or not to
OGD,eox With and without tPA (300nM) (data are represented as number of differentially regulated
gene in OGDyeoy VS Ctrl; OGDyeoyx + tPA vs Ctrl and OGD,eoy + tPA vs OGD,eoy; N=4 from 12 different
experiments). (B) Venn Diagram of the comparison of differentially expressed genes for PI3K-Akt
signalling pathway in neurons subjected or not to OGD e With and without tPA (300nM) (data are
represented as number of differentially regulated gene in OGD,eox Vs Ctrl; OGD,eox + tPA vs Ctrl and
OGDyeox + tPA vs OGDycox; N=4 from 12 different experiments). (C) Venn Diagram of the comparison
of differentially expressed genes for MAPK signalling pathway in neurons subjected or not to OGD,oy
with and without tPA (300nM) (data are represented as number of differentially regulated gene in
OGDyeox VS Ctrl; OGDyeox + tPA vs Ctrl and OGD,eox + tPA vs OGDieox; N=4 from 12 different
experiments). (D) Venn Diagram of the comparison of differentially expressed genes for mTOR
signalling pathway in neurons subjected or not to OGD,eox With and without tPA (300nM) (data are
represented as number of differentially regulated gene in OGD,eox Vs Ctrl; OGD,eox + tPA vs Ctrl and
OGDyeox + tPA vs OGDeox; N=4 from 12 different experiments). (E) Venn Diagram of the comparison
of differentially expressed genes for Autophagy signalling pathway in neurons subjected or not to
OGD,eox With and without tPA (300nM) (data are represented as number of differentially regulated
gene in OGD,gox VS Ctrl; OGD,eox + tPA vs Ctrl and OGD oy + tPA vs OGD,eox; N=4 from 12 different
experiments). (F) Bar graphs depicting the number of gene changes in OGD,o, Vs Ctrl for PI3K-Akt,
MAPK, mTOR and Autophagy signalling, with colour coding indicating if genes are down-regulated
(red), up-regulated (green) or non-regulated (white). (G) Bar graphs depicting the number of gene
changes in OGD,co + tPA vs Ctrl for PI3K-Akt, MAPK, mTOR and Autophagy signalling, with colour
coding indicating if genes are down-regulated (red), up-regulated (green) or non-regulated (white).

(F) Bar graphs depicting the number of gene changes in OGDycox + tPA vs OGD,eox for PI3K-Akt, MAPK,



mTOR and Autophagy signalling, with colour coding indicating if genes are down-regulated (red), up-

regulated (green) or non-regulated (white).
Figure 2: tPA decreases OGD-induced autophagy in cortical neurons

(A) Schematic representation of in vitro ischemic model consisting in 1h of OGD followed by 4h of
reoxygenation (OGD,eox), On 12 days old murine primary cortical neurons in the presence or not
treatments. (B) Ratio between LC3-ll and actin; and representative western blot of neurons
subjected or not to OGD,cox With and without tPA (300nM) (data are represented as mean#S.E.M.
n=5 independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to OGD,cox; Mann—
Whitney test). (C) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of neurons
subjected or not to OGD,cox With and without tPA (300nM) (data are represented as mean#S.E.M.
n=6 independent experiments; ##: p<0.01 and #: p<0.05 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to
OGD,eox; Mann—Whitney test). (D) Representative immunostaining against GFP (in green) and NeuN
(in blue) of cultured neurons transduced with LC3-GFP lentivirus, and subjected or not to OGD e
+300 nM tPA. (E) Corresponding mean fluorescence intensity of LC3-GFP (data are represented as
meanS.E.M. n=7 for Ctrl; n=9 for OGDeox; N=9 for OGD,cox + tPA; from 4 independent experiments;
HiH#: p<0.001 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to OGD,cox; Mann—Whitney test). (F) Ratio
between LC3-Il and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGD ey in
the presence of tPA 0 to 300nM (data are represented as meantS.E.M. n=5 independent
experiments; ##: p<0.01 and #: p<0.05 compared to Ctrl; **: p<0.01 and *: p<0.05 compared to
OGD,eox; Mann—Whitney test). (G) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of
neurons subjected or not to OGD e in the presence of tPA 0 to 300nM (data are represented as
meanS.E.M. n=6 independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; **: p<0..01 compared to

OGDyeox; Mann—Whitney test).
Figure 3: OGD-induced autophagy is dependent of the mTOR pathway

(A) Ratio between p-mTORC1 (Ser’**®) and mTOR total; and representative western blot of neurons
subjected or not to OGD,cox With and without tPA (300nM) (data are represented as mean#S.E.M.
n=6 independent experiments; ##: p<0.01 and #: p<0.05 compared to Ctrl; **: p<0.01 compared to
OGDyeox; Mann—Whitney test). (B) Ratio between p-ULK1 (Ser757) and ULK1 total; and representative

western blot of neurons subjected or not to OGDex With and without tPA (300nM) (data are



represented as meantS.E.M. n=4 independent experiments; #: p<0.05 compared to Ctrl; *: p<0.05

compared to OGDyeox; Mann—Whitney test). (C) Ratio between p-mTORC2 (Ser**®!

) and mTOR total;
and representative western blot of neurons subjected or not to OGD,., With and without tPA
(300nM) (data are represented as meanzS.E.M. n=6 independent experiments; ##: p<0.01
compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to OGD,eox; Mann—Whitney test). (D) Ratio between Beclinl
and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGD e, With and without

tPA (300nM) (data are represented as meanzS.E.M. n=6 independent experiments; Mann—Whitney

test)
Figure 4 : tPA decreases OGD-induced autophagy through the PI3K/Akt pathway

(A) Ratio between p-Erk 1/2 and Erk total; and representative western blot of neurons subjected or
not to OGD,ex With and without tPA (300nM) (data are represented as mean#S.E.M. n=5
independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; **: p<0.01 compared to OGD,o; Mann—
Whitney test). (B) Ratio between p-Akt and Akt total; and representative western blot of neurons
subjected or not to OGD,cox With and without tPA (300nM) (data are represented as mean#S.E.M.
n=5 independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to OGD oy ; Mann—
Whitney test). (C) Ratio between LC3-Il and actin; and representative western blot of neurons
subjected or not to OGD,e, With and without tPA (300nM) in the presence or not of 5uM
SCH772984 (SCH77) (data are represented as meantS.E.M. n=6 independent experiments; #: p<0.05
compared to Ctrl; **: p<0.01 and *: p<0.05 compared to OGD,eo; Mann—Whitney test). (D) Ratio
between p62 and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGD, ¢, With
and without tPA (300nM) in the presence or not of 5 uM SCH772984 (SCH77) (data are represented
as meanzS.E.M. n=6 independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; **: p<0.01 and *:
p<0.05 compared to OGD,eox; Mann—Whitney test). (E) Ratio between LC3-ll and actin; and
representative western blot of neurons subjected or not to OGD,,, with and without tPA (300nM) in
the presence or not of 10 uM A6730 (data are represented as meanzS.E.M. n=6 independent
experiments; ##: p<0.01 and #: p<0.05 compared to Ctrl; **: p<0.01 and *: p<0.05 compared to
OGD,eox; Mann—Whitney test). (F) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of
neurons subjected or not to OGD,.,, With and without tPA (300nM) in the presence or not of 10 uM
A6730 (data are represented as meanzS.E.M. n=5 independent experiments; ##: p<0.01 compared

to Ctrl; **: p<0.01 and *: p<0.05 compared to OGD,cox; Mann—Whitney test). (G) Ratio between LC3-



Il and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGD,e. With and
without tPA (300nM) in the presence or not of 250 nM wortmannin (Wort) (data are represented as
meanS.E.M. n=6 independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to
OGD,eox; Mann—Whitney test). (H) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of
neurons subjected or not to OGD,ex With and without tPA (300nM) in the presence or not of 250 nM
wortmannin (Wort) (data are represented as meantS.E.M. n=6 independent experiments; ##:

p<0.01 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to OGD,¢.y; Mann—Whitney test).
Figure 5: tPA decreases OGD-induced PI3K/Akt signalling through IGF-1R receptor

(A) Ratio between p-Akt and Akt total; and representative western blot of neurons subjected or not
to OGD,eox With and without tPA (300nM) in the presence or not of 100 nM Picropodophyllotoxin
(PPP) (data are represented as meanzS.E.M. n=4 independent experiments; #: p<0.05 compared to
Ctrl; *: p<0.05 compared to OGD,..,; Mann—Whitney test). (B) Ratio between mTORC1 (Sermg) and
mTOR total; and representative western blot of neurons subjected or not to OGD,e. With and
without tPA (300nM) in the presence or not of 100 nM Picropodophyllotoxin (PPP) (data are
represented as meantS.E.M. n=4 independent experiments; #: p<0.05 compared to Ctrl; *: p<0.05
compared to OGD oy, Mann—Whitney test). (C) Ratio between LC3-1l and actin; and representative
western blot of neurons subjected or not to OGD,o, With and without tPA (300nM) in the presence
or not of 100 nM Picropodophyllotoxin (PPP) (data are represented as mean#S.E.M. n=5
independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; **: p<0.01 compared to OGD,eox; Mann—
Whitney test). (D) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of neurons
subjected or not to OGD,eox With and without tPA (300nM) in the presence or not of 100 nM
Picropodophyllotoxin (PPP) (data are represented as mean#S.E.M. n=6 independent experiments;
##: p<0.01 compared to Ctrl; **: p<0.01 compared to OGD,cox;, Mann—Whitney test). (E) Ratio
between LC3-Il and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGD e
with and without tPA (300nM) in the presence or not of 5 uM AG1478 (data are represented as
meantS.E.M. n=4 independent experiments; #: p<0.05 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to
OGD,eox; Mann—Whitney test). (F) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of
neurons subjected or not to OGD e With and without tPA (300nM) in the presence or not of 5 uM
AG1478 (data are represented as meanzS.E.M. n=4 independent experiments; ##: p<0.01 compared

to Ctrl; **: p<0.01 compared to OGD,cox; Mann—Whitney test).



Figure 6: tPA protects neurons from cell death by decreasing autophagy through IGF-
1R/PI13k/Akt/mTORC1

(A) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release after OGD,. in the presence or
not of 50, 100 or 200 uM of Chloroquine (data are represented as meanzS.E.M. n=25 from 6
independent experiments; ***: p<0.001, **: p<0.01 and *: p<0.05 compared to OGD,e,,; Mann—
Whitney test). (B) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release after OGD,eqy in
the presence or not of tPA and 5 uM SCH772984 (SCH77) (data are represented as meanzS.E.M.
n=20 from 5 independent experiments; ###: p<0.001 compared to Ctrl; ***: p<0.001 compared to
OGD,eox; Mann—Whitney test). (C) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release
after OGD,.ox in the presence or not of tPA and 250 nM Wortmannin (Wort) (data are represented as
meanzS.E.M. n=20 for Ctrl; n=19 for OGD,.ox; N=14 for tPA; n=14 for tPA-Wort; n=14 for Wort from 5
independent experiments; ###: p<0.001 compared to Ctrl; ***: p<0.001 and *: p<0.05 compared to
OGD,eox; Mann—Whitney test). (D) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release
after OGD,eox in the presence or not of tPA and 10 uM A6730 (data are represented as meantS.E.M.
n=20 for Ctrl; n=19 for OGD,eoy; N=18 for tPA; n=17 for tPA-Wort; n=19 for Wort from 5 independent
experiments; ##t#: p<0.001 compared to Ctrl; ***: p<0.001 compared to OGD,eox; Mann—Whitney
test). (E) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release after OGD,.o in the
presence or not of tPA and 100 nM Picropodophyllotoxin (PPP) (data are represented as
meantS.E.M. n=16 from 5 independent experiments; ###: p<0.001 compared to Ctrl; ***: p<0.001

and **: p<0.01 compared to OGD,eox; Mann—Whitney test).
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Discussion

Comme nous l'avons vu dans lintroduction, le tPA est couramment utilisé comme
thrombolytique dans le traitement de la phase aigué de I'AVC ischémique (Thiebaut et al., 2018 ;
voir autres travaux: Article 2). Durant cette phase aigué, I'autophagie est fortement induite,
cependant l'effet du tPA sur ce processus n’a jamais été étudié (effet propre et effet de la
reperfusion). Les travaux menés durant cette thése se sont donc attachés a comprendre le réle

moléculaire du tPA sur I'autophagie neuronale induite par une ischémie cérébrale.

Les résultats de I'article “The serine protease tPA decreases ischemia-induced neuronal death by
inhibiting autophagy through IGF-1R/PI3K/mTOR pathway” démontrent que I'OGD suivie d’une
période de réoxygénation (OGD,¢o,) provoque une diminution de la voie PI3K/Akt/mTOR conduisant
a une activation de I'autophagie dans les neurones corticaux primaires de souris. J'ai également
montré un réle inattendu du tPA au niveau neuronal en identifiant un nouveau récepteur de ce
neuromodulateur. En effet, le tPA peut activer le récepteur a I'lGF afin d’augmenter la signalisation
PI3K/Akt et ainsi phosphoryler mTOR. En conditions ischémiques cela conduit a la phosphorylation

de mTORC1 et a la diminution de I'autophagie afin de protéger les neurones.
€ Activation de I"autophagie dans ’'OGD oy

Au cours des derniéres années, |'utilisation de modeles in vitro et in vivo d’AVC ischémique, ont
permis d’affirmer que I'ischémie cérébrale était responsable d’'une augmentation de I'autophagie
dans les neurones situés dans le parenchyme ischémié (Thiebaut et al., 2019; voir autres travaux:
Article 2). En effet, en cas d’ischémie, les neurones voient leur apport en oxygéne et en glucose
diminuer (Furlan et al., 1996; Heiss et al., 2001). C'est cette défaillance métabolique qui est a

I'origine d’une exacerbation de I'autophagie dans les neurones.

Afin d’étudier 'autophagie, nous avons examiné par immuno-empreinte la lipidation de LC3-I
conduisant a la formation du conjugué LC3-Il. La conversion de LC3-I en LC3-Il reflete une induction
de l'autophagie ainsi qu’une augmentation de la formation des autophagosomes. LC3-Il intervient
dans I'élongation et la fermeture de I'autophagosome et n’est pas dissocié suite a la formation

compléte de la double membrane (Kabeya et al., 2000; Kabeya, 2004). En effet, bien que les



protéines LC3-Il fixées sur la membrane externe de I'autophagosome soient clivées par Atgd et
recyclées, celles présentes sur la membrane interne restent intactes jusqu’a ce qu’elles soient
dégradées par les hydrolases lysosomales (Maruyama and Noda, 2017; Satoo et al., 2009). Ainsi,
lorsque I'autophagie est induite sur des temps courts, le taux de LC3-Il est augmenté. Cependant,
lorsque I'autophagie est activée sur des temps plus longs, I'expression de LC3-Il est diminuée du fait
de son élimination dans les lysosomes (Noboru Mizushima and Yoshimori, 2007). Dans notre étude,
afin d’examiner la formation des autophagosomes, I'expression de LC3-Il a été mesurée apres
seulement deux heures de réoxygénation. Etant donné que LC3-Il a tendance a étre plus sensible
gue LC3-I en immuno-empreinte, une simple comparaison de I'expression de LC3-l et de LC3-Il n'est
pas appropriée. A Iinverse, comparer la quantité de LC3-Il dans les différents échantillons en
utilisant comme contrdle une protéine de référence (I'actine par exemple), est une méthode plus

précise (Klionsky et al., 2016; Noboru Mizushima and Yoshimori, 2007).

Nos résultats montrent une augmentation de I'expression de LC3-Il dans les neurones corticaux
primaires suite a I'OGD,¢., reflétant une augmentation du nombre d’autophagosomes (Article 1 ;
Figure 2B). Nous observons une augmentation de prés de 107% par rapport au contrble. Afin
d’appuyer ces résultats, nous avons réalisé des immunocytochimies sur des cultures de neurones
ayant été infectés par des lentivirus exprimant une protéine LC3-GFP. Suite a une OGD,s, UNe
hausse du nombre de ponctuas GFP (vert) est observée dans les neurones (Article 1 ; Figure 2D, 2E).
Il a été démontré dans différents articles gqu’une activation de I'autophagie, grace a des agents
pharmacologiques, conduisait a une hausse du nombre de ponctuas LC3-GFP, ces ponctuas reflétant
une accumulation d’autophagosomes au sein de la cellule (Badr et al., 2011; Kabeya et al., 2000).
Ainsi, nos résultats démontrent une hausse du nombre d’autophagosomes dans les neurones
soumis a une OGD,¢x. Une augmentation de I'expression de LC3-1l dans les neurones ne suffit pas a
démontrer une activation de I'autophagie (Klionsky et al., 2016; Noboru Mizushima and Yoshimori,
2007). En effet, il est nécessaire de prouver que les autophagosomes formés fusionnent avec les
lysosomes. Cette fusion étant nécessaire a la dégradation des protéines et des organites par les

hydrolases lysosomales.

L'autophagie peut étre un processus sélectif faisant intervenir des récepteurs autophagiques. Ces
derniers agissent comme des protéines cargos fixant les éléments a dégrader et les transportant

dans les autophagosomes ou ils seront emmagasinés (Johansen and Lamark, 2019; Padman et al.,



2019; Zaffagnini et al., 2018). Les récepteurs autophagiques sont eux-mémes dégradés par les
hydrolases lysosomales suite a la formation de I'autolysosome. La protéine p62 fut le premier
récepteur autophagique décrit. Cette protéine cargo est notamment impliquée dans I'autophagie
des agrégats protéiques (Pankiv et al., 2007) et des mitochondries (Yamada et al., 2018). p62 est
dégradée par les hydrolases lysosomales en méme temps que les substrats cellulaires. De ce fait, la
dégradation de p62 est un bon marqueur de I'activité autophagique (Klionsky et al., 2016; Noboru

Mizushima and Yoshimori, 2007).

Nos résultats révelent que I'expression protéique de p62 décroit en condition d’OGD ¢y : ON Observe
une diminution de 66.5% dans la condition OGD,¢c par rapport a la condition contréle (Article 1;
Figure 2C). Ce résultat traduit une augmentation de la dégradation de p62 ainsi que des substrats

protéiques dans I'autolysosome suite a I’'OGD,¢oy.

L'ensemble de nos données démontrent que I'OGD,sx induit une augmentation du flux
autophagique, en favorisant la formation des autophagosomes. Il a déja été montré que I'OGD, oy
induit de I'autophagie dans les cultures de lignées neuronales SH-SY5Y (Ding et al., 2018), dans les
cultures de neurones hippocampiques primaires de rats (Hwang et al., 2017) et dans les cultures de
neurones corticaux primaires de rats (Sun et al., 2018). Notre modele, montrant une augmentation
de l'autophagie dans les neurones corticaux primaires de souris, concorde avec ceux de la

littérature.

L'initiation de I'autophagie requiert un grand nombre d’acteurs regroupés en trois complexes qui
interagissent entre eux afin de former le phagophore : le complexe mTORC1, le complexe ULK1 et le

complexe PI3KC3.

Lorsqu’il est activé, le complexe mTORC1 interagit avec le complexe ULK1 et inhibe son activité

kinase, en phosphorylant notamment la protéine ULK1 au niveau de la Ser”’

. A contrario, lorsqu’il
est inactivé mTORC1 se dissocie du complexe ULK1 entrainant, entre autre, la déphosphorylation de
la Ser”™ de ULK1. Uactivité kinase d’ULK1/2 est alors restaurée, permettant son
autophosphorylation (Egan et al., 2011; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011). Le complexe ULK1 activé
migre jusqu’au phagophore, ou il active le complexe PI3KC3 en phosphorylant la protéine Beclinl au

niveau de la Ser®® ou/et au niveau de la Ser™ (Park et al., 2018; Russell et al., 2013). La

phosphorylation de Beclinl n’est pas le seul reflet de I'activation du complexe PI3KC3. En outre, de



nombreuses études ont mis en évidence qu’une induction de l'autophagie conduisait a une
augmentation de I'expression protéique de Beclinl (Matsui et al., 2007; Francesca Scarlatti et al.,
2004; Shibata et al., 2006). Aujourd’hui, il est techniquement difficile d’étudier la phosphorylation
de Beclinl (Klionsky et al., 2016) par immuno-empreinte, d’autant plus dans des cultures primaires.
Afin de caractériser I'implication de Beclinl dans l'initiation de I'autophagie, nous avons donc choisi

de mesurer I'expression de Beclinl, et non sa phosphorylation.

Nos résultats montrent que I'OGD,¢.y inhibe I'activité de mTORC1. Cela se traduit par une baisse de

2448 . . , .
(Article 1; Figure 3A). En conséquence, nous observons, au niveau

la phosphorylation de la Ser
d’ULK1, une diminution de la phosphorylation inhibitrice exercée sur la Ser”™’ (Article 1; Figure 3B).
L’ensemble de ces résultats révele que I'autophagie induite par ’OGD,., résulte d’une inhibition

de mTORCL1.

Concernant Beclinl, I'expression de la protéine n’est pas modifiée en condition d’OGD, s par
rapport a la condition controle (Article 1; Figure 3D). L'absence d’une hausse de Beclinl en OGD,¢oy
laisse penser que I'ischémie cérébrale induit une autophagie indépendante de Beclinl. Pour appuyer
ce résultat, nous avons montré que l'inhibition du complexe PI3KC3, via I'utilisation d’un inhibiteur
de I'ensemble des PI3K : la wortmannin, ne modifie ni I'expression de LC3-II ni I'expression de p62
en condition d’OGD,¢ox (Article 1; Figure 4G, 4H). Ces données suggérent que 'OGD,sox induit une
autophagie non canonique indépendante de Beclinl. Afin d’assurer ce résultat, il serait intéressant
d’étudier, par une technique d’'immuno-précipitation, les complexes Bcl2-Beclinl. La dissociation de

ce complexe étant essentielle a I'induction de I'autophagie (Pattingre et al., 2005).

De nombreux groupes ont montré le réle essentiel des complexes mTORC1, ULK1/2 et PI3KC3 dans
la formation du phagophore. Cependant, des études récentes ont reporté une forme d’autophagie
n‘impliquant pas I'ensemble de ces complexes. Ce type d’autophagie non canonique peut étre
indépendant, comme dans notre étude, de PI3KC3. Par exemple, Mauthe et collaborateurs ont
montré en 2011 que le resvératrol induisait, dans différentes lignées cellulaires, une autophagie
indépendante de Beclinl mais dépendante d'Atg7 et Atgl2-Atg5 (Mauthe et al., 2011; Scarlatti et
al., 2008). Comme dans notre étude, Beclinl n’est pas requis dans la conversion de LC3-l en LC3-Il et
la formation des autophagosomes. De fagon intéressante, I'autophagie indépendante de Beclinl est

associée a une mort cellulaire (Sun et al., 2015; Zhu et al., 2007). Dans notre modéle, nous



observons que I'OGD,¢oy induit a la fois une autophagie indépendante de Beclinl et a la fois une
mort neuronale. En conséquence, il se pourrait que cette mort neuronale soit corrélée avec

I’autophagie induite (Article 1; Figure 6).
€ L'effet du tPA sur I'autophagie induite par 'OGD, o

Pour la premiére fois nous avons démontré la capacité du tPA a réduire 'autophagie induite
par 'OGD,s.x. Nous avons testé plusieurs doses de tPA (0,3 ; 3; 30 ; 300 nM), et seul 300 nM de tPA
permettent, a la fois de diminuer la conversion de LC3-I en LC3-Il et la dégradation de p62 (Article

1; Figure 2C, 2G).

Par ailleurs, le tPA protége les neurones de la mort induite par 'OGD ¢y : @ 300 nM il réduit la mort
cellulaire de prés de 20% (Article 1; Figure 6B). L'effet anti-autophagique du tPA semble étre
associé a son role neuroprotecteur. En effet, nous avons montré que I'inhibition de I'autophagie, par
I'utilisation de la chloroquine, protégeait les neurones de la mort induite par I'OGD,¢oy (Article 1;
Figure 6A). Cette donnée démontre que 'autophagie est un acteur de la mort neuronale en OGD,¢ox
et que potentiellement I'effet neuroprotecteur du tPA en OGD,s,, est lié a sa faculté a atténuer
I'autophagie. Des études réalisées au laboratoire ont déja démontré que le tPA, utilisé a une
concentration de 300 nM, protégeait les tranches hippocampiques d’embryons souris (Lemarchand
et al., 2016) et les neurones corticaux primaires de souris (Louessard et al., 2016; voir autres
travaux: Article 4) de la mort induite par 'OGD,¢,; démontrant I'implication de la sérine protéase

dans la protéostasie.

Dans I'étude de Lemarchand et collaborateurs, I'effet du tPA est dépendant des récepteurs a I'EGF.
Par ailleurs, 'OGD,¢oréalisée sur les tranches d’hippocampes d’embryons de souris conduit
principalement a une mort de type apoptotique (Chen et al., 1998; Cho et al., 2004), ce qui
démontre dans ce modele le caractére anti-apoptotique du tPA (Lemarchand et al., 2016). Dans une
étude que nous avons récemment publiée, nous avons démontré un effet neuroprotecteur du tPA
dans I'OGD,¢, qui dépend de sa liaison a la protéine chaperonne Grp78 au niveau de la membrane
plasmique. Cette interaction permet au tPA de diminuer le stress du RE et la mort neuronale

(Louessard et al., 2016; voir autres travaux: Article 4).



Dans notre étude nous montrons pour la premiére fois la capacité du tPA a diminuer a la fois
I'autophagie et la mort neuronale provoquée par 'OGD,¢. Par ailleurs, I'équipe de Yepes, a publié
en 2012 un article démontrant I'effet neuroprotecteur du tPA sur des cultures de neurones
corticaux primaires de rats soumis a une OGD,sy (Wu et al., 2012). Contrairement aux études
précédentes, le tPA est utilisé a une concentration de 5 nM, et son effet dépend de I'activation de
MTORC1, complexe connu pour étre un régulateur négatif de I'autophagie. Bien que cette étude ne
démontre pas la capacité du tPA a contréler I'autophagie, elle révele sa faculté a activer mTORC1,
un acteur clé dans l'inhibition de I'autophagie. Cependant, mTORC1 n’est jamais directement
mesuré dans l'article : les auteurs s’intéressent a des cibles en amont de mTORC1 mais qui peuvent

aussi étre controlées par d’autres voies de signalisation.

Comme dans I'étude de Wu et collaborateurs, nous avons démontré qu’en condition d’OGD .y, le
tPA était capable d’augmenter la phosphorylation de mTORC1 (Article 1; Figure 3A), ce qui
restaure la phosphorylation inhibitrice située sur ULK1 (Article 1; Figure 3B). Afin de voir si les effets
neuroprotecteur et anti-autophagique du tPA dépendent de |'activation de mTORC1, nous avons
décidé de bloquer I'activité du complexe en utilisant un inhibiteur bien connu: la rapamycine. Nous
nous sommes rendu compte qu’aux concentrations normalement utilisées dans la littérature

244, e N
8) en condition contréle.

(autour de 10 nM), la rapamycine n’inhibait pas phospho-mTORC1 (Ser
Nous avons donc testé plusieurs concentrations de rapamycine. Les données montrent que la
rapamycine n’inhibe mTORC1 qu’a partir de 1 uM, soit 100 fois la dose standard. Cette inhibition

*48) nar rapport au

reste cependant faible, avec 40% de diminution de phospho-mTORC1 (Ser
controle. De plus, cette dose, méme aprées 24 heures, n’induit pas d’autophagie dans les neurones
controles (Figure 40). De la méme maniere, la torinl, un autre inhibiteur connu de mTORC]1, utilisé a

250 nM, n’induit pas d’autophagie.

La rapamycine est une molécule tres utilisée comme activateur de l'autophagie. Son effet pro-
autophagique a notamment été montré : chez la levure dans des conditions riches en nutriments
(Noda and Ohsumi, 1998), dans des lignées cellulaires de gliome (U87-MG et T98G) (Takeuchi et al.,
2005), dans des modeles in vitro et in vivo de maladies neurodégénératives (Ravikumar et al., 2002;
Ravikumar et al., 2004) et dans le systeme nerveux de souris (moelle épiniére et cervelet) (Castillo et
al., 2013). Il est intéressant de noter que la rapamycine n’inhibe pas directement I’activité kinase de

MTORC1. Son action dépend de sa liaison a FKBP12. Ce complexe se lie spécifiquement a mTORC1 et



Discussion

inhibe de maniére allostérique son activité kinase (Chiu et al., 1994; Sabatini et al., 1994; Sabers et

al., 1995).
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Figure 40 : Effet de la rapamycine et de la torinl sur I'autophagie.
Immuno-empreinte, utilisant des anticorps dirigés contre les protéines LC3 et p62, réalisée sur des lysas
des cultures de neurones corticaux primaires de souris traités ou non avec 1 UM de rapamycine. L'actine
est utilisée comme contréle. (Données représentées de la fagon suivante: moyenne + S.E.M. n=4
expériences ; Mann—Whitney test).

L'absence d’efficacité de la rapamycine pourrait s’expliquer par le fait qu’elle partage le méme site
de liaison que l'acide phosphatidique (AP) (Fang et al., 2001; Veverka et al., 2008). L'AP est un
métabolite lipidique produit lors de la biogenése des phospholipides membranaires, qui lie mTOR de
maniére compétitive et agit comme un antagoniste a la rapamycine. En effet, ce dernier,
contrairement a la rapamycine, stabilise les complexes mTOR (Chen et al., 2003; Fang et al., 2001;
Foster et al., 2014). Les niveaux d’AP dans la cellule peuvent altérer la concentration de la
rapamycine nécessaire pour supprimer mTOR (Foster, 2013; Toschi et al., 2009). La compétition
entre la rapamycine et I’AP pour mTOR semble expliquer la résistance des cellules cancéreuses a la

rapamycine (Chen et al., 2003).

Par ailleurs, le complexe mTORC2 est résistant a la rapamycine (Sarbassov et al., 2004) et seulement
un traitement prolongé avec des doses élevées permettrait un changement de conformation du
complexe. En conséquence, lors d’un traitement a la rapamycine, mTORC2 continue de
phosphoryler Akt au niveau de la Ser*”? (O’Reilly et al., 2006; Sarbassov et al., 2005). L’Akt peut alors

réactiver I'activité kinase de mTORC1, induisant un rétrocontréle. Ainsi, il serait nécessaire d’utiliser




des doses avoisinant les 20 uM afin d’inhiber mTORC1 ainsi que ces voies cibles (p70s6K et 4E-BP1)
(Yellen et al., 2011). Dans notre modeéle, il serait donc judicieux de mesurer le taux de PA afin de voir
si ce dernier ne rentre pas en compétition avec la rapamycine et également traiter les neurones

avec une concentration de rapamycine de 20 puM.

Lors d’une carence nutritionnelle, mTOR est inhibé, ce qui entraine une initiation de I'autophagie. En
conséquence, sevrer les neurones en sérum semble étre un bon modéle pour induire de
I’autophagie in vitro. En 2006, Liot et collaborateurs ont utilisé ce modéle afin de montrer que le
tPA protégeait les neurones de la mort apoptotique engendrée par un sevrage en sérum (Liot et al.,
2006). L'effet du tPA ne fait pas intervenir son activité protéolytique mais est dépendant de la voie
des PI3K. De surcroit, Correa et collaborateurs ont rapporté que le tPA, via EGFR, protégeait les
oligodendrocytes de I'apoptose induite par un sevrage en facteur trophique (Correa et al., 2011).
L'ensemble de ces résultats semblent dépeindre un effet anti-apoptotique du tPA dans des
modeles cellulaire de sevrage en nutriments. Afin de voir si I’effet du tPA retrouvé dans ces études
est d0 a sa capacité a inhiber 'autophagie, nous avons étudié I'effet du sevrage en sérum sur
I’expression de LC3-Il et de p62 dans les neurones primaires corticaux de souris agés de 7 jours in

vitro (Figure 41).
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Figure 41 : Le sevrage en sérum induit de I’autophagie dans les neurones.
Immuno-empreinte, utilisant des anticorps dirigés contre les protéines LC3 et p62, réalisée sur des lysas
des cultures de neurones corticaux primaires de souris traités ou non avec 1 uM de rapamycine. L’actine
est utilisée comme controle. (Données représentées de la facon suivante: moyenne = S.E.M. n=4
expériences ; Ctrl vs OGD : #P<0.05, *¥P<0.01; comparaison entre les conditions SD: **P<0.01; Mann—
Whitney).



Les résultats révelent que le sevrage en sérum induit la conversion de LC3-l en LC3-ll et la
dégradation de p62 (Figure 41). Ce qui démontre que ce modeéle induit de I'autophagie dans les
neurones primaires. De facon intéressante, le tPA diminue I'autophagie induite par le sevrage en
sérum. Ces données suggerent, pour la premiere fois, que le role anti-apoptotique du tPA dans les

modeéles de carence nutritionnelle est dii a sa capacité a diminuer I’'autophagie.
€ L'effet anti-autophagique du tPA dépend de la voie PI3K/Akt
Le complexe mTORC1 peut étre régulé par :

v" Les kinases Erk qui I'activent (Carriere et al., 2008).
v La voie PI3K/Akt qui I'active (Huang and Manning, 2009).

v" L’AMPK (AMP-activated protein kinase) qui I'inhibe. AMPK est activée lorsque les niveaux

énergétiques de la cellule sont insuffisants (Egan et al., 2011).

L'activité de la kinase Erk est diminuée lors de I’AVC ischémique. Par conséquent, nous montrons de
maniére logique une baisse de sa phosphorylation en condition d’OGD,¢.y (Article 1 ; Figure 3A). Une
étude a révélé qu’une activation de cette kinase protégeait les neurones de la mort induite par une
OGD,¢ox OU une ischémie focale chez le rat (Liu et al., 2018). Par ailleurs, de nombreuses études
démontrent la capacité du tPA a activer Erk dans les cultures primaires de neurones corticaux et
dans les cultures primaires de neurones hippocampiques (Baron et al., 2010; Medina et al., 2005).
Nos résultats affirment qu’en condition d’OGD,s, le tPA favorise la phosphorylation d’Erk.
Cependant, le réle anti-autophagique et neuroprotecteur du tPA ne dépend pas de I’activation de
la protéine Erk. En effet, en OGD,¢oy, |'utilisation d’un inhibiteur d’Erk, le SCH772984 (Morris et al.,
2013), ne réverse pas les effets du tPA sur I'autophagie et la mort neuronale (Article 1 ; Figure 3C,
3D, 6B). Cet effet sur Erk est surement indirect : en diminuant I'autophagie et la mort, les niveaux de

Erk sont plus élevés.

Tout comme Erk, les PI3Ks régulent I'activité de mTORCI. Il existe trois classes de PI3K. Comme nous
avons pu le voir précédemment les classes Il sont impliquées dans I'induction de I'autophagie. Les
PI3Ks de classe | sont, quant a elles, impliquées dans la voie PI3K/Akt (Huang and Manning, 2009). Il
a été démontré que l'activation de cette voie atténuait les dommages induits par l'ischémie

cérébrale (He et al., 2019; Hou et al., 2018; Luan et al., 2018).



Nous montrons dans notre étude que I'activité d’Akt est diminuée dans les neurones corticaux
soumis a I'OGD,¢ox. En présence de tPA, cet effet est atténué, suggérant que le tPA active cette
kinase (Article 1 ; Figure 3B). La faculté du tPA a activer la voie PI3K/Akt a déja été décrite (Correa et
al., 2011; Liot et al., 2006). Cette information est d’autant plus intéressante que cet effet a été
observé dans des modeles ou I'effet anti-apoptotique du tPA est corrélé a une diminution de
I"autophagie induite par un sevrage en nutriments (Correa et al., 2011; Liot et al., 2006). Ainsi, pour
voir si comme dans ces études, le tPA diminue 'autophagie et la mort neuronale associée via |'axe

PI3K/Akt, nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques.

L'inhibition pharmacologique de PI3K, présente une certaine difficulté car la plupart des inhibiteurs
proposés dans le commerce aujourd’hui sont des inhibiteurs de I'ensemble des PI3K. Nous avons
décidé d’utiliser le méme inhibiteur que Liot et collaborateurs : la wortmannin (Liot et al., 2006). Cet
inhibiteur est connu pour étre un inhibiteur de I'autophagie car il inhibe le complexe PI3KC3
(Blommaart et al., 1997). Néanmoins, nous avons montré que |'autophagie induite dans notre
modeéle était indépendante de ce complexe et que I'utilisation de la wortmannin en OGD,s0 n'avait
pas d’influence sur le flux autophagique. Ainsi, cet inhibiteur peut étre utilisé comme un bloqueur
spécifique de la voie PI3K/Akt. Tout comme Liot et collégues et Correa et colléegues, nous avons
montré que I'activité de la voie PI3K/Akt conditionnait I'effet neuroprotecteur du tPA (Article 1;
Figure 6C). L'utilisation de cet inhibiteur tend a diminuer I'effet anti-autophagique du tPA (Article 1 ;
Figure 3G, 3H). Cependant l'effet est non significatif: ceci peut s’expliquer par le manque de

spécificité de I'inhibiteur, ou dans une moindre mesure a un échantillonnage trop faible.

En utilisant I’A6730 (Zheng et al., 2017), nous avons montré que l'inhibition d’Akt empéchait le tPA
de diminuer I'autophagie induite par 'OGD,¢ (Article 1 ; Figure 3E, 3F), puis nous avons démontré
que cette inhibition reversait également I'effet neuroprotecteur du tPA dans I'OGD,¢ (Article 1;
Figure 6D). Ainsi, nos données nous permettent de dire que I'effet anti-autophagique et

neuroprotecteur du tPA dans I’OGD,s.x dépend de la voie PI3K/Akt/mTORCL1.

Concernant le réle d’AMPK dans I'OGD,¢cy, il est aujourd’hui bien décrit quU’AMPK est le senseur
énergétique principal de la cellule et qu’il est sensible aux changements de rapport AMP/ATP. Lors
d’un stress métabolique, la diminution de la production d'ATP active AMPK (Kim et al., 2011),
conduisant a l'inhibition de mTORC1 (Inoki et al., 2003; Inoki et al., 2002). L’activation d’AMPK a



déja été décrite dans des neurones primaires soumis a une OGD,¢o €t dans les neurones du tissu
ischémié suite a une occlusion de I’ACM (Li et al., 2007; McCullough et al., 2005; Rousset et al.,
2015). Par ailleurs, I'augmentation de la phosphorylation d’AMPK est corrélée avec la perte
synaptique et la mort neuronale (Domise et al., 2019; Rousset et al., 2015). En conséquence, une
inhibition de la protéine est neuroprotectrice dans I'ischémie cérébrale (Li et al., 2007; Rousset et

al., 2015).

Nous posant la question de l'effet du tPA sur AMPK, nous nous sommes penchés plus
particulierement sur une étude publiée en 2013 par I'équipe de Yepes révélant que le tPA était
capable d’activer AMPK et de favoriser la recapture du glucose lors d’une ischémie cérébrale. De
maniére étonnante, dans leur modeéle in vivo d’AVC ischémique, consistant a occlure de maniére
transitoire I’ACM chez la souris, I'activité de I’AMPK est inhibée (Wu et al., 2013). Ainsi, selon leurs
observations, en condition d’AVC ischémique, le tPA est un activateur d’AMPK. Cette information ne
concorde pas avec notre modele. En effet, si le tPA activait AMPK, une inhibition de mTORC1 en
résulterait. Or, lorsque le tPA est présent en condition d’OGD,cox, Nous observons une hausse de la
phosphorylation de mTORC1 (Article 1 ; Figure 3). Cependant, la méme équipe a publié une seconde
étude allant plus dans le sens de nos observations. Cette étude affirme que la capacité du tPA a
recapturer le glucose en OGD,¢,, dépend d’une activation de mTORC1 et non de son inhibition (Wu
et al., 2012). Ces données témoignent d’un lien complexe entre le tPA, AMPK et mTORC1 en

condition d’AVC ischémique.

En conséquence, nous avons voulu étudier le réle d’AMPK dans notre modele, les anticorps dirigés
contre la protéine AMPK ne permettaient pas d’avoir des résultats d'immuno-empreinte
analysables. IlIs seraient donc intéressants d’étudier I'implication de la protéine AMPK en utilisant

des inhibiteurs pharmacologiques.
@ Leffet du tPA dans ’OGD, . dépend du récepteur IGF-1R

Lorsque les oligodendrocytes sont sevrés en sérum, |I’effet anti-apoptotique du tPA dépend de la
voie PI3K/Akt mais aussi du récepteur a 'EGF (Correa et al., 2011). Par ailleurs, le tPA protége
également les tranches hippocampiques de I'apoptose induite par I’'OGD,¢ €n activant le récepteur

a I'EGF (Lemarchand et al., 2016).



Une étude récente que nous avons réalisée au laboratoire a montré qu’en condition d’OGD ¢y, le
tPA diminuait le stress du RE et la mort des neurones primaires corticaux, de maniére indépendante
du récepteur a I'EGF (Louessard et al., 2016; voir autres travaux: Article 4). Tout comme dans les
travaux de Louessard et collaborateurs, nous montrons qu’une inhibition du récepteur a 'EGF ne
reversait pas I'atténuation du flux I'autophagique induite par le tPA. En conclusion, dans I'OGD,¢cy,
le récepteur a 'EGF n’intervient pas dans I’effet anti-autophagique et neuroprotecteur du tPA

(Article 6 ; Figure 5E, EF).

Le tPA a été décrit comme interagissant avec de nombreux récepteurs au niveau neuronal,
notamment avec les récepteurs NMDA. De maniére intéressante, le tPA peut diminuer la mort de
type excitotoxique en agissant via les récepteurs NMDA extra-synaptiques contenant la sous-unité
GIuN2A (Wu et al., 2013). Selon I'équipe de Yepes, ces récepteurs interviennent également dans le
role anti-apoptotique du tPA (Echeverry et al., 2010) et dans sa faculté a favoriser la recapture du
glucose et a diminuer les Iésions induites par une ischémie cérébrale (Wu et al., 2012). Afin de tester
le réle des récepteurs NMDA dans I'effet du tPA dans I'OGD,s0, Nous avons utilisé deux inhibiteurs
pharmacologiques (Figure 42): le TCN201, un antagoniste spécifique et non-compétitif des
récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIUN2A (Edman et al.,, 2012) et I'ifenprodil (Ifen) un

inhibiteur allostérique spécifique et non-compétitif des sous-unités GIuN2B (Williams, 2001).
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Figure 42 : L’effet neuroprotecteur du tPA dans I’OGD,..x n’est pas dépendant des récepteurs NMDA
contenant la sous-unités GIuN2A ou GluN2B
Mort cellulaire des neurones corticaux mesurée via la libération de LDH dans le milieu de culture aprés
OGDyx €en présence ou non de tPA et de TCN201 (10 uM) ou d’ifenprodil (Ifen; 3 uM). (Données
représentées de la fagon suivante: moyennezS.E.M. n=16 provenant de 4 expériences différentes ; Ctrl vs
0OGD : " Pp<0.01; comparaison entre les conditions OGD,eo: ***P<0.001, **P<0.01 et *P<0.05; Mann—
Whitney).



Nos travaux démontrent que l'inhibition des récepteurs NMDA, contenant la sous-unité GIuN2A ou
la sous-unité GIuN2B, ne conditionne pas I'effet neuroprotecteur du tPA dans I'OGD,oy (Figure 42).
Par ailleurs, les inhibiteurs ont un effet seul. On remarque, en effet, qu’en présence de TCN201 ou
d’ifenprodil, la mort neuronale induite par 'OGD,cox €st diminuée (Figure 42). En conséquence, un
traitement combinant le TCN201 et le tPA conduit a un effet additif des deux traitements (Figure

42).

L'effet protecteur du TCN201 et de I'ifenprodil peuvent s’expliquer par le fait qu’une grande partie
de la mort observée en OGD,.o résulte d’une excitotoxicité (Goldberg and Choi, 1993; Soria et al.,
2014; Taghibiglou et al., 2009). L’excitotoxicité résulte d’une libération massive de glutamate dans la
fente synaptique conduisant a une activation massive des récepteurs NMDA. L'activation continue
d'un grand nombre de récepteurs NMDA (en particulier le sous-type GIuN1/GIuN2) entraine une
augmentation des charges de calcium intracellulaire et de I’activité des enzymes cataboliques, ce qui
peut déclencher une cascade d'événements conduisant a la nécrose (Ndountse and Chan, 2009;
Yang et al., 2017; Yuan et al., 2015) et a I'apoptose (Ndountse and Chan, 2009; Chen et al., 2017).
Nous avons pu notamment démontrer qu’un inhibiteur antagoniste non compétitif des récepteurs
NMDA, le MK801 (Song et al., 2018) et un inhibiteur de I'ensemble des caspases, le Z-VAD-FMK (Kim
and Li, 2013; Park et al., 2009) diminuaient, respectivement, |'excitotoxicité et la mort apoptotique
induites par I'OGD,¢oy (Figure 43). En outre, I'influx de calcium dans la cellule conduit a la génération

de ROS ce qui pourrait favoriser I'autophagie (notamment la mitophagie).
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Les récepteurs NMDA semblent donc étre impliqués, en tant qu’effecteurs, dans la mort neuronale
induite par 'OGD ¢ €t non dans la neuroprotection induite par le tPA. Afin de trouver le récepteur
responsable de I'effet du tPA dans 'OGD,s0, NOUsS NOUs sommes intéressés a ceux décrits pour leur
implication dans l'inhibition de I'autophagie. Le récepteur a I'lGF-1 a particulierement retenu notre
attention car I'analyse des « RNA sequencing » a révélé qu’il était régulé négativement lors d’une
OGDy¢ox. De plus, ce dernier est connu pour activer la voie PI3K/Akt/mTORC1 et inhiber I'autophagie
(Lin et al., 2017; Troncoso et al., 2012; Wang and Gu, 2017; Wu et al., 2009). Cependant, I'effet
d’IGF-1R dans l'autophagie reste controversé. Par exemple, Liu et collaborateurs ont montré en

2017 qu’IGF-1R favorisait I’autophagie en supprimant la voie PI3K/Akt/mTORC1 (Liu et al., 2017).

De maniere intéressante, tout comme le tPA, IGF-1R et son ligand IGF-1 jouent un réle crucial dans
le développement cérébral et dans la survie cellulaire. Il intervient particulierement dans la
neurogéneése et la synaptogéneése ainsi que dans la différentiation et la maturation des neurones au
cours du développement du systeme nerveux central (pour revue: Nieto-Estévez et al., 2016). L'IGF-
1R est également un élément clé de la survie neuronale (Cheng et al., 2001; Lunn et al., 2015), en
protégeant notamment les cellules neuronales aprés une lésion hypoxique/ischémique (Liu et al.,
2011). Il a été décrit qu’une injection d’IGF-1 dans des modéles animaux d’AVC ischémique était
neuroprotectrice et favorisait la régénération du tissu neuronal (De Geyter et al., 2016; Kooijman et
al.,, 2009). Linjection intracérébroventriculaire d’IGF-1 atténue également I'inflammation, la
perméabilité de la BHE et le volume de lésion induits par une occlusion de ’ACM chez le rat. Dans
cette étude, IGF-1 contribue, entre autres, a I'activation d’Akt et d’Erk (Bake et al., 2014). Ce
mécanisme pourrait s’expliquer par la faculté de I'lGF-1R a maintenir I'intégrité de la barriere
endothéliale en stabilisant le complexe majeure des jonctions inter-endothéliales : VE-PTP (vascular
endothelial - protein tyrosine phosphatase) / VE-cadhérine (Liang et al., 2015). Finalement, des
travaux ont démontré, qu’apres une hypoxie/ischémie, IGF-1 est augmenté dans la région lésée, et

plus particulierement dans les astrocytes et la microglie (Gluckman et al., 1992).

Aujourd’hui, six IGFBP humaines (IGFBP1-6) modulant I'activité biologique de I'IGF-1 ont été
identifiées et prés de 99% de I'lGF-1 circulant est lié a un IGFBP. Le complexe majoritairement
retrouvé est un complexe tertiaire composé d’IGFBP-3, IGF-1 et d’une sous-unité « acide labile ».
Aprés une ischémie cérébrale, le niveau d’expression sérique d’IGF-I et d’'IGFBP3 est diminué

(Schwab et al., 1997), cela peut s’expliquer par le fait que leur sécrétion est régulée par les



hormones de croissance (Blum et al., 1993). Au niveau cellulaire, IGFBP3 contréle la biodisponibilité
des IGF sécrétés localement, notamment en le séquestrant et en empéchant leur fixation sur IGF-1R
(Blat et al., 1994; Imai et al., 2000; pour revue: Jogie-Brahim et al., 2009). IGF-1 peut étre libéré de
ce complexe grace a la dégradation d’IGFBP3 par des protéases telles que la plasmine, la thrombine,
les MMP-1, les MMP-2 et les MMP-3 (Booth et al., 1996; Fowlkes et al.,, 1994). De maniére
intéressante, au cours de la grossesse, le tPA et 'uPA dégradent I'lGFBP3 circulant (Bang and Fielder,
1997). De surcroit, en 2012, Elzi et collaborateurs ont montré que le tPA, mais pas I'uPA, clive
IGFBP3 dans une lignée de cellules tumorales mammaires (human breast adenocarcinoma cell line,

MCF-7) et dans les cellules HEK. Cet effet est neutralisé par la serpine PAI-1 (Elzi et al., 2012).

Nos résultats démontrent que |'effet neuroprotecteur du tPA est diminué en présence d’un
inhibiteur pharmacologique spécifique de I'lGF-1R, le picropodophyllin (PPP ; 100 nM) (Girnita et al.,
2004) (Article 1 ; Figure 6). De surcroit, en condition d’OGD,s., le PPP empéche le tPA d’activer la
voie PI3K/Akt/mTORC1 et de diminuer I'autophagie (Article 1 ; Figure 5A, 5B, 5C et 5D).

En résumé, dans notre modele in vitro d’AVC ischémique, le tPA protége les neurones de la mort
en diminuant l'autophagie. Cet effet dépend de la faculté du tPA a activer la voie

PI3K/Akt/mTORC1 via IGF-1R.

Nous devons, a présent, déterminer comment le tPA active IGF-1R. Pour répondre a cette question,

trois hypotheéses s’offrent a nous :

Hypothése 1 : Le tPA active IGF-1R de maniere directe. L'IGF-1R est un récepteur tyrosine kinase et il
a été décrit que le tPA interagissait au niveau neuronal avec des récepteurs a activité tyrosine kinase
tels que le récepteur a I'EGF. De plus, ces deux récepteurs présentent des homologies structurales
notamment des domaines riches en cystéines (Figure 44). Pour vérifier cette hypothése, nous
sommes actuellement en train de réaliser une étude d’interaction ligand/récepteur reposant sur la

spectroscopie des plasmons de surface.

Hypothése 2 : L’activation d’IGF-1R pourrait se faire indirectement et pourrait dépendre du clivage
d’IGFBP3 par le tPA. Comme il a été décrit précédemment, le tPA est capable de dégrader IGFBP3 et

d’induire la libération d’IGF (Elzi et al., 2012). Afin de vérifier cette hypothese, il faudra incuber des



neurones avec du tPA en condition contrble et en condition d’OGD ¢ puis récupérer le milieu afin

d’étudier la dégradation d’IGFBP3 par technique d'immuno-empreinte.
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Figure 44 : La structure des récepteurs EGFR et IGF-1R

Hypothése 3 : Le récepteur LRP6 serait capable de stabiliser le récepteur IGF-1R et de promouvoir
son activité (Singh et al., 2013). D’autre part, le tPA activerait LRP6 pour favoriser la pousse
neuritique des progéniteurs neuronaux (Lee et al., 2014). Le tPA pourrait donc activer IGF-1R via

LRP6.

D’autre part, il serait intéressant d’étudier le role du facteur de transcription p53 dans I'OGD ¢ Ce
dernier est régulateur de l'autophagie. Bien que certaines équipes démontrent son réle pro-
autophagique, (Tasdemir et al., 2008) d’autres tentent de démontrer son réle anti-autophagique
(Goiran et al., 2018). L'activation de l'autophagie par p53 est majoritairement dépendante de
I'inhibition de la voie mTORC1 via la régulation transcriptionnelle des génes codant I'lGFBP3 (Feng et
al., 2007). De plus, suite a un stress nutritionnel, I'inhibition de mTORC1 peut se faire de maniére
indépendante de AMPK, notamment via p53 et/ou la voie IGF-1/Akt (Feng and Levine, 2010; Huang
and Manning, 2009).

@ Le role de mTORC2 dans I’OGD,sox

Nous avons montré qu’a l'instar de mTORC1, mTORC2 est inhibé en OGD,¢x €t son activité est
partiellement restaurée en présence de tPA (Article 1 ; Figure 3C). Le complexe mTORC2 contrdle la

prolifération et la survie cellulaire en phosphorylant notamment la protéine kinase A (PKA), la PKC et



Discussion

la PKG. Le role le plus important de mTORC2, cependant, est probablement la phosphorylation et
I'activation d’Akt (Guertin et al., 2006; Jacinto et al., 2006). L'activation d’Akt contribue notamment

a l'inhibition de TSC2, régulateur négatif de mTORC1 (Inoki et al., 2002).

On pourrait émettre I’hypothése qu’en présence de tPA |'effet pro-survie de mTORC2 est restauré.
Afin de vérifier cette possibilité il serait intéressant d’étudier les protéines régulées par mTORC2 afin
de protéger les cellules de la mort telles que FOX03a (Feehan and Shantz, 2016), PCK1 (Khan et al.,
2015) et Akt (Wong, 2019). De plus, nous pourrions regarder si |'activation de mTORC2 favorise
I'activité de mTORC1 en OGD¢oy.

Un point marquant est que le récepteur mTORC2 est activé par des facteurs de croissances comme
I'insuline et I'IGF-1 ainsi que par la voie PI3K/Akt (Gan et al., 2011; Saxton and Sabatini, 2017; Sural-
Fehr et al., 2019). De surcroit, mTORC2 est capable d’activer IGF-1R (Yin et al., 2016). Il serait donc
nécessaire d’analyser I'effet d’IGF-1R sur I'activation de mTORC2, puis de voir si, en absence de

mTORC2, le tPA promeut toujours I'activation d’IGF-1R (Figure 45).

Mort neuronale

Figure 45 : Schéma de le neuroprotection du tPA dans




€ L'autophagie neuronale dans I'ischémie cérébrale : protecteur ou délétére ?

L'effet de l'autophagie dans l'ischémie cérébrale est assez controversé. Certaines équipes

démontrent son effet protecteur alors que d’autres équipes affirment que son role est délétere.

Ces différences pourraient d’abord s’expliquer par la non-spécificité des traitements utilisés. Par
exemple, la wortmannin et la 3-MA sont des inhibiteurs de I'ensemble des PI3K. Sachant que les
PI3K de classe | favorisent I’activation de mTORC1 et I'inhibition de I'autophagie et que les PI3K de
classe lll sont impliquées dans l'initiation de I'autophagie, utiliser ces inhibiteurs des PI3K pour
inhiber I'autophagie ne semble pas étre la meilleure stratégie. De plus, des protéines comme la
Vps34 ou mTORC1 sont impliquées dans d’autres fonctions que I'autophagie, Vps34 est notamment
un contréleur essentiel du trafic membranaire (Rostislavleva et al., 2015) et mTORC1 régule la
prolifération cellulaire, la croissance et la survie cellulaire, la biosynthése des protéines et la
transcription (Ma and Blenis, 2009). L'inhibition de ces protéines peut donc affecter d’autres
processus que l'autophagie et donc altérer les résultats. D’autre part, la dose et la méthode
d’administration des agents pharmacologiques peuvent aussi influer les effets observés. Comme il a
été décrit précédemment, les neurones peuvent étre résistants a la rapamycine et seulement des

doses importantes et prolongées augmenteraient le flux autophagique (Mukhopadhyay et al., 2016).

Ensuite, les modeles utilisés peuvent aussi expliquer les différents résultats. Pour étudier
I’autophagie dans I’AVC ischémique, de nombreux modeles animaux (I'électrocoagulation, photo-
thrombose, I'occlusion des 4 artéres carotides communes ou encore I'occlusion de I’ACM ...) ont été
utilisés et chaque modeéle induit une lésion différente, ce qui peut expliquer la diversité des résultats
(Fluri et al., 2015). L'occlusion de 'ACM avec un filament est le modéle le plus utilisé dans les
études. Ce modele invasif peut induire des lésions de I'’endothélium et une réaction inflammatoire
exacerbée non observée chez ’'Homme. De plus, I'occlusion de 'ACM peut étre transitoire et en
fonction du temps d’occlusion, le volume de lésion varie. Concernant les modeles in vitro, les
différences observées pourraient s’expliquer déja par I'utilisation de deux types cellulaires
différents : les lignées cellulaires PC12 et les cultures de neurones primaires. En effet, en
comparaison aux neurones primaires, les cellules PC12 n’expriment pas de récepteurs NMDA

fonctionnels (Edwards et al., 2007), ce qui pourrait modifier la réponse a I’'OGD (Figure 43). De plus,



les neurones primaires pourraient répondre différemment a ’OGD en fonction de leur maturation in

vitro.

En outre, il est difficile de répondre a la question « I'autophagie est-elle délétere ou protectrice ? ».
Sur un plan théorique, I'autophagie devrait étre un processus protecteur dans lI'ischémie : I’AVC
induit un stress important dans la cellule conduisant notamment a une accumulation de protéines
mal repliées et a une dysfonction mitochondriale. L'autophagie permettrait alors de dégrader les
agrégats protéiques et les mitochondries endommagées et de rétablir 'homéostasie cellulaire. Par
ailleurs, lorsque la lésion ischémique est trop importante, I'autophagie pourrait étre activée en
exces et induire une perte progressive des organites et une perturbation des membranes
intracellulaires (Dasari et al., 2017; Shi et al., 2012). De la méme maniére, un exces de mitophagie
peut induire une clairance trop importante des mitochondries voire une déplétion compléete de
I'organite (Reef et al., 2006; Wang et al., 2014; Zhang et al., 2015). Dans ce cas, la perte partielle ou
compléte de la fonction mitochondriale conduit a une altération de la respiration oxydative et de la
production d’ATP. Egalement, cette défaillance énergétique peut étre a I'origine de la mort cellulaire

(Sentelle et al., 2012).

Dans l'ischémie cérébrale, le basculement entre I'effet bénéfique et I'effet délétere dépendrait

donc de l'intensité de I'autophagie.

Nous pouvons donc supposer que dans notre modéle, I'OGD,¢.x provoque un excés d’autophagie
conduisant a la mort cellulaire. Le tPA, lui, atténuerait I'autophagie afin de permettre une clairance
plus adaptée, en ne dégradant que les mitochondries endommagées et les agrégats protéiques.

Ainsi, les organites pourraient restés intactes et I'’homéostasie cellulaire serait restaurée.
€ Existe-t-il des liens entre le stress du RE et I'autophagie en OGD ¢oy?

En 2017, nous avons publié un article démontrant que I’'OGD,¢.y induisait un stress du RE, via une
augmentation des voies de 'UPR, notamment I"axe PERK/eiF2a. L'activation de cet axe provoque
notamment une augmentation des protéines en aval : ATF4, CHOP, GADD34 (Louessard et al., 2016;

voir autres travaux: Article 4).

Le stress du RE et I'autophagie sont deux processus tres liés, d’une part parce que le RE sert de

plateforme pour la formation des phagophores (Axe et al., 2008) et d’autre part parce que le stress
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du RE peut induire de I'autophagie via les voies de I'UPR (Thiebaut et al., 2018 ; voir autres travaux :
Article 2). Par exemple, lors d’une carence en nutriments provoquant un stress du RE, ATF4 et CHOP
induisent la transcription de génes liés a I'autophagie (B’chir et al., 2013). De surcroit, au cours de
I'hypoxie, ATF4 est stabilisé et peut faciliter I'élongation de |'autophagosome en augmentant
I'expression de LC3-ll (Rzymski et al, 2010). Il a déja été montré dans un modele
d’ischémie/reperfusion murin que linduction pharmacologique d’un stress du RE activait

I'autophagie (Zhang et al., 2014).

Dans notre modele, 'autophagie pourrait étre le résultat d’une activation des voies de 'UPR. Pour
vérifier cette hypothése, nous pourrions inhiber pharmacologiquement le stress du RE ou la voie

PERK/eiF2a et voir si une inhibition de 'autophagie en résulterait.

Dans les travaux de Louessard et collaborateurs, nous avons également démontré qu’en OGD ¢y, le
tPA, a travers sa liaison a Grp78 au niveau membranaire, diminuait I'activation d’eiF2a et
I'expression d’ATF4, de CHOP et de GADD34 (Louessard et al., 2016; voir autres travaux: Article 4).
Le mécanisme impliqué dans cet effet reste cependant inconnu. L’analyse hydrophobique et
protéique de la structure de Grp78 a la surface membranaire montre que la probabilité de
transduction de signal est faible (Tsai et al., 2015), suggérant ainsi la présence d’un co-récepteur.
Fait intéressant, il a été décrit qu’IGFBP3 interagissait avec Grp78 pour induire de |'autophagie dans
les lignées de cellules cancéreuses mammaires (Grkovic et al., 2013). Cette interaction est

également responsable d’une activation des voies de 'UPR (Grkovic et al., 2013).

Nous pourrions donc supposer que dans notre étude, I’OGD,¢. favorise la translocation de Grp78 du
RE a la membrane. Une fois a la membrane, la chaperonne se lie a IGFBP3 pour induire un stress du
RE et de I'autophagie. En présence de tPA, IGFBP3 serait clivé par la protéase, dissociant Grp78 et

IGF-1. Ce dernier pourrait alors activer IGF-1R et induire I'activation de la voie PI3K/Akt/mTORC1.

Dans le futur, nous étudierons donc les liens stress du RE/autophagie dans I'OGD,¢, afin de voir si
ces deux mécanismes sont indépendants ou s’ils résultent d’'un méme stimulus, et notamment de la
liaison Grp78/IGFBP3. Puis, nous étudierons si le tPA diminue le stress du RE vig le méme

mécanisme que I'autophagie : IGF-1R/ PI3K/Akt/mTORCL1.



Discussion

@ Les autres cellules du SNC

Les astrocytes jouent un rdle important dans I’AVC ischémique et il a été décrit qu’en cas
d’ischémie I'autophagie augmentait dans ces cellules. Cependant, le réle du processus n’est pas
encore bien décrit. Il est donc important d’étudier I'impact du tPA sur I'autophagie et la survie
astrocytaire, d’autant plus qu’aprés une hypoxie/ischémie, IGF-1 est augmenté dans les astrocytes
et la microglie présents dans la Iésion. La microglie est un acteur essentiel de I'inflammation dans
I’AVC ischémique (Gluckman et al., 1992). Il n’est aujourd’hui pas encore certain que l'ischémie
cérébrale induise de I'autophagie dans les cellules microgliales. Nous pourrions donc soumettre des
cellules primaires microgliales a une OGD.sx et étudier, dans un premier temps, le flux

autophagique.

Enfin, 'une des conséquences de la thrombolyse avec le tPA est la transformation hémorragique
(Wardlaw, 2001), notamment due a une rupture de la BHE (Benchenane et al., 2005; Polavarapu et
al., 2007; Yepes et al., 2003). A I'instar de la microglie, I'induction de I'autophagie dans les cellules
endothéliales n’est pas totalement claire. L'équipe d’Engelhardt a montré que I’OGD n’induisait pas
d’autophagie dans une lignée de BMVECs (Engelhardt et al., 2015). A I'inverse, Shi et collaborateurs
ont montré une augmentation de I'autophagie dans les BMVECs primaires soumis a une OGD (Shi et
al., 2016). Bien que deux études démontrent un effet bénéfique de I'autophagie endothéliale dans
I'ischémie cérébrale, Li et collaborateurs démontrent que [I'autophagie contribue a la
perméabilisation de la BHE suite a une occlusion de ’ACM chez les souris. Cette perméabilisation est

due a l'altération des jonctions serrées et a la mort des cellules vasculaires (Li et al., 2013).

Nous pourrions observer si I'OGD,40x induit de I'autophagie dans les cellules BMVECs primaires et si
cette autophagie favorise la mort cellulaire. Puis, nous pourrions étudier le réle du tPA dans ce
processus d’autant plus que l'injection intracérébroventriculaire d’IGF-1 atténue la perméabilité de
la BHE induite par une occlusion de ’'ACM chez le rat (Bake et al., 2014) et qu’IGF-1R a la faculté de
maintenir I'intégrité de la barriere endothéliale en stabilisant les jonctions inter-endothéliales : VE-

PTP (vascular endothelial - protein tyrosine phosphatase) / VE-cadhérine (Liang et al., 2015).







Conclusion générale

Conclusion générale

Cette étude avait pour but d’étudier I'effet du tPA sur les événements autophagiques dans un
modele in vitro d’ischémie cérébrale. Pour la premiere fois, nous démontrons, que la sérine
protéase tPA, utilisée comme traitement dans la thrombolyse, est capable de réduire I'autophagie
induite par un sevrage en oxygene et glucose, dans les neurones corticaux. Cette diminution
d’autophagie est neuroprotectrice. Afin d’induire cet effet anti-autophagique et neuroprotecteur, le
tPA agit via le récepteur IGF-1R et la voie PI3K/Akt/mTORC1. Jusqu’a aujourd’hui, il n’avait jamais
été démontré que le tPA était capable d’induire un effet a travers ce récepteur tyrosine kinase. De
maniére intéressante, le tPA et IGF-1R sont exprimés dans les cellules du SNC et sont impliqués dans
des processus communs tels que le développement cérébral et la survie cellulaire. La découverte
d’un lien entre le tPA et IGF-1R dans notre étude ouvre des perspectives pour de futur travaux qui

permettraient de mieux comprendre le role de ces deux protéines dans le parenchyme cérébral.

Bien que son role soit encore débattu, il est clairement établi que I'autophagie est exacerbée dans
les neurones du parenchyme ischémié. Cet exces d’autophagie pourrait étre a |'origine d’une
dégradation trop importante des protéines et des organites cellulaires conduisant a une mort
neuronale couramment observée dans les différents modeéles d’AVC ischémiques. En outre, il
semble qu’une atténuation du processus d’autophagie soit neuroprotecteur. Ainsi I'identification de
la voie IGF-1R/PI3K/Akt/mTORC1 dans les effets anti-autophagique et neuroprotecteur du tPA ouvre
un champ d’étude sur l'utilisation de cette voie de signalisation comme cible thérapeutique. Pour se
faire, il serait intéressant de mieux comprendre le réle de cette voie dans les différents types
cellulaires du SNC ainsi que dans les différents processus mis en place lors de I'ischémie cérébrale

(stress du RE, excitotoxicité, apoptose, inflammation...).







Autres travaux

Autres travaux

Article 2: “Proteostasis during cerebral ischemia”

Audrey M. Thiebaut*, Elodie Hedou*, Stefan J. Marciniak, Denis Vivien, and Benoit D. Roussel.

Titre: La protéostasie dans I'ischémie cérébrale

Revue publiée en 2019 dans Frontiers in Neuroscience

Résumé : L'ischémie cérébrale est une pathologie complexe impliquant une cascade de mécanismes
cellulaires qui dérégulent la protéostase et conduisent a la mort neuronale. La protéostasie fait
référence a I'équilibre entre synthése de la protéine, repliement, transport et dégradation de la
protéine. Dans le cerveau, la protéostase joue un role clé dans I'apprentissage et la mémoire en
controlant la synthése et la dégradation des protéines. Deux voies importantes sont impliquées dans
la régulation de la protéostase: 'UPR et la macro-autophagie (appelée ci-dessous autophagie). Les
deux sont nécessaires a la survie des cellules. Cependant, leur durée d'activation excessive ou leur
intensité peuvent conduire a la mort cellulaire. De plus, I'UPR et I'autophagie peuvent s'activer et se
potentialiser mutuellement aggravant les |ésions ischémiques. Une meilleure compréhension de
I'autophagie et du stress du RE permettra d'élaborer des stratégies thérapeutiques pour les AVC, a
la fois pendant la phase aigué et pendant la période de récupération. Cette revue résume les
derniéres avancées thérapeutiques impliquant le stress du RE ou I'autophagie dans une ischémie
cérébrale. Nous soutenons l'idée que lors de I'étude de l'ischémie cérébrale, il est important
d’investiguer I'ensemble des processus régissant la protéostasie, plutot que de se concentrer sur le

stress du RE ou I'autophagie de maniére isolée.
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Audrey M. Thiebaut't, Elodie Hedou't, Stefan J. Marciniak?3, Denis Vivien* and
Benoit D. Roussel™

T INSERM, INSERM UMR-S U1237, Physiopathology and Imaging of Neurological Disorders, University of Caen Normandly,
Caen, France, 2 Cambridge Institute for Medical Research, University of Cambridge, Cambridge, United Kingdom,

3 Department of Medicine, Addenbrooke’s Hospital, University of Cambridge, Cambridge, United Kingdom, * Department
of Clinical Research, University of Caen Normandly, Caen, France

Cerebral ischemia is a complex pathology involving a cascade of cellular mechanisms,
which deregulate proteostasis and lead to neuronal death. Proteostasis refers to the
equilibrium between protein synthesis, folding, transport, and protein degradation.
Within the brain proteostasis plays key roles in learning and memory by controlling
protein synthesis and degradation. Two important pathways are implicated in the
regulation of proteostasis: the unfolded protein response (UPR) and macroautophagy
(called hereafter autophagy). Both are necessary for cell survival, however, their over-
activation in duration or intensity can lead to cell death. Moreover, UPR and autophagy
can activate and potentiate each other to worsen the issue of cerebral ischemia.
A better understanding of autophagy and ER stress will allow the development of
therapeutic strategies for stroke, both at the acute phase and during recovery. This
review summarizes the latest therapeutic advances implicating ER stress or autophagy
in cerebral ischemia. We argue that the processes governing proteostasis should be
considered together in stroke, rather than focusing either on ER stress or autophagy
in isolation.

Keywords: stroke, autophagy, ER stress, proteostasis, nTOR

Abbreviations: 3-MA, 3-methyladenine; AMP, adenosine monophosphate; AMPAR, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptor; AMPK, AMP-activated protein kinase; ATF4, activating transcription factor 4; ATF6,
activating transcription factor 6; Atg, autophagy-regulated; Atgl6L1, Atgl6-like 1; ATP, adenosine triphosphate; Baf,
bafilomycin; BBB, blood-brain barrier; BCAo, Bilateral cerebral artery occlusion; Bcl-2, B cell lymphoma 2; BiP, binding
immunoglobulin protein; BMVECs, brain microvascular endothelial cells; CA, cornu ammonis; CHOP, CCAT/enhancer
homologous protein; CICR, calcium-induced calcium release; CMA, chaperone-mediated autophagy; CREB, cAMP response
element binding protein; CSE, cerebrospinal fluid; DAPK1, death-associated protein kinase 1; eIF2a, eukaryotic translation
initiation factor 2a; ER, endoplasmic reticulum; ERAD, ER-associated protein degradation; FIP200, focal adhesion kinase
family interacting protein of 200 kDa; FOXO1, forkhead box O1; GABARAP, ¥-aminobutyric acid receptor-associated
protein; GADD34, growth arrest and DNA damage inducible 34; GATE-16, Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa;
GFAP, glial fibrillary acidic protein; GFP, green fluorescence protein; Grp78, Glucose regulated protein 78; HI, hypoxia-
ischemia; HIF-1a, hypoxia-inducible factor-1a; hsc70, heat-shock cognate protein of 70 kDa; IP3R, inositol trisphosphate
receptor; IPC, ischemic preconditioning; IRE1, inositol-requiring enzyme 1; JNK1, Jun N-terminal kinase 1; LAMP2A,
lysosomal-associated membrane protein 2A; LC3, light chain 3; miR-9a-5p, micro-RNA-9a-5p; mTOR, mammalian target
of rapamycin; mTORC1, mammalian target of rapamycin complex 1; NF-kB, Nuclear factor-«B; NMDA, N-methyl-D-
aspartate; OGD, oxygen and glucose deprivation; P70S6K, P70 ribosomal protein S6 kinase; PE, phosphatidylethanolamine;
PERK, protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; PI3P, phosphatidylinositol
3-phosphate; pMCAO, permanent model of middle cerebral artery occlusion; Rheb, Ras homolog enriched in brain; RIP1K,
receptor-interacting protein 1 kinase; SERCA, sarcoendoplasmic reticular calcium-ATPase; SGK, serum and glucocorticoid
kinase; siRNA, small interfering RNA; SNAP29, synaptosomal-associated protein 29; SNARE, soluble N-ethylmaleimide-
sensitive-factor attachment protein receptor; SQSTM1, sequestosome 1; STX17, syntaxin 17; tMCAo, transient MCAo; tPA,
tissue-type plasminogen activator; TSC1/2, tuberous sclerosis complex 1 and 2; TSC2, tuberous sclerosis complex 2; ULK1,
Unc-51-like kinase; UPR, unfolded protein response; VAMPS, vesicle-associated membrane protein 8; VPS15, vacuolar
protein sorting 15; VPS34, vacuolar protein sorting 34; XBP1, X-box bonding protein 1.
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INTRODUCTION

Cerebral ischemia is a major cause of adult mortality and
disability in developed countries. It is characterized by a
reduction of cerebral blood flow, leading to a dramatic drop
of energetic supply, altered cellular homeostasis and finally
cell death (Doyle et al, 2008; Yepes et al, 2009). Several
pathways leading to neuronal death are activated during ischemic
events. Historically, glutamate receptor-mediated excitotoxicity,
apoptosis and inflammation have been shown to be important
parts of ischemia-mediated neuronal death (Dirnagl et al., 1999).
More recently, ER stress via the UPR (Roussel et al., 2013)
and autophagy (Liu et al.,, 2010) pathways, either at the acute
phase or during recovery, has received much attention in the
stroke research field.

To date, only two therapeutic approaches are available
to promote reperfusion during ischemic stroke: the recent
mechanical clot removal (endovascular thrombectomy),
and thrombolysis by tPA (Thiebaut et al, 2018). Of note,
tPA administration is often combined with endovascular
thrombectomy, especially in patients with large vessel occlusion
(Berkhemer et al., 2015). However, both treatments have their
own limits: tPA has a narrow therapeutic window (4.5 h after
stroke onset) (Hacke et al., 2008), presents a risk of hemorrhagic
transformation and has a low recanalisation rate (National
Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-Pa Stroke
Study Group, 1995; Thiebaut et al., 2018); while endovascular
thrombectomy is restricted to large vessel occlusions (Berkhemer
et al, 2015). Several strategies of neuroprotection have been
tested in stroke, but no clinical trials have demonstrated any
beneficial effect in patients (Young et al., 2007). To overcome this
challenge, better stroke models and trial designs are required,
and integration of multiple complex signaling pathways will
be necessary to provide a complete understanding of stroke
(Karsy et al., 2017).

Among such pathways, those maintaining proteostasis appear
especially relevant as they encompass many responses, from
changes in protein synthesis and folding to secretion and
degradation. Moreover, altered proteostasis is implicated in both
the acute and recovery phases of stroke (Wang and Yang, 2018).
The UPR, which is the proteostasis control system affecting the
ER, maintains the balance between protein synthesis, folding
and degradation within the organelle (Roussel et al., 2013).
On the other hand, protein or organelle degradation during
stroke is mainly driven by autophagy (with ubiquitination and
SUMOylation), and more particularly, macroautophagy (called
hereafter autophagy) (Liu et al., 2010).

AUTOPHAGY AND CEREBRAL
ISCHEMIA

Autophagy is a protein degradation system highly conserved
in all eukaryotes. Its name comes from Greek roots: “auto”
which means “self” and “phagy” which means “eating.” This
self-protecting catabolic process is required for restoring cellular
homeostasis under nutrient starvation or metabolic stress by

degrading or recycling long-lived or misfolded proteins and
damaged organelles (Klionsky et al., 2016). Depending on the
mode of cargo delivery, three types of autophagy have been
described: microautophagy, CMA and macroautophagy.

Microautophagy is a non-selective lysosomal degradative
process referring to as the direct engulfment of cytoplasmic
materials by the lysosome. In microautophagy, the lysosomal
membrane is randomly invaginated to trap portions of the
cytosol (Figure 1A). Microautophagy is known to play several
roles, such as the regulation of the ratio of lipid to protein
at the lysosomal surface, the maintenance of organelle size,
the membrane composition and lipid metabolism. It can occur
simultaneously with macroautophagy or simply be a constitutive
method to degrade long-lived proteins and membrane proteins
(Iwata et al., 2005; Krick et al., 2009).

Chaperone-mediated autophagy is a selective lysosomal
degradative process requiring the presence within the substrate
protein of a specific amino acid motif recognized by the
chaperone hsc70. All cargo recognized by hsc70 are delivered
to lysosomes where they bind to the LAMP2A (Bandyopadhyay
et al, 2008; Figure 1B). Then, they are translocated one-by-
one into lysosomes assisted by a chaperone located in the
lysosomal lumen. CMA contributes to protein quality control
through selective removal of altered or damaged proteins
(Zhang and Cuervo, 2008).

In contrast to microautophagy and CMA, macroautophagy
involves sequestration of the cargo away from the lysosome.
Macroautophagy requires the synthesis of an autophagosome,
a double-layered membrane structure, to transport cellular
cargo targeted for degradation. Autophagosomes then fuse
with lysosomes to form autophagolysosomes resulting in
the degradation of their contents (Figure 1C). Because
macroautophagy is the most abundant and characterized
form of autophagy, our review will primarily focus on its
mechanisms and effects in cerebral ischemia.

Autophagy occurs at a basal level in all mammalian cells
and is regulated by conditions such as starvation, oxidative
stress or hypoxia, and can also be triggered by obesity, diabetes,
inflammation and cancer. The induction of autophagy appears as
a promising therapeutic strategy for neurodegenerative diseases
with protein misfolding and aggregation (Alzheimer’s diseases,
Parkinson’s disease, Tauopathies, Huntington’s disease, and
various spinocerebellar ataxias) (Rubinsztein et al., 2012).

Autophagy Mechanisms in

Physiopathological Conditions

Autophagy Processes and Signaling Pathway

The most common experimental approaches to induce
autophagy are either nutrient starvation and or the use of
rapamycin to inhibit the mTOR. Autophagy activates the
ULK1 complex (ULKI, also known as Atgl for intervention
of autophagy-regulated 1), Atgl3, and FIP200 (Noda and
Ohsumi, 1998). The ULK1 complex also regulates the activation
of a class IIT PI3K complex formed by Beclin-1, VPS34, and
VPS15. When phosphorylated by ULK1, Beclin-1 promotes the
generation of PI3P by VPS34, which upgrades autophagosomal
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A Microautophagy

wan

Chaperone-mediated autophagy

FIGURE 1 | Schematic model of autophagy. (A) Macroautophagy is the result of the fusion of an autophagosome, a double membrane vacuole transporting cellular
cargo that has been targeted for degradation, with a lysosome. (B) Microautophagy is a non-selective lysosomal degradative process that involves direct engulfment
of cytoplasmic materials by the invagination of the lysosome. (C) Chaperone-mediated autophagy involves the direct translocation, through LAMP2A, of specific

proteins containing a motif recognized by a chaperone named hsc70 (heat-shock cognate protein of 70 kDa).

membrane nucleation (Russell et al., 2013; Figure 2A). On the
other hand, Beclin-1 can bind to the anti-apoptotic protein
Bcl-2 leading to the inhibition of autophagy (Pattingre et al,
2005). In response to starvation, JNKI phosphorylates Bcl-2
allowing its release from Beclin-1 and the induction of autophagy
(Pattingre et al., 2009; Figure 2B).

In addition to these two complexes, other Atg proteins are
hierarchically required for the biogenesis of autophagosomes.
Atg5 and Atgl2, co-operate with Atg7, to promote the
formation of an Atg5-Atgl2- Atgl6L1 complex, and thus
facilitate the cargo recruitment and autophagosomes membrane
elongation. The microtubule-associated protein light chain 3
(LC3, also named Atg8) is cleaved by Atg4 to yield LC3-
I, then, LC3-I is conjugated to PE by Atg7 and Atg3 to
become LC3-II (Mizushima et al, 2011). p62, also called
SQSTM1, binds to ubiquitinated proteins, targeting them for
degradation into autolysosomes through its binding to LC3-
II in the autophagosome (Myeku and Figueiredo-Pereira,
2011). LC3-II is essential for phagophore formation, with the
participation of GABARAP/GATE-16 subfamily members in
later stages of autophagosome formation, in particular for
phagophore elongation, closure and fusion (Weidberg et al.,
2010). Autophagosome can acquire membranes from multiple
sources including the ER, the Golgi apparatus, the plasma
membrane and the mitochondrial outer membrane. This process

requires the involvement of the only transmembrane Atg protein,
Atg9, which is present in single-membrane vesicles providing
membranes for early autophagosome formation (Yamamoto
et al, 2012). The fusion between the autophagosome and the
lysosome requires the recruitment from the ER and mitochondria
of the SNARE protein STX17. STX17 interacts with SNAP29
and VAMP8 to form a trans-SNARE complex and mediates
autophagosome-lysosomes fusion (Itakura et al., 2012).

Autophagy Activation in Brain Ischemia

Nitatori et al. (1995) were the first to demonstrate, by
electron microscopy, an increase in cathepsin B-immunopositive
lysosomes, in the CA1 pyramidal neurons 3 days after an ischemic
insult. Since then, the evidence for activation of autophagy has
continued to accumulate. For example, beclin 1 is activated
and associated to a LC3-II increase following neonatal hypoxia-
ischemia (HI) (Carloni et al., 2008) and focal cerebral ischemia
(Rami et al.,, 2008). In neonatal cerebral HI, in addition to
the increase in autophagosomal formation (characterized by
an increase of LC3-II), there is also an increase of lysosomal
activity in damaged cortical and CA3 neurons, suggesting an
increase in the autophagic flux (Ginet et al., 2009). These results
are confirmed in a pMCAO. Moreover, immunofluorescence
shows strong co-localisation of autophagosomal puncta (LC3-II)
and lysosomes (cathepsin D and LAMP1) (Puyal et al., 2009).
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FIGURE 2| Autophagy signaling pathway. Autophagy is induced by an energetic stress, leading to AMPK activation; or by growth factors starvation, leading to the
inhibition of the class | phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt/mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway. Two complexes can be involved in autophagy
induction: ULK1 complex composed of autophagy-regulated 101 (Agt1), Atg101, FIP200, and ULK1 and class Il PI3K complex form by Beclin-1, vacuolar protein
sorting 34 (VPS34) and vacuolar protein sorting 15 (VPS15). (A) Schematic illustration of autophagy initiation and autophagosome formation. Different Atg proteins
including Atg5-Atg12-Atg16L and the microtubule-associated protein LC3-Il are involved in double membrane elongation and in autophagosome-lysosome fusion.
P62 binds to ubiquitinated proteins targeting them for degradation in the autolysosomes. Rapamycin can activate autophagy by inhibiting mTOR Complex 1. Both
3-MA (3-methyladenine), chloroquine and Bafilomycin are autophagy inhibitors by, respectively, inhibiting Class Il PI3K complex and autophagosome/lysosome
fusion. (B) Schematic illustration of cross talk and interaction among autophagy, apoptosis and necroptosis during brain ischemia. The dissociation of Beclin1 and
Bcl-2 is also responsible of autophagy increase. The receptor interacting protein (RIP) Kinase 1 activation by death receptors, such as Fas, TLR4 and TNFR1, is
responsible of Jun N-terminal kinase 1 (JNK1) pathway activation, ROS (reactive oxygen species) release and necroptosis. RIP1 interacts with FADD (Fas-Associated
protein with Death Domain) and TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein) to induce extrinsic apoptosis. RIP1 is also
involved in intrinsic (mitochondrial) apoptosis through cytochrome C release which activates caspase-9 and capase-3.

Furthermore, a study with 37 acute ischemic stroke patients
revealed that CSF and serum levels of both Beclin-1 and LC3
are increased compared to control patients (Li et al., 2015),
suggesting that autophagic cells die and release these markers in
the circulation. Levels of Beclinl and LC3 in CSF are positively
correlated with infarct volumes and the severity of neurological
deficits (NIHSS and Modified Rankin Scale) (Li et al., 2015).
In addition, the expression of autophagic and apoptotic genes
is increased in blood samples of ischemic stroke patients (Guo
et al., 2017). However, Liu et al. (2010) reported that autophagy
pathway is up-regulated after cerebral ischemia/reperfusion, but
fails to operate correctly. They propose the idea that at least a part
of the accumulation of protein aggregate-associated organelles
seen following ischemia is due to the failure of autophagosomes
to fuse with lysosomes (Liu et al., 2010).

After brain ischemia, autophagy-related signaling pathways
are dramatically activated. In neonatal HI, Akt and CREB are
activated in neurons and both phospho-Akt and phospho-
CREB colocalized with Beclin-1. In this model, it has been
shown that activation of autophagy activated by rapamycin was
neuroprotective, and this was associated with the activation of
Akt/CREB signaling (Carloni et al., 2010). During ischemia, a
decrease in ATP concentration increases the AMP/ATP ratio
and activates AMPK. Active AMPK leads to phosphorylation of
TSC1/2 (tuberous sclerosis proteins 1 and 2) and inhibition of
mTORCL activity through Rheb. Several groups have reported
the involvement of AMPK signaling pathway in the mediation
of autophagy-related neuroprotection in brain ischemia (Wang
etal., 2012; Gabryel et al., 2014; Jiang et al., 2014; Dai et al., 2017).
Conversely, a study has shown that inhibition of AMPK activity
inhibits autophagy and alleviates focal cerebral ischemia injury in
mice by restoring mTORC1 activity (Fu et al., 2016). Autophagy
may also be increased by the HIF-1a, a key transcription factor
activated by the low oxygen conditions observed during cerebral
ischemia (Xin et al,, 2011; Yang et al., 2014; Zhang et al., 2018).

Role of Autophagy in Cerebral Ischemia
While brain ischemia is known to induce autophagy, its
protective or deleterious role remains unclear. Indeed, in vitro
and in vivo studies report contradictory effects of autophagy
induction during ischemia.

Neuronal Autophagy in the Ischemia Brain
Neuronal autophagy occurs early during cerebral ischemia, with
autophagosomes and autolysosomes detectable just 1 h after

pMCAo, and increasing up to 12 h thereafter (Wen et al,
2008). In line with this, Tian et al. (2010) showed, using GFP-
LC3 transgenic mice, increased levels of autophagosomes in the
ipsilateral hemisphere at 1, 3, and 6 days following tMCAo, with a
peak at 1 day. The cells containing GFP-LC3-punctae were mostly
neurons (Tian et al., 2010). Indeed, during cerebral ischemia,
autophagy is predominantly a neuronal phenomenon (Carloni
etal., 2008; Rami et al., 2008; Ginet et al., 2009; Puyal et al., 2009).

Autophagy and Neuronal Death in Brain

Ischemia
After  cerebral  ischemia, the number of GFP-
LC3-punctae/TUNEL (terminal deoxynucleotidyl

transferase-mediated dUTP-digoxigenin nick end labeling)
double-positive cells increases in both the core and the peri-
ischemic area (Tian et al, 2010). In addition, dying neurons
displaying intense vacuolisation and numerous autophagosomes
are detected 6 h after HI in neonatal rats, with a peak at
24 h. These dying neurons display some features of apoptosis
such as chromatin condensation, cytoplasmic shrinkage, and
relatively well-preserved organelles, suggesting that autophagy
could precede apoptosis (Ginet et al., 2009). Uchiyama (2001)
have shown that inhibiting autophagy protects neuron-like
differentiated PCI2 cells from apoptosis following serum
deprivation, suggesting that autophagy is involved in neuronal
cell death in vitro. This association between neuronal death and
autophagy has led to the term “autophagic death” (Figure 2B).
Beclin 1 has been reported to be involved in autophagic
death. RNAi against Beclin-1 reduces neuronal autophagy and
apoptosis in tMCAo model (Zheng et al., 2009). In addition,
Beclin 1 knockdown inhibits autophagosomal formation and
alleviates apoptotic neurodegeneration in the ipsilateral thalamus
following focal ischemia (Xing et al., 2012).

Apoptosis is not the only mechanism involved in
ischemia-induced cell death. In 2005, a study shown that
an intracerebroventricular injection of necrostatin-1, an
inhibitor of necroptosis (programmed necrosis), decreases the
infarct volume in a mouse MCAo model (Degterev et al., 2005).
A recent work demonstrates in a pMCAo model, that the RIP1K-
regulated necroptosis contribute to ischemia-mediated neuronal
and astrocytic cell death through the activation of autophagic
pathways (Ni et al., 2018). Furthermore, necrostatin-1 decreases
LC3-II level and autophagy (Ni et al., 2018). On the other hand,
pre-treatment with 3-MA, an inhibitor of autophagy and PI3K,

Frontiers in Neuroscience | www.frontiersin.org

June 2019 | Volume 13 | Article 637



Thiebaut et al.

Autres travaux - Article 2 m

Proteostasis During Cerebral Ischemia

prevents neuronal necroptosis at 7 days of reperfusion in a severe
model of global cerebral ischemia (Wang et al., 2011).

Despite controversial findings suggesting that ischemia
induces autophagy only in the hippocampal CAIl region (Gao
et al, 2015), it has been suggested that hippocampal CAl
and CA3 regions present a differential response to ischemia-
induced autophagy, with CAl neurons mostly undergoing
apoptosis without autophagy, while CA3 neurons mostly
undergo autophagic death (Ginet et al., 2009; Papadakis et al.,
2013). The reasons for these subpopulation differences remain
to be established.

Deleterious Autophagy in Brain Ischemia

In both primary cultures of neurons and SH-SY5Y cells subjected
to OGD, autophagic cell death occurs and can be reversed by
3-MA, a PI3Ks inhibitor (Shi et al., 2012). Bao et al. (2017)
suggest that this effect is dependent of autophagy-induced
AMPAR subunits GluR1, GluR2, and GluR3 upregulation during
OGD, leading to an increase of cytoplasmic Ca™ levels. In rats
subjected to transient focal cerebral ischemia, intraventricular
injection of 3-MA dramatically reduces the lesion volume
(by 46%) whereas an inhibitor of apoptosis does not provide
protection (Puyal et al.,, 2009). Several inhibitors of autophagy
(3-MA, bafilomycin, and the cathepsin B inhibitor Z-FA-
fmk) significantly reduce the increase of autophagosome and
autolysosome, the downregulation of Bcl2, infarct volume, brain
oedema and motor deficits in a rat model of p MCAO (Wen et al.,
2008). Thus, it seems that decreasing autophagy both in vitro and
in vivo during cerebral ischemia is beneficial (Cui et al., 2013;
Jiang et al., 2017; Ryan et al., 2018).

Knocking down Beclinl and Atg7 with siRNA reduce
autophagy and excitotoxic cell death induced by both kainate and
hypoxia in primary neurons (Ginet et al., 2014). Atg7 deficient
mice show nearly complete protection from HI-induced caspase-
3 activation and hippocampal pyramidal neuronal death (Koike
et al., 2008). Furthermore selective neuronal deletion of Atg7
reduces autophagy and infarct volume by 42% in neonatal mice
subjected to HI (Xie et al., 2016). Overexpression of microRNA-
9a-5p (miR-9a-5p) decreases Atg5 protein level, leading to a
decrease of infarct volume and neurological deficit in a rat model
of MCAo (Wang et al., 2018).

Protective Autophagy in Brain Ischemia

In Wang et al. (2012) have shown that 3-MA pre-treatment is
deleterious in a rat model of MCAo. The inhibition of autophagy
by 3-MA or wortmannin, both PI3Ks inhibitor, accelerates the
progression toward necrotic cell death in neonatal HI model.
Conversely, rapamycin, increases Beclin 1 expression and reduces
necrotic cell death and brain damage (Carloni et al., 2008). Both
ischemic preconditioning (IPC) and permanent focal ischemia
induce autophagy activation by up-regulating LC3-II and Beclin-
1. IPC treatment significantly reduces infarct volume, brain
oedema and motor deficits, whereas 3-MA and bafilomycin
suppress IPC-induced neuroprotection (Sheng et al., 2010). The
neuroprotective action of rapamycin has been confirmed in
several models of MCAo (Chauhan et al,, 2011; Buckley et al,,
2014). Finally, neuronal autophagy upon brain ischemia seems

to be a part of pro-survival signaling pathway, that involves
PI3K/Akt/TSC2 /mTOR/P70S6K signaling pathway (Wang et al.,
2012; Papadakis et al., 2013) and Akt/CREB pathway (Carloni
et al,, 2010). IPC-induced autophagy is also neuroprotective and
this effect has been suggested to be dependent of the amelioration
of ER stress (Sheng et al., 2012). Inhibition of autophagy with
Atg7 knock down increase ischemia-induced neuronal apoptosis
in OGD and MCAo model. Mitochondrial clearance is reversed
by 3-MA and Atg7 silencing, suggesting that mitophagy underlies
the neuroprotection by autophagy (Zhang et al., 2013). Moreover,
Atg7 silencing reverses the neuroprotection induced by an ER
stress activator (Zhang et al., 2014). In fact both tunicamycin and
thapsigargin protect against ischemic brain injury by activating
mitochondrial autophagy during reperfusion. Interestingly, this
effect is reversed by the inhibition of autophagy (Zhang et al.,
2014). Knocking out arrestin-pf1, which is upregulated after
cerebral ischemia, protects neurons from OGD by impairing
the interaction between Beclin-1 and PIK3 catalytic subunit
type 3, thus decreasing autophagy (Wang et al., 2014). Beclin-
1 seems central, as caveolinl, an integral membrane protein,
is able to activate autophagy through its binding to Beclin-
1/VPS34 complex: in Caveolinl knock out mice, autophagy is
impaired, leading to greater tMCAo-induced cerebral infarct
(Nah et al., 2017).

Endothelial Autophagy in Brain Ischemia

In Engelhardt et al. (2015) have published a comparative
study to characterize BBB-associated cells responses to HI.
BMVEC:s exhibit greater responsiveness and sensitivity to OGD
than astrocytes and pericytes. This is associated with the
stabilization of HIF-1a, early disruption of cellular cytoskeleton
and metabolism impairment, but unlike perivascular cells,
BMVECs appear unable to induce autophagy. BMVECs are
specialized endothelial cells, connected by tight junction and
display intimate contact with supporting pericytes, astrocytes,
microglia, and neurons in order to maintain the structural
and functional integrity of the BBB. Brain ischemia and
thrombolysis therapy with tPA induce BBB disruption, brain
oedema and neuronal injury (Thiebaut et al, 2018). Several
groups support the idea that autophagy induces endothelial
cell injury and BBB disruption. Indeed focal ischemia, in
NF-kB p50 knockout mice, induces autophagy like-injury in
BMVECs together with a disruption of BBB integrity (Li
et al, 2013). It appears that autophagy is beneficial for
BMVECs and BBB integrity. In Li et al. (2014) shown that
enhancing autophagy by rapamycin and lithium reverses OGD-
induced collapsing of tight junction and decreases tMCAo-
induced BBB leakage and brain oedema; while 3-MA intensifies
BMVECs apoptosis. Supporting these results, the knockdown
of Beclin-1 attenuates autophagy processes and reduces the
viability of endothelial cells subjected to OGD, while treatment
with rapamycin increases cell viability (Urbanek et al., 2014).
Similarly, chloroquine-induced autophagy inhibition enhances
BBB permeability during pMCAo in diabetic rats. By opposition
to the results of Engelhart and collaborators, this group
observed autophagy activation in BMVECs after ischemia
(Fang et al., 2015).
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Astrocytic Autophagy in Brain Ischemia

During brain ischemia, glial cells, especially astrocytes,
play a crucial role. They are involved in water transport,
ion homeostasis, glutamate uptake, cerebral blood flow

regulation, cerebral inflammation, maintenance of the
BBB integrity, modulation of neuroplasticity and the
secretion of neurotrophic and neuroprotective factors

(Nedergaard et al., 2003).

In Tian et al. (2010) have shown, in a mouse model of
MCAo, that GFP-LC3-punctae positive cells were mostly neurons
rather than astrocytes or microglial cells in the peri-ischemic
area, suggesting that glial cells may be more resistant to
brain ischemia-induced autophagy than neurons. Nonetheless,
a few groups report that ischemia induces an increase of
astrocytic autophagy (Qin et al., 2010; Zhang et al, 2010;
Engelhardt et al., 2015). Autophagosomes start to appear in
the cytoplasm of astrocytes within the ischemic cortex 1 h
after pMCAo and in the cytoplasm of primary astrocytes
1 h after OGD, with a peak at 3 h (Qin et al, 2010). The
number of lysosomes significantly increases 6 h after pMCAo
and OGD. In addition, they observe an increase of LC3-
II, Beclin-1, LAMP2 and lysosomal cathepsin B expression.
3-MA and bafilomycin decrease ischemia-induced autophagy,
apoptosis and necrosis, suggesting that autophagic/lysosomal
activation may contribute to ischemic injury of astrocytes
(Qin et al., 2010). This is partially confirmed by the fact
that RIP1K knockdown decreases autophagy, increases GFAP
levels, and attenuates astrocytic necrotic cell death in the
ischemic cortex (Ni et al., 2018). RIP1K-mediated necroptosis
may play important roles in ischemia-induced neuronal and
astrocytic cell death through the activation of autophagic-
lysosomal pathway (Ni et al., 2018). In the same line, breviscapine
provides neuroprotection in the penumbra by decreasing
both astrocytic and neuronal autophagy induced by tMCAo
(Pengyue et al., 2017).

In contrast, inhibition of AMPK, by siRNA targeting
AMPKal or by a pharmacological inhibitor, attenuates
autophagy and astrocyte viability following OGD. This work
supports the idea that during ischemia AMPK is involved in
the induction of protective autophagy in astrocytes (Gabryel
et al, 2014). Furthermore, when the astrocytic autophagy is
specifically enhanced, by using AAV-GFAP-ATG?7, it leads to
neuroprotection in astrocytes/neurons co-cultures exposed to
OGD and improves neurological outcome following tMCAo
(Liu et al., 2018).

It is important to mention that many inhibitors used in
the autophagy field are not always selective. For example, 3-
MA and wortmannin inhibit both class I and class III PI3K,
and each class of PI3K has its own, and sometimes opposite,
effect on autophagy (Petiot et al., 2000). Furthermore, the use of
rapamycin to inhibit mMTORC1 does not only affect autophagy, as
mTORCL is involved in cell growth, cell survival protein synthesis
and ribosomes biogenesis (Boutouja et al,, 2019). Rapamycin
can also inhibit mTOR complex 2, a complex known to have
pro-survival and pro-proliferation effect by increasing Akt and
SGK (Boutouja et al., 2019). The use of these poorly selective

autophagy inhibitors could explain some of the discrepancies
observed in the literature.

ER STRESS AND CEREBRAL ISCHEMIA

Another important consequence of cerebral ischemia is ER
stress. The ER is an important organelle for the folding of
all secreted and membrane proteins. In stress conditions, such
as ischemia, the ER cannot assume correctly its functions and
triggers an adaptive program called the UPR, leading to two
distinct actions: (i) an early inhibition of protein synthesis; (ii)
a delayed upregulation of genes that promote protein folding and
degradation (Marciniak and Ron, 2006).

In Def Webster and Ames (1965), it was first noted that
neurons of the rabbit retinas show swelling of their ER when
subjected to OGD. Although initially reversible, this change
becomes irreversible when OGD lasts more than 30 min. Similar
distension of the ER was subsequently reported in neurons in
a rat model of MCAo reperfusion injury (Dietrich et al., 1989),
implicating ER dysfunction in the complex process of ischemic
neuronal damage.

The threat of ER is detected in cells by three sensors that
are present at the ER membrane, PERK, IREI, and ATE each
mediating a separate branch of the UPR (Figure 3).

The PERK branch: the inhibition of protein synthesis is
an early response to ER stress mediated by PERK (PKR-like
endoplasmic reticulum eIF2a kinase) (Harding et al, 1999).
Under physiological conditions, PERK is held inactive by its
binding to the chaperone BiP (binding immunoglobulin protein,
also known as Grp78). Upon stress, the kinase is activated
by the release of BiP and phosphorylates its sole cytoplasmic
target, elF2a (Marciniak et al, 2006). This is a regulator
of the initiation of protein synthesis. In teleological terms,
a “goal” of the PERK branch activation is to prevent the
further accumulation of misfolded proteins (Roussel et al., 2013).
However, despite a global shutdown of protein translation due to
the phosphorylation of eIF2a, some mRNAs are translated more
efficiently (Harding et al., 2003). This is the case of ATF4, leading
to a transcriptional program of stress-responsive genes including
CHOP (C/EBP homologous protein) (Harding et al., 2003). The
observation that Chop—/— animals and cells are resistant to
ER stress, led some to suggest CHOP functions to promote ER
stress-induced cell death. This is not fully supported, however, by
analysis of the genes regulated by CHOP (Marciniak et al., 2004).
Instead, CHOP appears to regulate a program that promotes
the recovery of protein synthesis and secretion following the
recovery of ER stress. For example, CHOP induces expression
of GADD34 (protein phosphatase 1 regulatory subunit 15A),
which is responsible for the dephosphorylation of eIlF2a and
thus the recovery of normal protein translation (Roussel et al.,
2013). In this light, the ATF4-CHOP-GADD34 axis can be
viewed as a negative feedback loop opposing the effects of
PERK. It is therefore likely that the apparent “pro-death”
role that has been attributed to CHOP is too simplistic. The
recovery of translation is essential for normal functioning of
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FIGURE 3 | Endoplasmic reticulum (ER) stress signaling. Under physiological conditions, the Glucose Related Protein 78 (GRP78) binds to the three ER
transmembrane sensors; protein kinase RNA-like ER kinase (PERK), inositol-requiring kinase 1a (IRE1a) and activating transcription factor 6 (ATF6), and maintains
them inactive. Ischemic stroke induces ER stress, leading to the activation of the UPR. Under stress conditions, GRP78 dissociates from the ER sensors to bind to
misfolded proteins, allowing the trans-autophosphorylation of PERK. P-PERK phosphorylates the eukaryotic translation initiation factor 2a (elF2a), which decreases
the global protein translation. Paradoxically, P-elF2a allows the transcription of activating transcription factor 4 (ATF4), CCAT/enhancer binding protein homologous
protein (CHOP). Both P-elF2a and CHOP can activate the translation of growth arrest and DNA damage inducible gene/protein 34 (GADD34). The latter creates a
feedback mechanism by dephosphorylating eiF2a. PERK is associated to apoptosis, autophagy and redox control. IRE1a dimerizes and trans-autophosphorylates,
to splice the unspliced MRNA XBP1 (UXBP1) into spliced XBP1 (sXBP1). IRE1a activates c-jun-N-terminal-inhibiting kinase (JIK) and allows the recruitment of TNF
receptor-associated factor 2 (TRAF2), leading to the activation of nuclear factor k-B (NFk-B), caspase 12 and c-jun-N-terminal kinase (JNK) pathway. IRE1a activates
Regulated IRE1-Dependent Decay (RIDD) leading to the degradation of selected mRNAs. IRE1a is also involved in apoptosis, ER-associated degradation (ERAD)

and lipid synthesis. The activation of ATF6 is dependent of its cleavage by S1P and S2P endopeptidases in the Golgi apparatus. Cleaved ATF6 induces the
transcription of GRP78, nitric oxide synthase (NOS) and CHOP. Moreover, cleaved ATF6 controls ERAD, apoptosis and protein folding.

the cell following mild ER stress, but perhaps in pathology,
for example cerebral ischemia, there are benefits from disabling
the normal rapid recovery of protein synthesis. This clearly has
exciting therapeutic implications and many groups are currently
developing approaches to antagonize the ATF4-CHOP-GADD34
axis for therapeutic benefit.

The ATF6 branch: like PERK, ATF6 is held inactive by the
binding to BiP. Under stressed conditions, ATF6 is free to traffic
to the Golgi apparatus where it is cleaved to release a soluble
transcription factor for protein folding and degradation genes
(Hillary and Fitzgerald, 2018).

The IRE1 branch: the activation of IRE1 is similar to that
of ATF6 and PERK, but IREl is an endoribonuclease that
triggers the splicing of the mRNA XBP1 (Calfon et al., 2002).
The splicing induces a frameshift, allowing the active form of
the protein. Proteins that fail to fold in the ER are eventually
returned to the cytoplasm and targeted for degradation by the
proteasome in process called ERAD. Many proteins of the ERAD
machinery are induced by XBP1 (Yoshida et al., 2003). During
intense ER stress, IRE1 also degrades many mRNAs located at

the ER membrane through a mechanism called regulated IRE1-
dependent decay (RIDD) (Hollien and Weissman, 2006). This
helps further to reduce the load of new proteins entering the
ER to be folded.

UPR in Cerebral Ischemia

The ER is the main storage site for intracellular calcium, a central
second messenger mediating diverse physiological processes in
neurons, including secretion, synaptic plasticity and cell death
(Zundorf and Reiser, 2011). Molecular chaperones that reside
within the ER require high calcium concentrations to function
efficiently (Michalak et al., 2002). This high calcium environment
is maintained by the constant pumping of calcium from the
cytosol into the ER by the SERCA (Doutheil et al., 1999b).
Release of calcium back into the cytosol happens through the
IP3R channel, which can be triggered by extracellular signals,
or by the ryanodine receptor, activated by cytosolic calcium
itself during CICR. Both lead to signaling but, if sustained, they
deplete ER calcium stores and can induce chaperone dysfunction
(Szydlowska and Tymianski, 2010). During cerebral ischemia, the
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influx of extracellular calcium via the NMDA receptor mediates
glutamate-dependent neurotoxicity (Lopez-Atalaya et al., 2008).
The rise in intracellular calcium triggers the release of ER
calcium from ryanodine-sensitive stores, which is known to
exacerbate CA1 hippocampal neuronal damage during global
cerebral ischemia-reperfusion (Xing et al., 2004; Bull et al., 2008).
Accordingly, inhibition of calcium release with the ryanodine
receptor antagonist dantrolene decreases brain injury in animal
models of both neonatal and adult HI (Wei and Perry, 1996;
Gwak et al., 2008). While commonly attributed to the effects of
cytosolic calcium, it is likely that effects on ER protein folding
will also be important in these pathological conditions. Moreover,
during cerebral ischemia, lack of ATP affects protein maturation
(Kumar et al,, 2003), and at the same time energy depletion
leads to failure of the SERCA pumps (Doutheil et al., 1999b),
contributing to the global ER calcium depletion and causing
chaperone failure. Thus, the redistribution of calcium from ER
to cytosol delivers a double blow to neurons, which exacerbates
neurotoxicity (Paschen and Doutheil, 1999; Parsons et al., 1999).

The deregulation of ER-calcium homeostasis causing
chaperone failure and activation of the UPR is readily apparent
in many animal models of cerebral ischemia, including mice with
BCAo (Kumar et al,, 2001) or MCAo (Mengesdort et al., 2002),
rats with middle carotid artery occlusion with (Nakka et al., 2010)
or without (Rissanen et al, 2006) reperfusion, cardiac arrest
with reperfusion (Kumar et al., 2003) and a model of cortical
spreading depression in rats (Schneeloch et al, 2004). This
induction of ER stress during cerebral ischemia is responsible for
the shutdown of protein translation seen during stroke (Burda
et al,, 1994; DeGracia et al., 1996; Hayashi et al., 2003; Kumar
et al,, 2003). It involves the activation of the stress-sensing PERK
(Kumar et al.,, 2001; Li et al., 2005; Rissanen et al., 2006) that
phosphorylates the translation initiation factor eIF2a, leading to
the attenuation of new protein synthesis and disaggregation of
polyribosomes (Althausen et al., 2001; Nakka et al., 2010).

Also, CHOP expression is elevated in several animal models
of cerebral ischemia, including MCAo (Qi et al, 2004) and
BCAo in mice (Tajiri et al., 2004; Osada et al., 2009), as well as
MCAo and global ischemia in rats (Hayashi et al., 2005). Chop
knockout (—/—) mice are more resistant to a BCAo type of
ischemia than their wild-type littermates (Tajiri et al., 2004), and
depletion of CHOP using RNA-interference in primary cultures
of astrocytes partially prevents cell death in response to OGD
(Benavides et al., 2005), suggesting that CHOP regulates a genetic
program that is toxic in the context of cerebral ischemia. It has
been shown that GADD34 is a target gene of CHOP responsible
for some of the tissue damage seen in animal models of ER
stress (Marciniak et al., 2004). This phosphatase is induced
under conditions of cerebral ischemia (Doutheil et al., 1999a;
Paschen et al., 2004; Li et al., 2005; Owen et al., 2005) and is
detectable by immunostaining in the peri-infarct penumbra up
to 24 h following the induction of stroke in rats (Imai et al,
2002; McCaig et al.,, 2005). As discussed already, it is therefore
plausible that the toxicity attributed to CHOP is in fact the
result of re-established protein translation mediated by GADD34
(Marciniak et al., 2004): it might be a mechanism implicated
in reperfusion-mediated damage in cerebral ischemia. If this

is the case, attenuation of protein translation should protect
neurons from accumulating misfolded proteins. Consistent with
this theory, salubrinal, a putative GADD34 inhibitor, has been
shown to decrease ER stress and kainate-induced neurotoxicity
in vitro (Sokka et al., 2007). However, the specificity of salubrinal
has been questioned many times, since it was first demonstrated
to work only in vivo (Boyce et al., 2005), and more recently its
inhibitory effect has been shown to be really limited (Crespillo-
Casado et al.,, 2017). IRE1, which splices the mRNA encoding
the transcription factor XBP1, also shows activation during
cerebral ischemia, for example in the cortex of mice after MCAo
(Paschen et al., 2003; Morimoto et al., 2007) and BCAo (Tajiri
et al., 2004). By contrast, ATF6 signaling remains a subject of
debate: ATF6 expression was increased following MCAO in rats
(Rissanen et al., 2006), but activation could not be demonstrated
in an ischemia-reperfusion model by cardiac arrest in rats
(Kumar et al., 2003).

CROSSTALK BETWEEN AUTOPHAGY
AND ER STRESS

Autophagy and ER stress are important signaling pathways,
but when dysregulated can lead to cell death, such like during
cerebral ischemia. A well-balanced activation of these processes
allow the maintenance or the recovery of proteostasis. However,
their over-activation, by duration or intensity, tips the scale
from a protective to a deleterious role (Roussel et al., 2013;
Chen et al., 2014).

Although, as mentioned in the introduction, several
interactions exist between ER stress and autophagy, in
particular when misfolded proteins accumulate within the
ER and activate PERK to induce autophagy (Kouroku et al,
2007). Moreover, downstream targets of PERK, like ATF4
and CHOP, induce the transcription of genes related to
autophagy in response to both ER stress and amino acid
starvation (B’Chir et al., 2013). During hypoxia, ATF4 facilitates
autophagosome expansion through a binding to a cAMP
response element-binding site within the LC3b promoter
(Rzymski et al., 2010). Other sensors are also involved in
autophagy induction, such as IREl by dissociating Beclinl
from its binding with Bcl2 (Wei et al., 2008). In addition, IRE1
also induces autophagy by activating AMPK in response
to nitric oxide (Meares et al, 2011). XBP1, the mRNA
processed by IREl, is important for the negative feedback
of ER stress-mediated autophagy, especially via its interaction
with FOXO1 (Zhou et al., 2011). Interestingly, a genetic screen
in Drosophila shows that both XBPI loss of function and
spliced-XBP1 overexpression lead to the induction of autophagy
(Arsham and Neufeld, 2009). Finally, ATF6 has also been
implicated in ER stress-mediated autophagy. By increasing
the expression of DAPK1 (Gade et al., 2014), ATF6 promotes
the dissociation of Beclinl from Bcl2, leading to autophagy
activation (Zalckvar et al., 2009).

In a mouse model of tMCAo, both ER stress and autophagy
markers increase, suggesting a dual activation of ER stress and
autophagy (Feng et al., 2017). It seems then important when
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studying proteostasis in cerebral ischemia, to pay attention to
both phenomena and not only ER stress or autophagy.

Some studies also demonstrate an action of autophagy on
ER stress. Indeed, the use of 3MA in a rat model of MCAo
alters the ER stress response and leads to the stimulation of
apoptosis and the enlargement of the cerebral infarct (Zhang
et al., 2018). Similarly, Carloni et al. (2014) show a reduced ER
stress activation and a better protection after neonatal HI when
they increase autophagy with rapamycin. A possible explanation
might be that CHOP induces death by inhibiting autophagy
(Lei et al., 2017). This has been demonstrated in hepatocellular
carcinoma cells, where ER stress inducer increases apoptosis and
autophagy, while autophagy inhibitor promotes apoptosis and
autophagy activator decreases ER stress-induced apoptosis (Lei
et al., 2017). However, this hypothesis needs to be confirmed in
neurons under ischemic/hypoxic challenge.

Finally, ER stress has been reported to cause the translocation
of ER chaperones to the cell surface. BiP is the best described
chaperone at the cell surface, and can act as a general co-
receptor (Gonzalez-Gronow et al., 2009), with roles in autophagy,
cancer and neuroprotection (Casas, 2017). Interestingly, cell-
surface BiP can regulate autophagy by at least two mechanisms:
by activating the PI3K/AKT pathway (Liu et al, 2013); and
by associating to a2-macroglobulin receptor to activate mTOR
signaling (Misra and Pizzo, 2012). Under OGD conditions, BiP
is also at the neuronal surface (Louessard et al., 2017), and its
binding to tPA results in a decrease in ER stress activation and
neuroprotection (Louessard et al., 2017). In another model of
hypoxia-induced apoptosis, the activation of neuronal-surface
BiP by a synthetic peptide is also protective (Goldenberg-Cohen
et al, 2012), reinforcing its role in neuroprotection during
cerebral ischemia.

CONCLUSION

Many neurological diseases, including cerebral ischemia, are
associated with complete or partial activation of the UPR,
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Résumé : Bien que les progres techniques récents en matiere de thrombectomie aient révolutionné
le traitement de I'AVC aigu, la prévalence d'invalidité et de décés liés a I'AVC reste élevée. Par
conséquent, les activateurs du plasminogéne (formes eucaryotes, bactériennes ou modifiées)
susceptibles de favoriser la fibrinolyse, en clivant le plasminogéne en plasmine active et en facilitant
la décomposition du caillot, sont encore couramment utilisés dans le traitement aigu des accidents
ischémiques cérébraux. Par conséquent, les activateurs du plasminogéne sont devenus un domaine
crucial pour les études cliniques grace a leur capacité a recanaliser les artéres obstruées lors d'un
AVC ischémique et a accélérer la clairance de I'hématome lors d’un AVC hémorragique. Cependant,
des résultats incohérents, des preuves d'efficacité insuffisantes ou des effets secondaires dans les
essais cliniques pourraient fortement réduire |'utilisation d'activateurs du plasminogéne en pratique
clinique. De plus, le mécanisme d'action des activateurs du plasminogéne pourrait s'étendre au-dela
de la lumiére des vaisseaux et impliquer des processus indépendants du plasminogéne, ce qui
suggérerait que les activateurs du plasminogene ont également un rble non fibrinolytique.
Comprendre les mécanismes d'action complexes des activateurs du plasminogéene peut guider les

futures interventions thérapeutiques chez les patients ayant subi un AVC.
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The role of plasminogen activators in stroke treatment:

fibrinolysis and beyond

Audrey M Thiebaut, Maxime Gauberti, Carine Ali, Sara Martinez De Lizarrondo, Denis Vivien, Manuel Yepes, Benoit D Roussel

Although recent technical advances in thrombectomy have revolutionised acute stroke treatment, prevalence of
disability and death related to stroke remain high. Therefore, plasminogen activators—eukaryotic, bacterial, or
engineered forms that can promote fibrinolysis by converting plasminogen into active plasmin and facilitate clot
breakdown—are still commonly used in the acute treatment of ischaemic stroke. Hence, plasminogen activators have
become a crucial area for clinical investigation for their ability to recanalise occluded arteries in ischaemic stroke and
to accelerate haematoma clearance in haemorrhagic stroke. However, inconsistent results, insufficient evidence of
efficacy, or reports of side-effects in trial settings might reduce the use of plasminogen activators in clinical practice.
Additionally, the mechanism of action for plasminogen activators could extend beyond the vessel lumen and involve
plasminogen-independent processes, which would suggest that plasminogen activators have also non-fibrinolytic
roles. Understanding the complex mechanisms of action of plasminogen activators can guide future directions for

therapeutic interventions in patients with stroke.

Introduction

The fibrinolytic effect of various types of plasminogen
activators for the acute treatment of ischaemic stroke
has been explored by many clinical studies. However,
tissue-type plasminogen activator (tPA) is the most
commonly used plasminogen activator for treatment of
patients with acute ischaemic stroke." Thrombolysis
with tPA after acute ischaemic stroke has been limited
by the short recommended treatment window (time
since onset of symptoms <4-5 h), although the 2018
Efficacy and Safety of MRI-based Thrombolysis in
Wake-Up Stroke (WAKE-UP) trial* showed that an
ischaemic lesion that is visible on diffusion-weighted
MRI without brain parenchymal hyperintensity on
fluid-attenuated inversion recovery can be used to
successfully identify patients with acute stroke who
would benefit from treatment with tPA even if the time
of symptom onset is unknown.

To appreciate the clinical importance of plasminogen
activators in treating brain ischaemia, it is pivotal to
understand the neurovascular unit—a highly dynamic
system composed of endothelial cells surrounded by
pericytes and a basement membrane encircled by
astrocytic endfeet processes that enter in contact with
axonal projections from neighbouring neurons.
Cerebral ischaemia induces a rapid release of plas-
minogen activators from the endothelial cells into the
intravascular space, from perivascular astrocytes into
the endothelial cell-basement membrane-astrocyte
interphase, and from the presynaptic terminal into the
synaptic cleft. The main role of plasminogen activators
in the intravascular space is to maintain the patency of
the blood vessel by promoting plasmin-induced lysis
of occluding clots. In the endothelial cell-basement
membrane-astrocyte interphase, plasminogen activat-
ors regulate the permeability of the blood-brain
barrier (BBB),’ and modulate the synaptic response to
the ischaemic injury in the synaptic cleft.* Thus far,
the rationale to treat patients with ischaemic stroke
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with plasminogen activators is based on their
intravascular fibrinolytic effect. Paradoxically, the
fibrinolytic properties of plasminogen activators are
also used to clear clotted blood from the brain to
treat haemorrhagic stroke. Historically, plasminogen
activators were used to remove blood clots from the
brain parenchyma, as blood signals were observed
radiographically and found to persist for months in
patients with intraventricular haemorrhage. However,
no studies clearly describe the consequences on
plasminogen-activator injection on the brain par-
enchyma, learning and memory, or neurotoxicity after

Panel 1: Ischaemic stroke and urokinase plasminogen activator
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Urokinase plasminogen activator (uPA) is a serine protease with fibrinolytic properties,

first identified in human urine.® uPA has been used to treat patients with acute limb
ischaemia, pulmonary embolism, myocardial infarction, ischaemic stroke, and intracranial
haemorrhage. In the rat brain, uPA expression is mostly neuronal’ but it can also be found in
astrocytes and oligodendrocytes.? UPA is synthesised as a single-chain pro-enzyme, and
secreted in the extracellular space where it is cleaved by plasmin, kallikreins, and stromelysin
into fully active two-chain uPA.° The cell surface receptor of uPA promotes the local activation
of plasminogen into plasmin, but uPA receptor activation can also recruit signalling
pathways, induce neuroprotection, neurogenesis, neuritogenesis, axonal growth, and
neuronal migration, and promote dendritic spine recovery after ischaemic stroke (figure 1

and appendix).”>** The endogenous uPA-uPA receptor system has been shown to be involved
in stroke pathophysiology. The bioactive soluble form of the uPA receptor (suPAR) has been
described as a strong biomarker of carotid plaques burden and ischaemic stroke occurrence.”
Elevated plasmatic levels of suPAR are also a predictor of 5-year mortality in patients with
ischaemic stroke.** Observations in uPA receptor-knock-out and uPA-knock-out mice report
that endothelial uPA receptors could be responsible for ischaemia-mediated brain damages
independently of uPA,* suggesting the existence of another ligand for uPA receptor during
cerebral ischaemia. The removal of uPA or uPA receptors (by using knock-out animals) does
not influence the size of the ischaemic lesion but improves functional recovery. Alternatively,
another hypothesis is that UPA is released by injured neurons and that uPA receptors are
recruited to the astrocytic cell surface to activate extracellular signal-regulated kinases (Erk)
and signal transducer and activator of transcription (STAT), independently from plasmin
generation, leading to astrocytic activation and synaptic recovery.”
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Figure 1: Pathophysiology of urokinase plasminogen activators from in-vitro studies and animal models
Urokinase plasminogen activator (uPA) can induce multiple effects in neurons through its receptor: neuronal
migration, axon growth, neurogenesis, neuritogenesis, neuroprotection, and dendritic spine recovery.”***

UPA released by neurons can activate its receptor on the astrocyte cell surface, leading to astrocytic activation,
which in turn releases astrocytic thrombospondin-1v into the extracellular space, which then interacts with LRP1
on dendritic spines to promote synaptic recovery via reorganisation of the actin cytoskeleton in the postsynaptic
terminal.” Erk1/2=extracellular signal-regulated kinases 1 and 2. LRP1=LDL receptor-related protein 1. STAT=signal
transducer and activator of transcription.
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Tissue-type plasminogen activator
tPA and urokinase-type plasminogen activator (uPA;
panel 1, figure 1) are the two main mammalian plas-
minogen activators that convert plasminogen into active
plasmin, which can then degrade fibrin, although others
(eg, desmoteplase) have been tested in humans and
animals. Recombinant forms of plasminogen activators
(native or engineered) such as tenecteplase and reteplase
have been used to treat patients with thrombotic diseases
such as acute ischaemic stroke” or myocardial infarc-
tion (figure 2 and appendix).” However, only tPA ad-
ministration is approved for the treatment of patients with

acute ischaemic stroke.!
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Physiological functions of tPA

tPA was first identified in the blood and later in the brain.”
It is synthesised as a single-chain protein and, in vitro, is
converted into a two-chain form by plasmin or kallikreins,”
although this conversion does not affect fibrinolytic
efficacy of tPA.* In vivo, tPA is synthesised and released
by endothelial cells in the blood-stream,” but it is also
produced by brain cells such as neurons® and glial cells;”
in vitro studies have shown tPA synaptic release® and
endocytosis by astrocytes.” tPA controls many cerebral
physiological events, such as neuronal migration,” neurite
outgrowth,” glutamatergic neurotransmission,” long-
term potentiation,” synaptic plasticity,” neurovascular
coupling,” and anxiety, through interactions with various
receptors (figure 3).

Contrasting neurotoxic and neuroprotective effects

of tPA

Since the pioneering work of Tsirka and colleagues® in
1995, several animal studies have supported the possibility
that tPA might have a pro-neurotoxic effect under
pathological conditions. Nowadays, this possibility re-
mains uncertain because, in animal studies, tPA has
been shown to promote both neuronal survival and death.
The opposing roles of tPA in neuronal survival could
depend on tPA dose, the type of neurons, or the
experimental models of neuronal death, or a combination
of these factors. For example, tPA increases NMDA-
receptor (NMDAR) signalling to toxic levels in vitro.”*
Even though this finding was initially controversial,” it is
now accepted by the research community. However, this
toxic effect of NMDAR signalling could require a
coreceptor such as LDL receptor-related protein 1 (LRP1).”
In contrast with the studies that showed a neurotoxic
effect of tPA, other animal studies indicate that tPA might
promote synaptic adaptation to metabolic stress,” might
induce homoeostatic plasticity,’ and might protect the
postsynaptic density from the harmful effects of
ischaemic injury.* Proteostasis (ie, equilibrium between
protein synthesis and degradation) is also emerging as a
potential signalling pathway modulated by tPA during
stroke. Indeed, an animal study” has shown that co-
treatment with a proteasome inhibitor enhances the
beneficial effects of tPA. These results are consistent with
recent findings in mice” that inhibition by tPA of
endoplasmic reticulum stress protects neurons from
oxygen and glucose deprivation in vitro. Furthermore,
other animal studies** have shown that tPA also has a
neuroprotective effect via the activation of the mammalian
target of rapamycin (mTOR), which is an inhibitor of
autophagy.

Several questions relating to neurotoxicity remain: how
strongly does the tPA-NMDAR interaction affect the
pathophysiology of stroke? Is the stimulation of NMDAR
sufficient to trigger the negative effects of tPA in stroke?
Does tPA promote any effect in ischaemic brain tissue
independent of its enzymatic activity? In oxygen and
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Figure 2: Plasminogen activators and plasmin or plasminogen derivatives

(A) Plasminogen activators are classified into eukaryotic forms and recombinant forms. They have various structural domains, inhibitors, and different specificities to fibrin; thus, their route of
administration and half-life vary. Plasminogen activators can have a SC form, aTC form, or both.” (B) Plasmin or plasminogen derivatives before and after cleavage by plasminogen activators.

Plasminogen activators convert plasminogen into active plasmin, which can then degrade fibrin. EACA=e-aminocaproic acid. EGF=epithelial growth factor. Finger=finger domain. FN=fibronectin

domain. FS=fibrin specificity. K=Kringle domain. PAl=plasminogen-activator inhibitor. PAP=pan apple domain. SC=single chain. TC=two chain. tPA=tissue-type plasminogen activator. TXA=tranexamic
acid. uPA=urokinase plasminogen activator. *Plasminogen activator has no (-), low (+) moderate (++), or high (+++) fibrin specificity.”® tPlasminogen activator has (+) or does not have (-) a SC form.
tPlasminogen activator has (+) or does not have (-) aTC form. SAmino acid substitution in the serine protease domain: Lys296Ala, Hys297Ala, Arg298Ala, Arg299Ala.

glucose deprivation experiments in vitro, tPA protects
neurons from death,”>* whereas in a mouse model” of
thromboembolic stroke with tPA-mediated recanal-
isation, the injection of a specific antibody into circulation
to inhibit the interaction between tPA and NMDAR is
beneficial. However, an effect of the antibody on the
neurovascular unit or the endothelial cells cannot be
excluded, as suggested by the effect of this antibody in a
mouse model of multiple sclerosis.*

Although these animal models provide valuable
mechanistic information, clinical support for these
models remains poor. One case-control registry study”
suggested that thrombolysis using tPA was associated
with epileptic seizures within 7 days of treatment
(28 [19] of 2327 patients with stroke compared with
100 controls with stroke who did not have seizures),
independently of recanalisation or haemorrhagic trans-
formation. However, neither a retrospective analysis™
of 302 patients with stroke nor a meta-analysis® of
4362 participants who had a stroke identified an
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association between tPA and seizures after stroke.
Nevertheless, a multicentre analysis® of 1004 patients
who had a stroke and were treated with thrombolysis
reported that people injected with a higher ratio of single-
chain tPA than two-chain tPA are more likely to develop
seizures soon after treatment, although functional
outcome was not affected. One explanation is that the
conflicting results regarding the benefits and adverse
effects of tPA might arise from the differences between
studies in animal models of stroke and clinical studies,
in which the large benefits of reperfusion in humans
might conceal the adverse effects of tPA.

Ischaemic stroke and tPA

tPA administration is combined with endovascular
thrombectomy” in patients with large vessel occlusion
(panel 2). There have been 27 trials of the use of
thrombolytic agents in the treatment of ischaemic stroke
according to the latest Cochrane database systematic
review.® Four of these trials administered streptokinase
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Figure 3: Pathophysiology of tissue-type plasminogen activator from in-vitro studies and animal models

At the neuronal cell surface, tissue-type plasminogen activator (tPA) interacts directly with NMDARs with opposite results reported in the scientific literature. When
it interacts with the GIuN2A subunit, tPA activates either the Akt/mTOR/p70S6K/HIF1a signalling pathway, leading to neuroprotection and to an increase of
glucose uptake,* or the Erk1/2/CREB/ATF3 signalling pathway to decrease excitotoxicity.* sc-tPA also interacts with the GIuN1 subunit of NMDAR either directly® or
through LRP1,*3* and promotes excitotoxicity. This neurotoxic effect is mediated by the single-chain form of tPA, while both sc-tPA and tc-tPA interact with EGFR to
inhibit apoptosis.*® tPA also cleaves plasminogen into plasmin, leading to the cleavage of NMDAR GluN2A subunit and supporting cell survival, and activation of
pro-BDNF into BDNF, which in turn activates Trk-B and protects from apoptosis.” Finally, the interaction of tPA and Grp78 is involved in decreasing endoplasmic
reticulum stress through an inhibition of PERK/Eif2alpha/CHOP/Atf4 pathways.” Genes activated by each pathway are indicated above the arrows on the DNA
segments. Akt=protein kinase B. Atf4=activating transcription factor 4. BDNF=brain-derived neurotrophic factor. CHOP=CCAAT-enhancer-binding protein
homologous protein. CREB=C-AMP response element-binding protein. EGFR=EGF receptor. eif2a=eukaryotic translation initiation factor 2 a. Erk1/2=extracellular
signal-requlated 1/2. Glut3=glucose transporter 3. Grp78= glucose-regulated protein 78 kDa. Hif1-a=hypoxia inducible factor 1. JAK2=JANUS kinase 2. LRP1=LDL
receptor-related protein 1. mTORC1=mammalian target of rapamicyn complex 1. NMDAR= NMDA receptor. p70s6K=ribosomal protein S6 kinase beta-1.
PERK=protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase. sc-tPA=single-chain tPA. STAT=signal transducer and activator of transcription. tc-tPA=two-chain tPA.

Trk-B=tropomyosin receptor kinase B.

(at a dose of 1-5 MU), 12 administered recombinant tPA
(at doses from 0-9 mg/kg to 1-1 mg/kg), six administered
urokinase (at a dose of either 1-5 MU or 1.0 MU),
two administered pro-urokinase (at doses of 6 mg and
9 mg), and three administered desmoteplase (at doses
between 62 pg and 125 pg per kg of bodyweight).* These
trials identified the main limitations of the use of tPA in
ischaemic stroke to be the narrow therapeutic window
(4-5 h after stroke symptom onset) of tPA,* its low rate of
recanalisation, and the risk of symptomatic parenchymal
haemorrhage.”

Rate of recanalisation and improved thrombolysis

The rate of acute recanalisation within 2 h after tPA
administration remains low (<35% of patients had acute
recanalisation, figure 4), according to a review” of the
Calgary Stroke Program (2002-09), which included
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1341 patients. Multiple variables, such as prolonged time
to treatment, poor collaterals,” and thrombus size greater
than 8 mm® are major predictive factors for unsuccessful
tPA treatment. The low rate of recanalisation observed in
patients treated with tPA prompted the ongoing
investigation of the effect of different mechanical devices
in removing the occluding clot from the intravascular
space (panel 2).

Since acute recanalisation is a major prognostic factor
for good functional outcome, therapeutic strategies that
aim to improve the rate of recanalisation with intravenous
thrombolysis remain of great clinical interest. Increasing
the efficiency of tPA in degrading fibrin is one potential
approach to improve the rate of recanalisation. There are
different potential strategies to improve the efficiency of
tPA, based either on the prevention of tPA inhibition by
endogenous factors or on increasing the proteolytic
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activity of tPA. One such strategy consists of bio-
engineering tPA through targeted mutagenesis to
increase its resistance to inhibitors. This approach led to
the development of tenecteplase (figure 2), a recom-
binant tPA that has increased resistance to plasminogen-
activator inhibitor 1 (PAI-1), improved fibrin specificity,
and enhanced half-life. A phase 3 randomised, open-
label, blinded-endpoint trial® assessed functional
outcome in 1107 patients enrolled within 4-5 h of onset
of symptoms in 13 stroke units in Norway, 3 months after
treatment with either tenecteplase or alteplase (tPA).
These investigators found no difference in either mortality
or functional outcome between groups.” By contrast,
a subsequent multicentre, randomised, open-label,
blinded-outcome trial® with 202 patients enrolled within
4.5 h of onset of stroke symptoms and treated with
tenecteplase or alteplase showed reperfusion greater
than 50% in 22 (22%) of 101 patients who received
tenecteplase versus 10 (10%) of 101 treated with alteplase,
and a better functional outcome at 90 days in tenecteplase-
treated patients than in alteplase-treated patients.

Another strategy to increase the efficacy of tPA proposes
to use a diabody (ie, an engineered antibody targeting
two proteins) to block two inhibitors of the fibrinolytic
process—PAI-1 and thrombin-activatable fibrinolysis
inhibitor (TAFI)—to promote thrombolysis.” In a mouse
model of thromboembolic stroke, co-administration of a
diabody improved the efficacy of tPA, without promoting
bleeding.” TAFI plasma concentrations affected the rate
of recanalisation after tPA administration in 136 patients
with stroke® and correlated with stroke severity and
outcome® in 109 patients with stroke. Additionally,
another study of 139 patients with ischaemic stroke” has
shown that the presence of functional polymorphism on
the genes that encode for TAFI and PAI-1 influenced tPA-
induced recanalisation. An inhibitor of TAFIa is currently
being tested in a placebo-controlled phase 1b/2 study
(ClinicalTrials.gov, NCT02586233) of patients with
ischaemic stroke who are not eligible to be administered
tPA (>4-5 h after ischaemic stroke symptom onset).
Numerous molecules which inhibit PAI-1 have been
described, including antibodies, nanobodies, and small
molecules.”” Although promising results have been
obtained in animal models, no PAI-l-inhibition molecule
has been tested in patients with ischaemic stroke thus far.
Boosting plasminogen activation has been shown to
be achievable in rodents by injecting the soluble form
of annexin A2 into the bloodstream. Annexin A2 forms
complexes with both tPA and plasminogen, leading to an
accelerated kinetics of plasmin formation. In a mouse
model of cerebral ischaemia, both the fibrinolytic activity
of tPA and its therapeutic window were increased by the
injection of annexin A2.”

Another approach to increase efficacy of thrombolysis
is to degrade thrombus constituents other than fibrin,
which represents only a part of the thrombus volume.
To test this approach, several predictive characteristics
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Panel 2: Endovascular thrombectomy

The Mechanical Embolus Removal in Cerebral Ischaemia (MERCI) trial,* a prospective,
single arm, multicentre study with 151 patients with large vessel stroke showed that a
mechanical embolectomy device can safely restore vascular patency in patients presenting
within 8 h of onset of an acute ischaemic stroke. More remarkably, this study showed a
rate of recanalisation of 46% with the MERCI device alone, and 60-8% when combined
with intra-arterial tissue-type plasminogen activator (tPA).>Despite these encouraging
results, enthusiasm for the use of thrombectomy was temporarily diminished by the
findings from several randomised controlled trials*** that did not show improved efficacy
of endovascular clot retrieval compared with intravenous tPA administration. However,
important technical advances that allowed the use of new-generation stent-retriever
devices led to several randomised controlled trials***’ that reported a consistent superiority
of endovascular clot retrieval over standard medical care alone. Importantly, a post-hoc
analysis® of 291 patients from two large multicentre prospective trials treated with
mechanical thrombectomy or intravenous tPA, or both, found no benefit from
intravenous thrombolysis in patients with acute ischaemic stroke undergoing mechanical
thrombectomy. Finally, a multicentre, randomised, open-label study**with 206 patients
who had occlusion of the intracranial internal carotid artery or proximal middle cerebral
artery showed improved outcomes for disability at 90 days in patients with 6-24 h onset
of symptoms treated with thrombectomy in addition to standard care (5 of whom were
treated with tPA) compared with patients who received standard care alone (13 of whom
received tPA).

Middle cerebral artery M2:
30-4%

Middle cerebral artery M1:
32-8%

Internal cerebral artery:
4-4%

Basilar artery:
4-0%

Figure 4: Rates of tissue-type plasminogen activator-mediated
recanalisation

Rates of recanalisation within 2 h of tissue-type plasminogen activator (tPA)
administration vary according to thrombus location. Data come from a review®
of the Calgary Stroke Program (2002-09), which included 1341 patients with
acute ischaemic stroke secondary to proximal vessel occlusions who received
intravenous recombinant tPA. Acute rates of recanalisation were assessed using
CT angiography. M1 and M2 are two of the four segments the middle cerebral
artery is divided in.

of the thrombus have been identified. For example, a
higher proportion of red blood-cells in samples from
retrieved thrombi is associated with an increased
response to tPA and to improved clinical outcomes
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compared with a lower proportion of red blood-cells.”
Since red blood cell-rich thrombi modify the MRI signal
(ie, presence of the susceptibility vessel sign), this
biomarker enables the use of imaging for the prediction
of tPA efficacy. Thrombi containing neutrophil extra-
cellular traps—DNA extracellular networks produced by
activated neutrophils—are also more resistant to
mechanical or pharmacological reperfusion.” An analysis
of 108 thrombi from patients with stroke found that
neutrophil extracellular traps are present in all thrombi
and might be responsible for reperfusion resistance.” Ex-
vivo degradation of the thrombus is accelerated by the
co-administration of tPA and DNasel. These findings
have prompted a clinical trial of DNasel (ClinicalTrials.
gov, NCT02900833). The low efficacy of tPA on platelet-
rich thrombi might also prevent recanalisation. However,
clinical trials*” investigating co-administration of tPA
and an antiplatelet drug (eg, aspirin, anti-GpIIb/IIIa)
showed low efficacy and increased bleeding risk.
In animal studies,™” platelet aggregation in arteries has
been shown to involve specific receptors and proteins
that are not essential for haemostasis in the brain, such
as von Willebrand factor (VWF) and the glycoprotein
Gplb-a. Therefore, strategies that specifically target
platelet aggregates formed under conditions of arterial
shear stress can induce arterial recanalisation without
substantially increasing the risk of haemorrhagic
transformation.® Thus, pharmacological strategies that
target VWF with a disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin type-I motif, member-13 (ADAMTS-13)®
or with N-acetylcysteine® are also promising, especially
since intracranial thrombi in patients with stroke contain
large amounts of VWF,* and low plasma concentrations
of ADAMTS-13 might be a marker for unsuccessful
treatment with tPA.*

Furthermore, clinical deterioration—possibly due to re-
occlusion—occurs in at least 15% of patients treated with
tPA. Thus, other strategies that aim to increase the speed
of recanalisation and prevent re-occlusion to reduce the
extent of infarction have been studied. In the ARTSS-2
randomised exploratory study® of 90 patients with stroke
treated with tPA, adjunctive argatroban (a direct thrombin
inhibitor) was not associated with an increased risk of
symptomatic intracerebral haemorrhage. This finding
provides the basis for a future efficacy trial combining
tPA with an antigocoagulant.

tPA-mediated haemorrhagic transformation

A meta-analysis® of 27 trials with 10239 patients with
stroke treated with streptokinase, tPA, urokinase, or
desmoteplase found a four-time increase in the incidence
of symptomatic intracerebral haemorrhage among
patients with stroke treated with any of these plasminogen
activators. Remarkably, when these analyses were limited
to 12 trials using tPA, there were 60 additional sympto-
matic intracerebral haemorrhages per 1000 treated
patients. Symptomatic intracerebral haemorrhage has

since been the most feared complication of tPA
treatment, with a higher incidence within the first 24 h
(median time ranging from 5 h to 10 h) than after 24 h,
and almost 50% mortality.® In contrast to tPA,
tenecteplase does not change the incidence of intra-
cerebral haemorrhage.*

An international, multicentre, randomised, open-
label trial* evaluated the incidence of symptomatic
intracerebral haemorrhage and the clinical outcome in
3297 predominantly Asian patients with stroke treated
within 4-5 h of the onset of symptoms with either low
(0-6 mg/kg) or standard (0-9 mg/kg) doses of alteplase.
This study showed a difference in haemorrhagic trans-
formation between the low-dose group (1-0%)
and the standard-dose group (2-1%), which indicates that
the prevalence of haemorrhagic transformation is
associated with the dose of tPA. Converesely, time-to-
treatmentis notsignificantly associated with haemorrhagic-
transformation risk, according to a large meta-analysis.”*
By contrast, the TARGET-STROKE initiative reported in a
study® of 71169 patients with acute ischaemic stroke
treated with tPA that an intervention aiming to reduce the
time-to-treatment delay also led to a reduction of the
prevalence of haemorrhagic transformation.

Haemorrhagic transformation after tPA admini-
stration is a dynamic phenomenon, and its patho-
physiology remains unclear. Indeed, animal studies
have shown that tPA increases the permeability of the
BBB through multiple mechanisms. For instance, tPA
can bind to and cleave LRP1 at the astrocytic endfeet,
resulting in BBB alterations.” The activation of platelet-
derived growth factor-CC (PDGF-CC) by tPA in the
brain has also been shown to lead to BBB leakage.”
PDGF-CC plasma concentrations can be used to predict
haemorrhagic transformation and severe cerebral
oedema in patients with stroke treated with tPA.” A
pilot study based on this finding has shown that
imatinib (a PDGF-receptor inhibitor) might reduce the
risk of haemorrhagic transformation in patients treated
with tPA.”

tPA also induces the activation of matrix metallo-
proteinases (MMPs),* which are involved in the degra-
dation of the extracellular matrix and in the promotion
of BBB impairment. Results from an animal study™
suggest that minocycline, a tetracycline antibiotic and an
inhibitor of MMPs, prevents the increase in concentration
of plasma MMP-9 associated with tPA administration in
a rat model of thromboembolism. A minocycline dose-
escalation study” (alone or in combination with tPA) was
shown to be safe in 60 patients with ischaemic stroke. A
meta-analysis of three studies® also reported that
minocycline was safe, although statistically significant
heterogeneity among the trials precludes conclusions
about efficacy. Cytokines and growth factors could also
counteract tPA-mediated haemorrhagic transformation.
However, animal studies of granulocyte-colony stimulating
factor have reported conflicting findings that the factor,
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co-administrated with tPA during the acute phase of
stroke, either protects against haemorrhagic transform-
ation caused by delayed tPA treatment” or increases risk of
haemorrhagic transformation.”

Brain oedema and mortality after tPA treatment

Several studies suggest an increased risk of early
mortality with tPA treatment, especially as onset-to-
treatment delay increases. In the IST-3 trial” the
mortality of tPA-treated patients increased by 60% in the
first 7 days, compared with controls. This finding cannot
be explained solely by the increase in haemorrhagic
transformation™ and suggests that other mechanisms
might be at play. Notably, the prevalence of fatal brain
oedema in the IST-3 trial increased in tPA-treated
patients with stroke compared with controls, with an
odds ratio of 1-89 (95% CI 1-14-3-14).” This finding was
supported by the case-control ICARO study™ of
506 patients with occlusion of the internal carotid artery,
among whom the prevalence of fatal symptomatic brain
oedema was 8-3% in 253 tPA-treated patients versus
3-1% in 253 controls. By comparison, the prevalence of
fatal haemorrhagic transformation was only 2-8% in
tPA-treated patients, suggesting that the contribution of
symptomatic brain oedema to mortality could be greater
than haemorrhagic transformation in this subset of
patients with occlusion of a proximal artery. By contrast,
other trials (ECASS-3,% for instance) reported a reduction
in prevalence of symptomatic brain oedema after tPA
treatment. These discrepancies between studies suggest
that tPA has both pro-oedema and anti-oedema effects in
patients with acute ischaemic stroke, with the anti-
oedema effects being probably associated with the
capacity of tPA to promote reperfusion and alleviate
ischaemic damage.

The mechanisms by which tPA promotes infarct
swelling remain poorly understood, although tPA
promoted brain oedema in a mouse model of ischaemic
stroke through activation of the contact phase,"” which is
a biochemical cascade responsible for the generation of
bradykinin (a short pro-inflammatory peptide that
increases vascular permeability). Furthermore, plasmatic
concentration of bradykinin is increased in patients with
ischaemic stroke after tPA administration.” It is believed
that tPA-mediated generation of plasmin activates factor
XII (a blood coagulation factor), which can in turn
activate plasma kallikrein, the main enzyme responsible
for bradykinin generation by cleavage of its precursor
(ie, high molecular-weight kininogen).” Therefore,
factor XII, plasma kallikrein, or bradykinin receptors are
all potential therapeutic targets to prevent tPA-induced
infarct swelling.™ These clinical and animal data
demonstrate that the effect of tPA administration in
patients with stroke is not limited to the degradation of
the fibrin clot. The diversity of effects offers the
opportunity to improve the safety and efficacy of tPA
treatment.
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Haemorrhagic stroke

Haemorrhage is a devastating form of stroke, as it is
associated with high mortality and long-term disability.
Spontaneous haemorrhagic strokes are usually divided
into intracerebral haemorrhage and subarachnoid
haemorrhage, both of which are potentially associated
with intraventricular haemorrhage.” In patients with
haemorrhagic stroke, the mass effect of the haematoma
and—in the case of subarachnoid or intraventricular
bleeding—the interruption of CSF circulation are
responsible for an increase in intracranial pressure and
high mortality. Plasminogen activators could be used to
mitigate the deleterious consequences of intracranial
bleeding by promoting the dissolution of the haematoma
and restoring CSF circulation.

Intracerebral haematoma

Intracerebral haemorrhage is characterised by paren-
chymal bleeding and accounts for approximately 10% of
all strokes." Since haematoma volume is a key prognostic
factor after intracerebral haemorrhage, the development
of surgical procedures for the evacuation of the haema-
toma is an ongoing effort. Open surgical evacuation of
supratentorial haematoma—one of the first strategies to
have been developed—has not shown any benefit in large
clinical trials,™ possibly because it is associated with
iatrogenic tissue injury during surgery. Simple aspiration
has been abandoned because it could only remove small
amounts of the coagulated blood. To overcome this
limitation, stereotactic aspiration of the liquefied
haematoma after in-situ instillation of plasminogen
activators has been investigated. The phase 2 MISTIE
2 trial” randomly assigned 96 patients to either standard
care or minimally invasive haematoma aspiration using
tPA instillation after documented interruption of
haematoma growth. The trial confirmed the safety of
thrombolytic aspiration despite an increased risk of
asymptomatic bleeding in the treated group. When
adjusted to baseline severity, the increase in the
proportion of patients achieving a good outcome was
significant, but these results should be interpreted with
caution since this trial was not powered to show efficacy."”
A phase 3 trial is ongoing (MISTIE 3; ClinicalTrials.gov,
NCT01827046) and the results are expected soon.

During minimally invasive drainage of intracerebral
haemorrhage, a potential concern is the effect of in situ
instilled tPA on and around the BBB. In a porcine
model of intracerebral haemorrhage,"® in-situ fibrinolytic
therapy with tPA without aspiration was associated
with an increase in the perihaematomal oedema, as
measured by MRI. In another study in pigs, this effect
was mitigated by the co-administration of dizocilpine
(MK-801), suggesting an NMDAR-dependent mech-
anism." Accordingly, administration of PAI-1 reduces
cerebral oedema following tPA treatment in the same
model.™ This noxious effect of tPA was confirmed in
a rat model of intracerebral haemorrhage,™ in which
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Deleterious effect

Ischaemic stroke
Thrombolysis
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Haemorrhagic stroke

CSF circulation
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Enhances blood-brain barrier leakage
Brain oedema*

tPA Promotes excitotoxicity

Haemorrhagic stroke
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Promotes inflammation

Lower efficacy compared with uPAt

Figure 5: Effects of tissue-type plasminogen activator in ischaemic and haemorrhagic stroke
Beneficial+***! (green box) and deleterioys3#s90sn991011022081419122 (rad] hox) effects of tPA in both ischaemic and
haemorrhagic stroke. Effects shown in clinical studies are indicated in black, and effects shown in animal models
are indicated in blue. tPA=tissue-type plasminogen activator. uPA=urokinase plasminogen activator. *It is unclear
whether brain oedema is present following thrombolysis by tPA in humans. TA preclinical study** has shown that
UPA is better than tPA for the fibrinolysis of intraventricular haemorrhage.
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administration of optimised tPA (an engineered non-
proneurotoxic tPA variant) decreased perihaematomal
neuronal death and subsequent oedema progression
compared with administration of tPA. These animal data
are contradicted by a secondary analysis of the
MISTIE 2 trial,™ which shows that instillation of
tPA combined with stereotactic aspiration significantly
reduces perihaematomal oedema. Moreover, a retro-
spective study™ reported that uPA and tPA present
similar efficacy and safety profiles for the drainage of
basal ganglia haematoma, even though animal studies of
uPA have not shown the same pro-excitotoxic effects as
tPA.™ Thus, there is no clinical evidence supporting a
neurotoxic role for tPA in patients with intracerebral
haemorrhage.

Intracerebral haemorrhage associated with
intraventricular haemorrhage

Extension of haemorrhage to the ventricles occurs in
approximately 25% of cases of non-traumatic intra-
cerebral haemorrhage and promotes the obstruction of
CSF outflow and, hence, the development of hydro-
cephalus.™ Thus, intraventricular administration of plas-
minogen activators could prevent obstruction of the flow
of CSF and accelerate clearance of the intraventricular
blood. The phase 2 CLEAR IVH trial™ in 48 patients
reported preliminary results for safety and clot removal
efficacy of recombinant tPA compared with placebo,
which prompted the CLEAR 3 trial." In this phase 3 trial,
500 patients were randomly assigned to thrombolytic
removal of intraventricular haemorrhage using either
alteplase or placement of an extraventricular drain. The
proportion of patients in the alteplase group (117 [48%] of
246) who achieved good functional outcome was similar
to the placebo group (110 [45%] of 245) at 6 months
(risk ratio 1-06, 95% CI 0-88-1-28; p=0-554). The
mortality rate was lower in the tPA group (46 [18%)]) than
in the placebo group (73 [29%]), but patients had higher
disability rates in the tPA group (42 [17%)]) than in the
placebo group (21 [9%)])."” Greater intraventricular clot
removal was associated with improved outcome, but only

82 patients (33%) in the tPA group reached the objective
of 80% clot dissolution (as assessed by CT scan), which
might have reduced the clinical benefit of intraventricular
thrombolysis. A randomised trial of 87 patients,”™ which
investigated the efficacy of a strategy that combined
intraventricular fibrinolysis with lumbar drain versus
intraventricular fibrinolysis alone, showed that dual
therapy significantly reduced the occurrence of
permanent shunt dependency for post-intracerebral-
haemorrhage hydrocephalus. Overall, these results
suggest that there is still room to improve the intra-
ventricular thrombolysis procedure in patients with
intraventricular haemorrhage.

Another explanation for the neutral results of the
CLEAR 3 study could be related to side-effects of tPA.
Indeed, a mouse study™ investigated drainage of intra-
ventricular haematoma using tPA compared with uPA
and reported that, although both fibrinolytics reduced
hydrocephalus, only uPA improved functional recovery
significantly, confirming the results of a meta-analysis™
of intraventricular fibrinolysis in patients with intra-
ventricular haemorrhage that found an improved clinical
efficacy of uPA compared with tPA. These results could
be explained by the fact that tPA promotes inflammation
after intraventricular injection in both mice™ and
humans.” We cannot exclude that direct detrimental
effects of tPA on the BBB are masked by the beneficial
effects of haematoma drainage.

Subarachnoid haemorrhage

Besides restoring CSF outflow, the main aim of
fibrinolytics as a potential therapy for subarachnoid
haemorrhage is to reduce the risk and occurrence of
delayed cerebral ischaemia by accelerating blood
clearance from the subarachnoid space. A meta-analysis
of 652 patients™ that included predominantly non-
randomised studies suggests a significant beneficial
effect of intracisternal fibrinolysis in patients with
subarachnoid haemorrhage. It has also been shown in a
phase 2 randomised trial of 60 patients™ that intra-
ventricular fibrinolysis in combination with low-
frequency head-rotation is a safe and effective way to
accelerate haematoma clearance, although the prevalence
of delayed cerebral ischaemia was not significantly
reduced and functional outcome was not significantly
improved. A phase 3 trial to study the efficacy of
intraventricular fibrinolysis using tPA in subarachnoid
haemorrhage is ongoing (ClinicalTrials.gov,
NCT03187405). A small randomised study of 6 patients™
showed that intraventricular tPA administration
produces a transient local inflammatory response, which
correlates with the degree of fibrinolysis, raising the
possibility that the release of haematoma breakdown
products, rather than tPA itself, is responsible for the
pro-inflammatory effects. Overall, while plasminogen
activators seem to have an acceptable safety profile to
accelerate the clearance of intracranial haematoma in
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Search strategy and selection criteria

We searched PubMed for all indexed articles published from
Jan 1, 2013, to Aug 1, 2018, with the terms (“tPA” OR “uPA”)
AND (“ischemic stroke” OR “haemorrhagic stroke”).

We included only articles published in English. Titles and
abstracts were screened, and relevant papers were selected for
detailed assessment. The bibliographies of the selected articles
were also screened for additional sources. Whenever possible,
priority was given to articles published in the past 5 years,
except for landmark and historical papers or clinical trials.
Additionally, the ClinicalTrials.gov database was screened to
include ongoing trials regarding use of plasminogen
activators in ischaemic or haemorrhagic stroke, with a specific
focus on phases 3 and 4 trials.

some subtypes of haemorrhagic stroke, their efficacy
remains uncertain.

Conclusions and future directions

Endovascular thrombectomy has revolutionised the
treatment of patients presenting with occlusion of a
proximal intracranial artery. The positive results of
endovascular thrombectomy in patients presenting up to
24 h after stroke onset indicate that, if safe, recanalisation
can still be beneficial in patients who meet the treatment
criteria."*® However, reperfusion of smaller arteries is
not easily achievable, and many patients remain
ineligible for reperfusion therapies. Thus, pharma-
cological thrombolytic strategies remain relevant for the
treatment of patients with ischaemic stroke. The mis-
match between the therapeutic windows of endovascular
thrombectomy and tPA could reflect the deleterious
effects of tPA on the neurovascular unit (figure 5). These
deleterious effects should stimulate the development of
safer thrombolytic strategies, with increased reperfusion.
To this aim, further understanding of the biological
effects of tPA on the neurovascular unit is necessary.

In haemorrhagic stroke, large clinical trials""* showed
that the use of tPA in intraventricular haemorrhage only
slightly reduced mortality (figure 5). Based on the available
information, these results are not directly attributed to
the deleterious effects of in situ-instilled plasminogen
activators on the neurovascular unit. However, consistent
results in intraventricular haemorrhage and subarachnoid
haemorrhage indicate that tPA could have a pro-
inflammatory effect once injected in the ventricles, which
might attenuate the Dbeneficial effects of haematoma
drainage. Further investigations into the mechanisms
underlying this pro-inflammatory effect are needed to
design safer thrombolytic strategies. Moreover, refinement
of surgical techniques could also improve the efficacy of
plasminogen activators to clear intracranial haematoma,
especially in patients with intraventricular haemorrhage, in
whom greater haematoma clearance is associated with
improved functional outcome.
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Résumé : La réponse des protéines mal-repliées (UPR) est une réponse adaptative liée au stress du
réticulum endoplasmique (RE) qui vise a protéger les cellules de la surcharge protéique. Cependant,
lorsqu'elle est prolongée, I'activation de 'UPR est convertie en un signal de mort, qui repose sur sa
branche PERK-elF2a. L’activation exacerbée de 'UPR a été impliquée dans de nombreuses maladies
neurologiques, notamment l'ischémie cérébrale. Ici, en utilisant un modeéle d'accident vasculaire
cérébral thromboembolique in vivo sur des souris reportrices du stress RE et des modéles
neuronaux in vitro d'ischémie, nous démontrons que le stress ischémique conduit a l'activation
délétere de la branche PERK-eiF2a. De plus, nous montrons que l'activateur du plasminogéne de
type tissulaire (tPA) peut se lier a Grp78 au niveau membranaire, entrainant une diminution de
I'activation de la voie PERK, donc du facteur délétére CHOP, et favorise enfin la neuroprotection.
Globalement, ces travaux mettent en évidence un nouveau réle et un potentiel thérapeutique de la
protéine chaperonne Grp78 en tant que récepteur membranaire du tPA afin de prévenir |’activation

exacerbée du stress du RE.
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Activation of cell surface GRP78 decreases
endoplasmic reticulum stress and neuronal death

Morgane Louessard’, Isabelle Bardou', Eloise Lemarchand', Audrey M Thiebaut', Jérome Parcq', Jéréme Leprince?, Anne Terrisse®,
Valérie Carraro®, Pierre Fafournoux®, Alain Bruhat®, Cyrille Orset', Denis Vivien', Carine Ali" and Benoit D Roussel*’

The unfolded protein response (UPR) is an endoplasmic reticulum (ER) -related stress conserved pathway that aims to protect
cells from being overwhelmed. However, when prolonged, UPR activation converts to a death signal, which relies on its PERK-
elF2a branch. Overactivation of the UPR has been implicated in many neurological diseases, including cerebral ischaemia. Here,
by using an in vivo thromboembolic model of stroke on transgenic ER stress-reporter mice and neuronal in vitro models of
ischaemia, we demonstrate that ischaemic stress leads to the deleterious activation of the PERK branch of the UPR. Moreover, we
show that the serine protease tissue-type plasminogen activator (tPA) can bind to cell surface Grp78 (78 kD glucose-regulated
protein), leading to a decrease of the PERK pathway activation, thus a decrease of the deleterious factor CHOP, and finally
promotes neuroprotection. Altogether, this work highlights a new role and a therapeutic potential of the chaperone protein Grp78

as a membrane receptor of tPA capable to prevent from ER stress overactivation.
Cell Death and Differentiation (2017) 24, 1518-1529; doi:10.1038/cdd.2017.35; published online 23 June 2017

The endoplasmic reticulum (ER) stress is a conserved cellular
process that activates the unfolded protein response (UPR)
that controls the correct functioning of the ER." The UPR
combines two responses: an early inhibition of protein
synthesis, to avoid protein overload within the ER; and a later
upregulation of genes that help protein folding, to clear the ER
from native/aberrant proteins.? If prolonged, the UPR triggers
death signals.®

Three sensors present at the ER membrane ensure a
correct detection of ER stress: IRE1 (inositol-requiring protein-
1); ATF6 (activating transcription factor 6); and PERK (protein
kinase RNA (PKR)-like ER kinase). IRE1 and ATF6 are
normally bound to, and thus inactivated by the ER chaperone
Grp78 (78 kDa glucose-related protein, also called Bip for
binding immunoglobulin protein). Under stress conditions,
Grp78 disengages from IRE1 and ATF6, leading to their
activation and the subsequent expression of UPR genes
(chaperones, folding and ER proteins).* Like the other two
sensors, PERK is held inactive by the binding of Grp78. Under
stress conditions, PERK phosphorylates its unique substrate,
elF2a (eukaryotic translation initiation factor-2 a-subunit),’
resulting in a global protein synthesis shutdown.® Paradoxi-
cally, PERK-mediated elF2a phosphorylation also activates
the transcription of specific genes, including ATF4 (activating
transcription factor 4), which triggers a transcriptional pro-
gramme of stress-responsive genes’ and of the transcription
factor CHOP (C/EBP homologous protein); in case of ER
stress overactivation, CHOP will induce death signals.®
Another target of ATF4 and CHOP, GADD34 (growth arrest
and DNA damage-inducible protein 34, a protein phosphatase

1 regulatory subunit), serves as a negative feedback loop by
dephosphorylating elF2a, allowing the recovery of protein
translation* (Figure 1a).

These molecular events have been implicated in many
neurological diseases, including Alzheimer’s disease, Parkin-
son’s disease, Huntington’s disease and stroke.*® Many
stroke models are known to activate the UPR.'®'! This
activation is likely due to the energetic failure and the attendant
dysfunctions of calcium pumps, ER-calcium depletion,
chaperone dysfunction and the eventual accumulation of
misfolded proteins.*'2 For example, activation of the PERK
branch is evidenced by elF2a phosphorylation in a model of
hypoxia/ischaemia in mice.'”®> Moreover, CHOP and
GADD34 — the downstream targets of phosphorylated elF2a
(phospho-elF2a) — are also increased during cerebral
ischaemia. 17

In our study, we investigated ER stress-induced neuronal
death by using an in vivo model of stroke and two different
models of ischaemia/reoxygenation (ex vivo and in vitro). We
demonstrate that the PERK branch of the UPR can be
controlled by the activation of translocated-ER-resident
chaperone Grp78 to the neuronal surface by tissue-type
plasminogen activator (tPA). Binding of tPA to Grp78 results in
a decrease of PERK/elF2a activation, and thus a decrease of
the deleterious factor CHOP, leading to neuroprotection. For
the first time, we describe an active role of cell surface Grp78
signalling in the control of ER stress, thus opening new
therapeutic strategies for neurological diseases, especially
during stroke.
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tPA protects neurones from ischaemia-induced ER stress in a thromboembolic model of stroke. (a) Diagram of the PERK branch of the UPR: PERK is an ER

membrane-bound sensor activated under stress conditions. Once activated, it phosphorylates elF2« leading to a global shutdown in protein translation. Paradoxically, phospho-
elF2a promotes ATF4 expression and subsequent protein-folding genes to restore ER homeostasis, including GADD34 to restore protein synthesis by dephosphorylating elF2a.
If ER stress is over-activated, ATF4 leads to the expression of CHOP, partially responsible of ER stress-mediated death. (b) Representative cerebral luminescence intensities
following sham surgery, thromboembolic ischaemia alone or coupled to thrombolysis with tPA (10 mg/kg V) (n=29 for sham animals and n= 10 for ischaemia and ischaemia
+PA). (¢) Mean ipsilateral/contralateral hemispheres ex vivo bioluminescence (n=29 for sham animals and n=10 for ischaemia and ischaemia+tPA). (d) Mean ipsilateral/
contralateral cortical lysates bioluminescence (data are represented as mean + S.E.M.; n= 9 for sham animals and n = 10 for ischaemia and ischaemia+tPA). () Representative
immunostainings against luciferase (green) and NeuN (blue) in the peri-infarct area. (*P<0.05, **P<0.01, **P<0.001; Mann-Whitney test; scale bar, 20 zm)

Results

Thromboembolic ischaemia induces activation of
PERK/ATF4 branch of ER stress and is decreased by
thrombolysis. CARE-Luciferase mice allow an in vivo
detection of the activation of the PERK-elF2a branch of the
UPR'8 (Figure 1a). CARE-Luciferase mice were subjected to

thromboembolic stroke, induced by the injection of thrombin
within the middle cerebral artery."® This model allows
thrombolysis by recombinant tPA in the same conditions than
its use in clinic: a group of mice were thrombolysed with tPA
20 min after stroke induction (10 mg/kg iv; bolus and then
infusion over 40 min) while sham group received saline. After
24 h, mice were perfused and brain were harvested to
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measure ex vivo luciferase activity in the ischaemic (ipsilat-
eral) and contralateral hemispheres. As shown on the images
and on the quantifications (Figure 1b and c), ischaemic stroke
increased by 2.4-fold the bioluminescent signal compared
to sham conditions (ipsi/contralateral hemispheres) (n=9,
P<0.001). Thrombolysis with tPA reduced by 46%
ischaemia-induced luciferase signal (n=9; P<0.01). Con-
cordant with the ex vivo findings, in vitro luciferase assays
(Figure 1d) showed a strong ischaemia-induced luciferase
activity (+270% versus sham mice; n=9; P<0.01) that was
reduced by tPA-induced thrombolysis (56% reduction com-
pared to ischaemia alone; n=9, P<0.01). Immunostainings
against luciferase also highlighted in the peri-infarct cortical
region a strong ischaemia-induced labelling which was
reduced by thrombolysis (Figure 1e). However, because tPA
can positively or negatively control neuronal survival through
multiple pathways®®?' in addition to its thrombolytic effects,
we wondered if the decrease of ER stress observed after
thrombolysis was only due to its vascular properties or not.

OGD/reoxygenation induces a deleterious activation of
the PERK branch of ER stress that is counteracted by
tPA. tPA is now considered as a neuromodulator.2%2?
Because it is complicated to decipher its parenchymal roles
from its thrombolytic action, we decided to use a model of
ischaemia where thrombolysis is not necessary: an ex vivo
model of hippocampal slices subjected to 40 min of OGD
followed by reoxygenation (OGD,.x) (Figure 2a). To ensure
ER stress activation, we measured the level of elF2a
phosphorylation by western blots 24 h after the experiment.
When compared to control, OGD,..x led to an increase of
elF2a phosphorylation (Figure 2b and quantification in
Figure 2c, 2.5-fold increase, P<0.01), confirming the activa-
tion of ER stress. Interestingly, tPA prevented OGD,cox-
mediated elF2a phosphorylation (Figure 2d and quantifica-
tion in Figure 2c, n=6, P<0.05) independently from its
thrombolytic properties. We also assessed cell death, by
propidium iodide staining (Figure 2d) and as observed in vivo
after ischaemic stroke, tPA protected from OGD,ox-induced
cell death (Figure 2e, 60% of protection, n=5, P<0.01).
Taken together, these results show that during OGD ¢0x, tPA
reduces the activation of the PERK-elF2a branch of the UPR
independently of its thrombolytic activity.

OGD/reoxygentation overactivates the PERK branch of
ER stress in pure cortical neurones and is decreased by
tPA. To study the mechanism of action of tPA, we next used
cultures of pure cortical neurones subjected to OGD,eox
(Figure 3a). In these conditions, the PERK-elF2a branch was
activated, as illustrated by immunostainings against
phospho-elF2a (Figure 3b). ER stress activation increased
as a function of the duration of OGD, as shown by the extent
of elF2a phosphorylation ratio compared to the total form,
after various time of OGD and followed by 4 h of reoxygena-
tion (Figure 3c and densitometries in Figure 3d, 1.84-, 2.68-
and 3.86-fold increase of elF2a phosphorylation at 10, 40 and
60 min of OGD, respectively, P<0.05). In this neuronal
model, tPA 300nM also prevented the activation of the
PERK branch as illustrated by immunostainings (Figure 3b)
and immunoblots against phospho-elF2a (Figure 3c and

Cell Death and Differentiation

densitometries in Figure 3d, tPA reduces by 44%, 46% and
40% the phosphorylation of elF2a after 10, 40 and 60 min of
OGDyeox, respectively, P<0.05). We also studied by gPCR
the transcriptional downstream targets of phospho-elF2a
(Figure 1a). OGD,ox increased mRNA levels of ATF4, CHOP,
GADD34 and Grp78 (Figure 3e) by 2-, 1.6-, 1.54- and 1.6-
fold, respectively. This ER stress activation measured by
gPCR was totally prevented in the presence of tPA, except for
Grp78 (Figure 3e). In parallel to these evidence of time-
dependent activation of the PERK-elF2a branch, we also
found that OGD,eox induced a neuronal death of which the
extent increased with the duration of OGD (Supplementary
Figure 1; Spearman correlation test: p=0.777; P<0.0001)
and that was correlated to the levels of phospho-elF2a
(Spearman  correlation test: p=0.671; P=0.026).
Co-treatment with tPA (300 nM) reduced by 38% the extent
of neuronal loss induced by OGD,¢ox (40 min OGD followed
by 4h reoxygenation; Figure 3f, P<0.01), showing a
neuroprotective action of tPA via an alleviation of the
recruitment of the PERK branch of the UPR in ischaemic
neurones.

The neuronal ER continuity is preserved under OGD/
reoxygenation in the presence of tPA. ER dysfunction is
often associated to ER swelling and fragmentation. To
visualize the neuronal ER continuity/integrity in our experi-
mental conditions, we performed live imaging of neurones
with the cell-permeant dye ER tracker (Figure 4). Due to the
use of glass bottom Petri dishes for the confocal acquisition,
neurones need the presence of astrocytes to attach to the
glass bottom part; we then adapted the protocol of OGD,eox t0
1 h of OGD, in order to obtain the same level of cell death than
40 min OGD on pure cortical neurones. Z-stack acquisitions
were performed to enable a 3D reconstruction by Imaris
Software (Bitplane; Concord, MA, USA) (representative
reconstruction Figure 4a, blue images). In control conditions
(with or without 300 nm tPA), the ER continuity was preserved
with an ER surrounding the nucleus and projecting in neurites
(Figure 4a). However, after OGD,c0x the ER continuity was
lost, with an apparent swelling and an ER fragmentation
(Figure 4a, blue images). When tPA was added during the
OGDye0x, ER continuity was preserved. Neuronal swelling was
estimated by measuring the somatic diameter of neurones
(10 per condition, in five distinct microscopic fields; each
individual neurones was recorded every hour) after staining
with the ER tracker as illustrated on the images at 4h
(Figure 4a, green images). Under control conditions, tPA
300nM alone did not modify the neuronal body diameter,
while OGD,¢ox led to a 1.5-, 1.8-, 2.11-, 2.26- and 2.34-fold
increase of neuronal body diameter at t0, t1, 12, t3 and t4
respectively, ***P<0.001 compared to control). When tPA is
added during OGDreox, the neuronal body diameter
increased over time (Figure 4b, 1.05-, 1.1-, 1.16- and
1.18-fold at to, t1, t2, t3 and t4 respectively; **P<0.01,
***P<0.001 compared to control) but less than under
OGDyeox alone (Figure 4b, 31%, 29%, 22%, 23% less than
OGDyeox at to, t1, t2, t3 and t4, respectively; P<0.001
compared to OGD,eox alone). It demonstrates that tPA is
able to maintain ER continuity and the neuronal morphology
under OGDgox-
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Figure 2 tPA protects hippocampal slices from OGD,ec-induced death by decreasing the PERK branch of the UPR. (a) Diagram of the OGD,¢cy protocol used on
hippocampal slices. Slices were washed with OGD media and stayed under OGD conditions during 40 min, followed by a 24 h reoxygenation period. (b) Representative western
blots against phosphor — and total elF2« in hippocampal slices subjected or not to OGD;eox + 300 M tPA. (¢) Corresponding ratio of the phosphorylated versus total form of
elF2a (data are represented as mean + S.E.M. n=6, *P<0.05; **P<0.01; Mann-Whitney test). (d) Representative propidium iodide stainings of slices 24 h after 40 min of
OGD (except Ctrl) in presence or not of 300 nM tPA (Scale bar, 10 M). (e) Mean of propidium iodide-positive cells in slices 24 h after treatments and normalized to the OGDyeox
condition (data are represented as mean + S.E.M. n=5 independent experiments; *P< 0.05; **P<0.01; Mann-Whitney test)

tPA decreases the PERK-elF2a branch of the UPR by a
mechanism dependent on its lysine-binding site. We
then investigated the mechanisms by which tPA decreases
the PERK branch of ER stress and death under OGD,¢0x. We
first used a proteolytically inactive form of tPA (itPA: tPA-
dGGACK; 300 nM) and showed that despite its lack of enzy-
matic activity, itPA remained able to confer neuroprotection
(Figure 5a, 19% of neuronal death for itPA under OGDcox;
50% for OGD,e0x alone; and 31% for tPA and OGD,coy,
P<0.001). The growth factor domain of tPA confers anti-
apoptotic capacity through its binding to the EGF
receptor.2®2* However, AG1478 (5uM), an EGFR tyrosine
kinase inhibitor, did not prevent the beneficial effect of tPA
during OGD,e0x (Figure 5b, 31% of neuronal death for tPA
under OGDyeox; 26% for tPA+AG1478 under OGDieox),
excluding a role for EGF receptor. tPA can also interact
through its finger domain with LRP-1 (type 1 low-density
lipoprotein receptor-related protein) to promote NFkB
activation®® and Akt phosphorylation.?® The addition of RAP

(receptor-associated protein) (500 nM), a competitive LRP-1
antagonist, did not reverse the protective effect of tPA
(Figure 5c, 31% of neuronal death for tPA under OGD,coy;
38% for tPA+RAP under OGD,.y). The lysine-binding site
(LBS) contained in the Kringle 2 domain of tPA is involved in
the interaction of tPA with several partners (for review ref. 22).
In order to compete with the binding of its LBS, we used the
lysine analogue TXA (tranexamic acid) at the same concen-
tration than tPA (300 nM). Interestingly, TXA reversed the
protective effect of tPA during OGD,eox (Figure 5d, 27% of
neuronal death for tPA under OGD,eox; 41% for tPA+TXA
under OGD,eox, P<0.05), suggesting a role for the LBS
contained within the Kringle 2 domain of tPA to mediate its
action on neuroprotection during OGD,¢ox-

OGD/reoxygenation promotes cell surface Grp78, and its
activation induces a beneficial decrease of ER stress. It
is now well accepted that under ER stress conditions, the
ER-resident chaperone Grp78 translocates to the cell
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surface.?”2® To confirm this in our OGD,cox conditions, we
biotinylated membrane proteins before and after 40 min of
OGD, and we performed an avidin pull-down followed by a
western blotting against Grp78. We show an increase of cell
surface Grp78 after OGD compared to control (Figure 6a), in
favour of a translocation of Grp78 to the neuronal membrane.

We then checked the ability of tPA to be a cell surface Grp78
ligand. Immunoprecipitations (IP) were performed with both
Grp78 and tPA antibodies on neurones subjected to OGD;ox
and treated or not with 300 nM of tPA (Figure 6b). The pull-
down with Grp78 antibodies revealed a Grp78 band by
western blot as a positive control, and the tPA pull-down also
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Figure 4 tPA preserves ER neuronal continuity after OGD,.y. (@) Representative pictures of neurones labelled with ER-tracker (in green) and 3D construction (in blue) after
OGD;e0x (1 h OGD+4 h of reoxygenation) or not and in the presence or not of 300 nM tPA (scale bars, 5 M). (b) Neuronal body diameter at different time (before OGD: t0; after
1 hof OGD: t1; and after 1 h: t2, 2 h: t3 and 3 h: t4 of reoxygenation) in presence or not of 300 nM tPA (data are represented as mean + S.E.M. n=9 independent experiments
with 10 neurones counted in five different areas for each experiment and each time point; **P< 0.01; ***P< 0.001; compared with control or control-tPA condition; “**P< 0.001;
compared with OGD-tPA condition; Mann-Whitney tests)

i
l

Figure 3 tPA decreases the PERK branch of the UPR-mediated neuronal death under OGD, conditions. (a) Diagram of the OGD,c0y protocol used on pure cortical
neurones. Neurones were washed with OGD media and stayed under OGD conditions during 40 min followed by a 4 h reoxygenation period. (b) Representative immunostainings
against phospho-elF2« (in green) and NeuN (in blue) on cultured neurones subjected or not to 40 min of OGD + 300 nM tPA (representative images of three independent
experiments; scale bar, 20 um). (c) Representative western blots against phosphor- and total elF2« after various time of OGD (10, 40 and 60 min) followed by 4 h of
reoxygenation, in the presence or not of 300 nM tPA. (d) Corresponding ratio of the phosphorylated versus total form of elF2« (data are represented as mean +S.EM. n=5;
*P<0.05 versus Ctrl condition; $p<0.05 between OGDreox conditions; £P< 0.05 between OGDreox+tPA conditions; “P< 0.05 between OGDreox versus OGDreox+tPA
conditions; Mann-Whitney test). () gPCR analyses of ATF4, CHOP, GADD34 and Grp78 after OGD,.x in the presence or not of 300 nM tPA (data are represented as mean +/ —
S.EM. n=5; *P<0.05; **P<0.01; Mann and Whitney test; CNRQ: calibrated normalized relative quantities). (F) Neuronal death assessed by LDH release after OGD,eoy in the
presence or not of 300 nM tPA (data are represented as mean + S.E.M. Ctrl: n=232; OGD: n=28; OGD+tPA: n=232; from four independent experiments. **P<0.01;
***P<0.001; Mann-Whitney test)
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Mann-Whitney test)

revealed a Grp78 band (Figure 6b), confirming tPA as a
ligand. Indeed, the interaction between tPA and cell surface
Grp78 has been reported in neuroblastoma cells.?® The
binding of tPA to Grp78 occurs on the amino acid sequence
98-115 (LIGRTWNDPSVQQDIKFL).2° We thus synthetized
a corresponding competitive peptide called Grp789g_11s),
and confirmed its competitive nature in a plasminogen-like
fluorogenic substrate assay. Recombinant Grp78 7.3 pM
(equimolar to tPA concentration) or 10 times concentrated
increased tPA fibrinolytic activity by 25 and 40% respectively
(Supplementary Figure 2A, P<0.001). Interestingly, a tPA
mutated in its LBS contained within the kringle 2 domain (tPA
K2*: W253R mutation) is no longer able to interact with
Grp78, as shown by the absence of increased tPA K2*
activity (Supplementary Figure 2B). When co-incubated with
Grp78gs-115) (7.3 or 73pM), Grp78 could no longer potentiate
tPA fibrinolytic activity (Supplementary Figure 2A). A scram-
ble peptide Grp789s-115)sc had no action on the potentiation
of tPA fibrinolytic activity by Grp78 (Supplementary
Figure 2A; P<0.01). We then ensured the capacity of
Grp78gs-115) to decrease the binding of tPA to cell surface
Grp78 in living neurones. S radiolabelled tPA (tPA*) was
incubated on neurones after 40 min of OGD in the presence
or not of Grp78gg-115) (10 uM) during 30 min at 4 °C (to avoid
any active process of internalization). Our data demonstrate a

Cell Death and Differentiation

decrease of tPA* at the neuronal membrane in the presence
of Grp78es.115) (Figure 6c, 49.2% decreased with
Grp78gs-115), P<0.001), confirming the ability of our peptide
to decrease the binding between tPA and cell surface Grp78
in neurones. We then tested the blocking peptide under
OGD,eox conditions. After 40min of OGD and 4h of
reoxygenation, Grp789s.115) reversed tPA-mediated inhibition
of the PERK branch, as shown by western blot against elF2a
phosphorylation (Figure 6d) and the corresponding densito-
metries (Figure 6e; ratio of 1.02 between the phosphorylated
and the total form of elF2a for tPA under OGD,¢0y; 1.52 for tPA
+Grp78gs.115y under OGDeox; P<0.05). Interestingly,
Grp789s.115) totally reversed the neuroprotective effect of
tPA in cortical neurones (Figure 6f, 31% of neuronal death for
tPA+Grp78gs.115y under OGDyeox, 12% for tPA under
OGDyeox; P<0.01). To ensure our findings, we also tried
the peptide on hippocampal slices subjected to OGD,gox-
Grp78s.-115) also reversed tPA-mediated inhibition of the
PERK branch as shown by western blot against elF2a
phosphorylation (Figure 6g and the densitometries Figure 6h;
ratio of 1.02 between the phosphorylated and the total form of
elF2a for tPA under OGDyeox; 1.52 for tPA+Grp78gs.11s)
under OGDyeox; P<0.05). Grp789s-115) also prevented the
protection by tPA on hippocampal slices subjected to
OGDyeox (Figure 6i, 61% of protection for tPA under OGD,qox,
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Figure 6 The interaction between tPA and cell surface Grp78 is responsible of the decrease of the PERK branch activation and the associated neuroprotection during
OGDyeoy. (@) Avidin pull-down and western blot against Grp78 on neurones subjected or not to 40 min of OGD, followed by the biotinylation of membrane protein at 4 °C
(representative blot from n= 3 independent experiments). (b) Immunoprecipitations with either Grp78 or tPA antibodies on neurones subjected to 40 min of OGD, and revealed by
western blot against Grp78 (representative blot of three independent experiments). (¢) Membrane-bound radioactivity after radioactive tPA (tPA*) incubation (30 min) at 4 °C
following a 40 min OGD period in presence or not of 10 M of Grp78es.115) peptide (data are represented as mean ImmunoprecipitatioSEM n= 4 independent experiments;
***P<0.001 Mann-Whitney test). (d) Representative western blots against phosphor- and total elF2« and corresponding densitometries (e) from pure cortical neurones
subjected to 40 min of OGD followed by 4 h of reoxygenation, in the presence or not of 300 nM tPA and 10 uM Grp78gs.115) (data are represented as mean + S.EM. n=5
independent experiments; *P< 0.05 compared to normoxia; *P< 0.05 compared between OGD ., conditions). (f) Neuronal death of pure cortical neurones assessed by LDH
release after 40 min of OGD followed by 4 h of reoxygenation in the presence or not of 300 nM tPA and 10 M Grp78es.115) (data are represented as mean + S.E.M. n=25 for
ctrl, n=20 for OGDyeox, N= 16 for tPA, tPA+Grp78gs.115) and Grp78gs.115) from five independent experiments; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; Mann-Whitney test). (g)
Representative western blots against phospho- and total elF2er on hippocampal slices subjected to 40 min of OGD followed by 24 h of reoxygenation, in the presence or not of
300 nM tPA and 10 M Grp78gs.115) and corresponding ratio of the phosphorylated versus total form of elF2« (H) (data are represented as mean + S.E.M. n=6; *P<0.05;
**P<0.01; Mann-Whitney test). (i) Cell death assessed by counting of propidium iodide-positive cells in slices 24 h after treatments and normalized to the OGD,, condition in
the presence or not of 300 nM tPA and 10 uM Grp78gs.115) (data are represented as mean +S.E.M. n=12 from four independent experiments; *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, Mann-Whitney test)

totally reversed with the co-application of Grp78gs.115),
**P<0.01). Again, this effect was associated with a reversion
of the inhibition of elF2a phosphorylation by tPA (Figure 6g
and h, ratio of 1.34 between the phosphorylated and the total
form of elF2a for tPA under OGDeox, 2.55 for tPA+Grp78 gs.
115) under OGDy¢ox; P<0.05). Taken together, these data
show that modulating cell surface Grp78 during intense ER
stress is a new and interesting therapeutic target to prevent
cell death from deleterious ER stress.

Discussion

In this study, we demonstrate for the first time that the binding
of tPA to cell surface Grp78, triggers a signal that decreases
detrimental ER stress overactivation in neurones, resulting in
neuroprotection. We also show that ischaemic events lead to
the translocation of the chaperone Grp78 from the ER to the
neuronal surface, a mechanism described under ER stress
activation and in cancer.2”2® Interestingly, the serine protease

tPA is able to bind to cell surface Grp78 leading to a decrease
of the PERK/elF2a axis of the UPR, and resulting in neuronal
survey during cerebral ischaemia.

To study ER stress activation, we first subjected CARE-
luciferase mice to thromboembolic ischaemia, alone or
coupled to reperfusion by tPA in the same conditions than its
clinical use.'® We observed a strong activation of the elF2a-
ATF4 pathway after ischaemic stroke, a surrogate marker of
the activation of the PERK-elF2a branch of the UPR. Indeed,
while kinases other than PERK can phosphorylate elF2a
(GCN2 (general control nonderepressible 2), HRI (haem-
regulated elF2a kinase) and PKR (Protein kinase RNA-
activated), studies in genetically deficient mice revealed that
during cerebral ischaemia, PERK is the only kinase respon-
sible for elF2a phosphorylation.3%%'

We also demonstrated an increase of cell surface Grp78 at
the neuronal surface after OGD,eox (Figure 6a). Grp78 is
mostly known as an ER chaperone, belonging to the heat-
shock protein family, but it has also been described at the cell
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surface of cancer cells,?®*%® macrophages,?” endothelial

cells,®3* and cardiomyocytes.>? Accordingly, Grp78 is now
recognized as a receptor/co-receptor for different partners,
including  activated  a2-macroglobulin,®®  plasminogen/
microplasminogen,®® some viruses,®*® major histocompat-
ibility complex class 1°®® and voltage-dependent anion
channels.®® Grp78 has also been shown to interact with tPA,
resulting in an increase in plasmin formation.?® Here, we
demonstrate the presence of cell surface Grp78 in neurones,
and we confirm the occurrence of the interaction between
Grp78 and recombinant tPA (Figure 6b), but extend its
functional impact to neuroprotection. To our knowledge,
Grp78 has no intrinsic ability to convey intracellular signals,
as demonstrated by analyses of its sequence and
hydropathicity.?” Rather, Grp78 would need co-receptors.?”
In our study, none of the classical neuronal receptors of tPA
(NMDA receptor, LRP1, EGFR) seem to be involved in the
effect observed (Figure 5).

Hypoxia/ischaemia®® or ER stress are known triggers of
Grp78 translocation. However, how Grp78 translocates from
the ER to the cell membrane remains unclear. In 293 T cells,
thapsigargin treatment leads to a 12-fold increase of cell
surface Grp78 that is different from its increase within the
ER,%2 suggesting that ER stress promotes specific mechan-
ism(s) to enhance cell surface localization of Grp78. Impor-
tantly, Grp78 is brought to the cell surface by a specific
mechanism, as extracellular Grp78 originating from dead cells
cannot stably attach to the cell surface.®® In addition, a same
signal induces or not Grp78 translocation in different cells. For
instance, hypoxia enhances Grp78 at the membrane of
neurones but not of astrocytes.®®

Our study also describes a new role for the serine protease
tPA. It remains the gold standard treatment for cerebral
ischaemia despite its short therapeutic window.*%*' But since
several years, it is clearly admitted that tPA is more than a
vascular enzyme with many roles in the cerebral physio
pathology.2 tPA has first been described as a pro-excitotoxic
protein,*? mainly by interacting with the GIuN1 subunit of the
NMDA receptor.*® In the meantime, it has also been shown
that cerebral tPA was anti-apoptotic.** Things seem more
complex, as depending of its form, its dose, and its localization
tPA can display pro-survival effects on neurones.?'#% For
example, tPA is neuroprotective in a model of glucose
privation*® and a model of cerebral ischaemia,*” and this
effect required NMDA receptors. At the first look, it could seem
contradictory with previous findings where tPA interaction with
NMDA receptors was detrimental in stroke.*>*® But in fact it
seems that protective effects of tPA are mediated by the
activation of synaptic NMDA receptors,*” while its activation of
extrasynaptic receptors leads to excitotoxicity.*® Here, we
identified cell surface Grp78 as a new neuronal receptor of
tPA. It's binding leads to negative feedback on the PERK
branch activation, resulting in less elF2a phosphorylation, and
more importantly less CHOP induction, so less death during
ischaemic events. Importance of Grp78 is confirmed by
studies using AdoPep1, a peptide identified in the metallopro-
teinase domain of a disintegrin and metalloproteinase 15
protein (ADAM15), that binds to cell surface Grp78 and inhibits
hypoxia-induced apoptosis in endothelial cells and increases
Akt phosphorylation and ERK 1/2 activation.>* Moreover,
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AdoPep1 also inhibits hypoxia-induced apoptosis in cardio-
myocytes and protects cardiac cells during myocardial
ischaemia,®® and also prevents pancreatic B-cells from type
1 diabetes-induced apoptosis.®' Another compound, BIX (BiP
Inducer X), is able to induce the expression of Grp78 through
the ATF6 pathway.®® BIX has been shown to protect
neuroblastoma cells from ER stress-induced cell death and
to decrease infarct size in rodents following various models of
cerebral ischaemia.®>*® However, none of these studies have
investigated the precise localization of the protein.

Overall, we describe here for the first time a PERK-elF2a-
negative feedback due to the activation of cell surface Grp78
by the serine protease tPA. We confirm the translocation of
Grp78 from the ER to the neuronal surface, and we validate
tPA as a ligand of Grp78. We demonstrate that tPA activation
of cell surface Grp78 is capable to mediate beneficial effects
on ER stress during cerebral ischaemia independently of its
thrombolytic activity. Taken altogether, Grp78 represents an
original therapeutic target to decrease the deleterious effects
associated to ER stress.

Material and Methods

Reagents. Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), poly-p-lysine, cytosine
p-p-arabinoside, fetal bovin serum, horse serum, b-glucose, trans-N,N’-1,
4-Cyclohexanediylbis[2-(4-chlorophenoxy)-acetamide  (ISRIB), propidium iodide,
tween-20, phosphatase inhibitor cocktail, protease inhibitor cocktail, guanabenz,
Tris-HCI, NaCl, Triton-100X paraformaldehyde, sucrose, TRI reagent, hygromycin B,
diisopropylethylamine (DIEA), piperidine, trifluoroacetic acid (TFA) and murine
thrombin were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Beetle luciferin
substrate was from Promega (Lyon, France). Glutamine, laminin, glucose-free
DMEM, Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI), MEM, Lipofectamine
2000, RIPA buffer, Pierce ECL Plus and M-MLV Reverse transcriptase were
purchased from Fisher (lllkirch-Graffenstaden, France). AG1478 (N-(3-Chlorophe-
nyl)-6,7-dimethoxy-4-quinazolinanine hydrochloride ) was purchased from Tocris
(Bristol, UK). Bicinchoninic acid assay (BCA Protein Assay kit) was purchased from
Pierce (Rockford, IL, USA). Human recombinant tPA (rtPA actilyse) was from
Boehringer Ingelheim (Pacé, France). Human Receptor Associated Protein (RAP)
was from Gentaur (Paris, France). 1,5-Dansyl-L-glutamyl-L-glycyl-L-arginine
chloromethylketone (dGGACK) and Salubrinal were from Calbiochem (Nottingham,
UK). Fmoc-L-amino acid residues were purchased from Senn Chemicals (Dielsdorf,
Switzerland). The preloaded 4-hydroxymethyl-phenoxymethyl-copolystyrene-1%-
divinyloenzene (HMP) resins and O-benzotriazol-1-yl-N,N,N’,Ntetramethyluronium
hexafluorophosphate (HBTU) were purchased from Life Technologies (Villebon-sur-
Yvette, France). Acetonitrile and N-methylpyrrolidone (NMP) were from Biosolve
Chimie (Dieuze, France).

Thromboembolic model of stroke. Experiments were performed in
accordance with French laws (act no. 87-848; Ministére de I'Agriculture et de la
Forét) and European Communities Council Directives of November 24, 1986
(86/609/EEC) guidelines, and have been approved by the local ethical committee.
Experiments were performed following the ARRIVE guidelines (www.nc3rs.org.uk),
including randomization and blind analyses. Mice were deeply anaesthetised with
5% isoflurane (Baxter, Paris, France, in a mixture of N,O/O,), placed in a
stereotaxic device and maintained under anaesthesia for up to 2 h with 2%
isoflurane in a 70/30 mixture of N,O/O,. Through a skin incision between the right
eye and ear, the masseter muscle was excised, and a small craniotomy (diameter
1 mm) was performed on the parietal bone to expose the right middle cerebral
artery. Thromboembolic stroke was induced as previously described.'® Briefly,
craniotomy was performed by using cooled drill, then the dura was excised and a
pipette filled with murine thrombin (1 Ul/uL) was directly inserted in the MCA lumen.
One microliter of thrombin was injected to induce thrombus formation. Thrombolysis
was induced by intravenous tPA (actilyse 10 mg/kg) administration (10% bolus, 90%
over 40 min) 20 min after clot onset. Control animals received intravenous saline
injection in the same conditions, and sham animals only had the surgical approach.



Bioluminescence imaging. CARE-Luciferase mice expressing the lucifer-
ase reporter gene under the control of the thymidine kinase promoter activated by
two Trb3 (tribbles pseudokinase 3) sequences containing the three CARE (C/EBP
(CCAAT/enhancer  binding protein)—ATF response element) sequences of
recognition (black circles on Supplementary Figure 3A) were previously
described.’® Control experiments were performed after a local injection of
tunicamycin (a well-known inducer of ER stress, 0.05 ug/g) in their abdomen. As
expected, the luciferase signal measured 6 h after the injection of tunicamycin was
increased by 20-fold when compared to control non-injected mice (representative
images Supplementary Figure 3B and corresponding means Supplementary
Figure 3C; n=6; P<0.01).

Post-stroke bioluminescence imaging was performed using the VIS Spectrum
(PerkinElmer, Villebon-sur-Yvette, France) imaging scanner coupled to the Living
Image Software (PerkinElmer). Briefly, 100 mg/kg of in vivo luciferase substrate
(beetle luciferin substrate, Promega) were injected intraperitoneally into each CARE-
Luciferase mouse. Mice were then anaesthetised with isofluorane- and scanned
10 min after luciferin injection. The abdominal cavity was shaved to allow accurate
collection of bioluminescence signals. Light emission was quantified with imaging
software from constant regions of interest (ROI) drawn manually. Photon emission
was measured as radiance in ps-1cm-2sr-1. The sensitivity of the imaging scanner
was tested weekly with commercially available positive sources of bioluminescence.
Excised brains were imaged immediately after euthanasia using the VIS Spectrum
(PerkinElmer) imaging scanner coupled to the Living Image software (PerkinElmer).

Luciferase biochemical assay. Luciferase assays were performed as
previously described.®* Luciferase activities measured in brain extracts were
normalized to protein content (RLU/mg protein) and expressed as fold induction
relative to the control condition.

Organotypic hippocampal slice cultures. Seven-day-old mouse pups
of either sex were decapitated and their brain collected in PBS containing 5 mg of
glucose. Hippocampal slices (400 pm) were prepared using a Mcliwain tissue
chopper (Brinkmann Instruments, World Precision Instruments, Hitchin, UK) and
placed on 0.4 pm Millicell culture inserts (Millipore, Guyancourt, France), as
previously described.** Slices were maintained in a humidified incubator with 5%
CO, at 37 °C with 1 ml of MEM containing 20% horse serum, supplemented with
10 mM HEPES and insulin, pH 7.2-7.3.

Neuronal cell cultures. Primary cultures of cortical neurones were prepared
from foetal mice (embryonic day 14) as previously described.®® Cells were cultured
on individual glass bottom Petri dishes (MatTek Corporation, Ashland, MA, USA) or
24-well plates, previously coated with poly-p-lysine (0.1 mg/ml) and laminin
(0.02 mg/ml), in DMEM supplemented with 5% foetal bovine serum, 5% horse
serum and 1 mM glutamine. Cultures were maintained at 37 °C in a humidified 5%
C02 atmosphere. Cytosine f-p-arabinoside (10 xM) was added after 3 days in vitro
(DIV) to inhibit glial proliferation in the 24-well plates. Oxygen and glucose
deprivation was performed after 11-12 DIV.

Oxygen and glucose deprivation (OGD). Hippocampal slices (7 DIV) or
neuronal cultures (11-12 DIV) were subjected for various times to OGD in a hypoxic
chamber (IN VIVO2 500; Ruskinn, AWEL International, Blain, France) programmed
at 1% O,, 5% CO, and 37 °C in glucose/serum-free deoxygenated DMEM. For
reoxygenation, media were switched to oxygenated DMEM completed with
p-glucose (4.5 mg/l) under normoxic conditions. Controls were subjected to sham
washes.

Table 1 gPCR primer sequences
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Neuronal death. For hippocampal slices, neuronal death was assessed 24 h
after reoxygenation by propidium iodide fluorescence. Propidium iodide (50 ug/ul)
was added for 30 min in the medium, washed in PBS and then immersed in fixative
buffer during 1 h (4% of paraformaldehyde in 0.1 M PBS, pH 7.4). Images were
digitally captured using a Leica SP5 confocal microscope (Leica Microsystems SAS,
Nanterre, France) and visualized with LAS AF lite software (Leica) and further
quantified using ImageJ 1.45r software (National Institute of Health, Bethesda,
MD, USA).

For cortical neurones, neuronal death was quantified 4 h after reoxygenation by
measuring the lactate dehydrogenase activity released from damaged cells into the
bathing medium with a cytotoxicity detection kit (Roche Diagnostics, Meylan, France).

Immunoblotting. Cells were dissociated in ice-cold TNT buffer (50 mM Tris-
HCI pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.5% Triton X-100; phosphatase and protease inhibitors
cocktails) and centrifuged (12,000 g, 4 °C, 15 min). Protein concentration was
measured by BCA Protein Assay method. Proteins (20 pg) were resolved on a 10%
SDS-PAGE gel (Bio-rad, Marnes-la-Coquette, France) and transferred onto a
polyvinylidene difluoride membrane. Membranes were blocked with PBS+0.1%
tween-20, 5% milk and incubated overnight at 4 °C in blocking buffer containing
primary antibodies. The following primary antibodies and dilutions were used:
mouse anti-elf2a (1/1000; Cell Signaling L57A5; Ozyme, Montigny-le-Bretonneux
France), rabbit anti-Phospho-elf2a (1/1000 Cell Signaling 119A11), goat anti-tPA
(1/1000; sc5239; Santa-Cruz, Heidelberg, Germany). Membranes were then
incubated with the corresponding peroxidase-conjugated secondary antibodies
(1/25000; Sigma-Aldrich) in blocking buffer, and visualized with an enhanced
chemiluminescence Pierce ECL Plus kit.

Quantitative real-time PCR. Total RNA was isolated from neuronal culture
with TRI reagent according to the manufacturer instructions. Total RNA was treated
with TURBO DNase (Ambion, Saint Aubin, France) to avoid DNA contamination and
quantified by spectrophotometry (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA).
One pg of total RNA was reverse-transcribed by using the M-MLV Reverse
transcriptase according to the manufacturer’s instructions with the following cycle
conditions: 42 °C (90 min); 85 °C (5 min). RT-qgPCR was performed from 1:20
diluted cDNA in iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France)
containing 500 nM of each primer. Based on mRNA-coding sequences (www.
ensembl.org), mouse-specific primers were designed by using the Primer3Plus
software  (http:/www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/  primer3plus.cgi)®®
(sequences are in Table 1). Assays were run in triplicate on the CFX96 real-time
system ¢1000 thermal cycler (Bio-Rad), with the following cycle conditions: 95 °C
(3 min); (95 °C (2 s), 60 °C (20 s)) x 39; 70 °C (30 s). Normalization was performed
according to the results of the geNorm analysis (QBase+ software, Biogazelle,
Zwijnaarde, Belgium) (Supplementary Figure 4) as previously described.”

Immunohistochemistry. Twenty-four hours after ischaemia mice were
deeply anaesthetised and transcardially perfused with 0.9% NaCl heparinized
followed by a mixture of 4% paraformaldehyde in 0.1 M PBS, pH 7.4 (150 ml).
Brains were removed, washed in PBS buffer containing 20% sucrose and frozen in
Tissue-Tek (Miles Scientific, Naperville, IL, USA). Coronal sections (10 um) were
cut on a cryostat (Leica CM3050, Leica Microsystems SAS), collected on poly-p-
lysine slides, and stored at — 80 °C. Sections were incubated overnight at room
temperature with a goat anti-luciferase antibody (1/200; ab81823, Abcam,
Cambridge, UK). The secondary F(ab’)2 coupled to fluorescein isothiocyanate
(FITC; 1:600; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) was used for
visualization under epifluorescence. Washed sections were coverslipped with

Name Primer (5'-3") Forward (5'-3')

ATF4 TCCTGAACAGCGAAGTGTTG ACCCATGAGGTTTCAAGTGC
CHOP CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA
GADD34 AGGACCCCGAGATTCCTCTA CTTCGATCTCGTGCAAACTG
Grp78 ATAAACCCCGATGAGGCTGT GGGGACAAACATCAAGCAGT
ActinB GCAGCTCCTTCGTTGCCGGT TACAGCCCGGGGAGCATCGT
RPII3A TACGCTGTGAAGGCATCAAC GGGAGGGGTTGGTATTCATC

Abbreviation: gPCR, quantitative PCR.
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antifade medium containing DAPI. Sections were examined with a microscope
(DMB000; Leica Microsystems SAS). Images were digitally captured using a
camera (Flash 4.0, Hamamatsu, Iwata, Japan). Images were visualized with
Metamorph software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Immunocytochemistry. After a brief wash in PBS, neuronal cultures grown
on glass bottom Petri dishes were fixed during 5 min in 0.1 M PBS containing 4%
paraformaldehyde and 5% sucrose. After PBS washes, cells were blocked for 1 h in
PBS-Tween 20 0.1% containing 1% BSA and then incubated overnight at 4 °C
in blocking buffer containing primary antibodies (rabbit anti-Phospho-elf2q;
1/50; Cell Signaling #3597, Ozyme; mouse anti-NeuN (Fox3); 1/50; Millipore
#MAB377). Primary antibodies were revealed using FITC-coupled secondary F(ab’)
2 (1:600; Jackson ImmunoResearch). Confocal laser-scanning microscopy was
performed using a Leica SP5 confocal microscope (Leica Microsystems SAS).

ER tracker. Cortical neurones in glass bottom Petri dishes at 11 DIV were
loaded (30 min at 37 °C) with ER Tracker Blue (10 M Molecular Probes) before
OGD, then washed with fresh serum-free DMEM and observed with LEICA SP5
confocal microscope (Leica Microsystems SAS), visualized with LAS AF lite
software (Leica) and analysed with ImageJ 1.45r software (NIH) or Imaris software
(Bitplane, Zurich, Switzerland).

Peptide synthesis. Grp78 (Leu®®-Leu'"®) (Grp78,gs.115); LIGRTWNDPSVQG-
DIKFL) and scramble (Grp78gs.115)sc; GTNKSQDLWIPQLRDVFI) peptides were
synthesized (0.1 mmol scale) on Fmoc-Leu-HMP and Fmoc-lle-HMP resins,
respectively, using an Applied Biosystems model 433A automatic peptide
synthesizer (Life Technologies; Villebon-sur-Yvette, France) and the standard
procedures, as previously described.**° Al Fmoc-amino acids (1 mmol, 10 eq.)
were coupled by in situ activation with HBTU (1.25 mmol, 12.5 eq.) and DIEA
(2.5 mmol, 25 eq.) in NMP. Reactive side-chains were protected as follows: Arg,
pentamethyldihydrobenzofuran (Pbf) sulfonylamide; Asn and Gin, trityl (Trt) amide;
Ser, Thr and Tyr, tert-butyl (tBu) ether; Asp and Glu, O-tert-butyl (OtBu) ester; Lys
and Trp, tert-butyloxycarbonyl (Boc) carbamate. Peptides were deprotected and
cleaved from the resin by trifluoroacetic acid (TFA) as previously described.®® Crude
peptides were purified by reversed-phase HPLC (RP-HPLC) on a Vydac
218TP1022 C18 column (22x25cm; Grace Discovery Sciences Alltech,
Templemars, France) using a linear gradient (10-60% over 60 min for Grp78gs.
115)sc; 10-50% over 55 min for Grp78gs.115) of acetonitrile/TFA (99.9:0.1, v/v) at a
flow rate of 10 mi/min. Peptides were analysed by RP-HPLC on a Vydac 218TP54
C18 column (0.46 x25 cm; Grace Discovery Sciences Alltech) using a linear
gradient (10-60% over 25 min) of acetonitrile/TFA (99.9:0.1, v/v) at a flow rate of
1 ml/min. The purity of peptides was higher than 99.9%. Peptides were
characterized by MALDI-TOF mass spectrometry on a Voyager DE-PRO (Applera,
France) in the reflector mode with a-cyano-4-hydroxycinnamic acid as a matrix.

Production of radioactive tPA. A human tPA pcDNA5/FRT vector was
constructed using a PCR strategy from the pUC19-HutPA vector kindly gifted by
Prof. HR Lijnen and checked by automating sequencing. HEK-FlpIn cells (Life
Technologies), grown in RPMI 1640 medium supplemented with 10% foetal bovine
serum and 2 mM glutamine, were transfected with Lipofectamine 2000. Positive
clones were isolated by hygromycin B selection. The quality of the transfection was
assessed by quantitative RT-PCR. Transfected HEK cells were grown T300 flasks in
the presence of radioactive medium mix (RPMI-1640 medium, 5% foetal bovine
serum, 2mM glutamine, EXPRESS Protein Labelling Mix containing 35S-
methionine and 35S-cysteine) during 7 days. Radioactive tPA (tPA*) secreted in
the supernatants was purified using a nickelnitrilotriacetic acid metal-affinity
chromatography matrix (Qiagen, Courtaboeuf, France). tPA* was then conditioned in
HEPES buffer (0.35 M, pH 7.4) and stored at — 20 °C. Immunoblottings to check
tPA production were performed using a polyclonal sheep antiserum raised against
human tPA (1:5000) prepared at the National institute for agronomic research
(INRA, Clermont-Theix, France), followed by incubation with the appropriate
peroxydase-conjugated secondary antibody (Supplementary Figure 5A). Immuno-
blots were revealed with an enhanced chemoluminescence ECL Plus immunoblot-
ting detection system (PerkinElmer-NEN, Paris, France). To ensure the
incorporation of radioactivity, the blotting membrane was revealed by autoradio-
graphy by using Cyclone Imager (PerkinElmer) (Supplementary Figure 5B).
Importantly, the procedure did not alter the enzymatic amidolytic activity of tPA*, as
evidenced by a fluorogenic assay (Spectrofluor FL444, American Diagnostica,
Neuville sur Oise, data not shown).
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Immunoprecipitation. Cells were lysed in RIPA buffer and lysates were
pre-cleared with goat IgG bound to 50% (v/v) Protein G-Sepharose for 1 h at 4 °C.
Grp78 or tPA were immunoprecipitated overnight at 4 °C with specific antibodies
pre-bound to protein G-sepharose (50% (v/v) protein G-sepharose plus 1 pg of
purified antibody at 4 °C for 2 h). The following day, immunocomplexes were
washed four times with cold PBS and once with RIPA buffer. Inmunocomplexes
proteins were recovered in SDS-PAGE loading buffer by heating for 5 min at 90 °C,
separated on 10% w/v gel and detected by western blot analysis using antibodies
against Grp78 (goat anti-Grp78; 200 ug/ml; Santa Cruz #SC1050).

tPA proteolytic activity assay. tPA* was incubated in the presence of a
fluorogenic substrate (5 M) (Spectrofiuor FL444, American Diagnostica). The
reaction was carried out at 37 °C in 50 mM Tris (pH 8.0) containing 150 mM NaCl in
a total volume of 100 l. The amidolytic activity was measured as the change in
fluorescence emission at 440 nm (excitation at 360 nm).

Statistics. Mean + S.E.M. were represented on graphs, and analysed with the
Mann-Whitney test (GraphPad Prism software).
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Résumé

L'ischémie cérébrale est une pathologie complexe impliguant une cascade de mécanismes
cellulaires qui conduisent, entre autres, a une augmentation de I'autophagie dans les neurones. Bien
qgue l'activation de I'autophagie dans I’AVC ischémique soit aujourd’hui un fait avéré, le réle de
I'activateur tissulaire du plasminogene (tPA; médicament utilisé dans la phase aiglie de I'AVC
ischémique et neuromodulateur du systeme nerveux central) n’a jamais été décrit. Le tPA est une
sérine protéase initialement découverte dans le compartiment vasculaire jouant un réle important
dans la fibrinolyse. Mais le tPA est aussi exprimé dans le parenchyme cérébral ou il intervient dans le
systeme glutamatergique, la plasticité synaptique et la survie neuronale. Afin de mieux comprendre
les effets moléculaires du tPA dans I'autophagie, nous avons utilisé un modéle in vitro d'ischémie
cérébrale consistant a sevrer en oxygéne et en glucose (OGD) puis a réoxygéner des neurones
corticaux primaires murins avec ou sans tPA. Nous avons confirmé, dans un premier temps, que
I’OGD induit une autophagie délétére via une diminution de I’axe PI3K/Akt/mTORC1. Nous avons
ensuite étudié I'effet du tPA sur I'autophagie induite par I’'OGD. Nos résultats démontrent que le tPA
protége les neurones de la mort induite par 'OGD en réduisant I'autophagie via I'activation du
récepteur du facteur de croissance a l'insuline (IGF-1R, un récepteur tyrosine kinase) et de la voie
PI3K/Akt/mTOR. Ce travail de thése a donc permis de décrire le réle neuroprotecteur et anti-
autophagique du tPA, et d’identifier un nouveau récepteur cible du tPA : IGF-1R.
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Abstract

Cerebral ischemia is a complex pathology involving a cascade of cellular mechanisms leading, among
other things, to an increase of neuronal autophagy. The activation of autophagy in ischemic stroke
conditions is now well accepted, but the role of tissue-type plasminogen activator (tPA, a drug used
in the acute phase of ischemic stroke, and a neuromodulator) on this pathway has never been
studied. tPA is a serine protease originally discovered in the vascular compartment, that plays an
important role in fibrinolysis. Interestingly, tPA is also expressed in the cerebral parenchyma where
it is involved in the glutamatergic neurotransmission, synaptic plasticity and neuronal survival. To
better understand molecular effects of tPA on autophagy, we used an in vitro model of cerebral
ischemia consisting in an oxygen and glucose deprivation (OGD) followed by reoxygenation, on
murine primary cortical neurons with or without tPA. First we reported that OGD enhances
deleterious autophagy through the decrease of PI3K/Akt/mTOR pathways. Then, we investigated
the effect of tPA on OGD-induced autophagy. Our results demonstrate that tPA protects neurons
from OGD-induced death by reducing autophagy through Insulin Growth Factor Receptor (IGF-1R, a
tyrosine kinase receptor) and an increase of PI3K/Akt/mTOR pathways. This thesis has made it
possible to describe the neuroprotective and anti-autophagic effect of tPA, and to identify a new
target receptor for tPA: IGF-1R.
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