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Liste des abréviations 

 

3-MA   3-methyladenine 

4HBD  4 helical bundle domain 

acétyl-CoA acétyl-coenzyme A 

ACM   artère cérébrale moyenne 

ADAMTS  a desintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 

Ambra1  activating molecule in beclin1 related autophagy protein 1 

AMPA   alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid  

AMPK   AMP- activated protein kinase 

AP  acide phosphatidique  

Apaf-1  apoptotic protease activating factor 1 

ARNm   acides ribonucléiques messagers 

ASIC1   acid-sensing ion channels 

Asn   asparagine 

ATF   activating transcription factor 

ATG   autophagy-related gene 

Atg  autophagy-related protein 

ATP   adénosine triphosphate 

AVC  accident vasculaire cérébral 

Bcl-2   B-cell lymphoma 2 

Bcl-XL   B-cell lymphoma-extra large 

BDNF   brain derived neurotrophic factor 

BH-3   Bcl-2 homology 

BHE   barrière hémato-encéphalique 

Bif-1   endophilin B1 

BMVEC  brain microvascular endothelial cells 

BNIP3  Bcl-2/adenovirus E1B 19-kDa interacting protein 3 

BNIP3L  Bcl-2/adenovirus E1B 19-kDa interacting protein 3 like 

CA   ĐoƌŶe d͛AŵŵoŶ 



 

CaMKII  calcium-calmodulin kinase II 

CHOP   CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein 

CMA   chaperone-mediated autophagy 

CREB   cAMP response element binding protein 

CRF   corticotropin-releasing factor 

CSPG   chondroitine sulphate protéoglycane  

DAPK   death-associated protein kinase 

Deptor  DEP domain-containing mTOR-interacting protein 

DFCP1   double FYVE domain-containing protein 

DRAM   damage-regulated autophagy modulator 

Drp1   dynamin-related protein 1 

DSC   débit sanguin cérébral 

EGF   epidermal growth factor 

eNOS  NOS endothélial 

EPG5   ectopic P granules protein 5 

ERAD   ER-associated degradation 

ERK1/2  extracellular signal-regulated kinases 1/2 

ESCRT   endosomal sorting complex required for transport 

FADD  fas-associated protein with death domain 

FIP200   focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa 

FKBP12  tacrolimus-binding protein 12 kDa 

FVW   facteur de von Willebrand  

FYCO1   FYVE and coiled-coil domain-containing protein 

GABARAP  gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein 

GBD   global burden of disease 

GFAP   glial fibrillary acidic protein 

GFP   green fluorescence protein 

Grp78   glucose-related protein 78 

GTPase  guanosine triphosphatase 

HEK  human embryonic kidney 

HIF-1α   hypoxia inducible factor-1α 



 

HMGB-1  high–mobility group box 1 

HOPS   homotypic fusion and vacuole protein sorting 

Hsc70   heat shock cognate protein 70 

HTA  hypertension artérielle 

ICAM   intercellular adhesion molecule 

IGF   insulin growth factor 

IGFBP3  insulin-like growth factor binding protein-3 

IL  interleukine  

iNOS  NOS inductible 

IPC   pré-conditionnement ischémique 

IRE1   inositol-requiring enzyme 1 α 

JAK   janus kinase 

JNK1   c-Jun N-terminal 1 

Kif   kinesin family member  

LAMP-2A  lysosome-associated membrane protein type 2A 

LBS   lysine-binding site 

LC3   light chain 3 

LC3-PE   light chain 3-phophatidyl-ethanolamine 

LCR  liquide céphalorachidien 

LIR  LC3-interacting region 

LRP   low-density lipoprotein receptor–related protein 

LTP   long-term potentiation 

mGluR   récepteurs métabotropiques du glutamate  

MLKL   mixed-lineage kinase domain like 

mLST8  mTOR associated protein LTS8 homolog 

mmHg   millimètre de mercure 

MMP   métalloprotéinase matricielle 

MPIO   micrometer-sized paramagnetic iron oxide 

mTOR   mammalian target of rapamycin 

Na+/K+   sodium/potassium 

NAD   nicotinamide adénine dinucléotide 



 

NBR1   neighbour of breast cancer 1 

NCCD  nomenclature committee on cell death 

NDP52   nuclear dot protein 52 kDa 

NF-κB   nuclear factor-kappa B 

NIHSS  national institutes of health stroke scale 

NIX   nineteen kD interacting protein 3-like protein X 

NMDA   N-méthyl-D-aspartate 

nNOS  NOS neuronal 

NO   nitric oxide  

NOS  nitric oxide synthase 

NRBF2   nuclear receptor binding factor 2 

NS   neuroserpine 

NTD   distal N-terminal domain 

OGD  oxygen and glucose deprivation 

OMS  organisation mondiale de la santé 

OPTN   optineurine 

ORP1L   oxysterol-binding protein-related protein 1L 

p70s6k  ribosomal protein S6 kinase 

PA   pression artérielle 

PAI-1   plasminogen activator inhibitor 1 

PDGF-CC  platelet-derived growth factor-CC 

PERK   protein kinase RNA-like ER kinase 

PI3K   phosphatidylinositol-3-Kinase 

PINK1   PTEN-induced putative kinase 1 

PIP3   phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 

PLEKHM1  pleckstrin homology domain containing protein family member 1 

PolyQ72  expanded polyglutamine 72 repeat 

PRAS40  proline-rich Akt substrate of 40 kDa 

Raptor   regulatory associated protein of mTOR 

RCL   reactive center loop 

RE   réticulum endoplasmique 



 

RILP   Rab-interacting lysosomal protein 

RIPK   receptor-interacting protein kinase 

ROS  radical oxygen species 

Rubicon  run domain beclin1 interacting and cysteine-rich containing protein 

sc-tPA   single chain- tissue-type plasminogen activator 

Ser  Sérine 

SERCA   sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-transport ATPase 

SLR   p62/sequestosome 1-like receptor 

SNARE   soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor 

SNC   système nerveux cérébral 

STAT   signal transducers and activators of transcription 

STX17   syntaxine 17 

TAFI  thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor 

TAX1BP1  human T-cell leukemia virus type I-binding protein 1 

tc-tPA   two chain- tissue-type plasminogen activator 

TECPR1  tectonin beta-propeller repeat-containing 1 

TEP   tomographie par émission de positons 

TNFR1   tumor necrosis factor receptor 1 

TNF-α   tumor necrosis factor-α  

TOAST  trial of org 10172 in acute stroke treatment 

tPA   tissue-type plasminogen activator 

Trk-B   tropomyosin receptor kinase B 

TRP53   transformation related protein 53 

TRPC   transient receptor potential channel 

TSC2   tuberous sclerosis complex 2 

Tyr   tyrosine 

UBA   ubiquitin associated 

ULK1   UNC-51-Like Kinases  

uPA   urokinase plasminogen activator 

UPR   unfolded protein-response 

UVRAG   UV irradiation resistance-associated gene 



 

VAMP3  vesicle associated membrane protein  

VCAM-1  vascular cell adhesion protein 1 

VIH-1   ǀiƌus de l͛iŵŵuŶodĠfiĐieŶĐe huŵaiŶe-1 

VMP-1   vacuole membrane protein 1 

VPS34   vacuolar protein sorting 34 

WIPI2   WD-repeated protein interacting with phosphoinositides 

WT   wildtype 

XBP1   X-box Binding Protein 1 

XBP1s  XBP1 spliced 
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Introduction 

A. L’aĐĐideŶt vasĐulaiƌe ĐĠƌĠďƌal 

I.   Généralités 

L͛aĐĐideŶt vasculaire cérébral (AVC), aussi appelé infarctus cérébral, est, seloŶ l͛Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), la deuxième cause de mortalité, après les maladies cardio-vasculaires, 

aiŶsi Ƌu͛uŶe des Đauses pƌiŶĐipales de ŵoƌďiditĠ et de haŶdiĐap aĐƋuis Đhez l͛adulte. En 2016, sur les 

13,7 millions de nouveaux cas rapportés, l͛AVC a eŶgeŶdƌĠ pƌğs de ϱ,ϱ ŵillioŶs de dĠĐğs daŶs le 

monde (10,2% du nombre de décès 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 d͛un AVC et environ 38 000 personnes perdent la vie. Un rapport remis au ministre de la 

SaŶtĠ eŶ ϮϬϬϵ iŶdiƋue Ƌu͛un quart des nouveaux cas survenus chaque année concerne des 

personnes de moins de 65 ans, la moitié des personnes de 65 à 84 ans et le quart restant des 

personnes de plus de 85 ans. 

Il eǆiste deuǆ tǇpes d͛AVC : les AVC hémorragiques et les AVC ischémiques. En 2016, malgré leur 

incidence beaucoup plus faible (15,6% des Đas d͛AVCͿ, 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).  

 

 

Figure 1 : IllustƌatioŶs d’uŶ AVC hĠŵoƌƌagiƋue et d’uŶ AVC isĐhĠŵiƋue. 
(D͛apƌğs la foŶdatioŶ des ŵaladies du Đœuƌ et de l'AVC du Canada). 
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1. L’aĐĐideŶt vasĐulaiƌe ĐĠƌĠďƌal hĠŵoƌƌagiƋue 

L͛hĠŵoƌƌagie cérébrale est uŶe foƌŵe dĠǀastatƌiĐe d͛AVC, qui est associée à une forte mortalité 

et à des invalidités de longue durée. Elle est consécutive ă la ƌuptuƌe d͛uŶe aƌtğƌe ĐĠƌĠďƌale 

(anévrisme ou malformation artério-veineuse) entraînant un saignement dans le parenchyme ainsi 

Ƌu͛uŶe foƌte Đhute du dĠďit saŶguiŶ daŶs la zoŶe iƌƌiguĠe paƌ l͛aƌtğƌe atteiŶte. Ce tǇpe d͛AVC est 

également associé à un fort risque de compression du volume cérébral et à une toxicité liée à la 

libération du contenu sanguin. L͛AVC hĠŵoƌƌagiƋue, doŶt l͛issue est fatale dans plus de 50% des cas, 

représente 5% à 20% des cas d͛AVC (15,6 % en 2016), et son incidence varie selon l͛ąge et les 

régions géographiques (Johnson et al., 2019).  

On distingue deux gƌaŶds tǇpes d͛AVC hémorragiques en fonction de leur localisation : 

 Les hémorragies intra-parenchymateuses résultant de la ruptuƌe d͛uŶe aƌtĠƌiole distale, sont 

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

2009). 

 Les hémorragies sous-arachnoïdiennes, causées dans 85% des cas par un anévrisme, 

résultent de la ƌuptuƌe d͛uŶ ǀaisseau eŶtre la pie-ŵğƌe et l͛aƌaĐhŶoïde (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 à 1990. Le vieillissement de la population, le manque de contrôle 

de l͛hǇpeƌteŶsioŶ dans certains pays, mais aussi une augmentation de la prévalence de certains 

faĐteuƌs de ƌisƋue Đoŵŵe le taďagisŵe et la ĐoŶsoŵŵatioŶ ŶoĐiǀe d͛alcool semblent contribuer de 

ŵaŶiğƌe iŵpoƌtaŶte ă l͛augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe de Đas d͛AVC hĠŵoƌƌagiƋues (Krishnamurthi et al., 

2014). 

2. L’aĐĐideŶt vasĐulaiƌe ĐĠƌĠďƌal isĐhĠŵiƋue 

L͛AVC isĐhĠŵiƋue, appelĠ aussi isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, résulte de l͛oďstƌuĐtioŶ d͛uŶ ǀaisseau 

sanguin cérébral. AfiŶ d͛aŵĠlioƌeƌ le diagŶostiĐ et le tƌaiteŵeŶt, eŶ ϭϵϵϯ, Adaŵs et Đollaďoƌateurs 

ont répertorié selon leur étiologie les différents sous-tǇpes d͛AVC isĐhĠŵiƋues (Adams et al., 1993). 

Ainsi, la classification TOAST (trial of org 10172 in acute stroke treatment) distingue cinq sous-types 

d͛AVC isĐhĠŵiƋues (Adams et al., 1993) :  
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 Athérosclérose des artères : l͛AVC dû ă l͛athĠƌosĐlĠƌose des gƌosses aƌtğƌes est la Đause la 

plus ĐoŵŵuŶe d͛AVC ischémique (environ 30 à 40% des ĐasͿ et ĐoƌƌespoŶd ă l͛oĐĐlusioŶ d͛uŶe 

aƌtğƌe ŵajeuƌe paƌ uŶe plaƋue d͛athĠƌoŵe iŶstaďle Ƌui ǀa pƌogƌessiǀeŵeŶt foƌŵeƌ uŶ thƌoŵďus 

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

 Cardioembolisme : les eŵďolies d͛oƌigiŶe ĐaƌdiaƋue soŶt ă l͛oƌigine de 20 à 30% des AVC 

ischémiques. Les AVC cardioemboliques, plus sévères que les autres infarctus cérébraux, sont 

souvent associés à une mortalité élevée et à une forte récidive. En effet, daŶs Đe tǇpe d͛AVC les 

vaisseaux touchés sont souvent des grosses artères cérébrales, ce qui engendre des lésions 

ischémiques volumineuses dans des régions à la fois corticales et sous corticales (Chung et al., 2014; 

O͛Caƌƌoll aŶd Baƌƌett, ϮϬϭϳͿ. 

 OĐĐlusioŶ d͛uŶ petit vaisseau : environ un quart des AVC ischémiques concerne l͛oďstƌuĐtioŶ 

d͛uŶ petit ǀaisseau ĐĠƌĠďƌal. Ces infarctus, appelés infarctus lacunaires, sont de petites tailles (2-20 

mm de diamètre) et sont généralement situés dans la substance blanche profonde (Bamford and 

Warlow, 1988). La microathérosclérose (Fisher, 1982) et les eŵďolies d͛oƌigiŶe ĐaƌdiaƋue, 

carotidienne et intracérébrale (Ay et al., 1999; Uehara et al., 1997) sont responsables de nombreux 

infarctus lacunaires. Cependant, la cause la plus fƌĠƋueŶte d͛iŶfaƌĐtus laĐuŶaiƌe est la lipohyalinose 

des artères pénétrantes. Ce mécanisme, souvent associé à une hypertension artérielle, se traduit 

par une dégénérescence de la paroi des petites artères irriguant les zones profondes du cerveau 

(Jackson and Sudlow, 2005).  

 Autres étiologies : cette ĐatĠgoƌie TOAST ƌegƌoupe uŶ tƌğs gƌaŶd Ŷoŵďƌe de Đauses d͛AVC 

ischémiques parmi lesquelles on retrouve, la dissection artérielle, représentant près de la moitié des 

cas et touchant surtout les sujets jeunes. Les maladies hématologiques (hyperhomocystéinémie et 

thrombophilie) et la migraine soŶt aussi ƌĠpeƌtoƌiĠes Đoŵŵe des souƌĐes fƌĠƋueŶtes d͛infarctus 

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

 AVC d͛oƌigiŶe iŶdĠteƌŵiŶĠe : Environ un quart des AVC est d͛oƌigiŶe iŶdĠteƌŵiŶĠe (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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II.   Les faĐteuƌs de ƌisƋue de l’AVC isĐhĠŵiƋue 

1. Les facteurs de risque modifiables 

Selon l͛étude 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, s͛ĠteŶdaŶt suƌ ϭϴϴ paǇs et 

regroupant des données collectées entre 1990-2013, a mis en évidence trois contributeurs 

principaux : les faĐteuƌs ĐoŵpoƌteŵeŶtauǆ ;le taďaĐ, l͛aliŵeŶtatioŶ, l͛alĐool et l͛aďseŶĐe d͛aĐtiǀitĠ 

physique), les faĐteuƌs ŵĠtaďoliƋues ;l͛hǇpeƌteŶsioŶ, le ĐholestĠƌol, le diaďğteͿ et les faĐteurs 

eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ ;la pollutioŶ de l͛aiƌ, l͛eǆpositioŶ au ploŵďͿ (Feigin et al., 2016). L͛hǇpeƌteŶsioŶ 

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

;O͛DoŶŶell et al., 2016).  

 

 

 L͛hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle ;HTAͿ : L͛HTA est dĠfiŶie paƌ uŶe pƌessioŶ aƌtĠƌielle ;PAͿ sǇstoliƋue 

supérieure à 140 mm de mercure (mmHg) et/ou une PA diastolique supérieure à 90 mmHg. L͛Ġtude 

Figure 2 : Caƌte ƌepƌĠseŶtaŶt le pouƌĐeŶtage d’AVC attƌiďuaďle à des faĐteurs de risque modifiables et 
tableau récapitulant les 16 facteurs de risque modifiables majeurs. D͛apƌğs FeigiŶ et al., 2016. 
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GBD réalisée en 2016 suggère que 64,1% des AVC sont associés à une PA systolique élevée (PA 

systolique supérieure à 120 mmHg) (Feigin et al., 2016), eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ l͛Ġtude INTERSTROKE 

ƌĠalisĠe eŶ ϮϬϭϲ estiŵe Ƌue l͛HTA (PA systolique supérieure à 140 mmHg) est responsable de 47,9% 

des AVC ;O͛DoŶŶell et al., 2016). Le ƌisƋue d͛AVC dû ă l͛hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle Ŷe ǀaƌie Ŷi aǀeĐ l͛ąge, 

ni avec le sexe ;O͛DoŶŶell et al., 2016). Différentes études rapportent Ƌu͛uŶe baisse de la PA de 10 

mmHg ƌĠduit, d͛eŶǀiƌoŶ uŶ tieƌs, le ƌisƋue de dĠǀeloppeƌ uŶ AVC (Lawes et al., 2004). Finalement 

seloŶ l͛Ġtude PROGRESS, uŶe diŵiŶutioŶ de la PA, grâce à des antihypertenseurs, réduit le risque 

d͛AVC de ϰϯ % (PROGRESS Collaborative Group, 2001).  

 La mauvaise aliŵeŶtatioŶ et l͛oďĠsitĠ : au cours des dernières années, le Ŷoŵďƌe d͛AVC liĠ ă 

un surpoids et à une mauvaise alimentation a augmenté significativement. L͛Ġtude GBD ĐoŶsidğƌe 

l͛aliŵeŶtatioŶ faiďle eŶ fƌuit Đoŵŵe le deuǆiğŵe faĐteuƌ de ƌisƋue ŵajeuƌ des AVC, s͛eŶsuit 

l͛oďĠsitĠ et l͛alimentation riche en sodium (Feigin et al., 2016). Selon les études, la consommation 

de fƌuits et de lĠguŵes est assoĐiĠe ă uŶe diŵiŶutioŶ du ƌisƋue d͛AVC. EŶ 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). L͛oďĠsitĠ, dĠfiŶie paƌ uŶ iŶdiĐe de ŵasse Đoƌpoƌelle supĠƌieuƌ ă ϯϬ kg/ŵ2, est associé à une 

augŵeŶtatioŶ du ƌisƋue d͛AVC Đhez les hoŵŵes (Kurth et al., 2002). Chez les femmes, les données 

sont contradictoires. Une étude montre une association entre l͛oďĠsitĠ et le développement des 

infarctus ischémiques (Rexrode et al., 1997) et d͛autƌes ŶoŶ (Lindenstrøm 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). L͛eǆpositioŶ ă la fuŵĠe de cigarette (tabagisme passif) est 

également considérée Đoŵŵe uŶ faĐteuƌ de ƌisƋue d͛iŶfaƌĐtus ĐĠƌĠďƌal (You et al., 1999).  

 L͛alĐool : les individus consommant plus de 5 veƌƌes d͛alcool par jour (soit plus de 60 g 

d͛alĐool/jouƌͿ ǀoieŶt leuƌ ƌisƋue de dĠǀeloppeƌ uŶ AVC augŵeŶteƌ de ϲϵ% paƌ ƌappoƌt ă des 

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

 Le diabète : selon les études, le risque relatif d'AVC lié au diabète est estimé entre 1,5 et 3 

(Chen et al., 2016). Le diaďğte de tǇpe II est ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe uŶ faĐteuƌ iŵpoƌtaŶt d͛iŶfaƌĐtus 

lacunaire (Arauz et al., 2003; Mast et al., 1995). Cependant, le ĐoŶtƌƀle de l͛hǇpeƌglǇĐĠŵie Ŷ͛a pouƌ 
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l͛iŶstaŶt ŵoŶtƌĠ aucun bénéfice sur la mortalité, les déficits neurologiques et le handicap engendrés 

paƌ l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale (Bellolio et al., 2014). Le diabète est souvent associé à une hyperlipidémie. 

Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe diŵiŶutioŶ 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 Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il était possible de réduire les risques 

d͛AVC eŶ adoptaŶt, par exemple, une meilleure hygiène 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 : l͛ąge est le faĐteuƌ de ƌisƋue « non modifiable » majeur : après 55 ans, et 

pouƌ ĐhaƋue tƌaŶĐhe d͛ąge de ϭϬ aŶs, les Đas d͛AVC soŶt ŵultipliĠs paƌ deuǆ (Rothwell et al., 2005). 

De surcroît, environ deux tiers des personnes déclarant un AVC ont plus de 70 ans (Feigin et al., 

2017). Les patients les plus âgés déclarant un AVC ont souvent des antécédents de fibrillations 

aƌtĠƌielles et d͛hǇpeƌteŶsioŶ. En outre, par rapport aux sujets jeunes, les patients âgés ont plus de 

mal à récupérer et ont également plus de risques de dĠĐĠdeƌ ă l͛hƀpital (Fonarow et al., 2010). 

 Le sexe : les hoŵŵes jeuŶes foŶt plus d͛AVC Ƌue les feŵŵes du ŵġŵe ąge. CepeŶdaŶt apƌğs 

85 ans, l͛iŶĐideŶĐe est plus iŵpoƌtaŶte Đhez les feŵŵes (Rothwell et al., 2005). Concernant la 

mortalité, la différence homme/femme dépend également de l͛ąge. Avant, 45 ans la mortalité est 

similaire entre les deux sexes, cependant les femmes âgées de 45 à 74 ans ont moins de risque de 

dĠĐĠdeƌ d͛uŶ AVC. Au-delà de 85 ans la teŶdaŶĐe s͛iŶǀeƌse aǀeĐ eŶǀiƌoŶ ϭϮ% de ŵoƌtalitĠ eŶ plus 

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

 L͛ethŶiĐitĠ : il eǆiste uŶe assoĐiatioŶ eŶtƌe l͛oƌigiŶe ethŶique et la prévalence des AVC. Aux 

États-Unis, le Ŷoŵďƌe d͛AVC isĐhĠŵiƋues est plus iŵpoƌtaŶt chez les hispaniques et chez les afro-

américains que chez les Caucasiens (Benjamin et al., 2019). De plus, il seŵďle Ƌue l͛iŶĐideŶĐe 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 

peƌŵis d͛assoĐieƌ ϯϮ ƌĠgioŶs gĠŶoŵiƋues au ƌisƋue d͛AVC. JusƋu͛aloƌs, seulement une dizaine de 

loci avaient été identifiés. Plus de la ŵoitiĠ des gğŶes iŵpliƋuĠs daŶs le ƌisƋue d͛AVC soŶt aussi 

impliqués dans des pathologies vasculaires telles Ƌue l͛hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle (Malik et al., 2018). 

III.   PhǇsiopathologie de l’aĐĐideŶt vasĐulaiƌe ĐĠƌĠďƌal ischémique 

Au Đouƌs d͛uŶ AVC isĐhĠŵiƋue, différents compartiments vont être touchés. Le compartiment 

vasculaire est le premier affecté, suite ă la foƌŵatioŶ d͛uŶ thƌoŵďus ou d͛uŶe eŵďole induisant une 

diŵiŶutioŶ du dĠďit saŶguiŶ ĐĠƌĠďƌal ;DSCͿ. S͛eŶsuit uŶe altĠƌatioŶ de la ďaƌƌiğƌe hĠŵato-

eŶĐĠphaliƋue ;BHEͿ et l͛appaƌitioŶ de doŵŵages tissulaiƌes. 

1. L’atteiŶte vasĐulaiƌe 

L'activité métabolique cérébrale repose sur la phosphorylation oxydative, par conséquent, le 

cerveau a ďesoiŶ d͛un apport continu en oxygène et en glucose. BieŶ Ƌu͛il ƌepƌĠseŶte seulement 2 % 

du poids du corps, le cerǀeau ĐoŶsoŵŵe ϮϬ % de l͛oǆǇgğŶe et 25 % du glucose corporel. Le DSC 

peut recruter 15 à 20 % du débit cardiaque. On estime à 50 ml/100g/min un DSC normal (Amin et 

Schindler, 2017 Vascular Neurology Board Review : An Essential Study Guide). Loƌs d͛uŶ AVC 

isĐhĠŵiƋue, la foƌŵatioŶ d͛uŶ caillot entraîne une diminution du calibre de la lumière artérielle 

voire son obstruction totale, conduisant à uŶe diŵiŶutioŶ du DSC. L͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale se 

développe lorsque le DSC est inférieur à 22 ml/100g/min. En deçà de 8 ml/100g/min, les dommages 

deviennent irréversibles (Astrup et al., 1981). Les patients ayant un DSC inférieur à 4,8 ml/100g/min 

ont 95 % de risque de développer un infarctus, a contrario, une valeur de DSC supérieure à 14,1 

ml/100g/min aboutira à 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 hétérogène dans le territoire de l͛oĐĐlusioŶ aƌtĠƌielle (J. C. Baron et al., 1981; Marchal et al., 

1996). Ainsi trois régions se distinguent (Figure 3; Heiss, 2014) :  
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 Le Đœuƌ ischémique (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 à un DSC inférieur ou égal à 14 ml/100g/min ont un faible taux de survie (Heiss and 

Rosner, 1983).  

 La pénombre ischémique (DSC entre 10 et 22 ml/100g/minͿ ďĠŶĠfiĐie de l͛appoƌt des aƌtğƌes 

collatérales et a donc une altération moindre du DSC. Cette région hypoperfusée ne présente pas de 

dommages irréversibles mais son pronostic reste incertain. MalgƌĠ uŶ DSC ƌĠduit, l͛appoƌt eŶ 

oxygène est préservé à un niveau suffisant, assurant une survie des tissus pendant une période de 

temps limitée. Cette zone peut être sauvée ŵais si le DSC Ŷ͛est pas ƌĠtaďli, les ŶeuƌoŶes eǆposĠs 

vont finir par mourir (Furlan et al., 1996; Astrup et al., 1981). 

Figure 3 : Évolution du foyer ischémique et de sa pénombre. 
La diŵiŶutioŶ du dĠďit saŶguiŶ ĐĠƌĠďƌal Ŷ͛est pas hoŵogğŶe daŶs le teƌƌitoiƌe de l͛oĐĐlusioŶ 
ischémique, ainsi trois zones se distinguent : le foyer ischémique, la pénombre ischémique et 
l͛oligĠŵie. DaŶs le foǇeƌ isĐhĠŵiƋue, zoŶe où le DSC est le plus faiďle, les ŶeuƌoŶes eŶtƌeŶt ƌapideŵeŶt 
en nécrose et les dommages sont irréversibles. Dans la pénombre, la chute du DSC est moindre, les 
ŶeuƌoŶes peuǀeŶt suƌǀiǀƌe plus loŶgteŵps ŵais si le DSC Ŷ͛est pas ƌĠtaďli, ils ƌeŶtreront à leur tour en 
ŶĠĐƌose. L͛oligĠŵie est uŶe ƌĠgioŶ hǇpopeƌfusĠe Ƌui Ŷe pƌĠsente cependant aucune mort cellulaire. 
D͛apƌğs Heiss, 2014 ; Furlan et al., 1996. 
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 L͛oligĠŵie ďĠŶigŶe (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 barrière hémato-encéphalique 

La BHE, composée des cellules endothéliales cérébrales, des péricytes, de la glie et des 

neurones, paƌtiĐipe au ŵaiŶtieŶ de l͛hoŵĠostasie ĐĠƌĠďƌale eŶ ĐoŶtƌƀlaŶt les ĠĐhaŶges eŶtƌe le sang 

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

 

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 ďieŶ Ġtaďli, Ƌue loƌs d͛uŶe l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, l͛ouǀeƌtuƌe de la BHE est ďi-phasique (Kuroiwa 

et al., 1985). La première altération a lieu dans les premières heuƌes suiǀaŶt l͛isĐhĠŵie (Rosenberg 

et al., 1998). Cette première ouverture, réversible, est attribuée à une augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ 

de MMP-2 (Chang et al., 2003; Nakaji et al., 2006). Dans un second temps, entre 24 et 48 heures, 

Figure 4 : Schéma de la barrière hémato-encéphalique. 
La BHE est formée par les cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées, une lame 
basale, les péricytes, et les pieds astƌoĐǇtaiƌes. D͛apƌğs Abbott et al., 2006. 
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une infiltration leucocytaire et une activation de MMP-9, par les cytokines pro-inflammatoires et les 

radicaux libres, conduisent à une rupture irréversible de la BHE et à des dommages tissulaires 

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

La rupture de la BHE iŶduit uŶ œdème vasogénique caractérisé paƌ uŶ passage d͛eau du 

compartiment vasculaire vers le parenchyme cérébral (Rosenberg and Yang, 2007). Cet œdğŵe est 

ƌespoŶsaďle d͛uŶe augŵeŶtatioŶ du ǀoluŵe ĐĠƌĠďƌal assoĐiĠ ă uŶe augŵeŶtatioŶ de la pƌessioŶ 

intracrânienne et à des lésions d͛isĐhĠŵies-reperfusions (Klatzo, 1985). De plus, chez les patients, 

l͛ouǀeƌtuƌe de la BHE est liée à un risque de transformation hémorragique et a un mauvais pronostic 

à long terme (Brouns et al., 2011; Hjort et al., 2008). 

3. Atteinte tissulaire 

 Défaillance énergétique et excitotoxicité a.

Le cerveau est un oƌgaŶe aǇaŶt ďesoiŶ d͛uŶ appoƌt ĐoŶstaŶt eŶ oǆǇgğŶe et eŶ gluĐose. EŶ 

condition physiologique, il couvre une partie de ses besoins énergétiques paƌ l͛oǆǇdation du glucose. 

Par conséquent, immédiatement après le début de l͛isĐhĠŵie, la chute du DSC va conduire à un 

aƌƌġt des phosphoƌǇlatioŶs oǆǇdatiǀes, stoppaŶt la pƌoduĐtioŶ d͛adĠŶosiŶe tƌiphosphate ;ATPͿ.  

La diŵiŶutioŶ de la pƌoduĐtioŶ d͛ATP est responsable d͛une défaillance de la pompe sodium- 

potassium (Na+/K+) ATPase. La redistribution des ions Na+ et K+ de paƌt et d͛autƌe de la ŵeŵďrane 

Ŷ͛est aloƌs plus effeĐtuĠe, eŶgeŶdƌaŶt uŶe soƌtie ŵassiǀe de potassium daŶs l͛espaĐe eǆtƌaĐellulaiƌe 

et une entrée de sodium daŶs la Đellule. S͛eŶsuit uŶe ouverture importante des canaux calciques 

voltages-dépendants, respoŶsaďle d͛uŶe augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe de 

calcium (Figure 5; Martin et al., 1994). Ce calcium intracellulaire se lie à 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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Le relargage important de glutamate dans la fente synaptique, entraîne une hyperactivation des 

récepteurs « N-méthyl-D-aspartate » (NMDA), Kaïnate et « alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid » (AMPA) post-synaptiques, causant une entrée de sodium et de calcium 

Figure 5 : SĐhĠŵa de la phǇsiopathologie de l’isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale.  
La défaillance énergétique conduit au dysfonctionnement de la pompe Na+/K+, ă l͛eŶtƌée massive de 
calcium dans le neurone et à une libération importante de glutamate dans la fente synaptique. Le 
glutamate active les récepteurs (NMDA, AMPA et Kaïnate) post-synaptiques provoquant une entrée 
massive de Ca2+, Na+ et de Cl- dans la cellule, alors que le K+ en est expulsé. La diffusion du glutamate et 
du K+ daŶs l͛espaĐe eǆtƌaĐellulaiƌe pƌopage la dĠpolaƌisatioŶ ŶeuƌoŶale jusƋu͛ă la pĠŶoŵďƌe. La 
peƌtuƌďatioŶ ioŶiƋue iŶtƌaĐellulaiƌe pƌoǀoƋue uŶ œdğŵe ǀasogĠŶiƋue et l͛ĠĐlateŵeŶt des Đellules. Le 
Ca2+, une fois dans la cellule, active plusieurs systèmes enzymatiques (protéases, lipases, 
eŶdoŶuĐlĠases…Ϳ. Des ƌadiĐauǆ liďƌes soŶt gĠŶĠƌĠs, Đe Ƌui eŶdoŵŵage les ŵeŵďƌaŶes, les 
ŵitoĐhoŶdƌies et l͛ADN, et pƌoŵeut l͛iŶflaŵŵatioŶ via l͛aĐtiǀatioŶ ŵiĐƌogliale et l͛iŶfiltƌatioŶ 
leucocytaire dans le parenchyme. 
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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 manière concomitante, les bouleversements 

ioniques engendrent une entrée importante d͛eau daŶs la Đellule pƌoǀoƋuaŶt uŶ œdğŵe 

cytotoxique. L͛eŶseŵďle de Đes mécanismes est responsable d͛uŶe ǀague de dĠpolaƌisatioŶ 

conduisant à une extension de la lésion cérébrale (Figure 5; Won et al., 2002). 

La concentration élevée de calcium intracellulaire dans le tissu ischémié favorise l͛aĐtiǀatioŶ de la 

calpaïne, dont le rôle est de protéolyser des substrats cytosoliques. Cela conduit à une mort 

neuronale (Anagli et al., 2009). Cet influx calcique induit également, la dépolarisation de la 

membrane mitochondriale ce qui cause une libération de radicaux libres oxygénés. S͛eŶsuit 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, l͛isĐhĠŵie cérébrale, en plus du stress oxydant, entraîne un stress nitrant par 

l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie 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 être délétères. En effet, l͛iNOS iŶduit la pƌoduĐtioŶ d͛oǆǇde d͛azote (NO) ce 

qui conduit à des dommages cérébraux durant la reperfusion ischémique (Danielisova et al., 2011). 

De plus, elle entraîne une réponse inflammatoire en activant la sécrétion du facteur de nécrose 

tumorale-α ;TNF-αͿ et de l͛iŶteƌleukiŶe-ϭβ ;IL-ϭβͿ (Chen et al., 2017; Khan et al., 2005). Finalement, 

il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe iŶhiďitioŶ de la ŶNOS ƌĠduisait l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ eŶ diŵiŶuaŶt l͛aĐtiǀatioŶ de la 

calpaïne (Sun et al., 2009). 

Pour résumer, l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ est uŶ pƌoĐessus dĠĐleŶĐheur et exécuteur de la mort cellulaire à la 

suite de l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. Les ŵĠĐaŶisŵes eǆĐitotoxiques induisent une mort cellulaire rapide de 

type nécrotique, mais va aussi activer certaines voies de signalisation intracellulaires qui entraînent 

l͛aĐtiǀatioŶ de gènes pro-inflammatoires (Sekerdag et al., 2018), ǀoiƌe de l͛apoptose (Liu et al., 

2002). 

 Inflammation b.

L͛iŶflaŵŵatioŶ est ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ le ƌeĐƌuteŵeŶt et l͛aĐtiǀatioŶ de diffĠƌeŶts tǇpes Đellulaiƌes 

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 

ĐĠƌĠďƌal. Ces deuǆ gƌoupes de Đellules soŶt sĠpaƌĠs paƌ la BHE. L͛iŶflaŵŵatioŶ cérébrale 

consécutive à l͛isĐhĠŵie 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 aigüe de l͛AVC isĐhĠŵiƋue, les cellules résidentes présentes dans la zone 

ischémiée s͛aĐtiǀeŶt et paƌtiĐipeŶt ă la sĠĐƌĠtioŶ de ĐǇtokiŶes et Đhimiokines pro-inflammatoires 

(Schilling et al., 2003) iŵpliƋuĠes daŶs l͛iŶfiltƌatioŶ de leuĐoĐǇtes au sein du parenchyme cérébral 

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

QuelƋues heuƌes apƌğs le dĠďut de l͛isĐhĠŵie, les cellules atteintes libèrent des médiateurs pro-

inflaŵŵatoiƌes tels Ƌue l͛IL ou le TNF (Figure 6). Ces médiateurs iŶduiseŶt l͛eǆpƌessioŶ de ŵolĠĐules 

d͛adhĠsioŶ au niveau des cellules endothéliales cérébrales et des leucocytes, permettant 

l͛iŶfiltƌatioŶ de ces derniers dans le parenchyme par diapédèse (del Zoppo et al., 1991). Finalement, 

l͛utilisatioŶ de microparticules de fer (micrometer-sized paramagnetic iron oxide, MPIOs) couplées à 

des anticorps anti-VCAM-1 (molĠĐule d͛adhĠsioŶ des Đellules ǀasculaires) permettent une imagerie 

ultƌaseŶsiďle de l͛iŶflaŵŵatioŶ ĐĠƌĠďƌoǀasĐulaiƌe (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, Ϯϰ heuƌes apƌğs uŶe oĐĐlusioŶ tƌaŶsitoiƌe de l͛aƌtğƌe ĐĠƌĠďƌale ŵoǇeŶŶe (ACM). Cette 

suƌeǆpƌessioŶ suďsiste jusƋu͛ă ĐiŶƋ jouƌs apƌğs l͛isĐhĠŵie et est paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŵpoƌtaŶte daŶs la 

périphĠƌie du Đœuƌ isĐhĠŵiƋue (Gauberti et al., 2013). Le blocage, paƌ l͛utilisatioŶ d͛un anticorps, de 

la ŵolĠĐule d͛adhĠsioŶ α4-intégrine, inhibe la migration transendothéliale des monocytes et des 

lymphocytes et réduit la taille de la zone lésée chez le rat (Becker et al., 2001). De la même manière, 

le ďloĐage des ŵolĠĐules d͛adhĠsioŶ leuĐoĐǇtaiƌes telles Ƌue la ŵolĠĐule d͛adhĠsioŶ iŶteƌĐellulaire 

(ICAM), la P-Sélectine ou la E-sĠleĐtiŶe iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ du ǀoluŵe de l͛iŶfaƌĐtus (Morikawa et 

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

DaŶs la phase suďaigüe de l͛isĐhĠŵie, les leuĐoĐǇtes iŶfiltƌĠs et les Đellules ƌĠsiduelles aĐtiǀĠes 

participent à la sécrétion de molécules pro-inflammatoires (Il-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α), de 

radicaux libres et de protéases telles que les MMPs, prenant part ainsi ă l͛eǆteŶsioŶ de la zoŶe 
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ischémiée (Grilli et al., 2000; Romanic et al., 1998). Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe iŶaĐtiǀatioŶ des ĐǇtokiŶes 

pro-inflammatoires, telles Ƌu͛IL-8 ou IL-1β, avait un effet neuroprotecteur et réduisait la taille de la 

lésion tissulaire (Loddick and Rothwell, 1996; Matsumoto et al., 1997). 

 

 Apoptose c.

L͛apoptose est uŶe ŵoƌt Đellulaiƌe pƌogƌaŵŵĠe ŶĠĐessitaŶt de l͛ĠŶeƌgie, c͛est pouƌƋuoi elle est 

pƌĠdoŵiŶaŶte daŶs la pĠŶoŵďƌe isĐhĠŵiƋue où la diŵiŶutioŶ d͛appoƌt ĠŶeƌgĠtiƋue est ŵoiŶdƌe. 

CeƌtaiŶs auteuƌs oŶt ƌappoƌtĠ Ƌu͛uŶe eǆpositioŶ ă une ischémie modérée entraînait les neurones 

ǀeƌs uŶe ŵoƌt apoptotiƋue aloƌs Ƌu͛uŶe atteiŶte plus sĠǀğre les entraînait vers une mort nécrotique 

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

Paƌŵi les faĐteuƌs dĠĐleŶĐheuƌs de l͛apoptose, on retrouve les récepteurs NMDA contenant la sous-

unité GluN2B (Yitao Liu et al., 2007) mais également des mécanismes indépendants des récepteurs 

Figure 6 : SĐhĠŵa de l’iŶflaŵŵatioŶ ĐĠƌĠďƌale loƌs d’uŶ AVC isĐhĠŵiƋue. 
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 ;lǇŵphoĐǇte TͿ et les ŵaĐƌophages. L͛eŶseŵďle de Đes 
cellules participent à la mort neuronale et astrocytaire via la libération de médiateurs pro-
inflammatoires. D͛apƌğs BƌoughtoŶ et al., 2012. 
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NMDA, impliquant des canaux ioniques activés par les protons extracellulaires. Cela inclut les canaux 

ioniques ASIC1a (acid-sensing ion channels) et les TRPC (transient receptor potential channel) 

;O͛BƌǇaŶt et al., 2014; Simard et al., 2007; Zhang and Liao, 2015). L͛eŶseŵďle de Đes ŵĠdiateuƌs de 

l͛apoptose ĐoŶtƌiďue ă l͛augŵeŶtation du calcium intracellulaire. 

L͛isĐhĠŵie eŶtƌaŠŶe la liďĠƌatioŶ de médiateurs extracellulaires de l͛apoptose 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) à 

domaine BH3 (Bcl-2 homology), constitue un dialogue entre les récepteurs de mort et la voie 

mitochondriale. Un fragment de Bid engendré à la suite du clivage par la caspase 8 se lit à Bax, un 

autre membre pro-apoptotique de Bcl-2 (Luo et al., 1998). Bax altère ensuite la membrane externe 

de la mitochondrie et induit la libération du cytochrome c (Guadagno et al., 2013; Wilkins and 

Swerdlow, 2015). Le ĐǇtoĐhƌoŵe Đ liďĠƌĠ ǀa pouǀoiƌ se lieƌ ă l͛Apaf-1 (apoptotic protease activating 

factor 1) et à la pro-caspase 9 et ainsi former un complexe qui activera la caspase-9. La caspase-9 

active en retour la caspase 3 qui ǀa pƌoŵouǀoiƌ la fƌagŵeŶtatioŶ de l͛ADN et la foƌŵatioŶ de Đoƌps 

apoptotique (Figure 7; Elena-Real et al., 2018; Endo et al., 2006; Gao et al., 2010). De plus, 

l͛augŵeŶtatioŶ du ĐalĐiuŵ iŶtƌaĐellulaiƌe entraîne une accumulation du calcium mitochondrial 

(Gincel et al., 2001) responsable de la dépolarisation et de la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale. Ainsi, la liďĠƌatioŶ de ƌadiĐauǆ liďƌes de l͛oǆǇgğŶe ;radical oxygen species, ROS), de 

NO (Dugan et al., 1995) et du cytochrome c dans le cytoplasme s͛effeĐtueƌa. La microglie activée 

liďğƌe ĠgaleŵeŶt des ROS. Ces ŵĠdiateuƌs de l͛iŶflaŵŵatioŶ soŶt aussi responsables de la 

fƌagŵeŶtatioŶ de l͛ADN et de l͛apoptose Đellulaiƌe (Figure 7; Broughton et al., 2009; Morita-

Fujimura et al., 2001; Sugawara and Chan, 2003). 
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Figure 7 : SĐhĠŵa de la voie apoptotiƋue aĐtivĠe loƌs d’uŶ AVC isĐhĠŵiƋue. 
Les ƌĠĐepteuƌs FAS/TNF ĐoŶduiseŶt ă l͛aĐtiǀatioŶ de la Đaspase ϴ, Ƌui Đliǀe le fƌagŵeŶt Bid. Ce deƌŶieƌ 
interagit avec Bax induisant la libération du cytochrome c qui se lit à Apaf1 et à la pro-caspase9. Ce 
complexe nouvellement formé active la caspase 9, qui va en retour activer la caspase 3, induisant la 
fƌagŵeŶtatioŶ de l͛ADN et la foƌŵatioŶ de Đoƌps apoptotiƋue. En parallèle, la microglie activée et le 
calcium intracellulaire vont promouvoir la libération de ROS et de NO, responsables eux aussi de la 
fƌagŵeŶtatioŶ de l͛ADN. Le calcium intracellulaire, via la ĐalpaïŶe, iŶduit ĠgaleŵeŶt l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie 
des caspases.  
 

 Protéostasie : Rƀle du ƌĠtiĐuluŵ eŶdoplasŵiƋue et de l͛autophagie d.

La protéostasie est un terme porte-manteau des mots protéine et homéostasie, qui désigne les 

processus biologiques intervenant dans la biogenèse, 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-responseͿ et l͛autophagie. L͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale iŶduit uŶe altĠƌatioŶ de la 

protéostasie (Wang and Yang, 2019) aiŶsi Ƌu͛uŶe aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie 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 synthèse, la conformation, les modifications post-

traductionnelles et le transport des protéines. Il joue également un rôle dans la synthèse lipidique, 

daŶs l͛hoŵĠostasie ĐalĐiƋue ;il s͛agit 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). Loƌs de l͛isĐhĠŵie cérébrale, le dysfonctionnement des pompes Ca2+ 

ATPase dû ă l͛aƌƌġt de la pƌoduĐtioŶ d͛ATP contribue, d͛uŶe paƌt, ă uŶe altĠƌatioŶ de la maturation 

des protéines et d͛autƌe paƌt, ă uŶe ďaisse ĠŶeƌgĠtiƋue ƌespoŶsaďle de la dĠfaillaŶĐe des poŵpes 

SERCA (sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-transport ATPase). L͛arrêt des pompes SERCA va 

engendrer une sortie du calcium du RE vers le cytosol (Doutheil et al., 1999). Cet événement va avoir 

deuǆ effets, le pƌeŵieƌ ĠtaŶt l͛augŵeŶtatioŶ du ĐalĐiuŵ ĐǇtosoliƋue 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 Ŷoŵďƌeuǆ papieƌs oŶt ŵis eŶ ĠǀideŶĐe uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛autophagie ŶeuƌoŶale apƌğs uŶe 

ischémie cérébrale (Nitatori et al., 1995; Rami et al., 2008), cependant, son rôle (bénéfique ou 

délétère) reste encore très discuté. Il est iŶtĠƌessaŶt de Ŷoteƌ Ƌu͛il eǆiste des interactions entre le 

stress du RE et l͛autophagie, eŶ paƌticulier lorsque les protéines mal ƌepliĠes s͛aĐĐuŵulent dans le 

RE et que la voie PERK (protein kinase RNA-like ER kinase) aĐtiǀe l͛autophagie (Kouroku et al., 2007). 

Des papiers montrent également une aĐtioŶ de l͛autophagie sur le stress du RE. En effet, une 

aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie aǀeĐ la ƌapaŵǇĐiŶe iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ du stƌess du RE chez des rats 

âgés de 7 jours ayant subi une hypoxie-ischémie cérébrale (Carloni et al., 2014) (voir partie D. 

Autophagie daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue). 
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Pouƌ ƌĠsuŵeƌ Đette pƌeŵiğƌe paƌtie, l͛AVC est uŶe pathologie pouǀaŶt se dĠǀeloppeƌ suite ă 
l͛oďstƌuĐtioŶ d͛uŶ ǀaisseau ĐĠƌĠďƌal ;AVC isĐhĠŵiƋueͿ ou suite ă la ƌuptuƌe d͛uŶ ǀaisseau 
cérébral (AVC hémorragique). 

Loƌs de l͛AVC isĐhĠŵiƋue, l͛oĐĐlusioŶ d͛uŶ ǀaisseau paƌ uŶ Đaillot ǀa ĐoŶduiƌe ă uŶe 
diminution du débit sanguin cérébral créant, dans le parenchyme, un foyer ischémique au 
seiŶ duƋuel l͛appoƌt eŶ oǆǇgğŶe et eŶ gluĐose est foƌteŵeŶt diŵiŶuĠ. EŶ aďseŶĐe d͛oǆǇgğŶe 
et glucose, les neurones n͛oŶt plus d͛ĠŶeƌgie et ŵeuƌeŶt ƌapideŵeŶt. Autouƌ du foǇeƌ, la 
chute du débit sanguin cérébral est moins importante, les neurones sont en souffrance mais 
peuǀeŶt ġtƌe sauǀĠs. CepeŶdaŶt, si la ĐiƌĐulatioŶ Ŷ͛est pas ƌĠtaďlie, les Đellules fiŶiƌoŶt paƌ 
mourir et la lĠsioŶ isĐhĠŵiƋue s͛ĠteŶdƌa. 
Aujouƌd͛hui, afiŶ d͛ƀteƌ le Đaillot oďstƌuaŶt le ǀaisseau plusieuƌs teĐhŶiƋues soŶt utilisĠes : la 
thrombectomie (retrait chirurgical du caillot) et la thrombolyse (dissolution du caillot de 
fiďƌiŶe paƌ l͛utilisatioŶ l͛Actilyse®). Le principe actif d'Actilyse® est l'altéplase, un activateur 
tissulaire du plasminogène humain recombinant. Les propriétés et les rôles physiologique et 
pathologiƋue de l͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe seƌoŶt dĠǀeloppĠs daŶs la seĐoŶde 
paƌtie de l͛iŶtƌoduĐtioŶ. 

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’aĐtivateuƌ tissulaire du plasminogène 

L͛aĐtiǀateuƌ tissulaire du plasminogène (tissue-type plasminogen activator, tPA) est une 

glycoprotéine appartenant à la famille des sérines protéases synthétisée principalement par les 

cellules endothéliales et libérée dans la circulation sanguine. Le tPA est principalement connu pour 

son rôle dans la fibrinolyse, grâce à sa capacité à cliver le plasminogène inactif en plasmine active, 

dont le rôle est de dégrader les caillots de fibrine. Cette activité protéolytique, permettant la 

ƌepeƌfusioŶ des ǀaisseauǆ saŶguiŶs, est ă l͛oƌigiŶe de soŶ utilisatioŶ Đoŵŵe tƌaiteŵeŶt 

pharmacologique de la phase aigüe 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, oligodendƌoĐǇtes, ŵiĐƌoglie…Ϳ et de 

nombreuses données expérimentales montrent qu͛il est Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ, via ses différents 

domaines, avec des protéines et récepteurs afin de jouer de nombreux rôles en condition 

physiologique mais aussi pathologique. Pour résumer, le tPA est une protéine pléiotrope capable 

d͛eǆeƌĐeƌ diǀeƌses foŶĐtions 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 

complètement (Morgagni, 1761). Près de deux siècles 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 système protéolytique (Andral, 1843). Mais Đe Ŷ͛est Ƌu͛eŶ ϭϴϵϯ, 

que des travaux mettent en évidence le phénomène protéolytique ainsi nommé fibrinolyse (Dastre, 

1893). 

En 1902, Conradi observa, pour la première fois, l'aptitude d͛uŶe eŶzǇŵe à dissoudre les caillots 

sanguins paƌ l͛ajout d͛eǆtƌait de diǀeƌs oƌgaŶes (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 plasminogène (Christensen and Macleod, 

1945). Pour la première fois en 1952, Astrup et Stage parvinrent à isoler cette protéine 

fibrinolytique, alors nommée fibrikinase, à partir du tissu de Đœuƌ de poƌĐ (Astrup and Stage, 1952). 
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La fibrikinase fut purifiée pour la première fois en 1979 à 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 

d͛utĠƌus huŵaiŶ furent ŶĠĐessaiƌes. C͛est pouƌƋuoi la puƌifiĐatioŶ de la fiďƌikiŶase ă paƌtiƌ de 

surnageant de cultures de mélanome humain fut élaborée. Cette enzyme fut alors renommée 

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

La première administration de tPA chez l'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 succès 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 plasminogène (Collen and Lijnen, 1991). En 

ϭϵϵϱ, le suĐĐğs d͛uŶe Ġtude clinique conduit à l'utilisation du tPA comme agent fibrinolytique lors de 

la phase aiguë de l'AVC ischémique (National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA 

Stroke Study Group, 1995). 

Le tPA Ŷ͛est pas le seul aĐtiǀateuƌ du plasŵiŶogğŶe pƌĠseŶt Đhez l͛Hoŵŵe, l͛aĐtiǀateuƌ du 

plasminogène de type urokinase (urokinase plasminogen activator, uPA) est également capable de 

convertir le plasminogène en plasmine (Thiebaut et al., 2018). 

II.   La structure du tPA 

Le tPA est codé par le gène plasminogen activator tissue type (PLAT) se trouvant sur le 

chromosome 8 (Tripputi et al., 1986). Il est sǇŶthĠtisĠ sous la foƌŵe d͛uŶe ĐhaŠŶe polǇpeptidique de 

527 acides aminés ayaŶt uŶe ŵasse ŵolĠĐulaiƌe d͛eŶǀiƌoŶ ϲϵ kDa (Pennica et al., 1983). Sa structure 

tridimensionnelle est maintenue par 17 ponts disulfures. Le tPA possède uŶ site d͛O-glycosylation 

sur la thréonine61 (Harris et al., 1991) ainsi que trois sites de N-glycosylations dont deux sont 

constitutifs : un sur l͛aspaƌagiŶe ;Asn)117 et un autre sur l͛Asn448. La troisième N-glycosylation est 

ǀaƌiaďle et se situe suƌ l͛AsŶ184. En conséquence, il existe deux types de tPA : le tPA de type I avec 

trois N-glycosylations et le tPA de type II avec seulement les deux N-glycosylations constitutives 

(Figure 8; Mori et al., 1995; Pohl et al., 1984). 



    21 Introduction - L’aĐtivateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe 

Le tPA est constitué de 5 domaines structuraux lui conférant ses propriétés fonctionnelles. La chaîne 

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

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

est situé entre les résidus 4 à 50. Il permet au tPA de se lier à la fibrine formant ainsi un complexe 

tertiaire avec le plasminogène (Kagitani et al., 1985). Ce domaine interagit également avec 

l͛aŶŶeǆiŶe II (Hajjar and Reynolds, 1994) et avec les récepteurs aux lipoprotéines de faible densité 

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

 Le domaine EGF, situé entre les résidus 50 à 87, présente une forte homologie avec le 

facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor, EGFͿ. Il peƌŵet au tPA d͛aĐtiǀeƌ les 

ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF (Ortiz-Zapater et al., 2007). Le site d͛O-glycosylation, situé sur ce domaine, est 

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

 Le domaine Kringle 1, situé entre les résidus 87 à 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 rôle de ce domaine est mal connu. Une étude 

suggère son implication dans la recapture du tPA par les récepteurs au mannose présents sur les 

cellules endothéliales hépatiques, notamment gƌąĐe ă la glǇĐosǇlatioŶ de l͛AsŶ117 (Kuiper et al., 

1996; Smedsrød et al., 1988). Ce domaine serait aussi impliqué daŶs l͛iŶhiďitioŶ de la pƌolifĠƌatioŶ 

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

 Le domaine Kringle 2, situé sur les résidus 176 à 256, contient un site LBS actif permettant au 

tPA de se lieƌ et d͛aĐtiǀeƌ de Ŷoŵďƌeuses pƌotĠiŶes, telles que le plasminogène, la sous-unité GluN1 

des récepteurs NMDA, le facteur de croissance dérivé des plaquettes (platelet-derived growth 

factor-CC, PDGF-CC) ou les protéines à 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 chaîne légère du tPA est, quant à elle, composée d͛uŶ seul et uŶiƋue doŵaiŶe (Figure 8) : 

 Le domaine protéase, est uŶ doŵaiŶe ĐatalǇtiƋue ĐoŵpoƌtaŶt ϯ aĐides aŵiŶĠs ;l͛histidiŶe322, 

l͛aĐide aspaƌtiƋue371 et la sérine478) formant un site actif appelé la triade catalytique. Ce site confère 

au tPA son activité protéolytique grâce à sa capacité à convertir le plasminogène en plasmine 

(Pennica et al., 1983). 
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Le tPA est synthétisé sous sa forme simple-chaîne (single chain tPA, sc-tPA) et peut être clivé en 

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

tc-tPA s͛effeĐtue paƌ hǇdƌolǇse de la liaisoŶ peptidiƋue de l͛arginine275-isoleucine276 par différentes 

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

ce clivage, la chaîne lourde (ou chaîne A) et la chaîne légère (ou chaîne B) restent liĠes l͛uŶe ă l͛autƌe 

gƌąĐe ă uŶ poŶt disulfuƌe s͛ĠtaďlissaŶt eŶtƌe la ĐǇstĠiŶe299 et la cystéine430 (Figure 8; Lamba et al., 

1996). 

Figure 8 : Structure et fonction du tPA. 
Le tPA est synthétisé sous forme simple chaîne (sc-tPA) et peut être clivé en forme double chaîne (tc-
tPA). Le tPA comporte 5 domaines (Finger, EGF-like, Kringle 1, Kringle 2 et sérine protéase), 17 ponts 
disulfures, 3 sites de N-glycosylatioŶ et ϭ site d͛O͛GlǇĐosǇlatioŶ. D͛apƌğs CheǀilleǇ et al., 2015 ; Hébert et 

al., 2016. 
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La majorité des sérines protéases sont synthétisées sous une forme simple chaîne zymogène, c'est-

à-diƌe dĠpouƌǀue d͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue et Đe Ŷ͛est Ƌu͛ă la suite de leuƌ Đlivage en forme double 

ĐhaŠŶe Ƌu͛elles deǀieŶŶeŶt aĐtiǀes. CepeŶdaŶt, le tPA est uŶe sĠƌiŶe pƌotĠase paƌtiĐuliğƌe Đaƌ 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 

cinq fois supérieure (Boose et al., 1989; Petersen et al., 1988). 

III.   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 chaîne où il circule à 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, d͛autƌes Ġtudes laisseŶt 

peŶseƌ Ƌu͛il seƌait stoĐkĠ daŶs uŶ autƌe tǇpe de gƌaŶules, plus denses et plus petites (Emeis et al., 

1997). 

La libération du tPA par les cellules endothéliales peut se faire de deux façons: de manière continue 

(Angles-Cano et al., 1985) ou en réponse à un stimulus spécifique. En effet, les cellules endothéliales 

peuvent stocker le tPA et le libérer en réponse à des stimuli tels que les facteurs de la cascade de la 

coagulation, l͛hǇpoǆie ou eŶĐoƌe l͛augŵeŶtatioŶ de la pression sur la paroi des vaisseaux (Diamond 

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

Chez l͛homme, la demi-vie du tPA dans la circulation sanguine est d'environ six minutes (Verstraete 

et al., 1985). Sa ĐlaiƌaŶĐe s͛effeĐtue par endocytose, grâce à 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), aiŶsi Ƌu͛uŶe ǀoie dĠpeŶdaŶte des galectines (Nagaoka et al., 2002). 
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2. Dans la périphérie 

L͛eǆpƌessioŶ du tPA a d͛aďoƌd Ġté mise en évidence dans le sang. Depuis, une présence de son 

activité a été montrée dans de nombreux organes tels que l͛utĠƌus, les poumons, les muscles, le 

Đœuƌ ou les reins (Albrechtsen, 1957; Rouf et al., 1996). Son expression est souvent associée à un 

ƌeŵodelage des tissus et de leuƌ ǀasĐulaƌisatioŶ, Đoŵŵe loƌs de la ŵise eŶ plaĐe de l͛eŶdoŵğtƌe 

(Lockwood and Schatz, 1996). 

3. Dans le système nerveux central 

C͛est eŶ ϭϵϴϭ, Ƌue la pƌĠseŶĐe du tPA au seiŶ du sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ ĐeŶtƌal ;SNCͿ a ĠtĠ ŵise eŶ 

évidence pour la première fois. Soreq et Miskin ont démontré son expression dans les cellules 

endothéliales tapissant les vaisseaux cérébraux et dans les neurones à différents temps du 

dĠǀeloppeŵeŶt, lui pƌĠdisaŶt aiŶsi d͛autƌes ƌƀles Ƌue soŶ iŵpliĐatioŶ daŶs la fibrinolyse (Soreq and 

Miskin, 1983). Puis en 1993, une étude a démontré sa synthèse par les neurones au sein de la 

plupart des structures cérébrales : cervelet, hippocampe, hypothalamus, cortex, striatum (Sappino 

et al., 1993).  

Chez l͛homme, Teesalu et collaborateurs ont détecté paƌ uŶe teĐhŶiƋue d͛hǇďƌidatioŶ in situ, 

des acides ribonucléiques messagers (ARNm) du tPA dans les régions cérébrales citées 

précédemment mais également dans d͛autƌes nombreuses régions telles que les plexus choroïdes, 

le tƌoŶĐ ĐĠƌĠďƌal, l͛hǇpophǇse, la ŵoelle ĠpiŶiğƌe et les diffĠƌeŶts ŶoǇauǆ thalaŵiƋues (Teesalu et 

al., 2004). De ƌĠĐeŶts tƌaǀauǆ ƌĠalisĠs au seiŶ du laďoƌatoiƌe oŶt peƌŵis d͛ideŶtifieƌ les diffĠƌeŶtes 

ƌĠgioŶs ĐoƌtiĐales ŵuƌiŶes Đapaďles d͛eǆpƌiŵeƌ le tPA. Paƌŵi Đelles-ci, on retrouve le cortex 

rétrosplénial, somatosensoriel primaire, périrhinal et piriforme, avec environ 10 à 15% de neurones 

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

À l͛ĠĐhelle Đellulaiƌe, le tPA est eǆpƌiŵĠ paƌ la ŵajorité 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). 
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 Les neurones : le tPA est synthétisé et localisé au sein des dendrites et des synapses (Shin et 

al., 2004), où il est stocké dans des vésicules présynaptiques (Parmer et al., 1997). Le tPA est ensuite 

tƌaŶspoƌtĠ daŶs des ǀĠsiĐules de sĠĐƌĠtioŶ le loŶg des deŶdƌites aǀaŶt d͛ġtƌe liďĠƌĠ au niveau des 

cônes de croissaŶĐe pouƌ peƌŵettƌe l͛ĠloŶgatioŶ axonale (Lochner et al., 1998). Des études ont 

montré que le tPA est ĐoŶteŶu daŶs des ǀĠsiĐules ă Đœuƌ deŶse situées dans les épines 

deŶdƌitiƋues, et Ƌu͛une dépolarisation neuronale conduisait à sa libération par une exocytose 

dépendante du calcium. Une fois à la synapse, le tPA peut interagir avec les récepteurs NMDA et 

moduler la potentialisation à long-terme (long-term potentiation, LTP) ainsi que les fonctions 

d͛appƌeŶtissage et de ŵĠŵoiƌe (Baranes et al., 1998; Lochner et al., 2006). Il semble que tous les 

ŶeuƌoŶes Ŷe soieŶt pas Đapaďles d͛eǆpƌiŵeƌ 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 à la synaptobrévine 2 (Louessard et al., 2016b). 

 Les astrocytes : la synthèse du tPA par les astrocytes a été mise en évidence chez la souris 

(Toshniwal et al., 1987) et Đhez l͛homme (Hultman et al., 2008). De plus, une fois libéré dans la fente 

synaptique par les neurones, le tPA peut être recapturé par les astrocytes via les récepteurs LRP. Les 

Figure 9 : Expression du tPA par les différentes cellules du SNC chez la souris adulte. 
Immunohistochimie sur la coupe de cerveau de souris après 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. D͛apƌğs Louessaƌd et al., 2016. 
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astrocytes seraient ensuite capables de libérer ce tPA endocytosé par un mécanisme impliquant la 

pƌotĠiŶase kiŶase C suite ă l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteurs kaïnates membranaires. Cet effet pourrait 

ĠgaleŵeŶt ġtƌe ă l͛oƌigiŶe de la ĐlaiƌaŶĐe du tPA au seiŶ 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 où 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 à 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 

ƌƀle daŶs soŶ aĐtiǀatioŶ aiŶsi Ƌue daŶs des pƌoĐessus d͛iŶflaŵŵatioŶ et de ŶeuƌodĠgĠŶĠƌatioŶ 

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

IV.   Les inhibiteurs du tPA 

En 1961, Brakman et Astƌup postulaieŶt l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ iŶhiďiteuƌ saŶguiŶ des aĐtiǀateuƌs du 

plasminogène (tPA et uPA) apƌğs aǀoiƌ oďseƌǀĠ la pƌĠseŶĐe d͛uŶ iŶhiďiteur de la fibrinolyse qui 

Ŷ͛agissait pas directement sur la plasmine (Brakman and Astrup, 1963). Puis, des études ont montré 

que le niveau de synthèse des ARNm du tPA ne corrèle pas toujours avec son activité enzymatique. 

Par exemple, bien que l'on retrouve des ARNm dans la totalité de l'hippocampe, aucune activité 

protéolytique n'est détectée dans la région CA1 (coƌŶe d͛AŵŵoŶ ϭͿ, Đe Ƌui suggğƌe la pƌĠseŶĐe d͛uŶ 

inhibiteur du tPA au sein du parenchyme cérébral (Sappino et al., 1993). Ces inhibiteurs seront 

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

Les serpines sont des protéines monomériques glycosylées d͛eŶǀiƌoŶ ϯϱϬ-400 acides aminés avec un 

poids moléculaire de 40 à 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. AiŶsi, uŶ Đoŵpleǆe staďle se foƌŵe peƌŵettaŶt l͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de la pƌotĠase 
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(Figure 10). Les seƌpiŶes peuǀeŶt aussi eǆisteƌ sous uŶe foƌŵe lateŶte, pouƌ laƋuelle l͛iŶteƌaĐtioŶ 

aǀeĐ la pƌotĠase Ŷ͛est pas possiďle (Huntington et al., 2000; Silverman et al., 2001). 

À l͛heuƌe aĐtuelle, Ƌuatƌe seƌpiŶes soŶt ĐoŶŶues pouƌ iŶhiďeƌ le tPA : l͛iŶhiďiteuƌ du plasminogène 

de type I (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. 

 

 La nexine-1 : Outre la thrombine qui est sa cible préférentielle, la nexine-1, aussi nommée 

SERPINE2, est Đapaďle d͛iŶhiďeƌ les activateurs du plasminogène et la plasmine (Scott et al., 1985). 

BieŶ Ƌu͛elle soit iŵpliƋuĠe daŶs l͛hĠŵostase, elle est à peine détectable dans le plasma. Elle est 

retrouvée dans de nombreux organes (les systèmes reproducteurs féminin et masculin, les reins, les 

poumons, la rate, le Đœuƌ) ainsi que dans les vaisseaux sanguins où 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). 

Figure 10 : Mode d’aĐtioŶ des seƌpiŶes. 
IŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ le tPA au Ŷiǀeau de la RCL. ;aͿ Le tPA ǀa Đliǀeƌ la ďouĐle, Ƌui ǀa aloƌs alleƌ s͛iŶsĠƌeƌ daŶs 
le feuillet β. ;ďͿ La pƌotĠase est eŶtƌaiŶĠe au pƀle opposĠ et uŶ liaisoŶ ĐoǀaleŶte se foƌŵe aŶtƌe la 
serpine et la protéase, inhibant cette dernière. D͛apƌğs TaŶg et al., 2015. 
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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 joueƌait uŶ ƌƀle daŶs la LTP au seiŶ de l͛hippoĐaŵpe. Une 

surexpression ou une absence de nexine-ϭ est ă l͛oƌigiŶe de phĠŶoŵğŶe ĠpileptiƋue in vitro et in 

vivo (Lüthi et al., 1997; Meins et al., 2001). La nexine-1 est aussi retrouvée en abondance autour des 

vaisseaux cérébraux et plus particulièrement au niveau des cellules musculaires lisses et des pieds 

astrocytaires. Ainsi, eŶ Đas d͛ouǀeƌtuƌe de la BHE et d͛eǆtƌaǀasioŶ de la thƌoŵďiŶe et des sĠƌiŶes 

protéases sanguines délétères pour le parenchyme cérébral, la nexine-1 jouerait un rôle protecteur 

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

 PAI-2 : Cette serpine, synthétisée par les cellules trophoblastiques, est Đapaďle d͛iŶhiďeƌ les 

activateurs du plasminogène. 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-Ϯ Ŷ͛est 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 

d͛uŶe pƌĠ-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 où elle est synthétisée par les cellules endothéliales, les 

cellules musculaires lisses et les plaquettes. Une fois sécrétée, elle peut se lier à 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 à 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 Ƌu͛au tĐ-tPA (Rijken and Collen, 1981). Les complexes formés entre le tPA et PAI-1 

soŶt tƌğs staďles, Đe Ƌui ƌeŶd l͛iŶhiďitioŶ du tPA presque définitive (Zhou et al., 2001). De plus, 

l͛assoĐiatioŶ de PAI-1 avec le tPA ne gêne 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 à PAI-1 

(Nagaoka et al., 2002). Au sein du SNC, PAI-ϭ Ŷ͛est eǆpƌiŵĠe Ƌu͛eŶ tƌğs faiďle ƋuaŶtitĠ paƌ les 

astrocytes et les neurones (Bouton et al., 2012; Hino et al., 2001) mais en condition pathologique, 

loƌs d͛uŶ 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 à la nexine-ϭ Ƌui est Đapaďle d͛iŶhiďeƌ le tPA et la plasŵiŶe liĠe ă la fiďƌiŶe (Bouton et 

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

 La neuroserpine : Elle est exprimée presque exclusivement dans le SNC, toutefois de très 

faibles quantités sont retrouvées dans certains organes tels que les ƌeiŶs, le Đœuƌ, les testicules ou 

le pancréas. De nombreuses études ont démontré que la NS est absente dans la circulation et 

Ƌu͛elle Ŷ͛aǀait donc aucun rôle 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 

eŶ iŶhiďaŶt ŶotaŵŵeŶt l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ et l͛iŶflaŵŵatioŶ iŶduites paƌ l͛AVC isĐhĠŵiƋue (Rodríguez-

González et al., 2011). BieŶ Ƌue les astƌoĐǇtes puisseŶt l͛eǆpƌiŵeƌ, la ŶeuƌoseƌpiŶe est sǇŶthĠtisĠe 

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 très souvent co-eǆpƌiŵĠs, ƌeŶfoƌçaŶt l͛idĠe 

que le tPA soit la cible physiologique de cette serpine (Teesalu et al., 2004). Des études ont montré 

Ƌu͛elle pouǀait iŶhiďeƌ les deuǆ foƌŵes du tPA, ďieŶ Ƌu͛elle iŶhiďe le tc-tPA de façon plus efficace 

(Osterwalder et al., 1996). Cependant, la neuroserpine ne semble pas inhiber complètement le tPA, 

puisque des zymogènes 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 à la 

formation d͛une boucle trop longue, empêchant 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 Ƌu͛elles foƌŵeŶt avec le sc-tPA sont plus stables. En effet, les complexes 

neuroserpine-tc-tPA Ŷe soŶt staďles Ƌu͛ă pH aĐide (Carlson et al., 2016). 
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V.   Les fonctions du tPA 

1. Les fonctions du tPA vasculaire  

  La fibrinolyse a.

La fibrinolyse est un mécanisme de coagulation permettant la dissolution des caillots de fibrine 

présents dans la circulation. Ce processus, très important pour le maintien de l͛hoŵĠostasie 

ǀasĐulaiƌe, s͛aƌtiĐule autouƌ d͛uŶe eŶzǇŵe endogène, la plasmine, dont le rôle est d͛hydrolyser la 

fibrine en fragments. La plasmine est une sérine protéase produite par le foie sous la forme d͛uŶe 

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

 

Comme décrit précédemment, il existe deux activateurs du plasminogène présents en condition 

phǇsiologiƋue Đhez l͛hoŵŵe: le tPA et l͛uPA. BieŶ Ƌu͛aǇaŶt des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues diffĠƌeŶtes, leuƌs 

actions aboutissent toutes les deux à l͛aĐtiǀatioŶ du plasŵiŶogğŶe eŶ plasŵiŶe. En absence de 

cofacteurs, le tPA est un mauvais activateur du plasminogène. Mais, en présence de fibrine, sa 

Figure 11 : MĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ de la fiďƌiŶolǇse eŶdogğŶe. 
Le tPA est synthétisé et libéré par les cellules endothéliales dans la circulation où il est capable de cliver 
le plasminogène en plasmine au niveau des caillots de fibrine. La plasmine peut alors dégrader la fibrine 
et aiŶsi lǇseƌ les Đaillots. La ƌĠgulatioŶ de la fiďƌiŶolǇse s͛effeĐtue ă deux niveaux : grâce à PAI-1 
;iŶhiďiteuƌ du tPAͿ et aǀeĐ l͛α-2 antiplasmine (inhibiteur de la plasmine). 
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capacité à activer le plasminogène en plasmine est multipliée par cent (Hoylaerts et al., 1982). En 

effet, la fibrine contient deux sites pƌoĐhes, l͛uŶ permettant sa liaison avec le tPA, l͛autƌe 

permettant sa liaison avec le plasminogène. Les trois acteurs forment ainsi un complexe tertiaire, au 

sein duquel la capacité du tPA à cliver son ligand est nettement augmentée. Ce complexe permet au 

tPA d͛aĐtiǀeƌ essentiellement le plasminogène 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 rôle dans la fibrinolyse avant Ƌu͛elle Ŷe soit inhibée (Chapin and Hajjar, 2015). Il existe 

deux inhibiteurs de la plasmine : l͛αϮ-antiplasmine et la nexine-1. Ces inhibiteurs permettent la 

ƌĠgulatioŶ de la fiďƌiŶolǇse, pƌiŶĐipaleŵeŶt afiŶ d͛Ġǀiteƌ uŶe hǇpeƌfiďƌiŶolǇse, Ƌui eŶ plus 

d͛augŵeŶteƌ le ƌisƋue d͛hĠŵoƌƌagie, pƌoǀoƋue uŶe altĠƌatioŶ de la BHE. La fibrinolyse peut 

également être inhibée par la diminution de la quantité de plasmine circulante, et donc par 

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

Des formes recombinantes d'activateurs du plasminogène (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, aujouƌd͛hui, seule l͛utilisatioŶ 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). 

Figure 12 : Les activateurs tissulaires du plasminogène classifiés selon leur forme eucaryote et leur 
forme recombinante. 

Les activateurs du plasminogènes ont des domaines, des inhibiteurs, des temps de demi-vie et des 
spécificités à la fibrine différents. EŶ ĐoŶsĠƋueŶĐe, le ŵode d͛adŵiŶistƌatioŶ est ǀaƌiaďle. D͛apƌğs 
Thiebaut et al., 2018. 
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 L͛utilisatioŶ du tPA Đoŵŵe ageŶt thƌoŵďolytique (pour revue Thiebaut et al., 2018) b.

i. DaŶs l͛AVC hĠŵoƌƌagiƋue  

L'extension de l'hémorragie aux ventricules se produit dans environ 25% des cas d'hémorragie 

intracérébrale non traumatique et favorise l'obstruction de la sortie du liquide céphalorachidien 

(LCR) et, par conséquent, le développement de l'hydrocéphalie (Gaberel et al., 2011). Ainsi, 

l͛adŵiŶistƌatioŶ iŶtƌaǀeŶtƌiĐulaiƌe d͛aĐtiǀateuƌs du plasŵiŶogğŶe pouƌƌait pƌĠǀeŶiƌ l͛oďstƌuĐtioŶ du 

flux de LCR et accélérer la clairance du sang intraventriculaire. Dans une étude, 500 patients ont été 

assignés au hasard à un traitement au tPA ou à 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. L͛ĠliŵiŶatioŶ plus iŵpoƌtaŶte du Đaillot paƌ ǀoie iŶtƌaǀeŶtƌiĐulaiƌe a ĠtĠ assoĐiĠe ă 

une amélioration des résultats, mais seuls 82 patients (33%) du groupe tPA ont atteiŶt l͛oďjeĐtif 

d͛uŶe dissolution du caillot de 80 %, réduisant certainement le bénéfice clinique de la thrombolyse 

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

Finalement, un essai ĐliŶiƋue de phase ϯ est eŶ Đouƌs afiŶ d͛Ġtudieƌ l͛effiĐaĐitĠ de la fiďƌiŶolǇse 

iŶtƌaǀeŶtƌiĐulaiƌe paƌ utilisatioŶ du tPA loƌs d͛uŶe hĠŵoƌƌagie sous aƌaĐhŶoïdieŶŶe 

(ClinicalTrials.gov, NCT03187405).  

ii. DaŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue 

Selon la dernière 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 espèces 

de streptocoques ayant la propriété de se lier au plasminogène humain), le tPA recombinant, la pro-

urokinase, l͛uƌokiŶase et la desmotéplase (protéine issue de la salive de chauves-souris vampires 

Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ le plasŵiŶogğŶeͿ (Figure 12). CepeŶdaŶt, ă l͛heuƌe aĐtuelle, seule l͛adŵiŶistƌatioŶ 

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 pƌiŶĐipales liŵites de l͛utilisatioŶ du tPA 

dans les AVC ischémiques sont (Figure 13) : 
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 La fenêtre thérapeutique étroite : 4 à 5 heures après le début des symptômes de l͛AVC (Hacke et 

al., 2008). 

 Le faible taux de recanalisation du tPA (Bhatia et al., 2010). 

 Le ƌisƋue d͛hĠŵoƌƌagie 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 aiguë  

dans les 2 heures suivant l'administration du tPA reste faible (moins de 35% des patients avaient 

une recanalisation aiguë) (Bhatia et al., 2010). L͛aďseŶĐe de ƌeĐaŶalisatioŶ est assoĐiĠe à de 

nombreux facteurs tels Ƌu͛un délai trop long avant le traitement, une faible circulation collatérale 

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

La recanalisation aiguë étant un facteur de pronostique majeur, les stratégies thérapeutiques visant 

à améliorer le taux de recanalisation par thrombolyse intraveineuse constituent un grand intérêt 

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

 Les stratégies basées sur la prévention de l'inhibition du tPA par des facteurs endogènes 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 à PAI-1, une meilleure spécificité à la fibrine et une demi-vie plus élevée. 

L͛effiĐaĐitĠ de Đette ŵolĠĐule est ĐoŶtƌoǀeƌsĠe. Une étude a révélé Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ 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 reçu la ténectéplase présentent une 

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

 Les stƌatĠgies ďasĠes suƌ l͛iŶaĐtiǀatioŶ des iŶhiďiteuƌs du tPA. Pour accroitre l'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 modèle murin d͛AVC isĐhĠŵiƋue, la co-administration de ce 

« diabody » améliore l'efficacité du tPA sans augŵeŶteƌ le ƌisƋue d͛hĠŵoƌƌagie (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 ă l͛adŵiŶistƌatioŶ 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 modèles animaux 

(Denorme et al., 2016; Vaughan, 2011), aucune molécule inhibant PAI-1 n'a été testée chez des 

patients ayant subi un AVC ischémique à ce jour. 

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

fiďƌiŶe Ŷe ƌepƌĠseŶte Ƌu͛uŶe paƌtie du thƌoŵďus. De plus, le tPA a peu d͛effiĐaĐitĠ sur les thrombi 

riches en plaquettes et cela pourrait empêcher la recanalisation. Cependant, des essais cliniques 

(Adams et al., 2008; Zinkstok and Roos, 2012) portant sur l'administration concomitante de tPA et 

d'un médicament antiplaquettaire ont montré une faible efficacité ainsi Ƌu͛un risque accru 

d͛hĠŵoƌƌagie. Chez l͛aŶiŵal, il a été démontré que l͛agƌĠgatioŶ plaƋuettaire dans les artères 

implique des récepteurs spécifiques ainsi que des protéines, qui ne sont pas indispensables à 

l͛hémostase dans le cerveau, tels que le FVW et la glycoprotéine GpIb-α (Le Behot et al., 2014; Momi 

et al., 2013). Par conséquent, les stratégies qui ciblent spécifiquement 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 l͛N-acétylcystéine (Martinez de Lizarrondo et al., 2017) sont également 

prometteuses, d'autant plus que chez les patients ayant subi un AVC, les thrombi intracrâniens 

contiennent de grandes quantités de FVW (Le Behot et al., 2014). De surcroît, les faibles 

concentrations plasmatiques d'ADAMTS-13 pourraient être un marqueur de l͛échec d͛un traitement 

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

 Les stratégies couplant la thrombolyse intraveineuse et la thrombectomie. La 

thrombectomie mécanique consiste à retirer le caillot de fibrine en introduisant une sonde dans 

l͛aƌtğƌe. Elle est ƌĠalisĠe Đhez les patieŶts aǇaŶt suďi uŶe oĐĐlusioŶ daŶs uŶe gƌosse aƌtğƌe de la 

circulation antérieure (Jayaraman et al., 2015). SeloŶ les Đƌitğƌes d͛ĠligiďilitĠ utilisĠs, seuleŵeŶt ϯ% ă 

22% des patients sont admissibles pour ce traitement endovasculaire. Les principaux critères 
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d͛ĠligiďilitĠ soŶt la feŶġtƌe thĠƌapeutiƋue, la taille de la lĠsioŶ, l͛ąge, la sĠǀĠƌitĠ des sǇŵptƀŵes et la 

loĐalisatioŶ aŶatoŵiƋue de l͛oĐĐlusioŶ (Mokin et al., 2018, 2019; Rai et al., 2017). L͛Ġtude ĐliŶiƋue 

Mr CLEAN a ŵoŶtƌĠ Ƌue Đhez les patieŶts aǇaŶt suďi uŶ AVC isĐhĠŵiƋue, ĐausĠ paƌ l͛oĐĐlusioŶ d͛une 

artère intracrânienne de gros calibre de la circulation antérieure, une thrombectomie réalisée dans 

les 6 heures après le début des symptômes, précédée par un traitement au tPA, est plus efficace en 

teƌŵes d͛ĠǀolutioŶ ŶeuƌologiƋue Ƌu͛uŶ tƌaiteŵeŶt phaƌŵaĐologiƋue seul (Berkhemer et al., 2015). 

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

 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 quatƌe fois plus d͛hĠŵoƌƌagies ĐĠƌĠďƌales 

(Wardlaw, 2001) que les patients Ŷ͛aǇaŶt ƌeçu auĐuŶ tƌaiteŵeŶt. Les hémorragies intracérébrales 

symptomatiques sont considérées comme la complication la plus sévère d͛un traitement 

thrombolytique, avec une plus forte incidence dans les premières 24 heures et un taux de mortalité 

supérieure à 50% (Yaghi et al., 2017). Contrairement au tPA, la ténectéplase ne change pas 

l͛iŶĐideŶĐe des hémorragies intracérébrales (Campbell et al., 2018). Une étude internationale a 

évalué l'incidence d'hémorragie intracérébrale symptomatique et l'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 à la dose de tPA (Anderson et al., 2016). En revanche, selon une méta-analyse de grande 

envergure, le dĠlai de tƌaiteŵeŶt Ŷ͛est sigŶifiĐatiǀeŵeŶt pas associé au risque de transformation 

hémorragique (Demchuk et al., 2012). Par ailleuƌs, l͛étude TARGET-STROKE, impliquant 71 169 

patieŶts ǀiĐtiŵes d͛uŶ AVC isĐhĠŵique aigu traité par injection intraveineuse de tPA, ŵoŶtƌe Ƌu͛une 

réduction du délai de traitement entraîne une baisse de la prévalence de la transformation 

hémorragique (Fonarow et al., 2014). 
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 Le tPA et la barrière hémato-encéphalique c.

La transformation hémorragique après l'administration de tPA est un phénomène 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 phénomène 

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 mène au passage du tPA vasculaire vers le parenchyme et 

au décrochage des pieds astrocytaires de la lame basale. S͛eŶsuit l͛ouǀeƌtuƌe de la BHE. Ce 

phénomène participe à l͛augŵeŶtatioŶ des ƌisƋues hĠŵoƌƌagiƋues (Benchenane et al., 2005; 

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

Avec son domaine Kringle 2 et son domaine catalytique, le tPA est Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ et d͛aĐtiǀeƌ le 

PDGF-CC. Le PDGF-CC active ensuite les récepteurs PDGF-α situés sur les péricytes et les astrocytes, 

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

Les MMPs, dont le rôle est de dégrader la matrice extracellulaire, sont ĠgaleŵeŶt ă l͛oƌigiŶe de 

l͛ouǀeƌtuƌe de la BHE. Le tPA est Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ 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 

Figure 13 : Effet du tPA daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue et daŶs l’AVC hĠŵoƌƌagiƋue.  
D͛après Thiebaut et al., 2018. 
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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-κB) (Suzuki et al., 2009). De plus, des 

études cliniques ont révélé Ƌu͛il eǆiste une corrélation entre les taux plasmatiques de MMP-9 et le 

risque de transformations hémorragiques (Montaner et al., 2001).  

2. Le rôle du tPA dans le système nerveux central 

Comme décrit précédemment, le tPA est exprimé par différentes cellules du SNC et est retrouvé 

dans différentes régions cérébrales. C͛est uŶe pƌotĠiŶe plĠiotƌope Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ de 

multiples protéines et récepteurs à travers ses cinq domaines, induisant de nombreux effets aussi 

bien délétères que bénéfiques. De plus, sa forme simple chaîne et sa forme double chaîne ont 

parfois des rôles distincts dans le SNC, comme décrit ci-dessous. 

 Le tPA et modulation glutamatergique  a.

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du cerveau. Ainsi, à la majorité des 

synapses excitatrices, le glutamate diffuse dans la fente synaptique après sa libération vésiculaire 

par le neurone présynaptique via un mécanisme dépendant des ions calcium (Birnbaumer et al., 

1994). Loƌs de l͛aĐtiǀitĠ ŶeuƌoŶale, il a ĠtĠ ŵontré 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 (mGluR) couplés à des protéines G et les récepteurs 

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

Le glutamate est impliqué dans la migration et la différentiation neuronale au cours du 

développement cérébral ainsi que dans de nombreuses fonctions cérébrales telles que la mémoire 

et l͛appƌeŶtissage. CepeŶdaŶt, le glutamate peut aussi induire une mort de type excitotoxique et 

être impliqué dans des processus de neurodégénération. En effet, loƌsƋu͛il est eŶ eǆĐğs, il est 

ƌespoŶsaďle d͛uŶe aĐtiǀatioŶ tƌop iŵpoƌtaŶte des ƌĠĐepteuƌs NMDA et d͛uŶe eŶtƌĠe dĠlĠtğƌe de 

calcium dans les neurones. Le glutamate joue un rôle dans de nombreuses maladies du SNC telles 

Ƌue l͛Ġpilepsie, la ŵaladie de HuŶtiŶgtoŶ, la ŵaladie d͛Alzheiŵeƌ, la ŵaladie de PaƌkiŶsoŶ, les 

tƌauŵas ĐƌąŶieŶs ou eŶĐoƌe l͛AVC (Lewerenz and Maher, 2015). 
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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 

poteŶtialisatioŶ de l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue (Nicole et al., 2001). Quelques années plus tard, il a été mis en 

ĠǀideŶĐe Ƌue Đe ŵĠĐaŶisŵe ŶĠĐessitait l͛iŶteƌaĐtioŶ du doŵaiŶe KƌiŶgle Ϯ du tPA aǀeĐ la sous-unité 

GluN1 (Lopez-Atalaya et al., 2008). Parcq et collaborateurs ont montré que seul le sc-tPA (Parcq et 

al., 2012) est Đapaďle d͛iŶduiƌe Đe Đliǀage se situaŶt au Ŷiǀeau de l͛Aƌg260 (Fernández-Monreal et al., 

2004). De plus, le tPA clive préférentiellement les récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2D 

(Obiang et al., 2012).  

L͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ NMDA paƌ le tPA ĐoŶduit ă l͛iŶduĐtioŶ de pƌoĐessus phǇsiologiƋues 

Đoŵŵe la ŵĠŵoiƌe et l͛appƌeŶtissage (Benchenane et al., 2007; Obiang et al., 2012) mais également 

ă des pƌoĐessus pathologiƋues tels Ƌue l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ, la ŵoƌt ŶeuƌoŶale et l͛Ġpilepsie (Bertrand et 

al., 2015; Nicole et al., 2001; Parcq et al., 2012; Qian et al., 1993). En 1998, une équipe a montré que 

suite à une ischémie provoquée par une occlusion de l͛ACM, les souris déficientes en tPA ont un 

volume de lésion 50% moins important que les souris sauvages. À l͛iŶǀeƌse, uŶe iŶjeĐtioŶ 

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

La capacité du tPA à cliver la sous-uŶitĠ GluNϭ des ƌĠĐepteuƌs NMDA Ŷ͛est pas le seul ŵĠĐaŶisme 

impliqué dans le rôle pro-excitotoxique du tPA (Figure 14; Parcq et al., 2012). En effet, le tPA est 

Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ la ŵiĐƌoglie et Đette deƌŶiğƌe paƌtiĐipeƌait, par la suite, à la mort neuronale de type 

excitotoxique (Rogove and Tsirka, 1998). Le tPA pourrait également induire cet effet, via sa capacité 

à activer le plasminogène (Tsirka et al., 1997). De plus, une étude réalisée au sein du laboratoire a 

montré que le tPA est Đapaďle d͛iŶduiƌe uŶ effet pƌo-eǆĐitotoǆiƋue eŶ se liaŶt ă l͛eǆtƌĠŵitĠ N-

terminal (distal N-terminal domain, NTD) de la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA, au niveau de 

la lysine178. Cette interaction est responsable, dans un premier temps, de l͛augmentation de la 

dynamique des récepteurs NMDA extrasynaptiques à la membrane plasmatique et dans un second 

temps, d͛uŶ iŶfluǆ ĐalĐiƋue délétère (Lesept et al., 2016). L͛utilisatioŶ d͛uŶ aŶtiĐoƌps (Glunomab) 

dirigé contre la NTD des sous-uŶitĠs GluNϭ ďloƋue l͛effet pƌo-excitotoxique du tPA (Lesept et al., 

2016; Macrez et al., 2016) saŶs affeĐteƌ l͛effet ďasal des ƌĠĐepteuƌs NMDA. Finalement, Samson et 

collaborateurs ont déŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteurs NMDA par le tPA peut aussi se faire de 

manière indirecte, celle-ci dĠpeŶdƌait de l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe 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 ŵĠĐaŶisŵe, iŶdĠpeŶdaŶt de l͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue du tPA, 

fait intervenir les récepteurs NMDA extra-synaptiques contenant la sous-unité Glun2A. Ces 

récepteurs sont responsables de l͛aĐtiǀatioŶ la voie Erk1/2-CREB-ATF3 (extracellular signal-regulated 

kinases 1/2 - cAMP response element binding protein - activating transcription factor 3) (Wu et al., 

2013). De plus, ă l͛iŶǀeƌse des études montrant un effet neurotoxique du tPA, celles réalisées chez 

l'animal indiquent que le tPA favorise l'adaptation au stress métabolique (Wu et al., 2012), promeut 

les mécanismes gérant la transmission synaptique excitatrice et inhibitrice (Jeanneret et al., 2016) et 

protège la densité post-synaptique des effets délétères des lésions ischémiques (Jeanneret et al., 

2018).  

Plus récemment, il a été démontré que le tPA module la protéostasie duƌaŶt l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. 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 gƌąĐe ă l͛iŶteƌaĐtioŶ du tPA aǀeĐ Gƌpϳϴ (glucose-related 

protein 78) membranaire, protège les neurones de la mort induite par un sevrage en oxygène et en 

glucose (OGD) (Louessard et al., 2017). En outre, il a été montré que le tPA a également un effet 

neuroprotecteur via l͛aĐtiǀatioŶ de la Điďle ŵaŵŵalienne de la rapamycine (mammalian target of 

rapamycin, mTOR), un iŶhiďiteuƌ de l͛autophagie (Figure 14; Grummisch et al., 2016; Wu et al., 

2012). 

Les effets opposés du tPA sur la mort de type excitotoxique pourraient être expliqués par différents 

facteurs : le type de neurones étudiés, le modèle 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 plutôt pro-

excitotoxique alors que le tc-tPA, via son interaction avec le récepteur ă l͛EGF, diŵiŶueƌait l͛iŶfluǆ 

calcique dans les neurones et jouerait un rôle neuroprotecteur (Figure 14; Bertrand et al., 2015; 

Parcq et al., 2012).  
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Figure 14 : Rôle du tPA daŶs l’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 GluN1 des récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate), soit indirectement 
via son interaction avec les récepteurs LRP1 (low-density lipoprotein receptor–related protein), qui 
vont à 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 GluN2A et LRP1. Cet effet fait intervenir la voie Erk/CREB/Atf3 (extracellular signal-regulated 

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 
l͛augŵeŶtatioŶ de HIFϭ-α (hypoxia inducible factor-1αͿ et la recapture du glucose via Glut3. tPA peut 
également activer la voie mTOR via 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 rôle anti-apoptotique de façon directe, via les ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF (epidermal growth 

factor) ou de façon indirecte via les récepteurs Trk-B (tropomyosin receptor kinase BͿ. D͛apƌğs Thieďaut 
et al., 2018. 
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 Le tPA dans le développement cérébral b.

Le dĠǀeloppeŵeŶt ĐĠƌĠďƌal s͛aƌtiĐule autouƌ d͛uŶ eŶĐhaŠŶeŵeŶt Đoŵpleǆe d͛ĠǀğŶeŵeŶts, 

incluant la prolifération cellulaire, la différenciation, la migration, puis la mise en place de 

ĐoŶŶeǆioŶs et d͛iŶteƌaĐtioŶs eŶtƌe les diffĠƌeŶts tǇpes Đellulaiƌes. 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 à 

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 suggère que le tPA est 

impliqué dans la migration cellulaire et dans le remodelage tissulaire du SNC en développement, en 

jouant un rôle 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 

ƌĠalisĠes au seiŶ du laďoƌatoiƌe oŶt ŵoŶtƌĠ l͛iŵpliĐatioŶ du tPA daŶs la ŵigƌatioŶ Đellulaiƌe au Đouƌs 

du développement embryonnaire. La première étude menée par Leonetti et collaborateurs a 

démontré que le tPA joue un rôle dans la migƌatioŶ des pƌogĠŶiteuƌs d͛oligodeŶdƌoĐǇtes au Đouƌs du 

développement (Leonetti et al., 2017). La seconde étude conduite par Pasquet et collaborateurs a 

permis de ŵoŶtƌeƌ Ƌu͛une absence de tPA conduit à un arrêt de la migration des neurones 

corticaux, au niveau de la zone intermédiaire, à 16 jours de développement embryonnaire. Dans 

Đette Ġtude, l͛effet du tPA suƌ la ĐoƌtiĐogĠŶğse est dĠpeŶdaŶt des ƌĠĐepteuƌs NMDA présents sur les 

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

Le tPA est sécrété et retrouvé au niveau des cônes de croissance (Krystosek and Seeds, 1981; Verrall 

and Seeds, 1989). Localement, il peut activer le plasminogène et, ă l͛aide de la plasmine 

nouvellement formée et des MMPs, il peut dégrader la matrice extracellulaire et induire une pousse 

neuritique (García-Rocha et al., 1994; Pittman et al., 1989). L͛iŶhiďitioŶ du tPA ou l͛aďseŶĐe de tPA 

induisent un blocage de pousse neuritique (Lee et al., 2014; Pittman et al., 1989). À l͛iŶǀeƌse, la 
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surexpression de tPA pƌoŵeut l͛ĠloŶgatioŶ des Ŷeuƌites (Lee et al., 2007; Pittman et al., 1989) via les 

récepteurs LRP (Lee et al., 2014). 

 

 Le tPA et la plasticité synaptique             c.

L͛aŵǇgdale et l͛hippoĐaŵpe soŶt deuǆ ƌĠgioŶs Ƌui joueŶt uŶ ƌƀle tƌğs iŵpoƌtaŶt daŶs les 

pƌoĐessus d͛appƌeŶtissage et de ŵĠŵoiƌe. Le mécanisme moléculaire principal impliqué dans ces 

processus est la LTP, caractérisée par une augmentatioŶ plus ou ŵoiŶs peƌsistaŶte de l͛effiĐaĐitĠ de 

la transmission synaptique après une stimulation excitatrice répétée (Nabavi et al., 2014). Ce 

phĠŶoŵğŶe a ĠtĠ oďseƌǀĠ daŶs d͛autƌes ƌĠgioŶs du Đeƌǀeau comme le cortex moteur (Iriki et al., 

1989), l͛aŵǇgdale et le stƌiatuŵ (Uno and Ozawa, 1991). 

Le système glutamatergique joue un rôle central dans ce processus. Suite à une stimulation à haute 

fréquence, le neurone présynaptique libère 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 dĠpolaƌisatioŶ iŶduit l͛eǆpulsioŶ des ioŶs 

magnésiums bloquant le canal des récepteurs NMDA, Ƌui s͛aĐtiǀeŶt ă leuƌ touƌ, eŶgeŶdƌaŶt uŶe 

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 

l͛effiĐaĐitĠ sǇŶaptiƋue. La phase tardive, qui peƌsiste plusieuƌs jouƌs et ĐoŶtƌiďue ă l͛aŵĠlioration de 

Figure 15 : Effet de l'absence du tPA sur la 
migration neuronale.  

MiĐƌophotogƌaphies ŵoŶtƌaŶt l͛aĐĐuŵulation 
des cellules granulaires dans la couche 
moléculaire du cervelet de souris (P10) 
déficientes en tPA (knock-out, KO) par 
rapport aux souris sauvages (wildtype, WT). 
D͛apƌğs Seeds et al., 1999. 



    43 Introduction - L’aĐtivateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe 

l͛effiĐaĐitĠ sǇŶaptiƋue eŶ se ƌeposaŶt suƌ la sǇŶthğse de pƌotĠiŶes de novo (Bliss and Lomo, 1973; 

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

De manière intéressante, en condition physiologique, le tPA est fortement exprimé daŶs l͛aŵǇgdale 

et l͛hippoĐaŵpe (Sappino et al., 1993; Teesalu et al., 2004). En 1993, Qian et collaborateurs ont mis 

en évidence une implication du tPA dans l͛aĐtiǀatioŶ des ŶeuƌoŶes hippoĐaŵpiƋues. En effet, une 

activation des neurones hippocampiques conduit à une augmentation rapide des ARNm codant le 

tPA (Figure 16; Qian et al., 1993). Des études in vitro ont montré que l͛utilisatioŶ d͛uŶ iŶhiďiteuƌ du 

tPA (PAI-1 ou tPA-stop) affecte la mise en place de la phase tardive de la LTP aloƌs Ƌue l͛ajout de tPA 

promeut ce processus (Baranes et al., 1998). Les mêmes résultats ont été retrouvés chez des souris 

déficientes en tPA ou surexprimant le tPA. Ainsi, une surexpression in vivo du tPA, contribue à une 

augmentation de la LTP et à une amélioration des pƌoĐessus d͛apprentissage et de mémorisation 

(Madani et al., 1999). À l͛iŶǀeƌse, les souƌis Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt pas le tPA oŶt des dĠfiĐits de mémorisation 

(Pawlak et al., 2002). 

 

Il est iŵpoƌtaŶt de Ŷoteƌ Ƌu͛il eǆiste uŶ ƌƀle diffĠƌeŶtiel du tPA suƌ 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 rôle du tPA dans la LTP : 

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

Figure 16 : Élévation de la quantité 
d'ARN messagers du tPA suite à une 

activation neuronale chez le rat. 
Hybridation in situ des ARNm du tPA 
daŶs l͛hippoĐaŵpe de ƌat eŶ ĐoŶditioŶ 
normale et 1h après stimulation 
électrique du gyrus denté. Qian et al., 
1993. 
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 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). 

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

synapses (Baranes et al., 1998). 

 Par sa capacité à activer le facteur neurotrophique issu du cerveau (Brain derived neurotrophic 

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

 Par sa capacité à cliver la rééline, une protéine importante dans la régulation des fonctions 

synaptiques (Trotter et al., 2013). 

 Le tPA et l͛apoptose d.

Le tPA joue uŶ ƌƀle daŶs l͛apoptose des ŶeuƌoŶes et des oligodeŶdƌoĐǇtes. Quelques études 

prêtent un rôle pro-apoptotique au tPA. Par exemple, Flavin et collaborateurs ont montré in vitro 

que la microglie activée était capable de sécréter du tPA et que ce tPA était pro-apototique pour les 

neurones hippocampiques (Flavin et al., 2000). D͛autƌe paƌt, uŶe autƌe Ġtude a révélé que le tPA 

potentialise l'apoptose dans les cellules endothéliales cérébrales humaines soumises à une hypoxie 

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

 

Cependant, d͛autƌes études reportent un effet anti-apoptotique du tPA dans différents modèles 

animaux. En 2006, une étude réalisée au sein du laboratoire a montré, in vitro, que le tPA protégeait 

les ŶeuƌoŶes ĐoƌtiĐauǆ de l͛apoptose iŶduite paƌ uŶ seǀƌage eŶ sĠƌuŵ. Cet effet se tƌaduit paƌ une 

ƌĠduĐtioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de la Đaspase 3, acteur majeur de la cascade apoptotique. Dans cette étude, 

Figure 17 : Le tPA protège les neurones 
de l’apoptose iŶduite paƌ uŶ sevƌage eŶ 

sérum. 
Dose réponse de tPA sur des neurones 
corticaux âgés de 7 jours et mesure de la 
mort neuronale après un sevrage en 
sérum de 24 heures (Liot et al., 2006). 
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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 ŵġŵe ŵaŶiğƌe, le tPA aĐtiǀe l͛aǆe PIϯK/Akt 

afiŶ de pƌotĠgeƌ les oligodeŶdƌoĐǇtes de l͛apoptose. Cet effet est dĠpeŶdaŶt de l͛iŶteƌaĐtioŶ du 

doŵaiŶe EGF du tPA aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF (Correa et al., 2011). 

Il semblerait que plusieurs récepteurs soient impliqués dans le rôle anti-apoptotique du tPA. En 

effet, ĐeƌtaiŶes Ġtudes dĠŵoŶtƌeŶt l͛iŵpliĐatioŶ de l͛aŶŶeǆiŶe II (Lee et al., 2007), des récepteurs 

NMDA contenant la sous-unité GluN2A (Echeverry et al., 2010), et du ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF (Bertrand et 

al., 2015; Henry et al., 2013; Lemarchand et al., 2016). Le tPA est aussi capable de cliver le 

plasminogène en plasmine, qui va à son tour cliver le pro-BDNF en BDNF mature, ce qui engendre 

une activation du récepteur Kinase à la tropomyosine B (Tropomyosin receptor kinase B, Trk-B) et 

une diminutioŶ de l͛apoptose (Figure 14; Head et al., 2009).  

 Le tPA et l͛iŶflammation e.

Loƌs d͛uŶe lĠsioŶ eǆĐitotoǆiƋue, les souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ tPA, eŶ plus d͛aǀoiƌ uŶe ŵoƌt 

neuronale réduite, ont une activation microgliale diminuée (Figure 18; Rogove et al., 1999). Depuis, 

d͛autƌes Ġtudes oŶt ĐoŶfiƌŵĠ l͛iŵpliĐatioŶ du tPA daŶs l͛iŶflaŵŵatioŶ. Paƌ ailleuƌs, il seŵďleƌait Ƌue 

le tPA agisse en deux temps.  

Figure 18 : Effets du tPA actif et inactif (S478A 
tPA) sur la mort neuronale induite par une 

injection de kaïnate dans l'hippocampe et sur 
l'activation microgliale.  

;aͿ L͛iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-hippocampique de kaïnate 
Ŷ͛a pas d͛effet suƌ la ŵoƌt ŶeuƌoŶale Đhez les 
souris déficientes en tPA (tPA -/-Ϳ et Ŷ͛iŶduit pas 
d͛aĐtiǀatioŶ ŵiĐƌogliale ;dͿ. L͛iŶjeĐtioŶ de tPA et 
de kaïnate, chez des souris déficientes en tPA, 
induit une mort neuronale hippocampique (b) et 
une activation des cellules microgliales (e). 
L͛iŶjeĐtioŶ de tPA iŶaĐtif ;SϰϳϴA tPA) et de 
kaïnate chez des souris déficientes en tPA 
Ŷ͛eŶtƌaîne pas de mort neuronale 
hippocampique (c) mais engendre une activation 
des cellules microgliales (f). Rogove et al., 1999. 
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DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, loƌs d͛uŶe lĠsioŶ eǆĐitotoǆiƋue, le tPA est sĠĐƌĠtĠ paƌ les ŶeuƌoŶes 

et la microglie présents au niveau de la lésion cérébrale. Puis, grâce à la liaison de son domaine 

FiŶgeƌ suƌ l͛aŶŶeǆiŶe II, le tPA agit Đoŵŵe uŶe ĐǇtokiŶe et aĐtiǀe la ŵiĐƌoglie (Flavin et al., 2000; 

Siao et al., 2003; Siao and Tsirka, 2002). Dans un second temps, cette microglie activée libère 

différents facteurs, parmi lesquels on retrouve des cytokines pro-inflammatoires mais également du 

tPA, impliqués dans des processus neurodégénératifs et dans la dégradation de la matrice 

extracellulaire (Siao et al., 2003). 

UŶe Ġtude ƌĠalisĠe eŶ ϮϬϬϵ pƌopose Ƌue l͛effet du tPA daŶs l͛iŶflaŵŵatioŶ passe paƌ soŶ iŶteƌaĐtioŶ 

avec les récepteurs LRP. En effet, suite à une ischémie cérébrale induite par une occlusion de l͛ACM, 

des souris ne possédant pas de récepteurs LRP sur leurs cellules microgliales, oŶt uŶ œdğŵe 

cérébral réduit et une élévation du taux de MMP-9 moins importante. L͛iŶjeĐtioŶ de tPA chez ces 

souƌis Ŷ͛iŶduit auĐuŶe augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀatioŶ ŵiĐƌogliale en comparaison à des souris 

sauvages (Zhang et al., 2009). 

 Le tPA et les processus cognitifs f.

Coŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, le tPA est impliqué dans la plasticité synaptique. Ce 

rôle lui confère 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 l'hippocampe et le cortex entorhinal est nécessaire pour promouvoir 

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

L͛aŵǇgdale est connue pour jouer un rôle clé dans l'anxiété, la réponse au stress et la peur. Dans 

cette région, le tPA est impliqué dans le développement de l'anxiété suite à un stress, en favorisant 

le remodelage synaptique (Pawlak et al., 2003) et en favorisant l͛effet du facteur de libération de 

corticotrophines (corticotropin-releasing factor, CRF), un modulateur majeur du stress (Matys et al., 

2004). Dans la même structure, le tPA semble être crucial pour l'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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 Le tPA et la substance blanche g.

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 dépôts 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 dépôts 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 à cliver le plasminogène (Minor et al., 2009).  

Dans des conditions neuro-inflammatoires, comme lors de la sclérose en plaques, une diminution de 

tPA est accompagnée d͛uŶe augŵeŶtatioŶ de PAI-1, ce qui engendre, entre autres, l͛augŵeŶtatioŶ 

de complexe tPA-PAI-1. De ce fait, l͛effiĐaĐitĠ du tPA ă gĠŶĠƌeƌ de la plasmine est réduite et le retrait 

des dépôts de fibrine est altéré conduisant à des dommages axonaux (Gveric et al., 2003, 2005). 

Dans des modèles animaux de sclérose en plaques, les souris déficientes en tPA ont une plus grande 

aĐĐuŵulatioŶ de fiďƌiŶe eŶgeŶdƌaŶt des sǇŵptƀŵes de la ŵaladie plus sĠǀğƌes aiŶsi Ƌu͛uŶe 

récupération incomplète (East et al., 2005). À l͛iŶǀeƌse, dans le même modèle, l͛iŶhiďitioŶ de PAI-1 

conduit à une diminution de la dégénération axonale et à 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). 

Après une lésion de la moelle épinière, l͛expression du tPA est augmentée. Ce dernier serait 

impliqué dans la dégradation des chondroitines sulphate protéoglycanes (CSPGs), des protéines de 

la matrice extracellulaire ayant un rôle inhibiteur sur la repousse axonale (Bukhari et al., 2011). Une 

étude réalisée au sein du laboratoire a permis de démontrer que le tPA est Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ 

ADAMTS-4, une protéase capable de dégrader les CSPGs afin d͛aŵĠlioƌeƌ la ƌepousse aǆoŶale et la 

récupération fonctionnelle après un traumatisme de la moelle épinière (Lemarchant et al., 2014). En 

ĐoŶditioŶ phǇsiologiƋue, l͛eǆpƌessioŶ d͛ADAMTS-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 deuxième partie, le tPA est une sérine protéase aux multiples fonctions. À 
travers ses cinq 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-chaîne et sous une forme double-chaîne, ces deux 
formes sont enzymatiquement actives et ont parfois des rôles opposés. 

Initialement, le tPA a été découvert dans le compartiment vasculaire. Synthétisé par les 
cellules endothéliales, il intervient dans la fibrinolyse grâce à sa capacité à cliver le 
plasminogène en plasmine. Cette propriété fait de lui un agent thrombolytique utilisé, entre 
autres, daŶs le tƌaiteŵeŶt de l͛AVC isĐhĠŵiƋue. 
Le tPA est aussi synthétisé par les cellules du parenchyme cérébral. Dans le SNC, il est 
impliqué dans de nombreuses fonctions aussi bien bénéfiques (développement, 
appƌeŶtissage, ŵĠŵoiƌe…Ϳ Ƌue dĠlĠtğƌes ;altĠƌatioŶ de la BHE, ŵoƌt eǆĐitotoǆiƋue…Ϳ. 
Au niveau neuronal, le tPA est considéré comme un neuromodulateur. Il est exprimé et libéré 
par les neurones suite à une dépolarisation. Une fois dans la fente synaptique, il interagit avec 
des récepteurs post-synaptiques (NMDA, EGFR, LRP), il peut également être 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 

I.   Généralités 

HistoƌiƋueŵeŶt, la dĠĐouǀeƌte de l͛autophagie dĠďute avec celle du lysosome. Durant les 

années 1950, grâce à la séparation des différents compartiments cellulaires par une méthode de 

centrifugation, Christian de Duve dĠŵoŶtƌe l͛eǆisteŶĐe du lǇsosoŵe 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, aiŶsi Ƌu͛uŶe sĠƋuestƌatioŶ de fragments cytoplasmiques en leur sein (Ashford and 

Porter, 1962). Le glucagon sera décƌit plus taƌd Đoŵŵe ĠtaŶt uŶ iŶduĐteuƌ de l͛autophagie (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 à différents 

stades de digestion, laissant présager la contribution, dans la dégradation intracellulaire, d͛uŶ autƌe 

type de vésicule : l͛autophagosoŵe (De Duve, 1967).  

EŶ ϭϵϲϯ, loƌs d͛uŶe ĐoŶfĠƌeŶĐe sur le lysosome, De Duve emploie pour la première fois le mot 

« autophagie ». Ce terme vient du grec et signifie se manger soi-même (« phagos » : manger ; 

« auto » : soi-ŵġŵeͿ. Il dĠĐƌit l͛autophagie Đoŵŵe uŶ pƌoĐessus aďoutissaŶt ă la dĠgƌadatioŶ paƌ le 

lysosome de constituants cellulaires (organites et macromolécules). Au milieu des années 1990, la 

découverte des gènes ATG (autophagy-related genes), chez la levure Saccharomyces cerevisiae a 

peƌŵis de ŵieuǆ ĐoŵpƌeŶdƌe le foŶĐtioŶŶeŵeŶt et le ƌƀle de l͛autophagie (Klionsky et al., 2003; 

Tsukada and Ohsumi, 1993). Les Ġtudes oŶt peƌŵis d͛ideŶtifieƌ jusƋu͛aloƌs, ϰϭ gğŶes ATG chez la 

leǀuƌe, et plusieuƌs d͛eŶtƌe euǆ oŶt uŶ ou plusieuƌs homologues chez le mammifère. En outre, chez 

les mammifères, 16 gènes ATG sont conservés, et ces derniers régissent la formation des 

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

Aujouƌd͛hui, l͛autophagie est dĠĐƌite Đoŵŵe uŶ pƌoĐessus ĐataďoliƋue par lequel la cellule dégrade 

et recycle son matériel ĐǇtoplasŵiƋue, peƌŵettaŶt le ŵaiŶtieŶ de l͛hoŵĠostasie. Les produits de la 
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dégradation lysosomale sont nécessaires à la synthèse de nouvelles macromolécules. La voie 

autophagique, impliquée dans la dégradation des protéines mal repliées, des organites 

endommagés et des protéines à longue durée de vie, est complémentaire à la voie du protéasome 

dont le rôle est de dégrader les protéines à demi-vie courte. En fonction du mode par lequel les 

éléments à dégrader ǀoŶt ġtƌe liǀƌĠs au lǇsosoŵe, oŶ distiŶgue tƌois foƌŵes d͛autophagie (Figure 

19) : la micro-autophagie, l͛autophagie dĠpeŶdaŶte des pƌotĠiŶes ĐhapeƌoŶŶes et la ŵaĐƌo-

autophagie (Klionsky et al., 2016).  

II.   Les diffĠƌeŶtes foƌŵes d’autophagie 

1. La micro-autophagie 

La micro-autophagie est un processus de dégradation lysosomale non sélectif, décrit comme 

"l͛eŶgouffƌeŵeŶt diƌeĐt du matériel cytoplasmique dans le lysosome". Cette foƌŵe d͛autophagie est 

iŶduite eŶ ĐoŶditioŶ de stƌess, loƌs d͛uŶe hǇpoǆie paƌ eǆemple, 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 rôles, tels que la régulation du ratio lipides/protéines à 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 être une méthode 

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

et al., 2009; Li et al., 2012; Mijaljica et al., 2011). 

2. L’autophagie dĠpeŶdaŶte des pƌotĠiŶes ĐhapeƌoŶŶes ;CMAͿ 

La CMA (chaperone-mediated autophagy) est une forme sĠleĐtiǀe d͛autophagie dĠĐƌite 

uniquement chez les eucaryotes. Elle permet de délivrer les protéines au lysosome sans passer par 

l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de vésicules. Tous les substrats protéiques de la CMA possèdent 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 l͛aĐheŵiŶeŵeŶt du suďstƌat jusƋu͛au lǇsosoŵe où il va être adressé à une protéine 

lysosomale transmembranaire LAMP-2A (lysosome-associated membrane protein type 2A). Sous sa 
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forme monomérique, LAMP-ϮA joue le ƌƀle d͛uŶ récepteur aux substrats de la CMA. En revanche, 

son oligomérisation est requise pour la translocation des substrats dans la lumière du lysosome. Les 

substrats sont transférés un par un dans le lysosome, assistés par une chaperonne située dans la 

lumière lysosomale. La CMA contribue au contrôle de la qualité des protéines par l'élimination 

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

Figure 19 : Les tƌois tǇpes d’autophagie. 
Il eǆiste tƌois tǇpes d͛autophagie, elles soŶt ĐlassĠes en fonction du mode par lequel les éléments 
cellulaires vont être déliǀƌĠs ă l͛autophagosoŵe afiŶ d͛Ǉ ġtƌe dĠgƌadĠs par les hydrolases. A. La micro-
autophagie : les protéines pénètrent dans le lysosome via une invagination de la membrane. B. 
L͛autophagie dĠpeŶdaŶte des protéines chaperonnes : les protéines sont reconnues, grâce à un motif 
spécifique, par la chaperonne Hsc70, cette dernière permettra sa liaison à LAMP2 et sa translocation 
dans le lysosome. C. La macro-autophagie : un autophagosome, une vésicule à double membrane, 
eŵŵagasiŶe l͛eŶseŵďle des ĠlĠŵeŶts ă dĠgƌadeƌ aǀaŶt de fusioŶŶeƌ aǀeĐ le lǇsosoŵe. D͛apƌğs Thieďaut 
et al., 2019. 
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3. La macro-autophagie 

La macro-autophagie est la foƌŵe d͛autophagie la plus ĐoŶŶue et la plus décrite dans la 

littérature. De manière générale, la macro-autophagie est communément appelé autophagie et 

Đ͛est aiŶsi Ƌu͛elle seƌa ŶoŵŵĠe dans la suite du manuscrit. Contrairement à la micro-autophagie et 

à la CMA, l͛autophagie permet la séquestration des substrats loin du lysosome. Cela nécessite la 

synthèse d'un autophagosome, une vésicule à double membrane, permettant le transport 

d͛oƌgaŶites, de Đoŵpleǆes pƌotĠiƋues de gƌaŶde taille et de deŵi-ǀie loŶgue, aiŶsi Ƌue d͛aĐides 

nucléiques présents dans le cytoplasme. Les autophagosomes fusionnent ensuite avec les lysosomes 

pour former des autolysosomes, entraîŶaŶt la dĠgƌadatioŶ siŵultaŶĠe d͛uŶ tƌğs gƌaŶd Ŷoŵďƌe 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). 

III.   Les ŵĠĐaŶisŵes ŵolĠĐulaiƌes de l’autophagie 

L͛autophagie est un processus dynamique tƌğs ĐoŶseƌǀĠ au Đouƌs de l͛ĠǀolutioŶ, orchestré et 

régulé par les gènes ATG répartis en plusieurs complexes de signalisation. L͛autophagie est divisée 

en plusieurs grandes étapes (Figure 19). Tout d͛aďoƌd, une double membrane, nommée phagophore 

;ou ŵeŵďƌaŶe d͛isolatioŶͿ se forme : Đ͛est l͛iŶitiation. Le phagophoƌe ǀa eŶsuite s͛alloŶgeƌ, duƌaŶt 

l͛Ġtape d͛élongation pour former un autophagosome dans lequel seront séquestrés des éléments du 

cytoplasme. Finalement, l͛autophagosoŵe ǀa fusioŶŶeƌ avec le lysosome. Cette dernière étape, 

appelée la maturation, ĐoŶduit ă la foƌŵatioŶ d͛uŶ autolǇsosoŵe (ou autophagolysosome) dans 

lequel le matériel séquestré sera dégradé par les hydrolases lysosomales, puis recyclé (Klionsky et 

al., 2016). 

1. L’iŶitiatioŶ 

 Origine du phagophore a.

L͛autophagie dĠďute aǀec la foƌŵatioŶ d͛uŶ phagophoƌe, uŶe double membrane très riche en 

phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P). Chez la levure, les phagophores dérivent d͛uŶe ŵeŵďƌaŶe 

unique appelée le PAS (pre-autophagosomal structure) (Suzuki et al., 2001). BieŶ Ƌue l͛autophagie 
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Figure 20 : Modğle de foƌŵatioŶ de l’autophagosoŵe à paƌtiƌ de la ŵeŵďƌaŶe du RE. 
Suite à 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), l͛oŵĠgasoŵe 
s͛ĠteŶd et deǀieŶt ďeƌĐeau de la foƌŵatioŶ du phagophoƌe, ou ŵeŵďƌaŶe d͛isoleŵeŶt ;en rouge). Le 
phagophoƌe s͛alloŶge et se feƌŵe suƌ lui- ŵġŵe pouƌ foƌŵeƌ l͛autophagosoŵe, Ƌui se dĠtaĐhe de 
l͛oŵĠgasoŵe. D͛apƌğs Tooze et Yoshiŵoƌi, ϮϬϭϬ. 

ait été découverte depuis plus de 50 ans, l͛oƌigiŶe de la membrane du phagophore chez les 

mammifères est encore sujette à débat. Toutefois, il semblerait que cette membrane ne soit pas 

synthétisée de novo mais provienne plutôt d͛organites préexistants et que le processus de 

nucléation fasse intervenir des protéines Atg. Plusieurs compartiments intracellulaires ont été 

identifiés comme étant des doŶŶeuƌs de ŵeŵďƌaŶe, Đe Ƌui suppoƌte l͛hǇpothğse d͛uŶe oƌigiŶe 

multiple. 

 

 Le réticulum endoplasmique : La membrane du phagophore peut dériver d͛uŶe ƌĠgioŶ 

particulière du RE riche en PI3P, ayant une forme proche de la lettre grecque « Ω » : l͛omégasome. 

Axe et collaborateurs ont démontré que suite à une carence en acides aminés, un enrichissement 

localisé en PI3P a lieu, conduisant à une étendue de la membrane du RE pouƌ foƌŵeƌ l͛oŵĠgasoŵe 
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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), grâce à son domaine FYVE, ce qui permet à la 

ŵeŵďƌaŶe d͛isolation de s͛ĠteŶdƌe et de foƌŵeƌ le phagophoƌe (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; Ylä-Anttila et al., 2009).  

 La mitochondrie : L͛autophagosome 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 manière transitoire avec des protéines de la membrane externe de la mitochondrie. De 

plus, il a été observé que des lipides fluorescents marquant spécifiquement 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 Atg14 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 : L͛ĠƋuipe de RuďiŶszteiŶ a dĠŵoŶtƌĠ Ƌue la 

membrane plasmique peut participer à la biogenèse des phagophores via un mécanisme 

d͛eŶdoĐytose dépendant des clathrines (protéine structurelle constituant le manteau des vésicules). 

L͛iŶteƌaĐtioŶ de la pƌotĠiŶe Atg16L1 avec la clathrine, génère une vésicule appelée « le précurseur 

autophagique » qui précède la formation du phagophore (Ravikumar et al., 2010). Les endosomes, 

notamment les endosomes de recyclage, participent également à la formation du phagophore. La 

protéine Atg9 semble assurer le transport et la connexion entre les endosomes, l͛appaƌeil 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 à la formation des phagophores paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe d͛au ŵoiŶs 

2 protéines Atg distinctes, Atg9 (qui est transloquée de la membrane plasmique aux endosomes de 

recyclage via des endosomes précoces) et Atg16L1 (qui est directement transportée de la 

membrane plasmique aux endosomes de recyclage). La fusion des vésicules contenant Atg9 et des 

vésicules contenant Atg16L1, grâce à une SNARE nommée VAMP3 (vesicle associated membrane 

protein), est cruciale pour la biogenèse des « précurseurs autophagiques » (Figure 21; Puri et al., 

2013). 
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 L͛appaƌeil de Golgi : L͛appaƌeil de Golgi, ainsi que le compartiment intermédiaire entre le RE 

et l͛appaƌeil de Golgi, soŶt 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 

l͛appaƌeil de Golgi (Biazik et al., 2015). De plus, il a été moŶtƌĠ Ƌu͛Atg9 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 

l͛appaƌeil de Golgi ă la ŵeŵďƌaŶe d͛isolatioŶ où elles participent à la formation du phagophore 

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

Coŵŵe Ŷous aǀoŶs pu le ǀoiƌ, la foƌŵatioŶ du phagophoƌe s͛aƌtiĐule autouƌ de la protéine Atg9, la 

seule protéine transmembranaire de la ŵaĐhiŶeƌie de l͛autophagie. Le rôle de cette protéine est 

peu connu, cependant, il seŵďle Ƌu͛elle joue uŶ ƌƀle ĐlĠ dans l͛appoƌt des membranes pour la 

formation des phagophores (Feng and Klionsky, 2017; Yamamoto et al., 2012). En effet, au-delà du 

fait Ƌue les leǀuƌes et les souƌis Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt pas Atg9 soient déficientes en autophagie (Saitoh et al., 

2009; Yamamoto et al., 2012), la suppƌessioŶ d͛Atg9 dans des cellules humaines (cellules rénales 

Figure 21 : Schéma de la nucléation du 
phagophore via Atg9 et Atg16L1. 
Atg9 est transloquée, par endocytose, de la 
membrane plasmique aux endosomes de 
recyclage en passant par les endosomes 
précoces. Contrairement à Atg9, Atg16L1 est 
directement transportée dans les 
endosomes de recyclage. Les vésicules Atg9 
et les vésicules Atg16L1 fusionnent, via 
VAMP3, au niveau des endosomes de 
recyclage, ce qui induit la genèse du 
« précurseur autophagique ». D͛apƌğs Puri 

et al., 2014. 
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embryonnaires humaines, HEK) inhibe la formation des phagophores à des stades précoces de 

l͛autophagie (Orsi et al., 2012). De plus, Oƌsi et Đollaďoƌateuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue le tƌafiĐ d͛Atg9, par 

l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de plusieuƌs oƌgaŶites, Ǉ Đoŵpƌis l͛appaƌeil de Golgi et les endosomes recyclés, est 

essentiel à l'initiation et à la progression de l'autophagie. Cependant, plutôt que d'agir comme un 

composant structurel de l'autophagosome, Atg9 participe à la formation du phagophore (Figure 22; 

Orsi et al., 2012). Récemment, il a été démontré que ce mécanisme nécessite la phosphorylation 

d͛Atg9, au niveau de son domaine N-terminal (Tyr8), par la Kinase src. Cette phosphorylation 

faǀoƌise l͛iŶteƌaĐtioŶ d͛Atg9 avec le complexe AP1/2 5 (adaptator protein) et conduit à son 

dĠplaĐeŵeŶt daŶs la Đellule. La kiŶase sƌĐ pouƌƌait ġtƌe aĐtiǀĠe paƌ les ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF (Zhou et 

al., 2017).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Atg9 participe à la connexion entre la membrane plasmique, les endosomes et 
l’appaƌeil de Golgi afiŶ d’iŶduiƌe la foƌŵatioŶ du phagophoƌe. 

À des stades précoces du processus d͛autophagie, Atg9, à travers un transport vésiculaire, fait 
des cycles entre la membrane plasmique, les endosomes et l͛appaƌeil de Golgi. Puis, Atg9 se 
ƌetƌouǀe au Ŷiǀeau de la ŵeŵďƌaŶe d͛isolatioŶ où elle participe à la nucléation du phagophore. 
D͛apƌğs Iŵai et al., 2016. 

Atg9 



    57 Introduction - L’autophagie 

 Les complexes initiateurs de l͛autophagie b.

L͛iŶitiatioŶ de l͛autophagie ƌeƋuiğƌe uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d͛aĐteurs regroupés en trois complexes 

qui interagissent entre eux afin de former le phagophore : 

 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 

d͛Atg1), Atg13, FIP200 (focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa) et ATG101.  

 Le complexe PI3K de classe III (PI3KC3) constitué de VPS34 (vacuolar protein sorting 34), 

VPS15, Beclin-1 (nommé Atg6 chez la levure), Atg14, p150 et d͛Aŵďƌaϭ ;activating molecule in 

beclin1 related autophagy protein 1). 

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

sǇŶthğse de pƌotĠiŶes et de lipides, ŵais aussi l͛aĐtiǀitĠ ŵitoĐhoŶdƌiale et l͛oƌgaŶisatioŶ du 

cytosquelette. Au niveau cellulaire, mTOR forme deux types de complexes distincts : mTORC1 et 

ŵTORCϮ. L͛aĐtiǀitĠ de ŵTORCϭ est ŵodulĠe pƌincipalement par des récepteurs tyrosine kinase et 

par la disponibilité en nutriments et en acides aminés, l͛Ġtat ĠŶeƌgĠtiƋue de la cellule et par les 

facteurs de croissance (Ma and Blenis, 2009). mTORC1 fait partie de la voie PI3K/Akt. L͛aĐtiǀatioŶ de 

PIϯK ŵğŶe ă l͛aĐĐuŵulatioŶ au niveau de la membrane plasmique de phosphatidylinositol-3,4,5-

triphosphate (PIP3), phospholipide participant au ƌeĐƌuteŵeŶt et l͛aĐtiǀation d͛Akt. Une fois activé, 

Akt phosphoryle et iŶhiďe l͛aĐtiǀitĠ TSC2 (tuberous sclerosis complex 2), un régulateur négatif de 

mTORC1, peƌŵettaŶt l͛aĐtiǀatioŶ de ŵTORCϭ paƌ Rheď. Akt peut également activer directement 

mTORC1 en phosphorylant PRAS40 (Huang and Manning, 2009). En outre de la voie PI3K/Akt, 

mTORC1 peut être régulé par : 

 Les kinases Erk Ƌui l͛aĐtiǀent en inhibant TSC2 (Carrière et al., 2008).  

 Les aĐides aŵiŶĠs Ƌui l͛aĐtiǀent indépendamment du complexe TSC1/2. En conséquence, 

loƌs d͛uŶe ďaisse d͛appoƌt ĠŶeƌgĠtiƋue, l͛aĐtiǀitĠ de ŵTORCϭ est diŵiŶuĠe (Hara et al., 1998; 

Wolfson and Sabatini, 2017).  
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 L͛AMPK ;AMP-activated protein kinase) qui est activée lorsque les niveaux énergétiques de 

la Đellule soŶt iŶsuffisaŶts. C͛est en phosphorylant TSC2 et Raptor, Ƌue l͛AMPK diminue 

l͛aĐtiǀitĠ de ŵTORCϭ (Egan et al., 2011).  

 

 

Figure 23 : Schéma des voies moléculaires impliquées daŶs l’iŶitiatioŶ de l’autophagie. 
Le complexe mTORC1 peut être activé par des facteurs de croissance via des récepteurs tyrosine kinase 
aĐtiǀaŶt les PIϯK de Đlasse I. Ces deƌŶieƌs iŶduiseŶt la pƌoduĐtioŶ de PIPϯ, des aĐtiǀateuƌs d͛Akt. 
LoƌsƋu͛Akt est phosphorylé, il peut iŶhiďeƌ TSCϭ/Ϯ. Le Đoŵpleǆe Ŷe pouƌƌa plus eŵpġĐheƌ Rheď d͛aĐtiǀeƌ 
le complexe mTORC1. Erk peut agir comme Akt et inhiber TSC1/2. AMPK, activée en cas de déséquilibre 
ou de carence énergétiques iŶhiďe ŵTORCϭ. L͛iŶaĐtiǀatioŶ de ŵTORCϭ ĐoŶduit ă l͛aĐtiǀatioŶ des 
complexes ULK1 et PI3KC3, impliqués dans la production de PI3P. Ce lipide est essentiel au recrutement 
de WIPI2 et DFCP1 et à 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 

régulatioŶ des ǀoies de l͛autophagie. En condition physiologique, ce premier complexe interagit 

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

Atg13. A contrario, loƌs d͛uŶe carence nutritionnelle, mTOR est inhibé, ce qui entraîne sa 

dissociation du complexe ULK1 et la déphosphorylation des protéines ULK1/2 et Atg13. L͛aĐtiǀitĠ 

kiŶase d͛ULK1/2 est alors restaurée, permettant son autophosphorylation et la phosphorylation 

d͛Atg13 et FIP200 (Figure 24; Egan et al., 2011; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011). 

 

Le Đoŵpleǆe ULKϭ aĐtiǀĠ ŵigƌe jusƋu͛au phagophoƌe, où il active le complexe PI3KC3. Il a été 

montré que suite à une carence en acides aminés iŶduisaŶt l͛inhibition de mTORC1, ULK1 est 

capable de phosphoryler directement Beclin-1 au niveau de la Ser14. Cette phosphorylation conduit 

à l͛augmentation de l͛aĐtiǀitĠ du Đoŵpleǆe PIϯKCϯ (Russell et al., 2013). Une étude plus récente a 

mis en évidence un autre site de phosphorylation sur Beclin1: la Ser30 (J.-M. Park et al., 2018). Le 

complexe ULK1 est également capable de phosphoryler la protéine Ambra1, un des composants du 

complexe PI3KC3. Cette phosphoƌǇlatioŶ est iŶdispeŶsaďle ă l͛iŶteƌaction entre Ambra1 et Beclin1 et 

Figure 24 : Régulation du complexe ULK1 par mTOR. 
En présence de nutriments, mTOR est activé et phosphoryle ULK1/2 et Atg13, inactivant ainsi leur 
activité kinase : l͛autophagie est iŶhiďĠe. EŶ Đas de ĐaƌeŶĐe eŶ acides aminés, mTOR est inactivé et ne 
peut plus phosphoryler les protéines du complexe ULK1. En conséquence, ULKϭ/Ϯ s͛autophosphoƌyle et 
phosphoryle en retour Atg13 et FIP200 : l͛autophagie est iŶduite. 
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permet la libération du complexe PI3KC3 du moteur dynéine (Cianfanelli et al., 2015; Nazio et al., 

2013). EŶ ϮϬϬϭ, l͛ĠƋuipe de Yoshimori a reporté que la phosphorylation de Beclin1 favorisait 

l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de VSP34, induisant la libération de PI3P au niveau de site de formation du 

phagophore (Kihara et al., 2001). Coŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, cette molécule lipidique 

est essentielle à la formation des autophagosomes. En effet, elle permet le recrutement des 

pƌotĠiŶes DFCPϭ et WIPIϮ et l͛ĠloŶgatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe d͛isolatioŶ (Figue 23 et 25; Axe et al., 

2008; Polson et al., 2010).  

 

Paƌ ailleuƌs, l͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie via Beclin1 est également régulée négativement par Bcl-2 et 

Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) (Figure 25). Au niveau basal, Beclin1 interagit avec le domaine 

Figure 25 : Régulation et rôle du complexe PI3K de classe III. 
Le complexe ULK1 activé phosphoryle Beclin1 et Ambra1. Cette dernière phosphorylation permet la 
staďilisatioŶ du Đoŵpleǆe PIϯKCϯ. La phosphoƌǇlatioŶ de BeĐliŶϭ faǀoƌise l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de VSPϯϰ 
induisant la production de PI3P. PI3P recrute WIPI2 et DFCP1 permettant la formation du phagophore. 
Beclin1 est aussi régulée via sa liaison à Bcl2 et à Bcl-xL, deux protéines anti-apoptotiques. Lorsque 
Beclin1 est lié à Bcl2/Bcl-ǆL, elle Ŷe peut paƌtiĐipeƌ au pƌoĐessus de l͛autophagie. La dissociation du 
complexe Bcl-2/Bcl-xL/Beclin1 peut être induite par JNK, DAPK et Bad/Bax. Une fois dissociée, Beclin1 
peut être phosphorylé par ULK1/2 et participer à la formation du phagophore. 
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BH3 de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, ce qui induit sa séquestration et l͛eŵpġĐhe d͛agiƌ aǀeĐ les 

PI3KC3 (Pattingre et al., 2005). EŶ ĐoŶditioŶ d͛autophagie, les kinases JNK1 (c-Jun N-terminal 1) et 

DAPK (death-associated protein kinase) vont respectivement phosphoryler Bcl-2 et Beclin1, 

induisant leur dissociation (Wei et al., 2008; Eisenstein, et al., 2009). Les protéines pro-apoptotiques 

Bad/Bax peuvent aussi se lier à Bcl2, induisant la libération de Beclin1 (Pedro et al., 2015). La liaison 

d͛UVRAG ;UV irradiation resistance-associated gene), un onco-suppresseur, et/ou Bif-1 (endophilin 

B1Ϳ aǀeĐ BeĐliŶϭ faǀoƌise l͛aĐtiǀatioŶ du Đoŵpleǆe PI3KC3 et l͛iŶitiatioŶ de l͛autophagie (C. Liang et 

al., 2006, 2008; Takahashi et al., 2007). 

 L͛autophagie ŶoŶ ĐaŶoŶiƋue c.

De nombreux groupes ont montré le rôle essentiel des complexes mTORC1, ULK1/2 et PI3KC3 

daŶs l͛iŶitiatioŶ de la foƌŵatioŶ du phagophoƌe. CepeŶdaŶt, des études récentes ont reporté une 

foƌŵe d͛autophagie Ŷ͛iŵpliƋuaŶt pas l͛eŶseŵďle de Đes Đoŵpleǆes. Ce tǇpe d͛autophagie ŶoŶ 

canonique peut être indépendante de : 

 mTOR : Sarkar et collaborateurs ont montré que le lithium est Đapaďle d͛iŶduiƌe une 

autophagie via un mécanisme indépendant de mTOR, suggérant l͛implication d͛une autre voie que 

mTOR daŶs la ƌĠgulatioŶ de l͛autophagie (Sarkar et al., 2005). En parallèle, Yamamoto et 

Đollaďoƌateuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ, daŶs uŶ ŵodğle de ŵaladie d͛HuŶtiŶgtoŶ, Ƌue l͛aĐĐuŵulatioŶ aďeƌƌaŶte 

d͛uŶe pƌotĠiŶe ŵutaŶte iŶduisait une autophagie indépendante de mTOR et permettait la clairance 

des agrégats protéiques (Yamamoto et al., 2006). Plus récemment, une étude a montré Ƌue l͛aƌƌġt 

des communications entre le RE et la mitochondrie induit un déséquilibre énergétique aiŶsi Ƌu͛une 

augŵeŶtatioŶ de l͛autophagie daŶs la Đellule. Dans cette étude, l͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie Ŷ͛est 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-delà de la période néonatale, au moment où l'autophagie est essentielle 

pour le maintien d'un apport suffisaŶt eŶ aĐides aŵiŶĠs et eŶ gluĐose daŶs le foie, le Đœuƌ et les 

muscles squelettiques. Cela suggğƌe Ƌu͛ULK1 n'est pas nécessaire pour ce mécanisme d'autophagie, 

ou que son déficit est compensé par ULK2 (Kundu et al., 2008). Cheong et collègues ont montré 

Ƌu͛un sevrage en glucose et uŶe eǆpositioŶ ă l͛aŵŵoŶiaƋue pouvaient induire une autophagie dans 
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des fiďƌoďlastes eŵďƌǇoŶŶaiƌes de souƌis Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt Ŷi ULKϭ Ŷi ULKϮ (Cheong et al., 2011). De la 

même manière, le poliovirus induit une autophagie indépendante du complexe ULK1 (Corona 

Velazquez et al., 2018). 

 Beclin1 : L͛autophagie indépendante de Beclin1 semble être associée à une mort cellulaire 

(Sun et al., 2015). En effet, l'autophagie indépendante de Beclin1 induite par une neurotoxine (le 1-

méthyl-4-phénylpyridinium) est associée à une mort des cellules neuronales (Zhu et al., 2007). En 

outre, le resvératrol induit une mort des cellules tumorales humaines corrélée à une autophagie 

indépendante de Beclin1 mais dépendante d'Atg7 et Atg12-Atg5 (Mauthe et al., 2011; F Scarlatti et 

al., 2008). De plus, d'autres composés pro-apoptotiques, tels que la staurosporine, le MK801 et 

l'étoposide, induisent une autophagie indépendante de Beclin1 ĐoŶtƌiďuaŶt ă l͛apoptose dans les 

neurones corticaux primaires (Grishchuk et al., 2011). L͛autophagie indépendante de Beclin1 semble 

également impliquée dans la différenciation cellulaire et dans l'absorption de toxines bactériennes 

(Arsov et al., 2011; Mestre et al., 2010). De façon intéressante, l͛autophagie iŶdĠpeŶdaŶte de 

BeĐliŶϭ Ŷ͛eǆĐlut pas nécessairement l͛aĐtiǀatioŶ du Đoŵpleǆe PIϯKCϯ et le ƌeĐƌuteŵeŶt de la 

protéine WIPI (Gao et al., 2010; Smith et al., 2010). 

2. L’ĠloŶgatioŶ 

Une fois le phagophore généré, sa ŵeŵďƌaŶe s͛alloŶge et s͛iŶĐuƌǀe autour du contenu 

cytoplasmique à dégrader afin de former une vésicule à double membrane : l͛autophagosoŵe. Cette 

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

Cette Ġtape d͛ĠloŶgatioŶ s͛aƌtiĐule autouƌ de deuǆ sǇstğŵes de ĐoŶjugaisoŶ, analogues aux 

systèmes d'ubiquitination des protéines, appelés «Ubiquitin-like conjugaison system». Ce système 

est composé de trois classes de protéines, les enzymes activatrices E1, les enzymes de conjugaison 

E2 et des ligases E3. Dans le cas des systèmes de coŶjugaisoŶ de l͛ĠloŶgatioŶ, huit protéines de la 

famille Atg jouent le rôle des enzymes E1, E2 et E3 et forment deux conjugués distincts : Atg12-Atg5 

et LC3-PE (LC3-phophatidyl-ethanolamine). 
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 Le système de conjugaison Atg12-Atg5 a.

Atg12 est une protéine appareŶtĠe ă l͛uďiƋuitiŶe. Cependant, ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt ă l͛uďiƋuitiŶe, elle 

ne nécessite pas de maturation pour entrer dans le système de conjugaison puisque sa séquence se 

termine par un résidu glycine. Ce résidu situé en positon C-terminal permet à Atg7, agissant comme 

une enzyme d͛aĐtiǀatioŶ E1, d͛aĐtiǀeƌ diƌeĐteŵeŶt Atg12 (Tanida et al., 1999). Cette activation, ATP-

dĠpeŶdaŶte, ĐoŶduit ă la foƌŵatioŶ d͛uŶe liaisoŶ thio-ester entre la glycine186 C-terminale d͛Atg12 

et la cystéine507 d͛Atg7 (Tanida et al., 1999). La glycine186 C-terminale est alors transférée sur Atg10, 

formant une nouvelle liaison thio-esther et libérant Atg7 (Shintani et al., 1999). Atg10 exerce alors 

une activité d͛eŶzǇŵe de conjugaison E2 et permet à la glycine186 C-terminale d͛Atg12 de se lier de 

façon covalente à la lysine149 d͛Atg5, induisant la formation du conjugué Atg12-Atg5 (Mizushima et 

al., 1998). À ce jour, auĐuŶe ligase Eϯ, Ŷ͛est connue pour intervenir dans ce système (Figure 26).  

Ce système de conjugaison très dynamique est présent en continu dans le cytoplasme, il Ŷ͛a pas 

besoin de stimulus particulier pour être formé. Directement après leur synthèse, Atg5 et Atg12 se 

conjuguent. À ce jour, auĐuŶe pƌotĠase Ŷ͛est ĐoŶŶue pouƌ Đliǀeƌ leur liaison. De ce fait, il est très 

rare de détecter Atg12 et Atg5 sous leur forme libre (Mizushima et al., 1998). 

La protéine Atg16L1 va se lier de manière non covalente à Atg5. Grâce à son domaine en 

superhélice, elle forme un dimère, lui permettant de s͛assoĐieƌ à deux conjugués Atg12-Atg5. Le 

complexe formé est une macromolécule homo-oligomérisée d͛eŶǀiƌoŶ ϴϬϬ kDa (Kuma et al., 2002) 

qui joueƌa eŶsuite le ƌƀle d͛eŶzǇŵe Eϯ pouƌ le second système de conjugaison LC3-PE (Fujioka et al., 

2010; Otomo et al., 2013). L'association du conjugué Atg12-ATG5 à Atg16L1 conduit à la révélation 

sur Atg5 d͛un site de liaison à la membrane, ce qui lui permet de se lier à la membrane externe des 

autophagosomes en formation. Le complexe paƌtiĐipe ă l͛ĠloŶgatioŶ du phagophoƌe aǀaŶt de se 

dissocier de l͛autophagosoŵe dès sa fermeture (Mizushima, 2003; Mizushima et al., 1999).  
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 Le conjugué LC3-PE b.

Ce deuxième système de conjugaison iŵpliƋuĠ daŶs l͛Ġtape d͛ĠloŶgation du processus 

autophagique est unique car il est seul connu permettant la conjugaisoŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe ;LCϯ ou 

Atg8 chez la levure) avec un lipide (PE) (Ichimura et al., 2000). DaŶs Đe sǇstğŵe, Đ͛est la pƌotĠiŶe LCϯ 

Ƌui joue le ƌƀle de l͛uďiƋuitiŶe, ŵais ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt ă l͛Atg12, elle doit maturer aǀaŶt d͛ġtƌe aĐtiǀĠe. 

En effet, LC3 est initialement présente sous sa forme non mature, pro-LC3. Sa maturation, en LC3-I, 

Figure 26 : Le système de conjugaison Atg12-Atg5 
Atg12 est activé par Atg7 (Enzyme activatrice E1). Une liaison non covalente se forme entre une cystéine 
d͛Atg7 et la glycine C-terminal d͛AtgϭϮ. La glǇĐiŶe C-teƌŵiŶale d͛Atg12 se lie ensuite de façon non 
covalente à une cystéiŶe d͛AtgϭϬ. Atg10 agit comme une enzyme de conjugaison E2 et crée une liaison 
covalente entre Atg12 et la protéine Atg5. Cette dernière joue le rôle du substrat. Finalement, le 
conjugué Atg12-Atg5 se lie au dimère Atg16L1. Le complexe Atg13-Atg5/Atg16L1 joueƌa le ƌƀle d͛eŶzǇŵe 
E3 dans la formation du second conjugué LC3-PE. 
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est assurée par la protéase Atg4, qui clive sa partie C-terminale (Arginine117) (Agrotis et al., 2019). Ce 

Đliǀage peƌŵet l͛eǆpositioŶ de la glycine116 qui peut alors êtƌe aĐtiǀĠe, eŶ pƌĠseŶĐe d͛ATP par Atg7, 

Ƌui joue uŶe Ŷouǀelle fois le ƌƀle de l͛eŶzǇŵe d͛aĐtiǀatioŶ Eϭ (Ichimura et al., 2000; Kirisako et al., 

2000). Atg7 transfert LC3-I vers Atg3 Ƌui joue soŶ ƌƀle d͛eŶzǇŵe EϮ et Ƌui ĐoŶjugue la glǇĐiŶe116 de 

LC3-I à un phospholipide membranaire. Le complexe Atg12-Atg5/Atg16L1, eŶ plus d͛augŵeŶteƌ 

l͛aĐtiǀitĠ d͛Atg3, agit comme une ligase E3 et participe à la lipidation de la protéine LC3-I (Hanada et 

al., 2007; Otomo et al., 2013; Romanov et al., 2012). Ce système donne naissance au conjugué LC3-

PE, nommé aussi LC3-II (Figure 27). 

La formation de ce conjugué peut être induite par des stimuli. Cependant, le tǇpe d͛iŶduĐtioŶ est 

dépendant du type cellulaire ou tissulaire. Contrairement au conjugué Atg12-Atgϱ Ƌui Ŷ͛est pƌĠseŶt 

Ƌu͛ă la ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe, LC3-II se distribue de manière équitable entre les membranes externe et 

iŶteƌŶe du phagophoƌe et joue uŶ ƌƀle esseŶtiel daŶs la foƌŵatioŶ de l͛autophagosoŵe. Il intervient 

daŶs la feƌŵetuƌe de l͛autophagosome, et, ă l͛iŶǀeƌse du ĐoŶjuguĠ Atg12-Atg5, il ne se dissocie pas 

suite à la formation complète de la vésicule (Kabeya, 2004; Kabeya et al., 2000a). En effet, bien que 

les protéines LC3-II fiǆĠes suƌ la ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe de l͛autophagosoŵe soieŶt ĐliǀĠes paƌ Atg4 et 

recyclées, celles présentes sur la membrane interne restent intactes jusƋu͛ă Đe Ƌu͛elles soieŶt 

dégradées paƌ les hǇdƌolases lǇsosoŵales apƌğs la fusioŶ de l͛autophagosoŵe aǀeĐ le lǇsosoŵe 

(Maruyama and Noda, 2017; Satoo et al., 2009). L͛augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶǀeƌsioŶ de LCϯ-I en LC3-II 

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

Chez les ŵaŵŵifğƌes, au ŵoiŶs huit oƌthologues d͛Atgϴ oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠs, ƌépartis en deux sous 

familles, assurant la biogenèse des autophagosomes à 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, GABARAPL1, 

GABARAPL2/GATE-16 et GABARAPL3.  
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En plus de leur rôle dans la biogénèse des autophagosomes, les protéines de la famille LC3 ont un 

rôle important dans la reconnaissance et le recrutement spécifique des substrats à 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-II présents au niveau de la membrane 

du phagophore et de séquestrer les éléments à dégrader (Padman et al., 2019; Birgisdottir et al., 

Figure 27 : Le système 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 cystĠiŶe d͛Atg7 et la glycine C-terminale de LC3-I. La glycine C-terminale de LC3-I se lie ensuite de 
façoŶ ŶoŶ ĐoǀaleŶte ă uŶe ĐǇstĠiŶe d͛Atg3. 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/Atg16L1, qui joue le rôle de ligase E3. Le conjugué LC3-PE (ou LC3-II) se lie aussi bien à la 
ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe Ƌu͛ă la ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe du phagophoƌe pouƌ paƌtiĐipeƌ ă soŶ ĠloŶgatioŶ et ă la 
formatioŶ de l͛autophagosoŵe.  
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2013). De nombreux substrats peuvent être reconnus de façon spécifique par ces récepteurs, tels 

que les substrats ubiquitinylés, les agrégats protéiques ou les mitochondries endommagées. Si 

l͛autophagie a loŶgteŵps ĠtĠ considérée comme un processus non sélectif, ce mécanisme démontre 

que les substrats à dégrader peuvent être spécifiquement reconnu par les récepteurs autophagiques 

afiŶ d͛ġtƌe aĐheŵiŶĠs daŶs l͛autophagosoŵe (Johansen and Lamark, 2019; Padman et al., 2019; 

Zaffagnini et al., 2018). 

 Les récepteurs autophagiques  c.

La protéine p62 (également connu sous le nom de sequestosome 1) fut le premier récepteur 

autophagique à être identifié. p62 possède un domaine de ƌeĐoŶŶaissaŶĐe ă l͛uďiƋuitiŶe, ŶoŵŵĠ 

UBA (ubiquitin associatedͿ, aiŶsi Ƌu͛uŶ doŵaiŶe LIR, lui permettant de se lier à LC3-II dans 

l͛autophagosoŵe (Ichimura et al., 2008; Pankiv et al., 2007). Cette protéine cargo est notamment 

iŵpliƋuĠe daŶs l͛autophagie des agrégats protéiques (Pankiv et al., 2007), des mitochondries 

(Yamada et al., 2018), des peroxysomes (Kim et al., 2008), des granules de zymogène (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 même temps que les substrats 

cellulaires. De ce fait, la dégradation de p62 est un bon marqueuƌ de l͛aĐtiǀitĠ autophagiƋue 

(Klionsky et al., 2016). Aujouƌd͛hui, d͛autƌes récepteurs autophagiques assimilés à p62 ont été 

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

 NBR1 (neighbour of breast cancer 1), iŵpliƋuĠ daŶs l͛autophagie des agrégats protéiques et des 

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

 NDP52 (nuclear dot protein 52 kDa), iŵpliƋuĠ daŶs l͛autophagie des ŵitochondries, des 

lysosomes et des bactéries (Heo et al., 2015; Maejima et al., 2013; Padman et al., 2019; 

Thurston et al., 2009). 

 TAX1BP1 (human T-cell leukemia virus type I-binding protein 1), iŵpliƋuĠ daŶs l͛autophagie des 

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

 OPTN (optineurine), iŵpliƋuĠ daŶs l͛autophagie des agƌĠgats pƌotĠiƋues et des ďaĐtĠƌies (Korac 

et al., 2013; Padman et al., 2019; Wild et al., 2011). 
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Depuis la dĠĐouǀeƌte de pϲϮ, de Ŷoŵďƌeuǆ ƌĠĐepteuƌs autophagiƋues oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠs. L͛eŶseŵďle 

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

TǇpe d͛autophagie 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, FKBP8, PHB2, 

NLRX1, AMBRA1, cardiolipine, céramide 

Pexophagie Peroxysome p62, NBR1 

Lysophagie Lysosome p62, NBR1 

Zymophagie Granule de zymogène p62 

REphagie RE 
 

FAM134B, SEC62, RTN3, CCPG1, ATL3, 
TEX264 

 

Ferritinophagie Ferritine NCO4A 

Glycophagie Glycogène Stbd1 

Autophagie de la lamina nucléaire Lamina nucléaire Lamine B1 

Xenophagie Bactérie Stbd1 

Virophagie Virus NDP52, p62, OPTN, TAX1BP1 

Ribophagie Ribosome pϲϮ, TRIMϱα 

Autophagie des midbody midbody p62, NBR1, TRIM17 

Tableau 1 : Les ƌĠĐepteuƌs de l’autophagie sĠleĐtive ƌĠpeƌtoƌiĠs seloŶ leuƌs suďstƌats.  

D͛apƌğs Johansen and Lamark, 2019. 
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Figure 28 : Les deuǆ pƌeŵiğƌes Ġtapes de l’autophagie : l’iŶitiatioŶ et l’ĠloŶgatioŶ 
L͛iŶitiatioŶ a pouƌ ďut de foƌŵeƌ uŶe douďle ŵeŵďƌaŶe appelĠe phagophore. Cette étape commence 
paƌ l͛aĐtiǀatioŶ de ŵTORC1, qui active le complexe ULK1. Ce dernier active en retour le complexe PI3KC3, 
iŶduisaŶt la liďĠƌatioŶ de PIϯP. PIϯP ƌeĐƌute WIPIϮ et DFCPϭ au Ŷiǀeau d͛uŶ oƌgaŶite qui va servir de 
source membranaire pour la biogenèse du phagophore. Cette étape fait également intervenir des 
vésicules Atg9 qui joueraient un rôle dans la communication entre les différents organites et dans 
l͛appoƌt de ŵeŵďƌaŶe.  
Durant la seconde étape, la phagophoƌe s͛alloŶge et se ƌefeƌŵe afiŶ de foƌŵeƌ uŶ autophagosoŵe daŶs 
lequel les substrats cellulaires, acheminés par les récepteurs autophagiques, sont séquestrés. Cette 
Ġtape d͛ĠloŶgatioŶ fait iŶteƌǀeŶiƌ deuǆ ĐoŶjuguĠs : Atg12-Atg5/Atg16L1 et LC3-PE. Le premier est 
dissoĐiĠ de la ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe de l͛autophagosoŵe apƌğs sa feƌŵetuƌe, le second reste sur la 
membrane du phagophore ou est recyclé par Atg4. Les récepteurs autophagiques lient les différents 
éléments à dégrader avant de se lier via leur domaine LIR à LC3-II. 
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3. La maturation 

L͛Ġtape de ŵatuƌation se traduit par la fusioŶ de l͛autophagosoŵe aǀeĐ le lǇsosoŵe. Cette 

fusion permet la dégradation, par les hydrolases lysosomales, des substrats cellulaires séquestrés 

daŶs l͛autophagosoŵe. 

La fusioŶ de l͛autophagosoŵe aǀeĐ le lǇsosoŵe ƌeƋuieƌt uŶe feƌŵetuƌe Đoŵplğte de 

l͛autophagosome. 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-II présent sur la membrane externe du phagophore (Yu et al., 2012). Cependant, en 2019, 

l͛ĠƋuipe de RoďiŶ Ketteleƌ a dĠŵoŶtƌĠ Ƌue la dĠlipidatioŶ de LCϯ-II par Atgϰ Ŷ͛est pas essentielle à la 

fusioŶ de l͛autophagosoŵe aǀeĐ les lǇsosoŵes (Agrotis et al., 2019). De nombreux papiers ont 

montré qu͛uŶe dĠfiĐieŶĐe du système de conjugaison des Atg conduisait à l͛aĐĐuŵulatioŶ 

d͛autophagosoŵes non fermés dans la cellule (Fujita et al., 2008; Kishi-Itakura et al., 2014; Noboru 

Mizushima et al., 2001). Néanmoins, il semble que le système de conjugaison (Atg3, Atg5, Atg7) ne 

soit pas essentiel à la fusion autophagosome-lysosome, bien que le taux de formation 

d'autophagosome soit réduit d͛environ 30% dans les cellules déficientes en Atg3, Atg5 ou Atg7 

(Tsuboyama et al., 2016). Par ailleurs, la fusion autophagosome-lysosome est compromise dans les 

Đellules Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt pas les pƌotĠiŶes de la faŵille LCϯ (Nguyen et al., 2016).  

L͛autophagosoŵe et le lǇsosoŵe soŶt 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, à 

côté du centre organisateur des microtubules, le centrosome (Jongsma et al., 2016). En 

conséquence, une fois généré, l͛autophagosoŵe doit ġtƌe dĠliǀƌĠ daŶs la ƌĠgioŶ pĠƌi-nucléaire où 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 rôle 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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l͛autophagosoŵe. AiŶsi, gƌąĐe ă Raďϳ, l͛autophagosoŵe peut se dĠplaĐeƌ ǀeƌs la pĠƌiphĠƌie de la 

cellule paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des kinésines (Pankiv et al., 2007). À l͛iŶǀeƌse, le ŵouǀeŵeŶt des 

autophagosomes vers la région péri-nucléaire fait intervenir la dǇŶaĐtiŶe et ŶĠĐessite l͛iŶteƌaĐtioŶ 

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 manière intéressante, la localisatioŶ des lǇsosoŵes joue uŶ ƌƀle daŶs l͛effiĐaĐitĠ de la fusioŶ. EŶ 

effet, l͛augŵeŶtatioŶ du nombre de lysosomes dans la zone péri-nucléaire, par une inhibition des 

kinésines Kif1B-β ;kinesin family member 1B) et Kif2A, entraîne une augmentation de la fusion. 

Tandis que la dispersion des lysosomes à la périphérie via une surexpression de la kinésine 5B réduit 

le taux de fusion et conduit à l͛aĐĐuŵulatioŶ des autophagosomes daŶs l͛espaĐe pĠƌi-nucléaire 

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

Les neurones font face à des défis particuliers pour délivrer dans le soma les vacuoles 

autophagiques nouvellement générées. En effet, au niveau neuronal, les autophagosomes sont 

foƌŵĠs ă la poiŶte distale de l͛aǆoŶe aloƌs Ƌue les lǇsosoŵes soŶt pƌiŶĐipaleŵeŶt sǇŶthĠtisĠs daŶs 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 

l͛iŶteƌǀeŶtioŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe paƌtiĐuliğƌe : la snapine. La snapine agit comme un adaptateur 

recrutant le moteur dynéine pour le transport rétrograde de l͛eŶdosoŵe taƌdif 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 où 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 dĠliǀƌĠs ĐoŶtiŶuelleŵeŶt au Ŷiǀeau de l͛aǆoŶe distal afiŶ de 

fusionner avec les autophagosoŵes/aŵphisoŵes aǆoŶauǆ. L͛aƌƌġt de la liďĠƌatioŶ des lǇsosoŵes 

daŶs l͛aǆoŶe distal induit une accumulation aberrante d'autophagosomes et de protéines α-

synucléines mutantes dans les axones des neurones du ganglion de la racine dorsale isolés de souris 

adultes. Cette Ġtude suggğƌe Ƌue le tƌaŶspoƌt des lǇsosoŵes daŶs l͛aǆoŶe distal est ŶĠĐessaiƌe au 

ŵaiŶtieŶ d͛uŶe autophagie et d͛uŶe ĐlaiƌaŶĐe loĐale (X.-T. Cheng et al., 2015). 
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Figure 29 : Le transport des autophagosomes. 
A. Rab7 via FYCO1 relie les autophagosomes à un moteur de microtubule pour faciliter le mouvement 
induit par la kinésine vers la périphérie cellulaire. FYCO1 a été identifié pour se lier à LC3, mais il se lie 
également au phospholipide PI3P, étant un ĐoŵposaŶt de la ŵeŵďƌaŶe de l͛autophagosoŵe. Raďϳ se lie 
également à RILP et à ORP1L afin de favoriser le mouvement induit par la dynéine et/ou la dynactine vers 
la région péri-ŶuĐlĠaiƌe. D͛apƌğs (Nakamura and Yoshimori, 2017). B. Les autophagosomes générés dans 
l͛aǆoŶe fusioŶŶeŶt aǀeĐ les eŶdosoŵes taƌdifs ;LEͿ, liĠs au Đoŵpleǆe sŶapiŶe/dǇŶĠiŶe, afiŶ de foƌŵeƌ 
l͛aŵphisoŵe ;AŵphͿ. Ces aŵphisoŵes soŶt tƌaŶspoƌtĠs, gƌąĐe au moteur dynéine vers le soma, où ils 
fusioŶŶeƌoŶt aǀeĐ les lǇsosoŵes. D͛apƌğs CheŶg et al., 2015. 
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Ainsi, la co-loĐalisatioŶ de l͛autophagosoŵe et du lǇsosoŵe faĐilite leuƌ fusioŶ afiŶ de foƌŵeƌ 

l͛autolǇsosoŵe. Cette fusioŶ peut ġtƌe pƌĠĐĠdĠe paƌ la foƌŵatioŶ d͛uŶ aŵphisoŵe, stƌuĐtuƌe issue 

de la fusioŶ d͛uŶ autophagosoŵe et d͛uŶ eŶdosoŵe grâce aux protéines de la machinerie ESCRT 

(endosomal sorting complex required for transportͿ. Des Ġtudes suggğƌeŶt Ƌue l͛aŵphisoŵe est 

ŶĠĐessaiƌe ă la foƌŵatioŶ de l͛autolǇsosoŵe. EŶ effet, uŶ dĠfiĐit du sǇstğŵe ESCRT peut iŶduiƌe, 

chez la drosophile et chez les mammifères, un blocage de la fusion des autophagosomes avec le 

système endosomal causant une accumulation des autophagosomes (Manil-Ségalen et al., 2014; 

Tumbarello et al., 2012). 

La foƌŵatioŶ de l͛autolǇsosoŵe ŶĠĐessite l͛iŶteƌǀeŶtioŶ de la ŵaĐhiŶeƌie Raď-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 à SNAP29 (Itakura et al., 2012). En 

parallèle, EPG5 (ectopic P granules protein 5) est recruté par les endosomes/lysosomes tardifs en 

interagissant avec Rab7 et VAMP8 (Wang et al., 2016). EPG5 se lie ensuite à 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-VAMP8, faǀoƌisaŶt la fusioŶ de l͛autophagosoŵe aǀeĐ le 

lysosome (Itakura and Mizushima, 2013; Zheng Wang et al., 2016). Une déficience en EPG5 cause 

une fusion anormale des autophagosomes avec diverses vésicules d͛eŶdoĐǇtose, en grande partie 

dûe à une augmentation du complexe STX17-SNAP25-VAMP8 (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, Atg14L peut fonctionner comme 

un facteur « d͛attaĐhe » en se liant directement au complexe binaire STX17-SNAP29 présent sur les 

autophagosomes, ce qui favorise la fusion des autophagosomes avec les lysosomes, de manière 

dépendante de STX17-SNAP29-VAMP8 (Diao et al., 2015). Il semblerait que TECPR1 (tectonin beta-

propeller repeat-containing 1), via sa liaison aux PI3P et à Atg5-Atg12, fonctionne également comme 

un facteur « d͛attaĐhe » eŶtƌe le lǇsosoŵe et l͛autophagosoŵe (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) grâce à 

l͛iŶteƌaĐtioŶ de soŶ doŵaiŶe LIR aǀeĐ LCϯ (McEwan et al., 2015). 

 



 74 Introduction - L’autophagie 
  

  

Il existe un régulateur négatif de la formation des autophagolysosomes : la protéine Rubicon (run 

domain beclin1 interacting and cysteine-rich containing proteinͿ. Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛une diminution 

de l͛eǆpƌessioŶ de Ruďicon augmentait la foƌŵatioŶ d͛autolǇsosoŵes (Matsunaga et al., 2009; Sun 

et al., 2011). Rubicon est contrôlée paƌ de Ŷoŵďƌeuǆ faĐteuƌs tels Ƌue le ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF (Tan et 

al., 2015), Beclin1 acétylée (Sun et al., 2015) ou UVRAG (Kim et al., 2015). En condition 

phǇsiologiƋue, ŵTORCϭ phosphoƌǇle UVRAG Ƌui peut aloƌs se lieƌ ă RuďiĐoŶ. A ĐoŶtƌaƌio, loƌs d͛uŶe 

carence en acides aminés, UVRAG Ŷ͛est plus phosphoƌǇlĠ paƌ ŵTORCϭ et se lie ă HOPS, faǀoƌisaŶt la 

fusion autophagosome-lysosome (Kim et al., 2015). 

Figure 30 : Rôle des SNAREs dans la fusion autophagosome-lysosome. 
EPG5 est recruté, via Rab7 et VAMP8, par les endosomes/lysosomes tardifs. Puis, il se lie à LC3 et à 
STX17-SNAP29 facilitant l'assemblage du complexe trans-SNARE pour la fusion. Contrairement à EPG5, 
Atg14L se lie aux complexes SNARE STX17-SNAPϮϵ suƌ les autophagosoŵes, paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de STXϳ, 
mais pas au complexe SNARE STX17-SNAP29-VAMP8, suggérant qu'AtgϭϰL agit plus tƀt Ƌu͛EPGϱ. 
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, Atg14L et HOPS jouent le rôle 
de facteurs « d'attache », mais leur relation exacte doit encore être clarifiée. Ces molécules interagissent 
entre elles afin de permettre la fusion autophagosome-lysosome et la foƌŵatioŶ de l͛autolǇsosoŵe. 
D͛apƌğs Nakamura and Yoshimori, 2017. 
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EŶfiŶ, l͛ultiŵe Ġtape de Đe ŵĠĐaŶisŵe d͛autophagie est la dĠgƌadatioŶ du ĐoŶteŶu de 

l͛autophagosoŵe. Cette deƌŶiğƌe ƌeƋuiğƌe la paƌtiĐipation des hydrolases du lysosome. Ces 

hǇdƌolases Ŷe foŶĐtioŶŶeŶt Ƌu͛ă pH aĐide ;pH Đoŵpƌis eŶtƌe ϰ,ϱ et ϱ,ϱͿ. Ce soŶt les pompes V-

ATPases présentes sur la membrane lysosomale qui permettent l͛aĐidifiĐatioŶ de l͛autolǇsosoŵe et 

l͛aĐtiǀitĠ des hǇdƌolases (Mauvezin et al., 2015). Parmi ces hydrolases, on retrouve les lipases qui 

génèrent des acides gras à 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 ŶuĐlĠiƋues eŶ ŶuĐlĠosides. L͛aĐtioŶ des hǇdƌolases lǇsosoŵales ǀa aussi peƌŵettƌe la 

dĠgƌadatioŶ la ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe de l͛autophagosome initial. Cet autolysosome pourra ensuite être 

utilisé pour former un nouveau lysosome. Une réactivation de la protéine kinase mTOR, régulateur 

ŶĠgatif ŵajeuƌ de l͛autophagie, seƌait aloƌs ŶĠĐessaiƌe afiŶ de ƌeĐǇĐleƌ les lǇsosoŵes eŶgagĠs daŶs la 

ŵatuƌatioŶ de l͛autophagosoŵe (Yu et al., 2010). 

Le ďut pƌiŶĐipal de l͛autophagie 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 être libérées 

dans le cytosol pour être réutilisées. Cependant, ce processus est mal connu. Il semblerait toutefois 

Ƌu͛Atg22 joue un rôle dans l͛effluǆ de la leuĐiŶe issue de la dégradation autophagique (Yang et al., 

2006). 

IV.   La régulatioŶ de l’autophagie 

En condition physiologique, l͛autophagie est aĐtiǀĠe de manière constitutive. Cependant, son 

activité dépend de nombreux stimuli régulés par des voies de signalisation ou par des signaux de 

stress. 

1. Les voies de ƌĠgulatioŶ de l’autophagie 

 La voie de régulation mTOR a.

La ǀoie ŵajeuƌe de ƌĠgulatioŶ de l͛autophagie est la sigŶalisatioŶ mTOR. mTORC1 est un 

ƌĠgulateuƌ ŶĠgatif de l͛autophagie. La phosphoƌǇlatioŶ des pƌotĠiŶes ULKϭ/Ϯ et Atg13 par mTORC1 
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eŵpġĐhe la staďilisatioŶ et l͛aĐtiǀitĠ kiŶase du Đoŵpleǆe ULK, iŶhiďaŶt l͛autophagie (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 ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe ĐaƌeŶĐe 

en nutriments était responsable de l͛inhibition de mTORC1 et, par conséquent, d͛uŶe aĐtiǀatioŶ de 

l͛autophagie. Cette inhibition peut se faire via l͛aĐtiǀatioŶ d͛AMPK (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 être ƌĠgulĠ paƌ des faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐes tels Ƌue l͛iŶsuliŶe (Inoki et al., 2002). 

mTOR a été identifié au milieu des années 1990 par isolement biochimique à l͛aide d͛uŶ Đoŵpleǆe 

rapamycine-FKBP12 (tacrolimus-binding protein 12 kDa). Ce complexe se lie spécifiquement à 

mTORC1 et inhibe, de manière allostérique, son activité kinase (Chiu et al., 1994; Sabatini et al., 

1994; Sabers et al., 1995). De ce fait, la rapamycine est une molécule très utilisée comme activateur 

de l͛autophagie. 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 modèles in vitro et in vivo de maladies 

neurodégénératives (Ravikumar et al., 2002; Ravikumar et al., 2004) et dans le système nerveux de 

souris (moelle épinière et cervelet) (Castillo et al., 2013). 

 Le complexe PI3K de classe III b.

Le complexe PI3KC3 est iŵpliƋuĠ daŶs la ƌĠgulatioŶ positiǀe de l͛autophagie et il est 

nécessaire pour la formation du phagophore, sa nucléation et son élongation. La protéine Beclin1 

joue le ƌƀle de platefoƌŵe, ƌeĐƌutaŶt des pƌotĠiŶes aĐtiǀatƌiĐes ou iŶhiďitƌiĐes de l͛autophagie daŶs 

différents complexes. Parmi les protéines activatrices de l͛autophagie oŶ ƌetƌouǀe : 

 UVRAG, qui se lie à Beclin1 et à Bif-1 (Liang et al., 2006, 2008; Takahashi et al., 2007) 

faǀoƌisaŶt l͛aĐtiǀitĠ du Đoŵpleǆe PIϯKCϯ. 

 La protéine NRBF2 (nuclear receptor binding factor 2) permettant l͛asseŵďlage du Đoŵpleǆe 

PI3KC3 (Cao et al., 2014; J. Lu et al., 2014). 
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 La protéine VMP-1 (vacuole membrane protein 1) qui se lie à Beclin1 (Ropolo et al., 2007). 

 La protéine Ambra1, 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 foƌŵatioŶ de l͛autophagosoŵe (Cianfanelli et al., 2015; Di Bartolomeo et al., 2010; Nazio 

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

 L͛oncoprotĠiŶe EϭBϭϵK de l͛adĠŶoǀiƌus Ƌui iŶteƌagit aǀeĐ le doŵaiŶe BHϯ de BeĐliŶϭ (Piya et 

al., 2011). 

De Ŷoŵďƌeuses pƌotĠiŶes ƌĠguleŶt ŶĠgatiǀeŵeŶt l͛autophagie eŶ se liaŶt ă BeĐliŶϭ : 

 Bcl2 se lie directement au domaine BH3 de Beclin1, entraînant son inactivation (Pattingre et 

al., 2005). 

 La protéine Rubicon rentre en compétition avec la protéine Atg14L1 pour interagir avec 

Beclin1 (Matsunaga et al., 2009; Zhong et al., 2009). 

 Certaines protéines virales telles que la pƌotĠiŶe ICPϯϰ.ϱ du ǀiƌus de l͛Heƌpğs siŵpleǆ 

(Orvedahl et al., 2007), la protéine Nef du VIH-ϭ ;ǀiƌus de l͛iŵŵuŶodĠfiĐieŶĐe huŵaiŶe-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). 

 La signalisation p53 c.

La protéine p53, découverte en 1979 (Kress et al., 1979; Linzer and Levine, 1979), est un 

facteur de transcription Ƌui ƌĠgule l͛eǆpƌessioŶ de plusieuƌs ĐeŶtaiŶes de gğŶes Ŷotamment 

impliqués dans la réparation des dommages cellulaires (Farmer et al., 1992). p53 est un suppresseur 

de tumeur doŶt l͛iŶaĐtiǀatioŶ faǀoƌise le dĠǀeloppeŵeŶt de Ŷoŵďƌeuses tuŵeuƌs. En effet, plus de 

50 % des cancers présentent des mutations du gène 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)/PI3K/mTOR en réponse à des stress 

Đellulaiƌes ǀaƌiĠs tels Ƌue le stƌess oǆǇdaŶt, le stƌess du RE ou l͛hǇpoǆie (Feng et al., 2007). p53 

seŵďle ĠgaleŵeŶt ġtƌe uŶ faĐteuƌ ĐlĠ daŶs la ƌĠgulatioŶ de l͛autophagie.  
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En 2008, Tasdemir et collaborateurs ont démontré que p53 peut aussi bien promouvoir l͛autophagie 

Ƌue l͛iŶhiďeƌ et que cette dualité était dépendante de sa localisation cellulaire. Il apparait Ƌu͛au 

niveau nucléaire, p53 agit comme un facteur de transcription pro-autophagique alors la forme 

cytoplasmique de p53 iŶhiďe l͛autophagie (Tasdemir et al., 2008). Cependant, une étude récente a 

ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aĐtiǀitĠ tƌaŶscriptionnelle de p53 contribue aussi ă l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie. EŶ 

effet, la foƌŵe ŶuĐlĠaiƌe de pϱϯ est Đapaďle de ƌĠguleƌ ŶĠgatiǀeŵeŶt l͛eǆpƌessioŶ de PINKϭ ;PTEN-

induced putative kinase 1), une protéine clé de la mitophagie (dégradation sélective des 

mitochondries) (Goiran et al., 2018). L͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie paƌ pϱϯ est majoritairement 

dĠpeŶdaŶte de l͛iŶhiďitioŶ de la ǀoie ŵTORCϭ via la régulation transcriptionnelle des gènes : 

 Codant les sous-uŶitĠs βϭ et βϮ de l͛AMPK (Feng et al., 2007). 

 CodaŶt l͛IGFBPϯ (insulin-like growth factor binding protein-3), une molécule sécrétée 

Đapaďle de se lieƌ auǆ faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe de la faŵille de l͛IGF, iŶduisaŶt l͛iŶhiďitioŶ de la 

voie IGF/PI3K/mTOR (Feng et al., 2007) . 

 Codant TSC2 et PTEN (Feng et al., 2007; Stambolic et al., 2001). 

 CodaŶt les pƌotĠiŶes sestƌiŶes ϭ et Ϯ, iŵpliƋuĠes daŶs l͛iŶhiďitioŶ de ŵTORCϭ (Budanov and 

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

La protéine p53 inhibe également la transcription des gènes codant des protéines de la famille Bcl-2, 

induisant une diminution du nombre de complexe Bcl-2-Beclin1 et favorisant la formation du 

complexe PI3KC3 (Toshiyuki and Reed, 1995). L͛aĐtiǀatioŶ tƌaŶsĐƌiptioŶŶelle de la pƌotĠiŶe DRAM 

(damage-regulated autophagy modulator) par p53, suite ă des doŵŵages de l͛ADN, conduit à une 

aĐtiǀatioŶ des pƌoĐessus d͛autophagie et d͛apoptose (Crighton et al., 2006). Les gènes ULK1/2, Atg7, 

Atg2b, Atg4a, Atg4c, Atg7, Atg10 et UVRAG sont également des cibles de p53 pour activer 

l͛autophagie (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), contrôlant ainsi la balance autophagique 

(Scherz-Shouval et al., 2010). 
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2. Les sigŶauǆ de stƌess ƌĠgulaŶt l’autophagie 

 Le stress nutritionnel a.

L͛autophagie peƌŵet la sǇŶthğse de Ŷouǀelles ŵaĐƌoŵolĠĐules et la pƌoduĐtioŶ d͛ATP à 

partir des produits issus de la dégradation lysosomale. Ainsi, loƌs d͛uŶe ĐaƌeŶĐe ŶutƌitioŶŶelle, la 

Đellule peut aĐtiǀeƌ l͛autophagie en quelques minutes afiŶ de fouƌŶiƌ les ŶutƌiŵeŶts et l͛ĠŶeƌgie 

nécessaires à sa survie. Des études ont révélé une activation du processus autophagique dans 

différents types cellulaires suite à une carence nutritionnelle (Boya et al., 2005; Russell et al., 2013, 

2014). De même, in vivo, il a été observé chez des souris à jeun depuis 48 heures, une forte 

augmentation de l͛autophagie dans la plupart des tissus (Noboru Mizushima and Levine, 2010). La 

ĐaƌeŶĐe ŶutƌitioŶŶelle est ƌespoŶsaďle d͛uŶe iŶhiďitioŶ de ŵTOR, iŶduisaŶt, en conséquence, une 

activation du complexe ULK1. ULK1 activé se lie à Atg14L1 et phosphoryle Beclin1 au niveau de la 

Ser14 (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. Loƌs d͛uŶ stƌess 

métabolique, la diminution de la production d'ATP active AMPK (Kim et al., 2011), qui active à son 

tour TSC2, un inhibiteur de mTORC1 (Inoki et al., 2003; Inoki et al., 2002). De plus, en réponse à une 

carence nutritionnelle, AMPK peut, de façon directe ou indirecte, phosphoryler p53 au niveau de la 

Ser15, induisant une inhibition de mTORC1. Ces effets sur mTORC1 ont pour conséquence une 

aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie (Feng et al., 2005; Feng et al., 2007; Jones et al., 2005). 

Suite ă uŶ stƌess ŶutƌitioŶŶel, l͛iŶhiďitioŶ de ŵTORCϭ peut se faiƌe de manière indépendante de 

AMPK, notamment via p53 et/ou la voie IGF-1/Akt (Feng and Levine, 2010; Huang and Manning, 

2009). De plus, l͛aĐĠtǇl-coenzyme A (acétyl-CoA) est l͛uŶ des pƌiŶĐipauǆ iŶtĠgƌateuƌs de l͛Ġtat 

nutritionnel de la cellule. Un sevrage en nutriments iŶduit uŶe ƌapide diŵiŶutioŶ d͛aĐĠtǇl-CoA, 

assoĐiĠe ă uŶe ƌĠduĐtioŶ de l͛aĐĠtǇlatioŶ des pƌotĠiŶes ĐǇtoplasŵiƋues et de l͛eǆpƌessioŶ de 

l͛aĐĠtǇltƌaŶsfĠƌase EPϯϬϬ. Cette peƌte ĐoŶsidĠƌaďle d͛aĐĠtǇlatioŶ pƌotĠiƋue ĐoŶduit ă l͛iŶduĐtioŶ de 

l͛autophagie (Mariño et al., 2014).  
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 Les mitochondries endommagées b.

Les mitochondries assurent de nombreuses fonctions indispensables à la survie cellulaire, 

notamment la pƌoduĐtioŶ d͛ATP. DaŶs la Đellule, l͛ĠliŵiŶatioŶ des ŵitoĐhoŶdƌies eŶdoŵŵagĠes est 

essentielle afin de pƌĠǀeŶiƌ l͛aĐĐuŵulatioŶ de ROS, cette accumulation étant associée à plusieurs 

pathologies telles que les maladies neurodégénératives ou les cancers (Navarro-Yepes et al., 2014). 

De nombreuses études ont montré que les ROS entraînent l͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie dans 

différents types cellulaires, via l͛aĐtiǀatioŶ d͛AMPK (Xia et al., 2018) et/ou via une inhibition de la 

voie PI3K/Akt/mTORC1 (Xu et al., 2017; Zhang et al., 2014). L͛ĠliŵiŶatioŶ des ŵitoĐhoŶdƌies 

endommagées par le ŵĠĐaŶisŵe d͛autophagie ;aussi appelé mitophagie) est nécessaire à la survie 

cellulaire. En effet, uŶe Ġtude a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe foƌte ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de gluĐose daŶs la Đellule 

induisait une libération aberrante de ROS et, par conséquent, des dommages mitochondriaux. 

L͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie paƌ les ROS via la voie JNK permet la clairance cellulaire. À l͛iŶǀeƌse, une 

inhibition de la mitophagie induit une accumulation de ROS dans la cellule favorisant l͛apoptose (Li 

et al., 2018). De la même manière, Sadhu et Đollaďoƌateuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ tauǆ tƌop ĠleǀĠ de NO 

dans la cellule inhibait la mitophagie induite par les ROS et que ce phénomène favorisait la nécrose 

cellulaire (Sadhu et al., 2019). 

La mitophagie est un processus neuroprotecteur atténuant le stress oxydatif en prévenant 

l͛aĐĐuŵulatioŶ de ROS daŶs la Đellule (Li et al., 2018; Sadhu et al., 2019). Ce mécanisme (Figure 31) 

fait intervenir la sérine/thréonine kinase mitochondriale PINKϭ et l͛uďiƋuitiŶe ligase Eϯ nommée 

Parkin. Des mutations des gènes 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 ă l͛aĐĐuŵulatioŶ 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, où il recrute et phosphoryle Parkin. PINK1 phosphoryle également 

l͛uďiƋuitiŶe pƌĠseŶte ă la ŵeŵďƌaŶe. L͛uďiƋuitiŶe phosphoƌǇlĠe ƌeĐƌute eŶsuite daǀaŶtage de 

Parkin, fournissant ainsi à PINK1 plus de Parkin pour la phosphorylation. Une fois activé, Parkin 

iŶduit uŶe aĐĐuŵulatioŶ de l͛uďiƋuitiŶe suƌ les suďstƌats pƌotĠiƋues pƌĠseŶts ă la ŵeŵďƌaŶe 

plasmique externe de la mitochondrie.  
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Figure 31 : Le mécanisme de la mitophagie. 
A. Mitophagie iŶduite paƌ l͛uďiƋuitiŶe. En cas de perte du potentiel de la membrane mitochondriale, 
PINK1 est stabilisée sur la membrane mitochondriale externe, où elle recrute et phosphoryle Parkin. 
PINKϭ phosphoƌǇle ĠgaleŵeŶt l͛uďiƋuitiŶe pƌĠseŶte ă la ŵeŵďƌaŶe. L͛uďiƋuitiŶe phosphoƌǇlĠe ƌeĐƌute 
ensuite davantage de Parkin, fournissant ainsi à PINK1 plus de Parkin pour la phosphorylation. Une fois 
activée paƌ PINKϭ, PaƌkiŶ iŶduit uŶe aĐĐuŵulatioŶ de l͛uďiƋuitiŶe suƌ les suďstƌats pƌotĠiƋues pƌĠseŶts ă 
la membrane plasmique externe de la mitochondrie. Les récepteurs de l'autophagie (OPTN, NDP52, p62) 
se fiǆeŶt suƌ l͛uďiƋuitiŶe faĐilitaŶt la ďiogeŶğse d'uŶ phagophoƌe via le recrutement des protéines Atg. 
Les récepteurs de l'autophagie sont également recrutés, indépendamment de Parkin dans la 
mitochondrie endommagée via leur liaison à l'ubiquitine phosphorylée par PINK1. Le phagophore 
s͛alloŶge et eŶfeƌŵe la ŵitoĐhoŶdƌie eŶdoŵŵagĠe daŶs uŶ autophagosoŵe Ƌui peut fusioŶŶeƌ aǀeĐ 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 à différents stimuli 
et facilitent la mitophagie via leuƌ liaisoŶ ă LCϯ suƌ le phagophoƌe. D͛apƌğs Haƌƌis et al., 2018. 
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Les ubiquitines phosphorylées sont ensuite reconnues par les récepteurs autophagiques, OPTN, 

NDP52, p62 peƌŵettaŶt l͛eŵŵagasiŶage des ŵitoĐhoŶdƌies daŶs les autophagosoŵes (Heo et al., 

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

Il existe une seconde voie de la mitophagie. Cette dernière ne fait pas intervenir le couple 

Parkin/PINK. Dans cette voie, LC3 serait capable d͛iŶteƌagiƌ diƌeĐteŵeŶt aǀeĐ les protéines 

ubiquitinylées ou avec les récepteurs mitophagiques à la membrane mitochondriale (Harris et al., 

2018; Novak et al., 2010; Strappazzon et al., 2015). Ainsi, les mitochondries seraient emmagasinées 

daŶs les autophagosoŵes, saŶs faiƌe iŶteƌǀeŶiƌ l͛uďiƋuitiŶe. De plus, un autre mécanisme faisant 

iŶteƌǀeŶiƌ l͛uďiƋuitiŶe ligase E3 HUWE1 a récemment été décrit (Di Rita et al., 2018). 

 Les pathogènes c.

 En 1984, Rikihisa décrit pouƌ la pƌeŵiğƌe fois l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie eŶ ƌĠpoŶse ă uŶe 

infection. La dégradation spécifique des agents pathogènes tels que les bactéries, les virus ou les 

parasites, par la voie autophagique a été nommée xénophagie. Initialement étudiée au cours de 

l͛iŶfeĐtioŶ paƌ des ďaĐtĠƌies Đoŵŵe Streptococcus pyogenes et Mycobacterium tuberculosis, la 

xénophagie est maintenant décrite dans un grand nombre d͛iŶfeĐtioŶs ďaĐtĠƌieŶŶes (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 Ƌu͛Atg5, Atg7, 

Atg165L1 et LC3B ont une diminution des mécanismes de défense suite à une infection. Ces études 

souligŶeŶt le ƌƀle ŵajeuƌ de l͛autophagie daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ de pathogğŶes (Chen et al., 2014; Choi 

et al., 2014; Kimmey et al., 2015; Maurer et al., 2015).  

 Le stress du réticulum endoplasmique (pour revue Thiebaut et al., 2019) d.

Durant le stress du RE, des protéines mal repliées s͛aĐĐuŵuleŶt, iŶduisaŶt une réponse 

adaptatiǀe ĐoŶŶue sous le Ŷoŵ de l͛UPR. Cette réponse est contrôlée par trois grands senseurs 

transmembranaires : IRE1 (inositol-requiring enzyme ϭ α), PERK et ATF6 iŵpliƋuĠs daŶs l͛aĐtiǀatioŶ 

de ǀoies de sigŶalisatioŶ peƌŵettaŶt de ƌĠtaďliƌ l͛hoŵĠostasie dans le RE (Figure 32).  
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Ces trois senseurs peuvent également être responsables de l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie (Figure 33) : 

 PERK : Lorsque des protéines mal repliées s'accumulent dans le RE, PERK s͛aĐtiǀe 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 gènes 

liĠs ă l͛autophagie eŶ ƌĠpoŶse ă la fois au stƌess du RE et ă une carence en acides aminés ;B͛Đhiƌ et 

al., 2013). Au cours de l'hypoxie, un stress du RE est induit et ATF4 est stabilisé. Ce dernier facilite 

l'élongation de l'autophagosome eŶ augŵeŶtaŶt l͛eǆpƌessioŶ de LCϯB (Rzymski et al., 2010). La voie 

Figure 32 : Le stress du RE 
En condition physiologique, les protéines nouvellement synthétisées sont transférées dans la lumière du 
RE et se replient à 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 lumière du RE et séquestrent BiP. BiP se détache des senseurs et PERK, IRE1 et 
ATFϲ Ƌui s͛aĐtiǀeŶt. Le PERK phosphoƌǇle eIFϮα, Ƌui se lie ă eIFϮB et l͛iŶhiďe. Cette iŶhiďitioŶ ďloƋue la 
synthèse de nouvelles protéines sécrétoires et déclenche la réponse intégrée au stress via une 
augmentation de l'ATF4. L'actiǀatioŶ d͛IRE1 conduit à la génération de XBPϭ aĐtif et le Đliǀage d͛ATFϲ 
génère ATF6c. Ces facteurs de transcription coopèrent pour induire la transcription de gènes cibles de la 
réponse UPR. SLA : sclérose latérale amyotrophique. D͛apƌğs Roussel et al., 2013. 
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PERK/eIF2α est impliquée daŶs l͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie daŶs uŶ ŵodèle murin de la maladie de 

Huntington. Il a été reporté que les agrégats de PolyQ72 (expanded polyglutamine 72 repeat) 

activent de la voie PERK/eIF2α, faǀoƌisaŶt l͛eǆpƌessioŶ d͛Atg12 et la conversion de LC3-I en LC3-II 

(Kouroku et al., 2007). 

 IRE1 : IRE1 semble essentiel à l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie et à la formation des 

autophagosomes (Fung and Liu, 2019; Ogata et al., 2006). En effet, dans les cellules déficientes en 

IREϭ, l͛autophagie iŶduite paƌ le stƌess du RE est iŶhiďĠe (Ogata et al., 2006). IRE1 est capable 

d͛aĐtiǀeƌ 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 manière indépendante de JNK et 

Beclin1. Ce mécanisme fait toutefois intervenir Atg5 (Fung and Liu, 2019). En outre, IRE1 induit 

également l'autophagie en activant AMPK en réponse à l'oxyde nitrique (Meares et al., 2011). La 

cible la plus connue d͛IREϭ est l'ARNm de XBP1 (X-box Binding Protein 1) qui subit un épissage 

conduisant à un décalage du cadre de lecture lors de la traduction de la protéine. Ainsi, l'ARNm est 

traduit en un facteur de transcription actif, XBP1s (s : spliced). L͛aĐtiǀatioŶ de l͛aǆe de sigŶalisatioŶ 

IRE1/XBP1s iŶduit l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de gğŶes cibles de l͛UPR Đoŵŵe des gğŶes 

codant pour des protéines de la voie ERAD (ER-associated degradation) ou des chaperonnes (Calfon 

et al., 2002). Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶteƌaction de XBP1 avec FoxO1 régule l͛autophagie iŶduite paƌ le 

stress du RE (Kishino et al., 2017). Dans les cellules endothéliales, XBP1s aĐtiǀe l͛autophagie eŶ 

induisant la transcription de Beclin1 (Margariti et al., 2013). De manière intéressante, un criblage 

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

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

 ATF6 : Ce senseur est également impliqué dans l'autophagie induite par le stress du RE. En 

augmentant l'expression de DAPK1 (Gade et al., 2014), ATF6 favorise la dissociation de Beclin1 de 

Bcl2, conduisant à l'activation de l'autophagie (Zalckvar et al., 2009). 
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 L͛hǇpoǆie e.

Coŵŵe il a ĠtĠ dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, l͛AMPK est ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe le seŶseuƌ ĠŶeƌgĠtiƋue 

principal de la cellule. En conséquence, loƌs d͛uŶe hǇpoǆie, AMPK est activée. Cette activation est 

ƌespoŶsaďle de l͛iŶhiďitioŶ de ŵTORCϭ (Schneider et al., 2008). Il a été montré in vitro Ƌu͛uŶe 

hypoxie avec ou sans sevrage en glucose induisait une inhibition de mTORC1 et, par conséquent, 

uŶe aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie (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, 

l͛autophagie iŶduite paƌ l͛hǇpoǆie seŵďle ġtƌe dĠpeŶdaŶte de HIF-1α (hypoxia inducible factor-ϭαͿ. 

Ce facteur de transcription, activé par la voie mTORC1/p70S6k (p70 ribosomal protein S6 kinase), est 

staďilisĠ eŶ ĐoŶditioŶ d͛hǇpoǆie et iŶduit l͛eǆpƌessioŶ de BNIPϯ (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. Grâce à ce domaine, ils se lient à Bcl-

2/Bcl-xL et libèrent Beclinϭ, faǀoƌisaŶt aiŶsi l͛aĐtiǀation du complexe PI3KC3 (Bellot et al., 2009; 

Zhang et al., 2019).  

Figure 33 : Les lieŶs eŶtƌe les tƌois voies de sigŶalisatioŶ de l’UPR et l’autophagie. 
Le senseur PERK phosphoryle eIF2α Ƌui aĐtiǀe eŶ ƌetouƌ ATFϰ. Le faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ ATFϰ peƌŵet 
l͛aĐtiǀatioŶ tƌaŶsĐƌiptioŶŶelle de CHOP iŵpliƋuĠ daŶs la tƌaŶsĐƌiptioŶ de gğŶes de de l͛autophagie. Le 
senseur IRE1 est impliqué daŶs l͛Ġpissage de XBPϭ. XBPϭs iŶduit la tƌaŶsĐƌiptioŶ de Beclin1. IRE1 peut 
aussi induire une autophagie en activant la voie JNK impliquée dans la dissociation de Beclin1 et de Bcl-2. 
De la même manière, ATF6 active DAPK1, responsable de la phosphorylation de Beclin1 et de son 
détachement de Bcl-2. 
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L͛hǇpoǆie est uŶe des ĐoŶsĠƋueŶĐes de l͛AVC isĐhĠŵiƋue. En effet, la chute de débit sanguin suite à 

l͛oďstƌuĐtioŶ d͛uŶ ǀaisseau ĐĠƌĠďƌal ĐoŶduit ă uŶe diŵiŶutioŶ de l͛appoƌt eŶ oǆǇgğŶe et eŶ gluĐose 

daŶs le paƌeŶĐhǇŵe ĐĠƌĠďƌal. AiŶsi, loƌs d͛uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, uŶe aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie est 

observée dans le cerveau. Ce processus sera discuté dans la suite du manuscrit.



    87 Introduction - L’autophagie 

Pour résumer Đette tƌoisiğŵe paƌtie, l͛autophagie est uŶ pƌoĐessus sĠleĐtif iŶduit eŶ ĐoŶditioŶ 
de stress métabolique et nutritionnel permettant la dégradation des protéines et des 
organelles cellulaires.  

L͛autophagie est ĐoŵposĠe de tƌois gƌaŶdes Ġtapes. L͛Ġtape d͛initiation conduit à la formation 
d͛uŶe douďle ŵeŵďƌaŶe, appelĠe phagophoƌe. UŶe fois foƌŵĠ, le phagophoƌe ǀa s͛alloŶgeƌ et 
se ƌefeƌŵeƌ pouƌ ĐƌĠeƌ l͛autophagosoŵe. Cette Ġtape d͛ĠloŶgatioŶ fait iŶteƌǀeŶiƌ deuǆ 
conjugués: Atg12-Atg5 et LC3-II. Enfin, l͛autophagosome, en utilisant les microtubules comme 
« rail directionnel » et le complexe dynéine-dynactine comme moteur, va transloquer dans la 
zone péri-nucléaire où il pourra fusionner avec un lysosome.  

Le flux autophagique peut être étudié grâce à (i) la conversion de LC3-I en LC3-II, 
l͛augŵeŶtatioŶ de LCϯ-II ƌeflğte uŶe hausse du Ŷoŵďƌe d͛autophagosoŵes ;iiͿ l͛eǆpƌessioŶ 
pƌotĠiƋue de pϲϮ, uŶe diŵiŶutioŶ de pϲϮ tƌaduit uŶe dĠgƌadatioŶ lǇsosoŵale ;iiiͿ l͛eǆpƌessioŶ 
des différentes protéines Atg notamment Atg5 et Atg12. 

PhaƌŵaĐologiƋueŵeŶt, l͛autophagie peut ġtƌe aĐtiǀĠe paƌ l͛iŶhiďitioŶ de ŵTORCϭ eŶ utilisaŶt 
la rapamycine. Elle peut être 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: Atg12-Atg5 
and LC3-II. 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-II, the increase of 
LC3-II 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 Atg12. 

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 daŶs l’AVC ischémique 

I.   L’aĐtivatioŶ de l’autophagie daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue 

Nitatori et collègues ont été les premiers à démontrer, au microscope électronique, une 

augmentation du nombre de lysosomes dans les neurones pyramidaux CA1, trois jours après 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 déjà fusionnés avec un autophagosome (Nitatori et al., 1995). 

Après une ischémie-hypoxie ;ligatuƌe de l͛aƌtğƌe Đaƌotide Đoŵŵune dƌoite suiǀi d͛uŶe hǇpoǆie de Ϯ 

heures 30), Beclin1 est activée dans les neurones de rats âgés de 7 jours. Cette activation est 

associée à une augmentation de LC3-II. Ce phĠŶoŵğŶe Ŷ͛est oďseƌǀĠ Ƌue du Đôté ipsilatéral, au sein 

de l͛hippoĐaŵpe et du Đoƌteǆ (Carloni et al., 2008). De la même manière, 6 heures après une 

occlusion permanente de l͛ACM, Beclin1 et LC3 II sont augmentés dans la pénombre ischémique de 

rats adultes (Rami et al., 2008).  

Chez des ratons âgés de 7 jours, l'hypoxie-ischémie cérébrale induit une augmentation du nombre 

d͛autophagosoŵes (augmentation de LC3-II), mais également de l͛aĐtiǀitĠ lǇsosoŵale, suggérant 

une hausse du flux autophagique. L͛augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ lǇsosoŵale est ŵise en évidence par 

un enrichissement de l͛eǆpƌessioŶ de cathepsine-D et de LAMP-1, dans les neurones endommagés 

de l͛hippoĐaŵpe et du Đoƌteǆ (Ginet et al., 2009). De la même manière, une autre étude confirme 

uŶe hausse de l͛autophagie ;augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de LC3-II et de cathepsine-D) chez des 

ratons âgés de 12 jours ayant subi uŶe oĐĐlusioŶ peƌŵaŶeŶte de l͛ACM (Puyal et al., 2009). Par 

ailleurs, l'ischémie permanente chez le rat adulte favorise également la formation 

d'autophagosomes (augmentation de l͛eǆpƌessioŶ de LCϯ-II) et d'autolysosomes (augmentation du 

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

Cependant, Liu et collaborateurs expliquent que, malgré son augmentation après un AVC 

ischémique, le proĐessus d͛autophagie est altĠƌĠ et ne fonctionne pas de manière optimale (Liu et 

al., 2010). En effet, l͛utilisatioŶ d͛uŶ iŶhiďiteuƌ de l͛autophagie ďloƋuaŶt la fusioŶ autophagosoŵe-

lysosome : la chloroquine (Mauthe et al., 2018) conduit à une hausse de l͛eǆpƌessioŶ de LC3-II dans 
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les neurones CA1 des animaux contrôles. A contrario, chez les animaux ayant subi une occlusion 

transitoire des deux artères carotides communes, la ĐhloƌoƋuiŶe Ŷ͛a Ƌue tƌğs peu d͛effet dans la 

zone ischémiée (CA1 et Gyrus denté). Cela suggère que la fusion des autophagosomes et des 

lysosomes est déjà altérée dans les neurones ischémiés. Les auteurs proposent l'idée qu'au moins 

une partie des agrégats protéiques observés apƌğs l͛ischémie est due à un échec du flux 

autophagique (Liu et al., 2010). 

Néanmoins, de Ŷoŵďƌeuses puďliĐatioŶs soutieŶŶeŶt l͛idĠe d͛uŶe activation de l'autophagie après 

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 révèle 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 Beclin1 et de LC3 dans le LCR corrèlent positivement aǀeĐ le ǀoluŵe de l͛infarctus et la 

gravité du déficit neurologique (score NIHSS, national institutes of health stroke scale) et corrèlent 

négativement avec la récupération neurologique (échelle de Rankin modifiée). Cette relation Ŷ͛est 

cependant pas retrouvée pour les taux sériques de Beclin1 et de LC3 (Li et al., 2015). En outre, il a 

ĠtĠ ƌappoƌtĠ Ƌue ĐeƌtaiŶs gğŶes de l͛autophagie et de l͛apoptose soŶt diffĠƌeŶtielleŵeŶt eǆpƌiŵĠs 

chez les patients ayant subi un AVC ischémique en comparaison à des contrôles 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) après une ischémie cérébrale. 

EŶ ϮϬϬϱ, Zhu et ses Đollaďoƌateuƌs oŶt ĠtudiĠ l͛iŶflueŶĐe de l͛ąge suƌ l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie 

suite à une hypoxie-ischémie cérébrale. BieŶ Ƌu͛eŶ ĐoŶditioŶ phǇsiologiƋue, le Ŷoŵďƌe 

d͛autophagosoŵes soit plus important dans le cerveau des souriceaux, après une hypoxie-ischémie, 

l͛augŵeŶtatioŶ de LCϯ-II est plus prononcée dans le cerveau mature (souris âgées de 21 et 90 jours) 

que dans le cerveau immature (souris âgées de 5 et 9 jours) (Zhu et al., 2005). En 2006, ces auteurs 

ont également évalué l'influence du sexe sur l'autophagie après une hypoxie-ischémie cérébrale, 

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

 

 



 90 Introduction - L’autophagie daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue 
  

Pouƌ Đoƌƌoďoƌeƌ l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie eŶ ĐoŶditioŶ d͛ischémie, de nombreuses voies de 

sigŶalisatioŶ liĠes ă l͛autophagie soŶt ĠgaleŵeŶt aĐtiǀĠes : 

 La voie Akt/CREB : Loƌs de l͛hǇpoǆie-ischémie néonatale, Akt et CREB sont activées dans les 

neurones et phospho-Akt et phospho-CREB sont tous les deux co-localisés avec Beclin1. Dans ce 

modèle, l'effet neuroprotecteur de l'autophagie activée par la rapamycine, est associé à l'activation 

de l'axe PI3K/Akt/mTOR et à la phosphorylation du facteur de transcription CREB (Carloni et al., 

2010). 

 La voie AMPK et mTORC1 : Coŵŵe dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, au Đouƌs d͛uŶ AVC ischémique, la 

diminution d͛ATP augmente le ƌappoƌt AMP/ATP, aĐtiǀaŶt AMPK. L͛AMPK aĐtiǀĠ conduit à la 

phosphorylation de TSC1/2 et à l'inhibition de l'activité de mTORC1 via Rheb. Plusieurs groupes ont 

montré l'implication de la voie de signalisation AMPK dans l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie suite à 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'iŶhiďitioŶ d͛AMPK restaure l͛aĐtiǀitĠ de 

mTORC1 et inhibe l'autophagie induite par une ischémie cérébrale focale (Fu et al., 2016).  

 HIF-1α : L'autophagie peut également être augmentée par HIF-ϭα. L͛hǇpoǆie pƌoǀoƋuĠe paƌ 

l͛AVC isĐhĠŵiƋue seƌait ƌespoŶsaďle de la suƌeǆpƌessioŶ et de la staďilisatioŶ de Đe faĐteuƌ de 

transcription impliqué potentiellement dans la transcription de gènes régulant l͛autophagie (Niu et 

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

 Le stress du RE : Dans l͛AVC isĐhémique, l͛autophagie peut ġtƌe ĠgaleŵeŶt iŶduite paƌ uŶ 

stress du RE. Dans un modèle d͛isĐhĠŵie/ƌepeƌfusioŶ ŵuƌiŶ, le stress RE, induit par la tunicamycine 

et la thapsigargine, active l͛autophagie et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt la ŵitophagie. Cet effet est 

dépendant de l'axe eIF2α/ATF4 (Zhang et al., 2014). En outre, une autre étude a montré que 

l'administration de mélatonine, avant l'ischémie, protège des lésions d'ischémie/reperfusion 

cérébrales en inhibant l'autophagie induite par le stress du RE. Dans ce modèle, le stress du RE agit 

suƌ l͛autophagie via les voies PERK et IRE1 (Feng et al., 2017). 
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II.   L’autophagie ŶeuƌoŶale daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue 

Nitatori et collaborateurs ont observé, en microscopie électronique, la formation 

d'autophagosomes dans les neurones CA1 présents au sein de la lésion ischémique (Nitatori et al., 

1995). Suite ă uŶe oĐĐlusioŶ de l͛aƌtğƌe Đaƌotide ĐoŵŵuŶe dƌoite, les neurones corticaux, situés 

dans le tissu ischémié, présentent de multiples vaĐuoles ĐǇtoplasŵiƋues aiŶsi Ƌu͛uŶe lǇse des 

organites cellulaires (Adhami et al., 2006). Plusieurs études corroborent ces résultats et confirment 

l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe 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 dès le début de l'ischémie 

cérébrale. En effet, les autophagosomes et les autolysosomes sont observés, en microscopie 

électronique, seulement 1 heure après une occlusion de l͛ACM et continuent d'augmenter 12 

heures après 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), oŶt ŵoŶtƌĠ uŶe augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe d͛autophagosomes dans les neurones du côté 

ipsilatéral à 1, 3 et 6 jours après uŶe oĐĐlusioŶ tƌaŶsitoiƌe de l͛ACM. Le pic du nombre 

d͛autophagosoŵes se situait ă 1 jour post-ischémie. De plus, les cellules positives pour la protéine 

GFP-LC3 étaient principalement des neurones plutôt que des astrocytes ou des cellules microgliales 

(Tian et al., 2010). 

BieŶ Ƌu͛il soit clairement établi que l͛AVC isĐhĠŵiƋue est responsable d'une augmentation de 

l'autophagie dans les neurones situés dans la lésion, son rôle reste controversé. La grande question 

est la suiǀaŶte: l͛autophagie est-elle pƌoteĐtƌiĐe ou dĠlĠtğƌe daŶs l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale? EŶ effet, de 

nombreuses études in vitro et in vivo dĠŵoŶtƌeŶt paƌfois des effets opposĠs de l͛autophagie. 

1. Le rôle neuroprotecteur de l’autophagie neuronale daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue 

Durant un AVC ischémique, les neurones situés au sein de la lésion ischémique présentent de 

nombreux agrégats protéiques. En effet, l'ischémie cérébrale épuise l'ATP et modifie l'homéostasie 

intracellulaire, désactivant ainsi les systèmes de contrôle qualité des protéines dépendant de l'ATP 

notamment les chaperonnes moléculaires et les enzymes de repliement (Hu et al., 2001; Hu et al., 

2000). Ces altérations peuvent entraîner une surcharge de protéines mal repliées dans les neurones 

conduisant à 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. 

L͛agƌĠgatioŶ de pƌotĠiŶes est un processus pratiquement irréversible contribuant à la mort 

neuronale (Zhang et al., 2006). Par ailleurs, chez le rongeur, uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM suivie d͛une 

ƌepeƌfusioŶ ĐoŶduit ă la foƌŵatioŶ d͛agrégats de protéines majoritairement ubiquitinylées 

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

EŶ se ďasaŶt suƌ la ĐapaĐitĠ de l͛autophagie ă ĠliŵiŶeƌ les agƌĠgats pƌotĠiƋues et à protéger les 

cellules de la mort, ĐeƌtaiŶs gƌoupes oŶt ĠtudiĠ l͛effet de soŶ aĐtiǀatioŶ daŶs des ŵodğles d͛AVC 

ischémique.  

De nombreux groupes ont reporté un effet neuropƌoteĐteuƌ de l͛autophagie via une activation de 

l͛AMPK (Dai et al., 2017; Jiang et al., 2014). Dai et collaborateurs, ont, par exemple, montré dans un 

modèle in vitro d͛AVC isĐhĠŵiƋue ; l͛OGD ; l͛effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ de la siƌtuiŶe ϭ, une protéine 

mitochondriale impliquée dans la protection contre le stress oxydatif. La sirtuine réduit la mort 

neuronale eŶ aĐtiǀaŶt l͛autophagie via la phosphoƌǇlatioŶ d͛AMPK. À l͛iŶǀeƌse, l͛iŶhiďitioŶ d͛AMPK 

conduit à une diminution de l͛autophagie et uŶe hausse de la ŵoƌt ŶeuƌoŶale (Dai et al., 2017). Une 

autƌe Ġtude a ƌĠǀĠlĠ l͛effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ de la nicotinamide phosphoribosyltransférase (ou 

NaŵptͿ daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue. Cette protéine est connue pour être impliquée dans la biosynthèse 

du NAD (nicotinamide adénine dinucléotide) et dans la réponse inflammatoire (Wang et al., 2012). Il 

seŵďle Ƌue Naŵpt diŵiŶue la ŵoƌt ŶeuƌoŶale eŶ faǀoƌisaŶt l͛autophagie via uŶe ƌĠgulatioŶ de l͛aǆe 

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

L͛effet pro-suƌǀie de l͛autophagie ŶeuƌoŶale semble nécessiter la régulation de la voie 

PI3K/Akt/mTOR et de l͛aǆe Akt/CREB (Carloni et al., 2010; Papadakis et al., 2013). Carloni et 

Đollaďoƌateuƌs oŶt ƌepoƌtĠ Ƌue l͛autophagie, aĐtiǀĠe paƌ la ƌapaŵǇĐiŶe, diŵiŶuait la ŵoƌt ŶeuƌoŶale 

de type nécrotique et réduisait la lésion cérébrale induite par une hypoxie-ischémie chez des ratons 

âgés de 7 jours (Carloni et al., 2008). L͛effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ de la ƌapaŵǇĐiŶe a ĠtĠ ĐoŶfiƌŵĠ daŶs 

différents modèles d͛AVC isĐhĠŵiƋue in vivo (Buckley et al., 2014; Chauhan et al., 2011). Par 

exemple chez le rat, la rapamycine réduit significativement le ǀoluŵe de l'iŶfaƌĐtus, l'œdğŵe 

cérébral et les déficits moteurs iŶduits paƌ l͛oĐĐlusioŶ foĐale peƌŵaŶeŶte d͛uŶ ǀaisseau ĐĠƌĠďƌal 

(Sheng et al., 2010).  
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De surcroit, le complexe PI3KC3 semble également être important dans l͛effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ de 

l͛autophagie. Ainsi, l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie paƌ la 3-methyladenine (3-MA), un inhibiteur de 

PI3KC3, conduit à une hausse de la nécrose neuronale daŶs uŶ ŵodğle ŶĠoŶatal d͛hǇpoǆie-ischémie 

(Carloni et al., 2010). Un traitement à la 3-MA augmente également la taille de la lésion consécutive 

à une occlusion de l͛ACM chez le rat (Wang et al., 2012) et chez la souris (Zhang et al., 2013). D͛autƌe 

part, il a été montré que la β-arrestine 1 interagit aǀeĐ BeĐliŶϭ et PIϯKCϯ/Vspϯϰ. EŶ l͛aďseŶĐe de 

cette protéine, l͛aĐtiǀitĠ du Đoŵpleǆe PIϯKCϯ est diŵiŶuée, ce qui induit une diminution de 

l͛autophagie et une mort des neurones par apoptose et nécrose, dans des modèles in vitro et in vivo 

d͛AVC isĐhĠŵique (Wang et al., 2014). Par ailleurs, la Caveoline 1 est capable d͛aĐtiǀeƌ l͛autophagie 

en se liant au complexe PI3KC3. Chez les souris Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt pas la CaǀeoliŶe ϭ, l'autophagie est 

altérée et, en conséquence, les dommages cérébraux induits par une occlusion de l͛ACM sont 

aggravés (Nah et al., 2017). 

Les neurones corticaux primaires déficients en Atgϳ oŶt uŶe altĠƌatioŶ du pƌoĐessus d͛autophagie et 

soŶt plus seŶsiďles ă l͛OGD-reperfusion. En effet, eŶ aďseŶĐe d͛Atg7, la clairance mitochondriale 

Ŷ͛est plus effeĐtuée. Par conséquent, les neurones meurent par apoptose (Zhang et al., 2013). Cette 

Ġtude ĐoŶfiƌŵe l͛iŵpoƌtaŶĐe de l͛autophagie daŶs l͛hoŵĠostasie et la suƌǀie ŶeuƌoŶale loƌs d͛uŶ 

AVC ischémique. Finalement, l'induction de l'autophagie a été identifiée comme étant le mécanisme 

impliqué dans la neuroprotection de la mélatonine (Carloni et al., 2017) et d͛un inhibiteur de GSK-3b 

(Zhou et al., 2011). 

2. L’autophagie : un effecteur de mort neuronale 

 Généralités : l͛iŵpliĐatioŶ de l͛autophagie daŶs la ŵoƌt Đellulaiƌe a.

L͛autophagie peut être un effecteur de mort cellulaire. Elle peut induire la mort de trois 

manières principales : (i) de manière directe, Đ͛est la ŵoƌt Đellulaiƌe autophagiƋue (ii) en 

communiquant avec la voie apoptotique (iii) en communiquant avec la voie de la nécroptose 

(nécrose programmée). 
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iii. La mort cellulaire autophagique 

EŶ ϮϬϬϰ, deuǆ gƌoupes oŶt ŵis eŶ ĠǀideŶĐe le ƌƀle diƌeĐt de l͛autophagie daŶs la ŵoƌt Đellulaiƌe. 

DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, Yu et Đollaďoƌateuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ de la Đaspase-8, une 

pƌotĠiŶe effeĐtƌiĐe de l͛apoptose, iŶduit une mort cellulaire non-apoptotiƋue dĠpeŶdaŶte d͛Atg7 et 

de Beclin1 (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 Beclin1, loƌsƋu͛ils étaient traités avec des agents pro-

apoptotiques. Cette mort cellulaire, assoĐiĠe ă uŶe foƌte aďoŶdaŶĐe d͛autophagosoŵes et 

d͛autolysosomes dans le cytoplasme, est ďloƋuĠe paƌ des iŶhiďiteuƌs de l͛autophagie (Shimizu et al., 

2004). De la même manière, Fazi et collaborateurs ont montré en 2008, une mort cellulaire 

iŶdĠpeŶdaŶte des Đaspases Ƌui se ĐaƌaĐtĠƌisait paƌ uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de BeĐliŶϭ et 

une hausse du Ŷoŵďƌe d͛autophagosoŵes et d͛autolǇsosoŵes (Fazi et al., 2008). 

 

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

considère la mort cellulaire autophagique comme la mort cellulaire pouvant être supprimée par des 

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.  
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iŶhiďiteuƌs de l͛autophagie ;il est ĐoŶseillĠ d͛iŶhiďeƌ au moins deux protéines autophagiques 

distinctes) (Galluzzi et al., 2012). La mort cellulaire autophagique (mort cellulaire de type II) fait 

paƌtie, aǀeĐ l͛apoptose ;ŵoƌt cellulaire de type I) et la nécroptose (mort cellulaire de type II), des 

trois types de mort cellulaire programmée (Figure 34; Galluzzi et al., 2012). 

 Il existe trois types de mort autophagique (Figure 35) : 

 La mort autophagique due à un exĐğs d͛autophagie (Dasari et al., 2017; Shi et al., 2012). 

Dans ce cas, l͛eǆpƌessioŶ de BeĐliŶϭ et la conversion de LC3-I en LC3-II sont augmentés (Shi et al., 

2012). Cette foƌŵe d͛autophagie 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 à un excès de mitophagie (Reef et al., 2006; Wang et al., 2014; 

Zhang et al., 2015). Caractérisé par une formation aberrante d͛autophagosoŵes et d͛autolǇsosoŵes, 

l͛eǆĐğs de ŵitophagie peut induire une clairance trop importante des mitochondries voire une 

dĠplĠtioŶ Đoŵplğte de l͛organite. Dans ce cas, la mitophagie induit une perte partielle ou complète 

de la fonction mitochondriale conduisant une altération de la respiration oxydative et de la 

pƌoduĐtioŶ d͛ATP. Cette dĠfaillaŶĐe ĠŶeƌgĠtiƋue peut ġtƌe ă l͛oƌigiŶe de la ŵoƌt Đellulaiƌe (Sentelle 

et al., 2012). 

 L͛autose est uŶe Ŷouǀelle foƌŵe de ŵoƌt autophagiƋue ƌĠgulĠe paƌ l͛ATPase Na+/K+ (Liu et 

al., 2013). Elle peut être 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 d͛aŶoƌeǆie Ŷeƌǀeuse (Kheloufi et al., 2015) et daŶs les ŶeuƌoŶes de l͛hippoĐaŵpe de 

ratons âgés de 7 jours ayant subi une hypoxie-ischémie (Liu et al., 2013). L͛autose pƌĠseŶte des 

caractéristiques morphologiques uniques telles Ƌu͛une augmentation du nombre 

d'autophagosomes et d͛autolǇsosoŵes, une rupture de la membrane plasmique, une convolution 

nucléaire aux stades précoces, une condensation de la chromatine et un gonflement de l'espace 

péri-nucléaire aux stades avancés (Liu et al., 2013). 
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iv. La communication apoptose/autophagie  

L͛apoptose est ĐoŶsidĠƌĠe comme la mort cellulaire de type I (pour la description des 

mécanismes de l͛apoptose, voir la partie A.III.3.c. Apoptose). L͛apoptose est ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ le 

rétrécissement de la cellule sur elle-même, une condensation du cytoplasme et de la chromatine, 

uŶe fƌagŵeŶtatioŶ de l͛ADN et du ŶoǇau, la foƌŵatioŶ de Đorps apoptotique. La membrane 

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

Il eǆiste uŶe foƌte ĐoŵŵuŶiĐatioŶ eŶtƌe l͛apoptose et l͛autophagie. Ils peuǀeŶt soit agiƌ Đoŵŵe deuǆ 

mécanismes opposés ou coopérer afiŶ d͛iŶduiƌe la ŵoƌt Đellulaiƌe. De nombreuses études ont 

ƌepoƌtĠ uŶe ĐoopĠƌatioŶ eŶtƌe l͛autophagie et l͛apoptose. DaŶs Đe Đas, les deux processus sont 

aĐtiǀĠs afiŶ d͛iŶduiƌe la ŵoƌt Đellulaiƌe (Cao et al., 2015; Wirawan et al., 2010). L͛autophagie et 

l͛apoptose sont régulées par des médiateurs communs. Ainsi, l͛autophagie peut aĐtiǀeƌ l͛apoptose à 

travers différents médiateurs (Figure 36).  

Figure 35 : Les trois types de mort autophagique. D͛apƌğs Bialik et al., 2018. 
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BeĐliŶϭ est Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ l͛apoptose eŶ faǀoƌisaŶt l͛aĐtiǀitĠ de la Đaspase-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 côté, Atg5 peut interagir avec FADD (fas-associated protein with 

death domain), une protéine adaptatrice ĐlĠ de l͛apoptose Ƌui, une fois liée aux récepteurs de mort, 

recrute et active la caspase-8. En conséquence, par l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de FADD, Atgϱ aĐtiǀe l͛apoptose 

(Pyo et al., 2005). Atg5 peut également être clivé par les calpaïnes afin de générer un fragment C-

terminal de 24 kDa. Le petit fƌagŵeŶt d͛Atg5 est transloqué au niveau de la mitochondrie où il 

interagit avec Bcl-xL, levant son inhibition sur Bax. Bax ainsi activé favorise la perméabilisation de la 

ŵeŵďƌaŶe ŵitoĐhoŶdƌiale, la liďĠƌatioŶ du ĐǇthoĐhƌoŵe Đ et l͛apoptose (Yousefi et al., 2006). 

Atg12, de son côté, est capable de se lier, via son « BH3-like domain », à Bcl-2. Cette interaction 

ĐoŶduit ă l͛iŶaĐtiǀatioŶ de BĐl-2 qui ne peut plus inhiber Bax (Rubinstein et al., 2011). 

 

Figure 36 : AĐtivatioŶ de l’apoptose paƌ 
l’autophagie. 

L͛autophagie peut aĐtiǀeƌ l͛apoptose via 
Beclin1 qui active la caspase-9 et favorise 
la libération du cytochrome c. Atg5 active 
l͛apoptose de deuǆ ŵaŶiğƌes, gƌąĐe ă 
FADD qui active la caspase-8 ou grâce aux 
calpaïnes qui clive Atg5 en un petit 
fragment C-terminal. Ce fragment migre 
jusƋu͛ă la ŵitoĐhoŶdƌie pouƌ iŶaĐtiǀeƌ BĐl-
xL, qui ne peut alors plus exercer son 
inhibition sur Bax. En conséquence, Bax 
aĐtiǀe les Đaspases et l͛apoptose. AtgϭϮ est 
Đapaďle d͛iŶhiďeƌ BĐl-2, ce qui conduit 
ĠgaleŵeŶt ă l͛aĐtiǀatioŶ de Baǆ. 
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v. La communication nécroptose/autophagie  

Plusieuƌs Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe ŶĠĐƌose programmée nommée nécroptose. Cette 

dernière est activée en réponse à des signaux multiples tels que des doŵŵages de l͛ADN, des 

toxines et des ligands des récepteurs de mort. Elle se caractérise morphologiquement par un 

gonflement des organites intracellulaires et uŶe ƌuptuƌe de l͛iŶtĠgƌitĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe. 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 

ĐǇtokiŶes et ŵĠdiateuƌs de l͛iŶflaŵŵatioŶ. La ŶĠĐƌoptose est dĠĐleŶĐhĠe paƌ des ƌĠĐepteuƌs de 

mort comme le TNFR1 (tumor necrosis factor receptor ϭͿ ĐoŶduisaŶt ă l͛aĐtiǀatioŶ de deuǆ kiŶases : 

RIPK1 (receptor-interacting protein kinase) et RIPK3 (Galluzzi et al., 2011). Ces deux protéines, 

pƌiŵoƌdiales daŶs l͛iŶitiatioŶ de la ŶĠĐƌoptose, sont phosphorylées et forment avec FADD le 

complexe IIb (nécrosome) (Y. Cho et al., 2009). La caspase-8 active peut inhiber la nécroptose en 

clivant RIPK1 (Y Lin et al., ϭϵϵϵ; O͛DoŶŶell et al., 2011). En conséquence, lors d͛uŶe aĐtiǀatioŶ de la 

caspase-8, la protéine RIPK1 Ŷ͛iŶduit plus la ŶĠĐƌoptose, mais faǀoƌise l͛apoptose Đellulaiƌe en 

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

Suite ă l͛aĐtiǀatioŶ du Đoŵpleǆe RIPKϭ-RIPKϯ, l͛effecteur MLKL (mixed-lineage kinase domain like) 

est recruté au niveau du nécrosome où 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 s͛oligoŵĠƌise aǀaŶt d͛ġtƌe transloqué à la membrane plasmique où 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 

oligomères de MLKL agiraient comme des canaux ioniques (Huang et al., 2017; Xia et al., 2016). 

Cependant, leur rôle pourrait être également indirect via le recrutement de canaux ioniques tels que 

TRPM7 (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 ŶĠĐƌoptose peut aussi ġtƌe pƌoǀoƋuĠe paƌ l͛aĐĐumulation de calcium cytosolique 

engendrant l͛aĐtiǀatioŶ de CaMKII ;calcium-calmodulin kinase II) (Figure 37, Nomura et al., 2014). 
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Dans certains Đas, l͛autophagie faǀoƌise la ŶĠĐƌoptose cellulaire (Bonapace et al., 2010; Khan et al., 

2012). EŶ outƌe, l͛autophagie iŶduit la ŶĠĐƌoptose via l͛aĐtiǀatioŶ du Đoŵpleǆe RIPKϭ-RIPK3 (Dey et 

al., 2016). Paƌ ailleuƌs, loƌs d͛uŶe suƌactivation des récepteurs de morts, p62 est capable de recruter 

le nécrosome via son interaction directe avec RIPK1. RIPK1-RIPKϯ et l͛effeĐteuƌ MLKL soŶt eŶsuite 

transloqués au Ŷiǀeau de l͛autophagosoŵe où ils s͛assoĐieŶt aǀeĐ le ĐoŶjuguĠ Atgϱ-Atg12 afin 

d͛iŶduiƌe la ŶĠĐƌoptose (Goodall et al., 2016). En l͛absence de p62, la mort nécroptotique bascule 

vers une mort apoptotique, suggĠƌaŶt Ƌue l͛autophagie joue uŶ ƌƀle de ďalaŶĐe eŶtƌe l͛apoptose et 

la nécroptose (Figure 38; Goodall et al., 2016).  

 

 

Figure 37 : La ŶĠĐƌoptose et l’apoptose iŶduites par les récepteurs de mort. 
L͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs de ŵoƌt iŶduit l͛aĐtiǀatioŶ de RIPKϭ Ƌui faǀoƌise l͛apoptose eŶ formant le 
complexe IIa (ou apoptosome) en pƌĠseŶĐe d͛uŶe Đaspase-8 activée. Lorsque la caspase-8 est inactivée, 
RIPK1 forme avec RIPK3, MLKL et le FADD le complexe IIb (ou nécrosome). La nécrose peut être induite 
par la voie JNK/ROS ou par une accumulation cytosolique de Ca2+. L͛oligoŵĠƌisatioŶ de MLKL joue 
également un rôle important dans la nécroptose : les oligomères de MLKL perméabilisent la membrane 
plasŵiƋue et faǀoƌise l͛eŶtƌĠe d͛ioŶs daŶs la Đellule ĐoŶduisaŶt ă la ŶĠĐƌoptose. 
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 L͛autophagie et la ŵoƌt Đellulaiƌe daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue b.

i. La mort autophagique 

Dans les cultures de neurones primaires et des cellules SH-SY5Y soumises à un sevrage en 

oxygène et en glucose, une augmentation de la mort cellulaire autophagique est observée. Cet effet 

est bloqué par un inhibiteur de l'autophagie, la 3-MA (Shi et al., 2012). Bao et collaborateurs 

suggèrent que, daŶs l͛OGD, la ϯ-MA diŵiŶue l͛autophagie et la mort neuronale en réduisant 

l͛eǆpƌessioŶ des sous-unités GluR1, GluR2 et GluR3 des récepteurs AMPA. En effet il semblerait que 

ce soit les récepteurs AMPA qui contribuent à la mort des neurones hippocampiques en augmentant 

les taux de calcium intracellulaire ainsi que l͛autophagie (Bao et al., 2017). Puyal et ses collègues ont 

utilisé le même inhibiteur chez des rats âgés de 12 jours ayant subi une ischémie cérébrale focale 

transitoire. Ils ont montré que l'injection intra-ventriculaire post-ischémique de 3-MA, même 4 

Figure 38 : La ĐoŵŵuŶiĐatioŶ eŶtƌe l’autophagie et la ŶĠĐƌoptose. 
La protéine cargo p62 peut recruter RIK1/RIP3/MLKL en interagissant de manière directe avec RIPK1. Les 
protéines du nécrosome sont phosphorylées et s͛assoĐient à la ŵaĐhiŶeƌie de l͛autophagie ;Atgϱ-Atg12 
et LCϯͿ au Ŷiǀeau de l͛autophagosoŵe afiŶ d͛iŶduiƌe la ŶĠĐƌoptose. EŶ Đas de peƌte de pϲϮ, RIPKϭ 
s͛assoĐie aǀeĐ FADD et la Đaspase-8 aĐtiǀe afiŶ d͛iŶduiƌe l͛apoptose.  
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heures après le début de l'ischémie, réduit considérablement le volume de la lésion (près de 46% de 

ƌĠduĐtioŶͿ aloƌs Ƌu͛uŶ inhibiteur de l'apoptose ne fournissait aucune protection (Puyal et al., 2009).  

De la même manière, la bafilomycine, un inhibiteur de la fusion autophagosome-lysosome reversent 

partiellement les effets induits paƌ uŶe d͛oĐĐlusioŶ peƌŵaŶeŶte de l͛ACM. Ces deux inhibiteurs 

agisseŶt, d͛uŶe paƌt, eŶ augŵeŶtaŶt l͛eǆpƌessioŶ de BĐl-2 et, d͛autƌe paƌt, en réduisant le nombre 

d͛autophagosomes et d͛autolysosomes, le volume de l'infarctus, l͛œdğŵe ĐĠƌĠďƌal et les déficits 

moteurs (Wen et al., 2008). Plusieurs publications soutiennent l'idée que, dans des modèles in vitro 

et in vivo d͛AVC isĐhĠŵiƋue, la diminution de l'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, l͛iŶhiďitioŶ de BeĐliŶϭ et Atgϳ, paƌ l͛utilisatioŶ de siRNA (small 

interferent RNA), réduit l'autophagie et la mort cellulaire excitotoxique induits par un traitement au 

kaïnate associés à une hypoxie (Ginet et al., 2014). De plus, les souris déficientes en Atg7 présentent 

une protection presque complète contre une hypoxie-ischémie induisant une mort des neurones 

pyramidaux de l'hippocampe (Koike et al., 2008). D͛autƌe paƌt, chez des souriceaux ayant subi une 

hypoxie-ischémie, une suppression sélective du gène ATG7 dans les neurones diminue l͛autophagie 

et réduit de 42% le ǀoluŵe de l͛iŶfaƌĐtus (Xie et al., 2016). UŶe diŵiŶutioŶ du Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ 

d͛Atgϱ ĐoŶtƌiďue ĠgaleŵeŶt à une réduction du ǀoluŵe de l͛iŶfaƌctus et à une baisse du déficit 

neurologique dans un modèle rongeur d͛oĐĐlusioŶ de l͛ACM (Wang et al., 2018).  

EŶ ƌĠsuŵĠ, des Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie ĐoŶduit à une diminution de la 

ŵoƌt ŶeuƌoŶale et du ǀoluŵe de l͛iŶfaƌĐtus daŶs diffĠƌeŶts ŵodğles d͛AVC isĐhĠŵiƋues in vitro et in 

vivo. Cela suggère que l͛autophagie est uŶ pƌoĐessus ƌespoŶsaďle de la ŵoƌt ŶeuƌoŶale loƌs d͛uŶe 

ischémie cérébrale. 

ii. L͛autophagie et l͛apoptose 

Tian et collaborateurs ont observé, après une ischémie cérébrale, une augmentation du nombre 

de cellules présentant à la fois une fragŵeŶtatioŶ de l͛ADN et une hausse de l͛eǆpƌessioŶ de LCϯ. 

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 après une hypoxie-ischémie, de nombreux 

autophagosomes sont détectés au sein des neurones mourants chez des ratons âgés de 7 jours. 
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Certains neurones mourants présentent des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de l͛apoptose tels Ƌu͛uŶe ĐoŶdeŶsatioŶ 

de la chromatine et du cytoplasme et une préservation des organites. Cela suggère que dans la 

pénombre ischémique, les neurones en apoptose présentent une forte actiǀatioŶ de l͛autophagie 

(Ginet et al., 2009). De façoŶ iŶtĠƌessaŶte, eŶ aďseŶĐe d͛autophagie, l͛apoptose ŶeuƌoŶale est 

diŵiŶuĠe et le ǀoluŵe de l͛iŶfaƌĐtus est ƌĠduit (Zheng et al., 2009). De surcroît, en 2001, Uchiyama 

et collègues ont montré que loƌsƋue l͛autophagie est iŶhiďĠe, les cellules PC12 différenciées sont 

protégées de l'apoptose consécutive à un sevrage en sérum (Uchiyama, 2001).  

Il a été démontré que, dans l͛AVC isĐhĠŵiƋue, Beclin1 est impliquée daŶs l͛apoptose. EŶ effet 

l͛iŶhiďitioŶ de BeĐliŶϭ, par l'utilisatioŶ d͛ARN interférent réduit à la fois l'autophagie et l'apoptose 

neuronale dans un modèle d͛oĐĐlusioŶ de l͛ACM (Zheng et al., 2009). De plus, l͛iŶhiďitioŶ de BeĐliŶ1 

chez le rat bloque la formation des autophagosomes et atténue l͛apoptose et les dommages 

neurodégénératifs dans le thalamus ipsilatéral après une oĐĐlusioŶ de l͛ACM (Xing et al., 2012). 

iii. L͛autophagie et la nécroptose 

L'apoptose n'est pas le seul mécanisme de mort cellulaire induite par l'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 modèle murin d͛oĐĐlusioŶ de 

l͛ACM (Degterev et al., 2005).  

Des travaux récents ont démontré que la nécroptose contribue à la mort neuronale et astrocytaire 

induite par l'ischémie, via uŶe aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie (Ni et al., 2018). En outre, l'inhibition de la 

nécroptose par la nécrostatine-1 diminue le taux de LC3-II ainsi que l'autophagie (Ni et al., 2018). 

D'autre part, uŶe iŶhiďitioŶ de l͛autophagie paƌ la 3-MA bloque la nécroptose neuronale dans un 

modèle d'ischémie cérébrale globale sévère (occlusion des 4 artères carotides communes durant 20 

minutes) (Wang et al., 2011). De la ŵġŵe ŵaŶiğƌe daŶs uŶ ŵodğle d͛isĐhĠŵie/ƌepeƌfusioŶ, la 

bafilomycine, un inhibiteur de la fusion autophagosome-lysosome, diminue la nécroptose (Ryan et 

al., 2018). L͛eŶseŵďle de Đes ƌĠsultats suggğƌeŶt Ƌue, daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue, l͛autophagie et la 

nécroptose sont liées, cependant le mécanisme sous-jacent reste inconnu. Toutefois l͛ĠƋuipe de 

Wang a montré en 2015 que suite à une ischémie cérébrale globale sévère, RIPK3 est surexprimé et 

transloqué du cytoplasme au noyau, des neurones de l͛hippoĐaŵpe CAϭ (B. Yin et al., 2015). La 

nécroptose ainsi activée conduit à la libération de la cathepsine-B par les lysosomes ; cette 
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libération étant un facteur de mort neuronale. Finalement, aussi ďieŶ l͛inhibition de la nécroptose 

(nécrostatine-1) que l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie ;ϯ-MA) diminue la mort cellulaire en empêchant la 

libération de la cathepsine-B (Wang et al., 2011; Yin et al., 2015).  

 

 

 

Figure 39 : SĐhĠŵa ƌĠĐapitulatif de la ŵoƌt Đellulaiƌe dĠpeŶdaŶte de l’autophagie daŶs l’AVC 
ischémique. 

Loƌs d͛uŶ AVC isĐhĠŵiƋue, l͛autophagie est aĐtiǀĠe paƌ AMPK ou paƌ la dissoĐiatioŶ de BĐl-2 et de 
Beclin1. L'activation des protéines RIPK1/RIPK3 par des récepteurs de mort, tels que Fas, TLR4 et TNFR1, 
est responsable de l'activation de la voie de la JNK, 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 
extrinsèque. RIPK1 est également impliqué dans l'apoptose intrinsèque (mitochondriale) via la libération 
du cytochrome c, qui active la caspase-9 et la capase-ϯ. D͛apƌğs Thieďaut et al., 2019. 
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EŶ ĐoŶĐlusioŶ, il est aujouƌd͛hui ĐlaiƌeŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale iŶduit de 

l͛autophagie daŶs les ŶeuƌoŶes, Toutefois, son rôle reste débattu. En effet, certaines études 

dĠŵoŶtƌeŶt daŶs des ŵodğles d͛AVC isĐhĠŵiƋue aussi bien in vitro et Ƌu͛in vivo Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de 

l͛autophagie est neuroprotectrice et diminue les lésions ischémiques. À l͛opposĠ, ĐeƌtaiŶes ĠƋuipes 

démontrent Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie faǀoƌise la ŵoƌt ŶeuƌoŶale et l͛ĠteŶdue des lĠsioŶs 

ischémiques. Pour appuyer ces résultats, de Ŷoŵďƌeuses ĠƋuipes oŶt iŶhiďĠ l͛autophagie et ŵoŶtƌĠ 

Ƌu͛uŶe diŵiŶutioŶ de l͛autophagie protégeait les neurones de la mort daŶs l͛isĐhémie cérébrale. Ces 

ƌĠsultats opposĠs Ŷous eŵpġĐheŶt aujouƌd͛hui de mettre en lumière le rôle pƌĠĐis de l͛autophagie 

daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue. 

III.   L’autophagie daŶs les diffĠƌeŶtes Đellules du paƌeŶĐhǇŵe ĐĠƌĠďƌal 

1. L’autophagie eŶdothĠliale daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue 

En 2015, Engelhardt et collaborateurs ont publié une étude caractérisant la réponse des cellules de 

la BHE suite à une hypoxie et à une ischémie. Ils ont montré qu͛uŶe ligŶĠe de cellules endothéliales 

microvasculaires cérébrales (brain microvascular endothelial cells, BMVEC) présentait une réponse 

et une sensibilité plus aĐĐƌue ă l͛OGD que les astrocytes et les péricytes. Cet effet est associé à la 

stabilisation de HIF-ϭα, ă la perturbation précoce du cytosquelette cellulaire et à l͛altération du 

métabolisme. De plus, contrairement aux cellules périvasculaires, les BMVECs sont incapables 

d'induire de l'autophagie. Ce travail a mis en lumière les réponses différentielles, des BMVECs et des 

cellules périvasculaires, ă l͛autophagie et ă l͛isĐhĠŵie, ainsi que l'impact potentiel de cet effet sur la 

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

Cependant, d͛autƌes Ġtudes réalisées sur des cultures primaires et non sur des lignées cellulaires 

contredisent ces résultats. Par exemple, Shi et collaborateurs ont observé une induction de 

l͛autophagie daŶs les BMVECs pƌiŵaiƌes souŵis ă uŶe OGD (Shi et al., 2016). Cette équipe a 

également démontré Ƌue l͛autophagie a uŶ ƌƀle ŶeuƌopƌoteĐteur dans un modèle rongeur 

d͛isĐhĠŵie/reperfusion. En résumé, l͛histoŶe dĠsaĐĠtǇlase ϵ atténue l͛autophagie ce qui contribue à 

la mort des BMVECs. De surcroit, le déficit en autophagie conduit à uŶe peƌte d͛eǆpƌessioŶ des 

jonctions serrées responsables d͛uŶe rupture de la BHE (Shi et al., 2016). Une étude publiée en 2014 

conforte ces résultats : daŶs uŶ ŵodğle d͛oĐĐlusioŶ de l͛ACM, le renforcement de l'autophagie par la 
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rapamycine et le lithium augŵeŶte l͛eǆpƌessioŶ de la protéine des jonctions serrées Zonula 

occludens-1 (ZO-1) et limite la rupture de la BHE ainsi que l'œdğŵe ĐĠƌĠďƌal. À l'iŶǀeƌse, la 3-MA 

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

À l͛opposĠ de tous Đes ƌĠsultats, Li et Đollğgues oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛autophagie contribue à la 

perméabilisation de la BHE suite à une oĐĐlusioŶ de l͛ACM chez les souris. Cette perméabilisation est 

due ă l͛altĠƌatioŶ des jonctions serrées et à la mort des cellules vasculaires, et est associée à une 

augmentation de l͛autophagie ;BeĐliŶϭ et LCϯͿ. Dans ce modèle la 3-MA a un effet neuroprotecteur 

(Li et al., 2013). 

2. L’autophagie gliale daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue 

Au cours de l'ischémie cérébrale, les cellules gliales, en particulier les astrocytes, jouent un rôle 

crucial. En effet, ils sont impliqués dans le transport de l'eau, l'homéostasie ionique, l'absorption du 

glutamate, la régulation du flux sanguin cérébral, l'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, apƌğs uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM, les cellules positives pour 

GFP-LC3 sont des neurones plutôt que des astrocytes ou des cellules microgliales (Tian et al., 2010), 

suggérant que les cellules gliales sont peut-être plus résistantes à l'autophagie induite par l'ischémie 

cérébrale. 

Néanmoins, quelques groupes signalent que l'ischémie peut induire une augmentation de 

l'autophagie dans les astrocytes (Engelhardt et al., 2015; Qin et al., 2010; Zhang et al., 2010). En 

2010, Qui et collègues ont montré que les autophagosomes commencent à apparaître dans les 

astrocytes situés dans le cortex ischémié 1 heure après uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM. Le nombre de 

lysosomes augmente, quant à lui, de manière significative 6 heures après l͛oĐĐlusioŶ de l͛ACM (Qin 

et al., 2010). En outre, ils ont observé dans les astrocytes, une augmentation de l'expression de LC3-

II, Beclin-1, LAMP2 et de la cathepsine-B lysosomale. Par ailleurs, la 3-MA et la Bafilomycine 

diminuent l'autophagie, l'apoptose et la nécrose induites par l'ischémie, ce qui suggère que les voies 

autophagiques induites par l'ischémie contribuent à la mort astrocytaire (Qin et al., 2010). Les 

résultats obtenus par Ni et collaborateurs concordent bien avec l'effet délétère de l'autophagie 

astƌoĐǇtaiƌe daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue: une suppression de RIP1K ou un traitement à la nécrostatine-1 
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diminue l'autophagie et atténue la mort nécrotique astrocytaire dans le cortex ischémié. Loƌs d͛uŶ 

AVC ischémique, l͛autophagie et la ŶĠĐƌose s͛assoĐieŶt pouƌ iŶduiƌe uŶe ŵoƌt astƌoĐǇtaiƌe (Ni et al., 

2018). De plus, suite ă uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM, la breviscapine fournit une neuroprotection dans la 

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

À l͛opposĠ de Đes ƌĠsultats, Kasprowska et collaborateurs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛autophagie astƌoĐǇtaiƌe 

est un mécanisme neuroproteĐteuƌ daŶs l͛OGD. EŶ effet, uŶe iŶhiďitioŶ de l͛autophagie Đause uŶe 

apoptose après une OGD courte. À l͛iŶǀeƌse, eŶ aďseŶĐe d͛autophagie, des teŵps loŶgs d͛OGD 

induisent une nécrose astrocytaire (Kasprowska et al., 2017). Paƌ ailleuƌs, l͛iŶhiďitioŶ d͛AMPK, paƌ 

l͛utilisatioŶ de siRNA, attĠŶue l͛autophagie et diŵiŶue la ǀiaďilitĠ des astƌoĐǇtes souŵis ă uŶe OGD 

(Gabryel et al., 2014). L͛utilisatioŶ d͛uŶ ǀiƌus adĠŶo-associé GFAP (glial fibrillary acidic protein)-Atg7 

aĐĐeŶtue l͛autophagie daŶs les astƌoĐǇtes et diŵiŶue l͛apoptose ŶeuƌoŶale dans une co-culture 

neurone/astrocyte exposée à une OGD. De la même manière, l͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie Đhez la 

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

En ce qui concerne les cellules microgliales et les oligodendrocytes, leur implication dans 

l͛autophagie iŶduite paƌ uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale Ŷ͛est pas réellement claire. En fait, ceci ne fait 

l͛oďjet Ƌue de quelques publications récentes. En 2014, Yang et collaborateurs ont montré que la 

sténose permanente de l'artère carotide commune aĐĐeŶtue l͛autophagie dans les cellules 

microgliales. L'inhibition de l'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 

oĐĐlusioŶ de l͛ACM (Yang et al., 2015).  

Il a étĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l'aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie daŶs les oligodendrocytes peut jouer un rôle 

crucial dans les lésions de la moelle épinière (Mei et al., 2019), la démyélinisation (Smith et al., 

2013) et l'atrophie à systèmes multiples (Kaji et al., 2018), mais son rôle dans l'ischémie cérébrale 

n'a encore jamais été étudié. 

IV.   La ŵitophagie daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue 

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

Zhang et collègues ont montré, en microscopie électronique, que des mitochondries endommagées 
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étaient emmagasinées au sein des autophagosomes dans la pénombre ischémique à la suite d͛uŶe 

oĐĐlusioŶ de l͛ACM. Ils ont également montré que l'inhibition de la clairance mitochondriale, par 

uŶe suppƌessioŶ de l͛autophagie ;ϯ-MA et dĠlĠtioŶ d͛Atg7), aggrave la mort neuronale induite par 

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

Au cours de l'ischémie, la fragmentation des mitochondries est provoquée par la Drp1 (dynamin-

related protein 1). En conséquence, l'inhibition de Drp1 perturbe la fission mitochondriale et 

contribue à l'accumulation de dommages mitochondriaux. Chez le rat, les mitochondries 

endommagées favorisent la génération de ROS, la libération du cytochrome c et l'activation de la 

caspase-3 ĐoŶtƌiďuaŶt ă l͛augŵeŶtatioŶ du volume de l'infarctus et ă l͛aggƌaǀatioŶ des lésions 

cérébrales (Zuo et al., 2014).  

Plusieurs études concluent en l͛effet ďĠŶĠfiƋue de la ĐlaiƌaŶĐe ŵitoĐhoŶdƌiale (Wang et al., 2019; 

Zheng et al., 2019). En outre, la rapamycine augmente significativement la mitophagie et réduit le 

ǀoluŵe de l͛iŶfaƌĐtus Đhez le ƌat (Li et al., 2014). Une activation de la mitophagie dépendante de 

PARK2 permet, par ailleurs, une extension de la fenêtre de reperfusion (Shen et al., 2017). À 

l͛iŶǀeƌse, loƌs d͛uŶe isĐhĠŵie cérébrale, la suppression de PARK2 aggrave la mort des cellules 

neuronales (Zhang et al., 2013). L͛eŶseŵďle de Đes résultats suggère qu͛eŶ ĐoŶditioŶ d͛AVC 

ischémique, PARK2 joue un rôle essentiel daŶs l͛effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ de la ŵitophagie. Cependant, 

il seŵďleƌait Ƌu͛eŶ Đas d͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, le récepteur mitochondriale NIX (ou BNIP3L) soit 

Đapaďle d͛iŶduiƌe la ŵitophagie de façon indépendante de PARK2. En effet, la phosphorylation de 

NIX (Ser81) est responsable de la mitophagie induite par l'ischémie-reperfusion et de ses effets 

neuroprotecteurs (Yuan et al., 2017). 

À l'inverse, certains papiers reportent que la mitophagie peut être un mécanisme délétère lors 

d͛uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. EŶ outƌe, l͛adŵiŶistƌatioŶ de ĐaƌŶosiŶe inhibe la mitophagie et protège les 

cellules loƌs d͛uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM. L͛effet de carnosine passe par une diminution de la 

phosphorylation de Drp1 et par une baisse de l͛eǆpƌessioŶ de PaƌkiŶ (Baek et al., 2014). De ce fait, 

les récepteurs mitochondriaux BNIP3 et NIX soŶt ƌespoŶsaďles d͛uŶe ŵitophagie eǆĐessiǀe loƌs 

d͛uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. Leuƌs suppressions atténuent la ŵitophagie et l͛apoptose ŶeuƌoŶale (Shi 

et al., 2014). Enfin, un flavonoïde : le kaempférol diminue la phosphorylation Drp1 via l'activation 
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d͛Akt. EŶ ĐoŶsĠƋueŶĐe, la fission mitochondriale est diminuée protégeant ainsi les neurones des 

lésions ischémiques induites par le succinate daŶs les ŶeuƌoŶes eǆposĠs ă l͛OGD (Wu et al., 2017). 

V.   Le stƌess oǆǇdatif, l’iŶflaŵŵatioŶ et l’autophagie daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue 

Le stress oxydatif est déclenché par une accumulation abondante de ROS dans la cellule et 

conduit à la transcription du facteur NF-κB et à la production de TNF-α et d͛IL-6. Ces événements 

favorisent la réponse inflammatoire. A la suite d͛uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, une réponse inflammatoire 

est observée et cette dernière est ĠtƌoiteŵeŶt liĠe ă l͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie (Li et al., 2017; 

Rodrigo et al., 2013). 

Une étude récente a montré que dans les cellules de la lignée myéloïde, l'autophagie joue un rôle 

crucial pendant l'ischémie cérébrale. Les souris ayant une dĠfiĐieŶĐe de l͛autophagie daŶs Đes 

cellules présentent une inflammation exacerbée et prolongée, conduisant à un volume d'infarctus 

plus iŵpoƌtaŶt. La lĠsioŶ iŶitiale Ŷ͛est ĐepeŶdaŶt pas diffĠƌeŶte paƌ ƌappoƌt ă des souƌis sauǀages 

(Kotoda et al., 2018). 

Par ailleurs, la rapamycine, en augmentant l'autophagie, atténue le taux élevé de ROS et l͛apoptose 

des BMVECs suite ă uŶe OGD et ă uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM. À l'iŶǀeƌse, l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie 

favorise l'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 protège du stress oxydatif en 

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

Un traitement anti-inflammatoire favorise également l͛autophagie 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 

l͛ACM. Les molécules ont entraîné une augmentation de Beclin1 et de Mcl-1 (Induced myeloid 

leukemia cell differentiation proteinͿ aiŶsi Ƌu͛une réduction de l'apoptose et du volume de 

l͛infarctus (Yang et al., 2015). Enfin, le resvératrol, connu pour ses propriétés anti-inflammatoires et 

anti-oxydantes, renforce l'autophagie dépendante de la sirtuine 1 et protège contre 

l'ischémie/reperfusion cérébrale (He et al., 2017). L͛eŶseŵďle de Đes doŶŶĠes démontre l͛effet 

pƌoteĐteuƌ daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue, de l'induction de l'autophagie paƌ l͛utilisatioŶ de molécules anti-

inflammatoires et anti-oxydantes. 
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En revanche, il existe également des études sur les effets délétères de l'autophagie associé au stress 

oxydatif lors d'un AVC ischémique. En effet, dans les cultures de tranches d'hippocampe exposées à 

une OGD, l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie contribue à la mort cérébrale. Dans cette étude, l͛autophagie 

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

VI.   Le stress du réticulum endoplasmique et de l’autophagie daŶs l’AVC 

ischémique 

L͛hoŵĠostasie pƌotĠiƋue, esseŶtielle pouƌ le ďoŶ foŶĐtioŶŶeŵeŶt et la suƌǀie de la cellule, est 

pƌiŶĐipaleŵeŶt ƌĠgulĠe paƌ la ǀoie UPR et l͛autophagie. L͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale est ďieŶ ĐoŶŶue pouƌ 

induire une altération de la protéostasie (Wang and Yang, 2019) aiŶsi Ƌu͛uŶe aĐtiǀatioŶ de 

l͛autophagie et du stƌess du réticulum endoplasmique via la voie UPR (Thiebaut et al., 2019). 

Loƌs d͛uŶ AVC isĐhĠŵiƋue, la dérégulation de l'homéostasie calcique dans le RE entraîne une 

altĠƌatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ des ĐhapeƌoŶŶes et l'activation de l'UPR. Il a été montré dans de nombreux 

ŵodğles Ƌue l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale iŶduisait uŶ stƌess du RE (Thiebaut et al., 2019) responsable de 

l'arrêt de la traduction des protéines (Hayashi et al., 2003; Kumar et al., 2003). Ce mécanisme 

implique l'activation de PERK (Li et al., 2005; Rissanen et al., 2006) qui phosphoryle le facteur 

d'iŶitiatioŶ de la tƌaduĐtioŶ, eIFϮα, Đe Ƌui attĠŶue la sǇŶthğse de nouvelles protéines (Althausen et 

al., 2001; Nakka et al., 2010). EŶ outƌe, l͛eǆpƌessioŶ de CHOP est aussi augŵeŶtĠe loƌs d͛uŶe 

ischémie cérébrale (Hayashi et al., 2003; Osada et al., 2009; Qi et al., 2004). De la même manière, le 

seŶseuƌ IREϭ est aĐtiǀĠ daŶs le Đoƌteǆ ĐĠƌĠďƌal de souƌis aǇaŶt suďi uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM 

(Morimoto et al., 2007; Tajiri et al., 2004). L͛aĐtiǀatioŶ du tƌoisiğŵe seŶseuƌ, ATFϲ, ƌeste aujouƌd͛hui 

peu décrit (Kumar et al., 2003; Rissanen et al., 2006). L͛aĐtiǀatioŶ du stƌess du RE et de l͛UPR daŶs 

l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale est assoĐiĠe ă uŶe ŵoƌt Đellulaiƌe (Benavides et al., 2005; Louessard et al., 

2017; Tajiri et al., 2004). EŶ ĐoŶsĠƋueŶĐe, l͛iŶhiďitioŶ du stƌess du RE seŵďle ġtƌe uŶe Điďle 

thérapeutique potentielle pour diminuer la mort cellulaire induite par une ischémie cérébrale 

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

Comme Ŷous l͛aǀoŶs vu, il eǆiste des lieŶs iŵpoƌtaŶts eŶtƌe le stƌess du RE et l͛autophagie. EŶ outƌe, 

le RE est une plateforme pour la formation des autophagosomes. Par ailleurs, le stress du RE, via 
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l͛aĐtiǀatioŶ des diffĠƌeŶtes ďƌaŶĐhes de l͛UPR, peut induire l͛autophagie (voir Partie C.IV.2.d. Le 

stress du réticulum endoplasmique). 

DaŶs uŶ ŵodğle ŵuƌiŶ d͛oĐĐlusioŶ de l͛ACM, les marqueurs du stress du RE et de l͛autophagie 

augmentent, suggérant une double activation des deux processus (Feng et al., 2017). Loƌs de l͛Ġtude 

de la protéostasie daŶs l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, il seŵďle doŶĐ iŵpoƌtaŶt de pƌġteƌ attention aux deux 

phénomènes. 

Certaines études démontrent également une action de l'autophagie sur le stress du RE. En effet, 

l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie daŶs uŶ ŵodğle d͛oĐĐlusioŶ de l͛ACM chez le rat modifie la réponse au 

stress du RE et conduit à la stimulation de l'apoptose et à l'élargissement de l'infarctus cérébral 

(Zhang et al., 2018). De même, Carloni et collaborateurs montrent Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie 

induit une réduction du stress du RE et une meilleure protection après une hypoxie-ischémie 

néonatale (Carloni et al., 2014). Une explication possible pourrait être que CHOP induit la mort 

cellulaire en inhibant l'autophagie (Lei et al., 2017). Cela a été démontré dans les cellules de 

carcinome hépatocellulaire, où un inducteur du stress du RE, la tunicamycine, augmente l'apoptose. 

À l͛iŶǀeƌse, une activation de l'autophagie diminue l'apoptose induite par le stress du RE (Lei et al., 

2017). Cependant, cette hypothèse doit être confirmée dans des neurones soumis à une 

hypoxie/ischémie. 

Enfin, il a été rapporté que le stress du RE provoquait la translocation des chaperonnes du RE à la 

membrane plasmique. Grp78 est la chaperonne la mieux décrite pour ce mécanisme. En effet, en 

cas de stress, Grp78 peut se retrouver à la surface de la cellule et agir comme un co-récepteur 

(Gonzalez-Gronow et al., 2009), avec des rôles dans l'autophagie, le cancer et la neuroprotection 

(Casas, 2017). Fait intéressant, au niveau de la membrane plasmique, Grp78 peut réguler 

l'autophagie par au moins deux mécanismes: en activant la voie PI3K/Akt (Liu et al., 2013); et en 

s'assoĐiaŶt au ƌĠĐepteuƌ αϮ-macroglobuline pour activer la signalisation mTOR (Misra and Pizzo, 

2012). EŶ ĐoŶditioŶ d͛OGD, Grp78 se trouve également à la surface neuronale et sa liaison au tPA 

entraîne une diminution de l'activation du stress du RE et une neuroprotection (Louessard et al., 

2017).  

En résumé, loƌs d͛uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, le tPA ,d͛uŶe paƌt, favorise la conversion du plasminogène 

en plasmine et, d͛autƌe paƌt, diminue le stress du RE en interagissant avec Grp78 à la surface de la 
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cellule (Louessard et al., 2017). Le ƌƀle du tPA suƌ l͛autophagie duƌaŶt l͛AVC isĐhĠŵiƋue Ŷ͛a 

cependant pas encore été étudié. Par ailleurs, il a dĠjă ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGD, le tPA 

protégeait les neurones de la moƌt eŶ aĐtiǀaŶt l͛aǆe ŵTORCϭ/pϳϬS6k 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 manière dépendante de mTOR et de 

JAK (janus kinases)-STAT (signal transducers and activators of transcription), un système de 

transduction de signal composé d'un récepteur trans-membranaire, couplé à une enzyme JAK et une 

protéine STAT (Grummisch et al., 2016). EŶ ƌĠsuŵĠ, ďieŶ Ƌue le ƌƀle du tPA daŶs l͛autophagie Ŷ͛ait 

pas ĠtĠ ĠtudiĠ, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il Ġtait Đapaďle de ŵoduleƌ la sigŶalisatioŶ ŵTOR, uŶ aǆe 

important dans la régulation de l͛autophagie. 



 112 Introduction - L’autophagie daŶs l’AVC isĐhĠŵiƋue 
  

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. 

De Ŷoŵďƌeuses Ġtudes oŶt ƌepoƌtĠ uŶe aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie daŶs les ŶeuƌoŶes et daŶs 
les cellules gliales du parenchyme ischémié. Aujouƌd͛hui, ŵalgƌĠ l͛ĠǀideŶĐe de son activation, 
le ƌƀle de l͛autophagie daŶs l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale ƌeste eŶĐoƌe dĠďattu.   
Loƌs d͛uŶ AVC isĐhĠŵiƋue, l͛autophagie peut être un mécanisme protecteur permettant la 
clairance de la cellule notamment en dégradant les agrégats protéiques et les mitochondries 
endommagées. Cependant, d͛autƌes Ġtudes dĠŵoŶtƌeŶt uŶ effet dĠlĠtğƌe de l͛autophagie. 
Par exemple, dans de nombreux modèles aŶiŵauǆ, suite ă uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM, 
l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie eǆaĐeƌďe la ŵoƌt Đellulaiƌe et augŵeŶte le ǀoluŵe de lĠsioŶ. À 
l͛iŶǀeƌse, l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie seŵďle diŵiŶueƌ les doŵŵages ĐĠƌĠďƌauǆ. De plus, les 
animaux déficients pour certaines protéines Atg présentent des lésions ischémiques moins 
importantes que les souris sauvages.  

Cette diffĠƌeŶĐe pouƌƌait s͛eǆpliƋueƌ paƌ les ŵodğles utilisĠs. Paƌ eǆeŵple, uŶe isĐhĠŵie 
ŵodĠƌĠe iŶduiƌait uŶe aĐtiǀatioŶ ŵodĠƌĠe de l͛autophagie. Cette autophagie permettrait la 
clairance des protéines agrégées et des organites endommagés dans les cellules du  
paƌeŶĐhǇŵe isĐhĠŵiĠ, pƌotĠgeaŶt aiŶsi les Đellules de la ŵoƌt. À l͛iŶǀeƌse, daŶs des ŵodğles 
où l͛isĐhĠŵie est tƌop sĠǀğƌe, l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie serait aberrante et induirait une 
dégradation trop importante des protéines et des organites, provoquant la mort cellulaire. 
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Projet de thèse 

L͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale iŶduit uŶe altération de la protéostasie qui se traduit par une activation de 

l͛autophagie et par un stress du RE via l͛activation de la voie UPR. Bien que la thrombolyse soit 

utilisée comme traitement dans la phase aigüe de l͛AVC, soŶ effet suƌ la protéostasie Ŷ͛est pas 

décrit. Ainsi, une étude réalisée au laboratoire, eŶ ϮϬϭϳ a ĠtudiĠ l͛effet du tPA suƌ le stƌess du RE 

daŶs uŶ ŵodğle d͛OGD (Louessard et al., 2017).  

L͛Ġtude ͞Activation of cell surface Grp78 decreases endoplasmic reticulum stress and neuronal 

death͟ a montré que : 

 Le tPA protège les ŶeuƌoŶes de la ŵoƌt iŶduite paƌ l͛OGD. 

 L͛effet du tPA est dépendant de son interaction avec Grp78 à la membrane plasmatique. 

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

la phosphoƌǇlatioŶ d͛eiF2α. 

A l͛iŶstaƌ du stƌess du RE, l͛autophagie est aĐtiǀĠe loƌs de l͛AVC isĐhĠŵiƋue, cependant, son rôle fait 

l͛oďjet d͛uŶ dĠďat. CeƌtaiŶs gƌoupes ƌepoƌteŶt uŶ effet dĠlĠtğƌe de l͛autophagie aloƌs Ƌue d͛autƌes 

groupes démontrent son rôle protecteur. L͛effet du tPA sur ce processus Ŷ͛a pas eŶĐoƌe ĠtĠ dĠĐƌit ă 

ce jour. Néanmoins, des études ont démontré la capacité du tPA à 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 modèle in vitro d͛AVC isĐhĠŵiƋue (l͛OGD), que le tPA diminuait la mort 

neuronale de type excitotoxique en activant mTOR. Le complexe mTORC1 activé favorise alors 

l͛aĐĐuŵulatioŶ du faĐteur HIF1-α aiŶsi Ƌue la recapture du glucose via le transporteur GLUT3 (Wu et 

al., 2012). De plus, la même équipe a démontré en 2012 la capacité du tPA à activer AMPK en cas de 

stress métabolique afiŶ d͛iŶduiƌe uŶe ƌeĐapture neuronale du glucose (Wu et al., 2013). De manière 

intéressante, Đes Ġtudes dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue le tPA est Đapaďle d͛aĐtiǀer AMPK et mTOR, deux 

protéines impliquées dans la régulation de l͛autophagie. 

ÉtaŶt doŶŶĠ Ƌue l͛autophagie est uŶ pƌoĐessus iŵpoƌtaŶt daŶs l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale et que le tPA est 

couramment utiliser comme traitement dans la phase aigüe de l͛AVC ischémique, mes travaux de 

thèse ǀiseŶt ă ĐaƌaĐtĠƌiseƌ l͛effet du tPA suƌ l͛autophagie loƌs d͛uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. 
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Pour atteindre cet objectif, des ŶeuƌoŶes pƌiŵaiƌes d͛eŵďƌǇoŶs de souƌis sont soumis durant 1 

heure à une OGD. La pĠƌiode d͚OGD est suivie d͛uŶe pĠƌiode de ƌĠoǆǇgĠŶation durant laquelle 

neurones sont remis en condition de normoxie.  

Ainsi le projet de ma thèse est de répondre aux questions suivantes:  

 Est-Đe Ƌue Ŷotƌe ŵodğle d͛OGD iŶduit uŶe aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie?  

 Le tPA favorise-t-il ou inhibe-t-il l͛autophagie? Si oui, Ƌuelles soŶt les ǀoies iŵpliƋuĠes?  

 L͛autophagie est-elle délétère ou protectrice dans notre modèle?  

Ces travaux ont donné lieu à la ƌĠdaĐtioŶ d͛uŶe puďliĐatioŶ : ͞The serine protease tPA protects 

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

en cours de préparation. 
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Résultats 

Article 1: ͞An unsuspected partner for IGF-1R decreases ischemia-induced 

neuronal death by inhibiting autophagy͟ 

Titre : La serine protéase tPA protège les neurones de l͛isĐhĠŵie eŶ diŵiŶuaŶt l͛autophagie ă tƌaǀeƌs 

la voie d͛IGF-1R/PI3K/mTOR. 

Contexte bibliographique : L'ischémie cérébrale est une pathologie complexe impliquant une 

cascade de mécanismes cellulaires qui conduisent, entre autres, à une augmentation de 

l͛autophagie daŶs les ŶeuƌoŶes. BieŶ Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue soit 

aujouƌd͛hui uŶ fait aǀĠƌĠ, le ƌƀle de l'activateur tissulaire du plasminogène (tPA ; médicament utilisé 

daŶs la phase aigüe de l͛AVC isĐhĠŵiƋue et Ŷeuƌoŵodulateuƌ du sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ ĐeŶtƌalͿ Ŷ͛a 

jamais été décrit. Le tPA est une sérine protéase initialement découverte dans le compartiment 

vasculaire jouant un rôle important dans la fibrinolyse. Mais le tPA est aussi exprimé dans le 

parenchyme cérébral où il intervient dans le système glutamatergique, la plasticité synaptique et la 

survie neuronale. Ici, nous avons étudié l'effet moléculaire de l'activateur du plasminogène de type 

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

Matériels et méthodes : Nous avons utilisé un modèle in vitro d'ischémie cérébrale consistant à 

sevrer en oxygène et en glucose (OGD) puis à réoxygéner des neurones corticaux primaires murins 

avec ou sans tPA. 

Résultats : Nous avons montré, dans un premier temps, Ƌue l͛OGD iŶduisait de l͛autophagie via une 

diŵiŶutioŶ de l͛aǆe PIϯK/Akt/ŵTORCϭ ; ici l'autophagie est caractérisée par une augmentation de 

LC3-II (Light Chain 3-II) et une diminution du récepteur cargo pϲϮ. Nous aǀoŶs eŶsuite ĠtudiĠ l͛effet 

du tPA suƌ l͛autophagie iŶduite paƌ l͛OGD. Nos résultats démontrent que le tPA protège les 

ŶeuƌoŶes de la ŵoƌt iŶduite paƌ l͛OGD eŶ ƌĠduisaŶt l͛autophagie via l͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ du 

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

Conclusion : Ces résultats montrent que le tPA protège les neurones de la mort cellulaire induite par 

OGD en diminuant l'autophagie via l͛aǆe IGF-1R/PI3k/Akt/mTORC1.  
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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/PI3k/Akt/mTOR pathway. 

 

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

aďuŶdaŶt foƌŵ of autophagǇ, ǁe ǁill ƌefeƌ to as ͞autophagǇ͟ iŶ 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 Atg13 and ULK1/2. This 

inhibits ULK1/2 kinase activity, leading to an inhibition of autophagy [22]. Under pathological 
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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 

iŵpliĐated iŶ autophagǇ ŵodulatioŶ aŶd tPA͛s iŶteƌaĐtioŶs. 
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MATERIAL AND METHODS 

Reagents 

DulďeĐĐo͛s ŵodified eagle͛s ŵediuŵ ;DMEMͿ, polǇ-D-lǇsiŶe, ĐǇtosiŶe β-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 (Illkirch-

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 

;Ϭ.ϭ ŵg/ŵlͿ aŶd laŵiŶiŶ ;Ϭ.ϬϮ ŵg/ŵlͿ, iŶ DMEM suppleŵeŶted ǁith ϱ% foetal ďoǀiŶe seƌuŵ, ϱ% 

hoƌse seƌuŵ aŶd ϭ ŵM glutaŵiŶe. Cultuƌes ǁeƌe ŵaiŶtaiŶed at ϯϳ °C iŶ a huŵidified ϱ% CO2 

atŵospheƌe. CǇtosiŶe β-D-aƌaďiŶoside ;ϭϬ μMͿ ǁas added afteƌ ϯ daǇs iŶ ǀitƌo ;DIVͿ 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% O2, 5% CO2 aŶd ϯϳ °C iŶ 

glucose/serum-free deoxygenated DMEM. For reoxygenation, media were switched to oxygenated 

DMEM completed with D-gluĐose ;ϰ.ϱ ŵg/lͿ uŶdeƌ ŶoƌŵoǆiĐ ĐoŶditioŶs. CoŶtƌols ǁeƌe suďjeĐted to 

sham washes. 
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Neuronal death 

Neuronal death was ƋuaŶtified ϰ h afteƌ ƌeoǆǇgeŶatioŶ ďǇ ŵeasuƌiŶg the laĐtate dehǇdƌogeŶase 

(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 (Illumina) and sequenced on an Illumina GAIIx 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 II 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 (Illumina). Data were 

processed with Bcl2fastq (Illumina). 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 

ϱ ŵiŶ iŶ Ϭ.ϭ M PBS ĐoŶtaiŶiŶg ϰ% paƌafoƌŵaldehǇde aŶd ϱ% suĐƌose. Afteƌ PBS ǁashes, Đells ǁeƌe 

ďloĐked foƌ ϭ h iŶ PBS-TǁeeŶϮϬ Ϭ.ϭ% ĐoŶtaiŶiŶg Ϯ% BSA aŶd theŶ iŶĐuďated oǀeƌŶight at ϰ °C iŶ 

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-
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Đoupled seĐoŶdaƌǇ F;aď͛ͿϮ ;ϭ : ϴϬϬ; JaĐksoŶ IŵŵuŶoReseaƌĐhͿ. CoŶfoĐal laseƌ-scanning microscopy 

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

Immunoblotting 

Cells were dissociated in ice-Đold TNT ďuffeƌ ;ϱϬ ŵM Tƌis-HCl pH ϳ.ϰ; ϭϱϬ ŵM NaCl; Ϭ.ϱ% TƌitoŶ X-

ϭϬϬ; phosphatase aŶd pƌotease iŶhiďitoƌs ĐoĐktailsͿ aŶd ĐeŶtƌifuged ;ϭϮ,ϬϬϬ g, ϰ °C, ϭϱ 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 aŶd iŶĐuďated oǀeƌŶight at ϰ °C iŶ 

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 Ser2448 (1/1000; Cell Signalling #2971), rabbit anti-Phospho-mTOR Ser2481 

(1/1000; Cell Signalling #2974), rabbit anti-Akt (1/1000; Cell Signalling #9272), rabbit anti-phospho 

Akt Ser473 (1/1000; Cell Signalling #9271), rabbit anti-ULK1 (1/1000; Cell Signalling #8054), rabbit 

anti-phospho ULK1 Ser757 (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) (Thr202/Tyr204) (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].  
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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 (OGDreox) or not (Ctrl) to 1 hour of OGD followed by 4 hours 

of reoxygenation (OGDreox) in the presence or not of tPA (300nM). In total 5383 genes are 

differentially expressed in the Ctrl versus OGDreox condition, 5126 in the Ctrl versus OGDreox + tPA 

condition and 229 in the OGDreox versus OGDreox + tPA condition (Figure 1A). The enrichment 

pathway analysis (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; KEGG analysis) shows 33 pathways 

differentially expressed between Ctrl / OGDreox / OGDreox + tPA (Table 1). Among them, 5 are linked 

to OGDreox 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 OGDreox 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 OGDreox, 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 

OGDreox modifies the expression of 15 genes in the PI3K-Akt pathway compared to OGDreox 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 OGDreox 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 OGDreox 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 OGDreox, 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 OGDreox in 

the presence or not of tPA (Figure 2A). We studied the autophagic flux by measuring the levels of 
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both LC3-II (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-II increases following OGDreox (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 OGDreox 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 OGDreox 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 OGDreox-induced 

autophagy. tPA decreases the number of autophagosomes as shown by LC3-II western blots (42.4% 

reduction compared to OGDreox; 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 OGDreox; Figure 2E). This demonstrates that tPA decreases 

autophagosome formation in neurons following OGDreox. During OGDreox, tPA also decreases 

organites/proteins degradation in autolysosomes as shown by the increase of p62 (71.6% increase 

compared to OGDreox; 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 OGDreox (Figure 2F, 2G). However, the lowest dose of tPA (0.3nM) decreases 

autophagosome formation as shown by LC3-II western blot (27.7% reduction compared to OGDreox; 

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 OGDreox, 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 

activity by phosphorylating ULK1 Ser757. ULK1 is a protein needed in the early steps of 

autophagosome biogenesis [22]. Conversely, when mTORC1 activity is low, under metabolic stress 
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for example, ULK1 Ser757 is dephosphorylated and ULK1 complex kinase activity is restored, 

conducing to autophagy activation [22, 24]. Here, we measured the levels of phosphorylated 

mTORC1 (Ser2448; p-mTORC1) following OGDreox (Figure 3A). We observe a decrease in p-mTORC1 

under OGDreox (62.4% reduction compared to Ctrl; Figure 3A) reflecting an increase of autophagy, as 

observed in Figure 2. OGDreox also leads to a decrease of p-ULK1 (Ser757) (57.8% reduction compared 

to Ctrl; Figure 3B). During OGDreox, tPA prevents the decrease of p-mTORC1 (95.5% increase 

compared to OGDreox; Figure 3A) and p-ULK1 decrease (82% increase compared to OGDreox; 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 OGDreox 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 OGDreox; Figure 3B). 

Beclin1 is another signalling pathway able to promote autophagy [25, 43]. We then checked if the 

level of Beclin1 was impacted or not by OGDreox. Our western blot analysis shows that levels of 

Beclin1 are not affected by OGDreox or by tPA (Figure 3D), suggesting that only mTORC1 is implicated 

in the induction of autophagy during OGDreox.  

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 OGDreox 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 OGDreox 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 OGDreox; and 83.5% increase 

compared to OGDreox; 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 OGDreox, 
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SCH77 alone (5 µM) does not modify the increase of autophagic flux as shown by the unchanged 

levels of increased LC3-II (non-significant compared to OGDreox; and 99.6% increase compared to 

Ctrl; Figure 4C) and the unchanged levels of p62 degradation (non-significant compared to OGDreox; 

and 48.4% reduction compared to Ctrl; Figure 4F). When added with tPA, SCH77 reverses neither 

the drop of LC3-II (non-significant compared to tPA; and 41.5% reduction compared to OGDreox; 

Figure 4D), nor the increase of p62 (non-significant compared to tPA; and 38% increase compared to 

OGDreox; Figure 4D).  

Regarding Akt signalling, A6730 alone (10 µM) has no effects on both LC3-II (non-significant 

compared to OGDreox; and 77.7% increase compared to Ctrl; Figure 4E) and p62 (non-significant 

compared to OGDreox; and 66.7% decreased compared to Ctrl; Figure 4F) during OGDreox. However 

when added with tPA, A6730 reverses the decrease of LC3-II (23.8% increase compared to tPA 

alone; and non-significant compared to OGDreox; Figure 4E). Moreover, A6730 also reverses the 

increase of p62 induced by tPA during OGDreox (46.6% reduction compared to tPA alone; and non-

significant compared to OGDreox; Figure 4F). Taken altogether, these data suggest that OGDreox leads 

to the decrease of both p-Erk and p-Akt, leading to p-mTORC1 inhibition and autophagy activation 

during OGDreox. 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-II (non-significant compared to OGDreox; and 91.1% increase compared to 

Ctrl; Figure 4G) and the unchanged levels of p62 degradation (non-significant compared to OGDreox; 

and 61.6% reduction compared to Ctrl; Figure 4H). In the presence of tPA, Wort almost reverses the 

decrease of LC3-II (31.2% increase compared to tPA alone, p=0.051; and non-significant to OGDreox; 

Figure 4G) and almost restores the degradation of p62 (26.8% reduction compared to tPA alone, 

p=0.055; and non-significant compared to OGDreox; 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 
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kinase receptor, as the effeĐtoƌ of tPA͛s effeĐts duƌiŶg OGDreox 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 OGDreox conditions, PPP (100 nM) slightly exacerbates the decrease of p-Akt 

(68.5% reduction compared to Ctrl; and 32.3% reduction compared to OGDreox; Figure 5A). However, 

PPP has no effects by itself on mTORC1 (non-significant compared to OGDreox; and 37.5% reduction 

compared to Ctrl; Figure 5B) and on autophagic flux, including LC3-II conversion (non-significant 

compared to OGDreox; and 84.6% increase compared to Ctrl; Figure 5C) and p62 degradation (non-

significant compared to OGDreox; 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 OGDreox 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 OGDreox; 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 OGDreox; Figure 5C) and p62 degradation is restored (34.4% 

reduction compared to tPA alone; and non-significant compared to OGDreox; 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 OGDreox. AG1478 alone reverses LC3-II 

conversion induced by OGDreox (43.5% reduction compared to OGDreox; and non-significant 

compared to Ctrl; Figure 5E) but has no effect on p62 level (non-significant compared to OGDreox; 

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-II conversion (non-significant compared to tPA alone; and 23.7% reduction compared to 

OGDreox; Figure 5E) and increase p62 level (tPA+AG1478: non-significant compared to tPA alone; 

65.9% increase compared to OGDreox; Figure 5F). 

Taken altogether, our data show that tPA mediates its effects on autophagy through its ability to 

activate PI3K/Akt/mTORC1 signalling via IGF-1R. 
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tPA protects neurons from cell death by decreasing autophagy through IGF-1R/PI3k/Akt/mTORC1. 

It is well known that OGDreox 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 OGDreox. Our results show that autophagy inhibition with different dose of 

Chloroquine protects neurons from OGDreox-induced cell death in a dose dependent manner 

(Chloroquine 50 µM: 14.7% reduction of cell death compared to OGDreox; Chloroquine 100 µM: 

19.4% reduction of cell death compared to OGDreox; Chloroquine 200 µM: 33.5% reduction of cell 

death compared to OGDreox; Figure 6A). Like Chloroquine, tPA protects neurons from OGDreox-

induced neuronal death (a mean of 17.2% reduction of cell death compared to OGDreox; 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 OGDreox: 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 OGDreox: 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 OGDreox: 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. 
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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 (ODGreox). We show that OGDreox provokes a drop of both Erk and Akt signalling, 

leading to a decrease of phosphorylation of mTORC1, 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 OGDreox-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 OGDreox and in the presence or not of tPA. It was first reassuring to see that clearly known 

OGDreox-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 OGDreox, and interestingly both upstream pathways (MAPK, PI3K/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 OGDreox 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-II and to increase p62 under OGDreox 

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]. 



 130 Résultats - Article 1 

Our data show that Beclin1 is not involved in OGDreox-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 Beclin1 [33, 44], interestingly this form of autophagy 

is associated to cell death [47, 59]. OGDreox also decreases the phosphorylation of mTORC2. mTORC2 

is characterized by the binding of mTOR to Rictor, which activates and phosphorylates Akt at Ser473 

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 OGDreox.  

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 (iŶsuliŶ‐like gƌoǁth faĐtoƌ 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 PI3K/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 oŶlǇ taƌget of ŵTOR. IŶdeed, ŵTOR dƌiǀes ŵaŶǇ pathǁaǇ iŶĐludiŶg HIFϭα, lipid sǇŶthesis aŶd 

glucose synthesis (for review [40]). As our experimental procedures include hypoxia and glucose 

pƌiǀatioŶ, ǁe ĐaŶŶot eǆĐlude the faĐt that tPA, ďǇ aĐtiǀatiŶg ŵTOR sigŶalliŶg, pƌoŵotes HIFϭα aŶd 

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].  
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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 

OGDreox with and without tPA (300nM) (data are represented as number of differentially regulated 

gene in OGDreox vs Ctrl; OGDreox + tPA vs Ctrl and OGDreox + tPA vs OGDreox; 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 OGDreox with and without tPA (300nM) (data are 

represented as number of differentially regulated gene in OGDreox vs Ctrl; OGDreox + tPA vs Ctrl and 

OGDreox + tPA vs OGDreox; 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 OGDreox 

with and without tPA (300nM) (data are represented as number of differentially regulated gene in 

OGDreox vs Ctrl; OGDreox + tPA vs Ctrl and OGDreox + tPA vs OGDreox; 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 OGDreox with and without tPA (300nM) (data are 

represented as number of differentially regulated gene in OGDreox vs Ctrl; OGDreox + tPA vs Ctrl and 

OGDreox + tPA vs OGDreox; 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 

OGDreox with and without tPA (300nM) (data are represented as number of differentially regulated 

gene in OGDreox vs Ctrl; OGDreox + tPA vs Ctrl and OGDreox + tPA vs OGDreox; n=4 from 12 different 

experiments). (F) Bar graphs depicting the number of gene changes in OGDreox 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 OGDreox + 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 OGDreox + tPA vs OGDreox for PI3K-Akt, MAPK, 



 140 Résultats - Article 1 

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 (OGDreox), on 12 days old murine primary cortical neurons in the presence or not 

treatments. (B) Ratio between LC3-II and actin; and representative western blot of neurons 

subjected or not to OGDreox 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 OGDreox; Mann–

Whitney test). (C) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of neurons 

subjected or not to OGDreox 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 

OGDreox; 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 OGDreox 

±ϯϬϬ ŶM tPA. (E) Corresponding mean fluorescence intensity of LC3-GFP (data are represented as 

mean±S.E.M. n=7 for Ctrl; n=9 for OGDreox; n=9 for OGDreox + tPA; from 4 independent experiments; 

###: p<0.001 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to OGDreox; Mann–Whitney test). (F) Ratio 

between LC3-II and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGDreox in 

the presence of tPA 0 to 300nM (data are represented as mean±S.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 

OGDreox; Mann–Whitney test). (G) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of 

neurons subjected or not to OGDreox in the presence of tPA 0 to 300nM (data are represented as 

mean±S.E.M. n=6 independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; **: p<0..01 compared to 

OGDreox; Mann–Whitney test). 

Figure 3: OGD-induced autophagy is dependent of the mTOR pathway 

(A) Ratio between p-mTORC1 (Ser2448) and mTOR total; and representative western blot of neurons 

subjected or not to OGDreox 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 

OGDreox; Mann–Whitney test). (B) Ratio between p-ULK1 (Ser757) and ULK1 total; and representative 

western blot of neurons subjected or not to OGDreox with and without tPA (300nM) (data are 
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represented as mean±S.E.M. n=4 independent experiments; #: p<0.05 compared to Ctrl; *: p<0.05 

compared to OGDreox; Mann–Whitney test). (C) Ratio between p-mTORC2 (Ser2481) and mTOR total; 

and representative western blot of neurons subjected or not to OGDreox with and without tPA 

(300nM) (data are represented as mean±S.E.M. n=6 independent experiments; ##: p<0.01 

compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to OGDreox; Mann–Whitney test). (D) Ratio between Beclin1 

and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGDreox with and without 

tPA (300nM) (data are represented as mean±S.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 OGDreox 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 OGDreox; Mann–

Whitney test). (B) Ratio between p-Akt and Akt total; and representative western blot of neurons 

subjected or not to OGDreox 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 OGDreox; Mann–

Whitney test). (C) Ratio between LC3-II and actin; and representative western blot of neurons 

subjected or not to OGDreox with and without tPA (300nM) in the presence or not of ϱ μM 

SCH772984 (SCH77) (data are represented as mean±S.E.M. n=6 independent experiments; #: p<0.05 

compared to Ctrl; **: p<0.01 and *: p<0.05 compared to OGDreox; Mann–Whitney test). (D) Ratio 

between p62 and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGDreox with 

and without tPA (300nM) in the presence or not of ϱ μM SCH772984 (SCH77) (data are represented 

as mean±S.E.M. n=6 independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; **: p<0.01 and *: 

p<0.05 compared to OGDreox; Mann–Whitney test). (E) Ratio between LC3-II and actin; and 

representative western blot of neurons subjected or not to OGDreox with and without tPA (300nM) in 

the presence or not of 10 μM A6730 (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 and *: p<0.05 compared to 

OGDreox; Mann–Whitney test). (F) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of 

neurons subjected or not to OGDreox with and without tPA (300nM) in the presence or not of 10 μM 

A6730 (data are represented as mean±S.E.M. n=5 independent experiments; ##: p<0.01 compared 

to Ctrl; **: p<0.01 and *: p<0.05 compared to OGDreox; Mann–Whitney test). (G) Ratio between LC3-
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II and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGDreox with and 

without tPA (300nM) in the presence or not of 250 nM wortmannin (Wort) (data are represented as 

mean±S.E.M. n=6 independent experiments; ##: p<0.01 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to 

OGDreox; Mann–Whitney test). (H) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of 

neurons subjected or not to OGDreox with and without tPA (300nM) in the presence or not of 250 nM 

wortmannin (Wort) (data are represented as mean±S.E.M. n=6 independent experiments; ##: 

p<0.01 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to OGDreox; 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 OGDreox with and without tPA (300nM) in the presence or not of 100 nM Picropodophyllotoxin 

(PPP) (data are represented as mean±S.E.M. n=4 independent experiments; #: p<0.05 compared to 

Ctrl; *: p<0.05 compared to OGDreox; Mann–Whitney test). (B) Ratio between mTORC1 (Ser2448) and 

mTOR total; and representative western blot of neurons subjected or not to OGDreox with and 

without tPA (300nM) in the presence or not of 100 nM Picropodophyllotoxin (PPP) (data are 

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

compared to OGDreox; Mann–Whitney test). (C) Ratio between LC3-II and actin; and representative 

western blot of neurons subjected or not to OGDreox 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 OGDreox; Mann–

Whitney test). (D) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of neurons 

subjected or not to OGDreox 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 OGDreox; Mann–Whitney test). (E) Ratio 

between LC3-II and actin; and representative western blot of neurons subjected or not to OGDreox 

with and without tPA (300nM) in the presence or not of 5 µM AG1478 (data are represented as 

mean±S.E.M. n=4 independent experiments; #: p<0.05 compared to Ctrl; *: p<0.05 compared to 

OGDreox; Mann–Whitney test). (F) Ratio between p62 and actin; and representative western blot of 

neurons subjected or not to OGDreox with and without tPA (300nM) in the presence or not of 5 µM 

AG1478 (data are represented as mean±S.E.M. n=4 independent experiments; ##: p<0.01 compared 

to Ctrl; **: p<0.01 compared to OGDreox; Mann–Whitney test). 
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Figure 6: tPA protects neurons from cell death by decreasing autophagy through IGF-

1R/PI3k/Akt/mTORC1 

(A) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release after OGDreox in the presence or 

not of 50, 100 or 200 µM of Chloroquine (data are represented as mean±S.E.M. n=25 from 6 

independent experiments; ***: p<0.001, **: p<0.01 and *: p<0.05 compared to OGDreox; Mann–

Whitney test). (B) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release after OGDreox in 

the presence or not of tPA and ϱ μM SCH772984 (SCH77) (data are represented as mean±S.E.M. 

n=20 from 5 independent experiments; ###: p<0.001 compared to Ctrl; ***: p<0.001 compared to 

OGDreox; Mann–Whitney test). (C) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release 

after OGDreox in the presence or not of tPA and 250 nM Wortmannin (Wort) (data are represented as 

mean±S.E.M. n=20 for Ctrl; n=19 for OGDreox; 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 

OGDreox; Mann–Whitney test). (D) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release 

after OGDreox in the presence or not of tPA and ϭϬ μM A6730 (data are represented as mean±S.E.M. 

n=20 for Ctrl; n=19 for OGDreox; n=18 for tPA; n=17 for tPA-Wort; n=19 for Wort from 5 independent 

experiments; ###: p<0.001 compared to Ctrl; ***: p<0.001 compared to OGDreox; Mann–Whitney 

test). (E) Neuronal death of pure cortical neurons assessed by LDH release after OGDreox in the 

presence or not of tPA and 100 nM Picropodophyllotoxin (PPP) (data are represented as 

mean±S.E.M. n=16 from 5 independent experiments; ###: p<0.001 compared to Ctrl; ***: p<0.001 

and **: p<0.01 compared to OGDreox; Mann–Whitney test). 
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AMPK signalling pathway Apoptosis 
Autophagy animal Autophagy other 

Calcium signalling pathway cAMP signalling pathway 
Cell cycle EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 

Endocytosis ERBB signalling pathway 
Focal adhesion FOXO signalling pathway 

GABAergic synapse Glutamatergic synapse 
HIF1 signalling  pathway JAK STAT signalling pathway 

Long Term potentiation Lysosome 
MAPK signalling pathway mTOR signalling pathway 

Neuroactive ligand-receptor interaction Neurotrophin signalling pathway 
NFκB signalling pathway P53 signalling pathway 

Phagosome Phosphatidylinositol signalling pathway 
Phospholipas D signalling pathway PI3K AKT signalling pathway 

Protein processing in endoplasmic reticulum RAP1 signalling pathway 
Regulation of actin cytoskeleton TGF-β signalling pathway 

Toll-like receptor signalling pathway  

 

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. 
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Figure 1: Autophagy pathways are increased by oxygen and glucose deprivation in neurons. 
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Figure 2: tPA decreases OGD-induced autophagy in cortical neurons independently from its 

proteolytic activity 
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Figure 3: OGD-induced autophagy is dependent of the mTOR pathway 
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Figure 4: tPA decreases OGD-induced autophagy through the PI3K/Akt pathway 
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Figure 5: tPA decreases OGD-induced PI3K/Akt signalling through IGF1R receptor 
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Figure 6: tPA protects neurons from cell death by decreasing autophagy through 

IGFR/PI3k/Akt/mTORC1
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Discussion 

Coŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu daŶs l͛iŶtƌoduĐtioŶ, le tPA est ĐouƌaŵŵeŶt utilisĠ Đoŵŵe 

thrombolytique dans le traitement de la phase aiguë de l͛AVC ischémique (Thiebaut et al., 2018 ; 

voir autres travaux : Article 2). Durant cette phase aiguë, l͛autophagie est foƌteŵeŶt iŶduite, 

ĐepeŶdaŶt l͛effet du tPA suƌ Đe pƌoĐessus Ŷ͛a jaŵais ĠtĠ ĠtudiĠ ;effet pƌopƌe et effet de la 

reperfusion). Les travaux menés durant cette thèse se sont donc attachés à comprendre le rôle 

ŵolĠĐulaiƌe du tPA suƌ l’autophagie ŶeuƌoŶale iŶduite paƌ uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. 

Les ƌĠsultats de l͛aƌtiĐle ͞The seƌiŶe pƌotease tPA deĐƌeases isĐhemia-induced neuronal death by 

inhibiting autophagy through IGF-1R/PI3K/mTOR pathway͟ dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛OGD suiǀie d͛uŶe 

période de réoxygénation (OGDréox) provoque une diminution de la voie PI3K/Akt/mTOR conduisant 

ă uŶe aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie daŶs les neurones corticaux primaires de souris. J͛ai ĠgaleŵeŶt 

montré un rôle inattendu du tPA au niveau neuronal en identifiant un nouveau récepteur de ce 

Ŷeuƌoŵodulateuƌ. EŶ effet, le tPA peut aĐtiǀeƌ le ƌĠĐepteuƌ ă l͛IGF afiŶ d͛augŵeŶteƌ la sigŶalisatioŶ 

PI3K/Akt et ainsi phosphoryler mTOR. En conditions ischémiques cela conduit à la phosphorylation 

de ŵTORCϭ et ă la diŵiŶutioŶ de l͛autophagie afiŶ de pƌotĠgeƌ les ŶeuƌoŶes. 

 AĐtivatioŶ de l’autophagie daŶs l’OGDréox 

Au cours des dernières années, l͛utilisatioŶ de modèles in vitro et in vivo d͛AVC isĐhĠŵiƋue, ont 

peƌŵis d͛affiƌŵeƌ Ƌue l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale Ġtait ƌespoŶsaďle d͛uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛autophagie 

dans les neurones situés dans le parenchyme ischémié (Thiebaut et al., 2019; voir autres travaux: 

Article 2). EŶ effet, eŶ Đas d͛isĐhĠŵie, les ŶeuƌoŶes ǀoieŶt leuƌ appoƌt eŶ oǆǇgğŶe et eŶ gluĐose 

diminuer (Furlan et al., 1996; Heiss et al., 2001). C͛est Đette dĠfaillaŶĐe ŵĠtaďoliƋue Ƌui est ă 

l͛oƌigiŶe d͛uŶe eǆaĐeƌďatioŶ de l͛autophagie daŶs les ŶeuƌoŶes.  

AfiŶ d͛Ġtudieƌ l͛autophagie, Ŷous aǀoŶs eǆaŵiŶĠ paƌ iŵŵuŶo-empreinte la lipidation de LC3-I 

conduisant à la formation du conjugué LC3-II. La conversion de LC3-I en LC3-II reflète une induction 

de l͛autophagie aiŶsi Ƌu͛uŶe augmentation de la formation des autophagosomes. LC3-II intervient 

daŶs l͛ĠloŶgatioŶ et la feƌŵetuƌe de l͛autophagosoŵe et Ŷ͛est pas dissoĐiĠ suite ă la foƌŵatioŶ 

complète de la double membrane (Kabeya et al., 2000; Kabeya, 2004). En effet, bien que les 
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protéines LC3-II fiǆĠes suƌ la ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe de l͛autophagosoŵe soieŶt ĐliǀĠes paƌ Atgϰ et 

ƌeĐǇĐlĠes, Đelles pƌĠseŶtes suƌ la ŵeŵďƌaŶe iŶteƌŶe ƌesteŶt iŶtaĐtes jusƋu͛ă Đe Ƌu͛elles soieŶt 

dégradées par les hydrolases lysosomales (Maruyama and Noda, 2017; Satoo et al., 2009). Ainsi, 

loƌsƋue l͛autophagie est iŶduite suƌ des teŵps Đouƌts, le tauǆ de LCϯ-II est augmenté. Cependant, 

loƌsƋue l͛autophagie est aĐtiǀĠe suƌ des teŵps plus loŶgs, l͛eǆpƌessioŶ de LCϯ-II est diminuée du fait 

de son élimination dans les lysosomes (Noboru Mizushima and Yoshimori, 2007). Dans notre étude, 

afiŶ d͛eǆaŵiŶeƌ la foƌŵatioŶ des autophagosoŵes, l͛eǆpression de LC3-II a été mesurée après 

seulement deux heures de réoxygénation. Étant donné que LC3-II a tendance à être plus sensible 

que LC3-I en immuno-empreinte, uŶe siŵple ĐoŵpaƌaisoŶ de l͛eǆpƌessioŶ de LC3-I et de LC3-II n'est 

pas appropriée. À l͛iŶǀeƌse, Đoŵpaƌeƌ la ƋuaŶtitĠ de LCϯ-II dans les différents échantillons en 

utilisant comme contrôle uŶe pƌotĠiŶe de ƌĠfĠƌeŶĐe ;l͛aĐtiŶe paƌ eǆeŵpleͿ, est une méthode plus 

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

Nos ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de LCϯ-II dans les neurones corticaux 

pƌiŵaiƌes suite ă l͛OGDréox, ƌeflĠtaŶt uŶe augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe d͛autophagosoŵes (Article 1 ; 

Figure 2B). Nous observons une augmentation de près de 107% par rapport au contrôle. Afin 

d͛appuǇeƌ Đes ƌĠsultats, nous avons réalisé des immunocytochimies sur des cultures de neurones 

ayant été infectés par des lentivirus exprimant une protéine LC3-GFP. Suite à une OGDréox, une 

hausse du nombre de ponctuas GFP (vert) est observée dans les neurones (Article 1 ; Figure 2D, 2E). 

Il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ daŶs diffĠƌeŶts aƌtiĐles Ƌu͛uŶe aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie, gƌąĐe ă des ageŶts 

pharmacologiques, conduisait à une hausse du nombre de ponctuas LC3-GFP, ces ponctuas reflétant 

uŶe aĐĐuŵulatioŶ d͛autophagosoŵes au seiŶ de la Đellule (Badr et al., 2011; Kabeya et al., 2000). 

Ainsi, nos résultats démontrent une hausse du Ŷoŵďƌe d͛autophagosoŵes daŶs les ŶeuƌoŶes 

soumis à une OGDréox. UŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de LCϯ-II dans les neurones ne suffit pas à 

dĠŵoŶtƌeƌ uŶe aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie (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 à la dégradation des protéines et des organites par les 

hydrolases lysosomales.  

L͛autophagie peut ġtƌe uŶ pƌoĐessus sĠleĐtif faisaŶt iŶteƌǀeŶiƌ des ƌĠĐepteuƌs autophagiques. Ces 

derniers agissent comme des protéines cargos fixant les éléments à dégrader et les transportant 

dans les autophagosomes où ils seront emmagasinés (Johansen and Lamark, 2019; Padman et al., 
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2019; Zaffagnini et al., 2018). Les récepteurs autophagiques sont eux-mêmes dégradés par les 

hǇdƌolases lǇsosoŵales suite ă la foƌŵatioŶ de l͛autolǇsosoŵe. La pƌotĠiŶe pϲϮ fut le premier 

ƌĠĐepteuƌ autophagiƋue dĠĐƌit. Cette pƌotĠiŶe Đaƌgo est ŶotaŵŵeŶt iŵpliƋuĠe daŶs l͛autophagie 

des agrégats protéiques (Pankiv et al., 2007) et des mitochondries (Yamada et al., 2018). p62 est 

dégradée par les hydrolases lysosomales en même temps que les substrats cellulaires. De ce fait, la 

dégradation de p62 est uŶ ďoŶ ŵaƌƋueuƌ de l͛aĐtiǀitĠ autophagiƋue (Klionsky et al., 2016; Noboru 

Mizushima and Yoshimori, 2007). 

Nos ƌĠsultats ƌĠǀğleŶt Ƌue l͛eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue de pϲϮ dĠĐƌoŠt eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGDréox : on observe 

une diminution de 66.5% dans la condition OGDréox par rapport à la condition contrôle (Article 1 ; 

Figure 2C). Ce résultat traduit une augmentation de la dégradation de p62 ainsi que des substrats 

protéiques daŶs l͛autolǇsosoŵe suite ă l͛OGDréox.  

L͛eŶseŵďle de Ŷos doŶŶĠes dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue l’OGDréox induit une augmentation du flux 

autophagique, en favorisant la formation des autophagosomes. Il a dĠjă ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛OGDréox 

iŶduit de l͛autophagie daŶs les Đultures 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 modèle, montrant une augmentation 

de l͛autophagie daŶs les ŶeuƌoŶes ĐoƌtiĐauǆ pƌiŵaiƌes de souƌis, ĐoŶĐoƌde aǀeĐ Đeuǆ de la 

littérature. 

L͛iŶitiatioŶ de l͛autophagie requiert uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d͛aĐteuƌs ƌegƌoupĠs eŶ tƌois Đoŵpleǆes Ƌui 

interagissent entre eux afin de former le phagophore : le complexe mTORC1, le complexe ULK1 et le 

complexe PI3KC3.  

LoƌsƋu͛il est aĐtiǀĠ, le Đoŵpleǆe ŵTORCϭ iŶteƌagit aǀeĐ le complexe ULK1 et inhibe son activité 

kinase, en phosphorylant notamment la protéine ULK1 au niveau de la Ser757. A ĐoŶtƌaƌio, loƌsƋu͛il 

est inactivé mTORC1 se dissocie du complexe ULK1 entrainant, entre autre, la déphosphorylation de 

la Ser757 de ULKϭ. L͛aĐtiǀitĠ kiŶase d͛ULKϭ/Ϯ est aloƌs ƌestauƌĠe, peƌŵettaŶt soŶ 

autophosphorylation (Egan et al., 2011; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011). Le complexe ULK1 activé 

ŵigƌe jusƋu͛au phagophoƌe, où il aĐtiǀe le complexe PI3KC3 en phosphorylant la protéine Beclin1 au 

niveau de la Ser30 ou/et au niveau de la Ser14 (Park et al., 2018; Russell et al., 2013). La 

phosphoƌǇlatioŶ de BeĐliŶϭ Ŷ͛est pas le seul ƌeflet de l͛activation du complexe PI3KC3. En outre, de 
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nombreuses études ont mis eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu͛uŶe iŶduĐtioŶ de l͛autophagie ĐoŶduisait ă uŶe 

augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue de BeĐliŶϭ (Matsui et al., 2007; Francesca Scarlatti et al., 

2004; Shibata et al., 2006). Aujouƌd͛hui, il est teĐhŶiƋueŵeŶt diffiĐile d͛Ġtudieƌ la phosphoƌǇlatioŶ 

de Beclin1 (Klionsky et al., 2016) par immuno-empreinte, d͛autaŶt plus dans des cultures primaires. 

AfiŶ de ĐaƌaĐtĠƌiseƌ l͛iŵpliĐatioŶ de BeĐliŶϭ daŶs l͛iŶitiatioŶ de l͛autophagie, Ŷous avons donc choisi 

de ŵesuƌeƌ l͛eǆpƌessioŶ de BeĐliŶϭ, et ŶoŶ sa phosphoƌǇlatioŶ. 

Nos ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛OGDréox iŶhiďe l͛aĐtiǀitĠ de mTORC1. Cela se traduit par une baisse de 

la phosphorylation de la Ser2448 (Article 1; Figure 3A). En conséquence, nous observons, au niveau 

d͛ULKϭ, uŶe diŵiŶutioŶ de la phosphoƌǇlatioŶ iŶhiďitƌiĐe eǆeƌĐĠe suƌ la Seƌ757 (Article 1; Figure 3B). 

L͛eŶseŵďle de ces résultats révèle que l’autophagie iŶduite paƌ l’OGDréox résulte d’uŶe iŶhiďitioŶ 

de mTORC1.  

CoŶĐeƌŶaŶt BeĐliŶϭ, l͛eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe Ŷ͛est pas ŵodifiĠe eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGDréox par 

rapport à la condition contrôle (Article 1; Figure 3D). L͛aďseŶĐe d͛uŶe hausse de BeĐliŶϭ eŶ OGDréox 

laisse peŶseƌ Ƌue l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale iŶduit uŶe autophagie iŶdĠpeŶdaŶte de BeĐliŶϭ. Pouƌ appuǇeƌ 

Đe ƌĠsultat, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ du Đoŵpleǆe PIϯKCϯ, via l͛utilisatioŶ d͛uŶ iŶhiďiteuƌ 

de l͛eŶseŵďle des PI3K : la ǁoƌtŵaŶŶiŶ, Ŷe ŵodifie Ŷi l͛eǆpƌessioŶ de LCϯ-II Ŷi l͛eǆpƌessioŶ de pϲϮ 

eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGDréox (Article 1; Figure 4G, 4H). Ces données suggèrent que l’OGDréox induit une 

autophagie non canonique indépendante de Beclin1. AfiŶ d͛assuƌeƌ Đe ƌĠsultat, il serait intéressant 

d͛Ġtudieƌ, paƌ uŶe teĐhŶiƋue d͛iŵŵuŶo-précipitation, les complexes Bcl2-Beclin1. La dissociation de 

Đe Đoŵpleǆe ĠtaŶt esseŶtielle ă l͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie (Pattingre et al., 2005). 

De nombreux groupes ont montré le rôle essentiel des complexes mTORC1, ULK1/2 et PI3KC3 dans 

la foƌŵatioŶ du phagophoƌe. CepeŶdaŶt, des Ġtudes ƌĠĐeŶtes oŶt ƌepoƌtĠ uŶe foƌŵe d͛autophagie 

Ŷ͛iŵpliƋuaŶt pas l͛eŶseŵďle de Đes Đoŵpleǆes. Ce tǇpe d͛autophagie ŶoŶ ĐaŶoŶiƋue peut ġtƌe 

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 Beclin1 mais dépendante d'Atg7 et Atg12-Atg5 (Mauthe et al., 2011; Scarlatti et 

al., 2008). Coŵŵe daŶs Ŷotƌe Ġtude, BeĐliŶϭ Ŷ͛est pas ƌeƋuis dans la conversion de LC3-I en LC3-II et 

la formation des autophagosomes. De façoŶ iŶtĠƌessaŶte, l͛autophagie indépendante de Beclin1 est 

associée à une mort cellulaire (Sun et al., 2015; Zhu et al., 2007). Dans notre modèle, nous 
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oďseƌǀoŶs Ƌue l͛OGDréox induit à la fois une autophagie indépendante de Beclin1 et à la fois une 

mort neuronale. En conséquence, il se pourrait que cette mort neuronale soit corrélée avec 

l͛autophagie iŶduite (Article 1; Figure 6). 

 L’effet du tPA suƌ l’autophagie iŶduite paƌ l’OGDréox 

Pour la première fois nous avons démontré la ĐapaĐitĠ du tPA à ƌĠduiƌe l’autophagie iŶduite 

paƌ l’OGDréox. Nous avons testé plusieurs doses de tPA (0,3 ; 3 ; 30 ; 300 nM), et seul 300 nM de tPA 

permettent, à la fois de diminuer la conversion de LC3-I en LC3-II et la dégradation de p62 (Article 

1 ; Figure 2C, 2G).  

Paƌ ailleuƌs, le tPA pƌotğge les ŶeuƌoŶes de la ŵoƌt iŶduite paƌ l͛OGDréox : à 300 nM il réduit la mort 

cellulaire de près de 20% (Article 1 ; Figure 6B). L͛effet aŶti-autophagique du tPA semble être 

assoĐiĠ ă soŶ ƌƀle ŶeuƌopƌoteĐteuƌ. EŶ effet, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie, paƌ 

l͛utilisatioŶ de la ĐhloƌoƋuiŶe, pƌotĠgeait les ŶeuƌoŶes de la ŵoƌt iŶduite paƌ l͛OGDréox (Article 1 ; 

Figure 6A). Cette donnée dĠŵoŶtƌe Ƌue l͛autophagie est uŶ aĐteuƌ de la ŵoƌt ŶeuƌoŶale eŶ OGDréox 

et que potentiellement l’effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ du tPA eŶ OGDréox est lié à sa faculté à atténuer 

l’autophagie. Des études réalisées au laboratoire ont déjà démontré que le tPA, utilisé à une 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ϯϬϬ ŶM, pƌotĠgeait les tƌaŶĐhes hippoĐaŵpiƋues d͛eŵďƌǇoŶs souƌis (Lemarchand 

et al., 2016) et les neurones corticaux primaires de souris (Louessard et al., 2016; voir autres 

travaux: Article 4) de la ŵoƌt iŶduite paƌ l͛OGDréox; dĠŵoŶtƌaŶt l͛iŵpliĐatioŶ de la sérine protéase 

dans la protéostasie. 

DaŶs l͛Ġtude de LeŵaƌĐhaŶd et Đollaďoƌateuƌs, l͛effet du tPA est dĠpeŶdaŶt des ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF. 

Paƌ ailleuƌs, l͛OGDréox ƌĠalisĠe suƌ les tƌaŶĐhes d͛hippoĐaŵpes d͛eŵďƌǇoŶs de souris conduit 

principalement à une mort de type apoptotique (Chen et al., 1998; Cho et al., 2004), ce qui 

démontre dans ce modèle le caractère anti-apoptotique du tPA (Lemarchand et al., 2016). Dans une 

étude que nous avons récemment publiée, nous avons démontré un effet neuroprotecteur du tPA 

daŶs l͛OGDréox qui dépend de sa liaison à 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).  



 156 Discussion 

Dans notre étude nous montrons pour la première fois la capacité du tPA à diminuer à la fois 

l͛autophagie et la ŵort neuronale provoquée par l͛OGDréox. Paƌ ailleuƌs, l͛ĠƋuipe de Yepes, a puďliĠ 

eŶ ϮϬϭϮ uŶ aƌtiĐle dĠŵoŶtƌaŶt l͛effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ du tPA suƌ des Đultuƌes de ŶeuƌoŶes 

corticaux primaires de rats soumis à une OGDréox (Wu et al., 2012). Contrairement aux études 

précédentes, le tPA est utilisĠ ă uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ϱ ŶM, et soŶ effet dĠpeŶd de l͛aĐtiǀatioŶ de 

ŵTORCϭ, Đoŵpleǆe ĐoŶŶu pouƌ ġtƌe uŶ ƌĠgulateuƌ ŶĠgatif de l͛autophagie. BieŶ Ƌue Đette Ġtude Ŷe 

dĠŵoŶtƌe pas la ĐapaĐitĠ du tPA ă ĐoŶtƌƀleƌ l͛autophagie, elle ƌĠǀğle sa faculté à activer mTORC1, 

uŶ aĐteuƌ ĐlĠ daŶs l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie. CepeŶdaŶt, ŵTORCϭ Ŷ͛est jamais directement 

ŵesuƌĠ daŶs l͛aƌtiĐle : les auteuƌs s͛iŶtĠƌesseŶt ă des Điďles eŶ aŵoŶt de ŵTORCϭ ŵais Ƌui peuǀeŶt 

aussi ġtƌe ĐoŶtƌƀlĠes paƌ d͛autƌes ǀoies de signalisation. 

Coŵŵe daŶs l͛Ġtude de Wu et Đollaďoƌateuƌs, Ŷous aǀoŶs dĠŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ ĐoŶditioŶ d’OGDréox, le 

tPA Ġtait Đapaďle d’augŵeŶteƌ la phosphoƌǇlatioŶ de ŵTORCϭ (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 l͛aĐtiǀation de mTORC1, nous avons 

décidé de ďloƋueƌ l͛aĐtiǀitĠ du Đoŵpleǆe eŶ utilisaŶt uŶ iŶhiďiteuƌ bien connu: la rapamycine. Nous 

nous sommes ƌeŶdu Đoŵpte Ƌu͛auǆ ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ŶoƌŵaleŵeŶt utilisĠes daŶs la littĠƌatuƌe 

;autouƌ de ϭϬ ŶMͿ, la ƌapaŵǇĐiŶe Ŷ͛iŶhiďait pas phospho-mTORC1 (Ser2448) en condition contrôle. 

Nous avons donc testé plusieurs concentrations de rapamycine. Les données montrent que la 

ƌapaŵǇĐiŶe Ŷ͛iŶhiďe ŵTORCϭ Ƌu͛ă paƌtiƌ de ϭ µM, soit 100 fois la dose standard. Cette inhibition 

reste cependant faible, avec 40% de diminution de phospho-mTORC1 (Ser2448) par rapport au 

contrôle. De plus, Đette dose, ŵġŵe apƌğs Ϯϰ heuƌes, Ŷ͛iŶduit pas d͛autophagie daŶs les ŶeuƌoŶes 

contrôles (Figure 40). De la même manière, la torin1, un autre inhibiteur connu de mTORC1, utilisé à 

ϮϱϬ ŶM, Ŷ͛iŶduit pas d͛autophagie. 

La rapamycine est une molécule très utilisĠe Đoŵŵe aĐtiǀateuƌ de l͛autophagie. SoŶ effet pƌo-

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 modèles in vitro et in vivo de maladies neurodégénératives (Ravikumar et al., 2002; 

Ravikumar et al., 2004) et dans le système nerveux de souris (moelle épinière et cervelet) (Castillo et 

al., 2013). Il est iŶtĠƌessaŶt de Ŷoteƌ Ƌue la ƌapaŵǇĐiŶe Ŷ͛iŶhiďe pas diƌeĐteŵeŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de 

mTORC1. Son action dépend de sa liaison à FKBP12. Ce complexe se lie spécifiquement à mTORC1 et 
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inhibe de manière allostérique son activité kinase (Chiu et al., 1994; Sabatini et al., 1994; Sabers et 

al., 1995). 

 

L͛aďseŶĐe d͛effiĐaĐitĠ de la ƌapaŵǇĐiŶe pouƌƌait s͛eǆpliƋueƌ paƌ le fait Ƌu͛elle paƌtage le ŵġŵe site 

de liaisoŶ Ƌue l͛aĐide phosphatidique (AP) (Fang et al., 2001; Veverka et al., 2008). L͛AP est un 

métabolite lipidique produit lors de la biogenèse des phospholipides membranaires, qui lie mTOR de 

manière compétitive et agit comme un antagoniste à la rapamycine. En effet, ce dernier, 

contrairement à la rapamycine, stabilise les complexes mTOR (Chen et al., 2003; Fang et al., 2001; 

Foster et al., 2014). Les Ŷiǀeauǆ d͛AP 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 l͛AP pour mTOR semble expliquer la résistance des cellules cancéreuses à la 

rapamycine (Chen et al., 2003).  

Par ailleurs, le complexe mTORC2 est résistant à la rapamycine (Sarbassov et al., 2004) et seulement 

un traitement prolongé avec des doses élevées permettrait un changement de conformation du 

complexe. En conséquence, loƌs d͛uŶ tƌaiteŵeŶt ă la ƌapaŵǇĐiŶe, ŵTORCϮ ĐoŶtiŶue de 

phosphoryler Akt au niveau de la Ser473 ;O͛ReillǇ et al., 2006; Sarbassov et al., 2005). L͛Akt peut aloƌs 

ƌĠaĐtiǀeƌ l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de ŵTORCϭ, iŶduisaŶt uŶ ƌĠtƌoĐoŶtƌƀle. AiŶsi, il seƌait ŶĠĐessaiƌe d͛utiliseƌ 

Figure 40 : Effet de la ƌapaŵǇĐiŶe et de la toƌiŶϭ suƌ l’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 µM de rapamycine. L͛aĐtiŶe 
est utilisée comme contrôle. (Données représentées de la façon suivante: moyenne ± S.E.M. n=4 
expériences ; Mann–Whitney test). 
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des doses aǀoisiŶaŶt les ϮϬ µM afiŶ d͛iŶhiďeƌ ŵTORCϭ aiŶsi Ƌue Đes ǀoies Điďles ;pϳϬsϲK et ϰE-BP1) 

(Yellen et al., 2011). Dans notre modèle, 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 µM. 

Loƌs d͛uŶe ĐaƌeŶĐe ŶutƌitioŶŶelle, ŵTOR est iŶhiďĠ, ce qui entraîŶe uŶe iŶitiatioŶ de l͛autophagie. EŶ 

conséquence, sevrer les neurones en sérum semble être un bon modèle pour induire de 

l’autophagie in vitro. En 2006, Liot et collaborateurs ont utilisé ce modèle afin de montrer que le 

tPA protégeait les neurones de la mort apoptotique engendrée par un sevrage en sérum (Liot et al., 

2006). L͛effet du tPA Ŷe fait pas iŶteƌǀeŶiƌ soŶ aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue ŵais est dĠpeŶdaŶt de la ǀoie 

des PI3K. De surcroît, Correa et collaborateurs ont rapporté que le tPA, via EGFR, protégeait les 

oligodeŶdƌoĐǇtes de l͛apoptose iŶduite paƌ uŶ seǀƌage eŶ faĐteuƌ tƌophiƋue (Correa et al., 2011). 

L͛eŶseŵďle de Đes ƌĠsultats seŵďleŶt dĠpeiŶdƌe un effet anti-apoptotique du tPA dans des 

modèles cellulaire de sevrage en nutriments. AfiŶ de ǀoiƌ si l͛effet du tPA ƌetƌouǀé dans ces études 

est dû à sa capacitĠ ă iŶhiďeƌ l͛autophagie, Ŷous aǀoŶs ĠtudiĠ l͛effet du seǀƌage eŶ sĠƌuŵ suƌ 

l͛eǆpƌessioŶ de LCϯ-II et de p62 dans les neurones primaires corticaux de souris âgés de 7 jours in 

vitro (Figure 41). 

Figure 41 : Le sevƌage eŶ sĠƌuŵ iŶduit de l’autophagie daŶs les ŶeuƌoŶes. 
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 µM de rapamycine. L͛aĐtiŶe 
est utilisée comme contrôle. (Données représentées de la façon 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). 
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Les résultats révèlent que le sevrage en sérum induit la conversion de LC3-I en LC3-II et la 

dégradation de p62 (Figure 41). Ce Ƌui dĠŵoŶtƌe Ƌue Đe ŵodğle iŶduit de l͛autophagie daŶs les 

ŶeuƌoŶes pƌiŵaiƌes. De façoŶ iŶtĠƌessaŶte, le tPA diŵiŶue l͛autophagie iŶduite paƌ le sevrage en 

sérum. Ces données suggèrent, pour la première fois, que le rôle anti-apoptotique du tPA dans les 

ŵodğles de ĐaƌeŶĐe ŶutƌitioŶŶelle est dû à sa ĐapaĐitĠ à diŵiŶueƌ l’autophagie. 

 L’effet aŶti-autophagique du tPA dépend de la voie PI3K/Akt 

Le complexe mTORC1 peut être régulé par : 

 Les kiŶases Eƌk Ƌui l͛aĐtiǀent (Carrière et al., 2008).  

 La ǀoie PIϯK/Akt Ƌui l͛aĐtiǀe (Huang and Manning, 2009). 

 L͛AMPK ;AMP-activated protein kinaseͿ Ƌui l͛iŶhiďe. AMPK est activée lorsque les niveaux 

énergétiques de la cellule sont insuffisants (Egan et al., 2011). 

L͛aĐtiǀitĠ de la kiŶase Eƌk est diŵiŶuĠe loƌs de l͛AVC isĐhĠŵiƋue. Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt, nous montrons de 

ŵaŶiğƌe logiƋue uŶe ďaisse de sa phosphoƌǇlatioŶ eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGDréox (Article 1 ; Figure 3A). Une 

Ġtude a ƌĠǀĠlĠ Ƌu͛uŶe aĐtiǀatioŶ de Đette kiŶase pƌotĠgeait les ŶeuƌoŶes de la ŵoƌt iŶduite paƌ uŶe 

OGDréox ou une ischémie focale chez le rat (Liu et al., 2018). Par ailleurs, de nombreuses études 

démontrent la capacité du tPA à 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 affiƌŵeŶt Ƌu͛eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGDréox, le tPA faǀoƌise la phosphoƌǇlatioŶ d͛Eƌk. 

Cependant, le rôle anti-autophagique et neuroprotecteur du tPA ne dépend pas de l’activation de 

la protéine Erk. En effet, en OGDréox, l͛utilisatioŶ d͛uŶ iŶhiďiteuƌ d͛Eƌk, le SCH772984 (Morris et al., 

2013), Ŷe ƌĠǀeƌse pas les effets du tPA suƌ l͛autophagie et la ŵoƌt ŶeuƌoŶale (Article 1 ; Figure 3C, 

3D, 6B). Cet effet sur Erk est surement indirect : eŶ diŵiŶuaŶt l͛autophagie et la ŵoƌt, les Ŷiǀeauǆ de 

Erk sont plus élevés. 

Tout Đoŵŵe Eƌk, les PIϯKs ƌĠguleŶt l͛aĐtiǀitĠ de ŵTORCϭ. Il existe trois classes de PI3K. Comme nous 

avons pu le voir précédemment les classes III sont impliquées daŶs l͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie. Les 

PI3Ks de classe I sont, quant à elles, impliquées dans la voie PI3K/Akt (Huang and Manning, 2009). Il 

a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de Đette ǀoie attĠŶuait les doŵŵages iŶduits paƌ l͛isĐhĠŵie 

cérébrale (He et al., 2019; Hou et al., 2018; Luan et al., 2018).  
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Nous ŵoŶtƌoŶs daŶs Ŷotƌe Ġtude Ƌue l͛aĐtiǀitĠ d͛Akt est diŵiŶuĠe daŶs les ŶeuƌoŶes ĐoƌtiĐauǆ 

souŵis ă l͛OGDréox. En présence de tPA, cet effet est atténué, suggérant que le tPA active cette 

kinase (Article 1 ; Figure 3B). La faculté du tPA à activer la voie PI3K/Akt a déjà été décrite (Correa et 

al., 2011; Liot et al., 2006). Cette iŶfoƌŵatioŶ est d͛autaŶt plus iŶtĠƌessaŶte Ƌue Đet effet a ĠtĠ 

oďseƌǀĠ daŶs des ŵodğles où l͛effet aŶti-apoptotique du tPA est corrélé à une diminution de 

l͛autophagie iŶduite paƌ uŶ seǀƌage eŶ ŶutƌiŵeŶts (Correa et al., 2011; Liot et al., 2006). Ainsi, pour 

voir si comme dans ces études, le tPA diŵiŶue l͛autophagie et la ŵoƌt ŶeuƌoŶale assoĐiĠe via l͛aǆe 

PI3K/Akt, nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques.  

L͛iŶhiďitioŶ phaƌŵaĐologiƋue de PIϯK, pƌĠsente une certaine difficulté car la plupart des inhibiteurs 

proposés dans le ĐoŵŵeƌĐe aujouƌd͛hui soŶt des iŶhiďiteuƌs de l͛eŶseŵďle des PIϯK. Nous aǀoŶs 

dĠĐidĠ d͛utiliseƌ le ŵġŵe iŶhiďiteuƌ Ƌue Liot et Đollaďoƌateuƌs : la wortmannin (Liot et al., 2006). Cet 

inhibiteur est connu pour être uŶ iŶhiďiteuƌ de l͛autophagie car il inhibe le complexe PI3KC3 

(Blommaart et al., 1997). Néanmoins, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛autophagie iŶduite daŶs Ŷotƌe 

modèle était indépendante de ce complexe et Ƌue l͛utilisatioŶ de la ǁoƌtŵaŶŶiŶ eŶ OGDréox Ŷ͛aǀait 

pas d͛iŶflueŶĐe suƌ le fluǆ autophagiƋue. AiŶsi, cet inhibiteur peut être utilisé comme un bloqueur 

spécifique de la voie PI3K/Akt. Tout comme Liot et collègues et Correa et collègues, nous avons 

ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aĐtiǀitĠ de la voie PI3K/Akt conditionnait l͛effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ du tPA (Article 1 ; 

Figure 6C). L͛utilisatioŶ de Đet iŶhiďiteuƌ teŶd ă diŵiŶueƌ l͛effet aŶti-autophagique du tPA (Article 1 ; 

Figure 3G, 3H). Cependant l͛effet est non significatif: ĐeĐi peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ le ŵaŶƋue de 

spĠĐifiĐitĠ de l͛iŶhiďiteuƌ, ou daŶs uŶe ŵoiŶdƌe ŵesuƌe ă uŶ ĠĐhaŶtilloŶŶage tƌop faiďle. 

EŶ utilisaŶt l͛AϲϳϯϬ (Zheng et al., 2017), Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ d͛Akt eŵpġĐhait le tPA 

de diŵiŶueƌ l͛autophagie iŶduite paƌ l͛OGDréox (Article 1 ; Figure 3E, 3F), puis nous avons démontré 

que cette inhibition reversait également l͛effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ du tPA daŶs l͛OGDréox (Article 1 ; 

Figure 6D). Ainsi, nos données nous permettent de dire que l’effet aŶti-autophagique et 

ŶeuƌopƌoteĐteuƌ du tPA daŶs l’OGDréox dépend de la voie PI3K/Akt/mTORC1.  

CoŶĐeƌŶaŶt le ƌƀle d͛AMPK daŶs l͛OGDréox, il est aujouƌd͛hui ďieŶ dĠĐƌit Ƌu͛AMPK est le senseur 

ĠŶeƌgĠtiƋue pƌiŶĐipal de la Đellule et Ƌu͛il est seŶsiďle auǆ ĐhaŶgeŵeŶts de ƌappoƌt AMP/ATP. Loƌs 

d͛uŶ stƌess ŵĠtaďoliƋue, la diminution de la production d'ATP active AMPK (Kim et al., 2011), 

conduisant à l͛iŶhiďitioŶ de ŵTORCϭ (Inoki et al., 2003; Inoki et al., 2002). L͛aĐtiǀatioŶ d͛AMPK a 
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déjà été décrite dans des neurones primaires soumis à une OGDréox et dans les neurones du tissu 

isĐhĠŵiĠ suite ă uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM (Li et al., 2007; McCullough et al., 2005; Rousset et al., 

2015). Paƌ ailleuƌs, l͛augŵeŶtatioŶ de la phosphoƌǇlatioŶ d͛AMPK est ĐoƌƌĠlĠe aǀeĐ la peƌte 

synaptique et la mort neuronale (Domise et al., 2019; Rousset et al., 2015). En conséquence, une 

inhibition de la protéine est neuroprotectrice daŶs l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale (Li et al., 2007; Rousset et 

al., 2015).  

Nous posaŶt la ƋuestioŶ de l͛effet du tPA suƌ AMPK, Ŷous Ŷous soŵŵes peŶĐhĠs plus 

paƌtiĐuliğƌeŵeŶt suƌ uŶe Ġtude puďliĠe eŶ ϮϬϭϯ paƌ l͛ĠƋuipe de Yepes révélant que le tPA était 

Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ AMPK et de faǀoƌiseƌ la ƌeĐaptuƌe du gluĐose loƌs d͛uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. De 

manière étonnante, dans leur modèle in vivo d͛AVC isĐhĠŵiƋue, ĐoŶsistaŶt ă oĐĐluƌe de ŵaŶiğƌe 

tƌaŶsitoiƌe l͛ACM Đhez la souƌis, l͛aĐtiǀitĠ de l͛AMPK est iŶhiďĠe (Wu et al., 2013). Ainsi, selon leurs 

oďseƌǀatioŶs, eŶ ĐoŶditioŶ d͛AVC isĐhĠŵiƋue, le tPA est uŶ aĐtiǀateuƌ d͛AMPK. Cette iŶfoƌŵatioŶ Ŷe 

concorde pas avec notre modèle. En effet, si le tPA activait AMPK, une inhibition de mTORC1 en 

ƌĠsulteƌait. Oƌ, loƌsƋue le tPA est pƌĠseŶt eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGDreox, nous observons une hausse de la 

phosphorylation de mTORC1 (Article 1 ; Figure 3). Cependant, la même équipe a publié une seconde 

étude allant plus dans le sens de nos observations. Cette étude affirme que la capacité du tPA à 

recapturer le glucose en OGDréox dĠpeŶd d͛uŶe aĐtiǀatioŶ de ŵTORCϭ et ŶoŶ de soŶ iŶhiďitioŶ (Wu 

et al., 2012). Ces doŶŶĠes tĠŵoigŶeŶt d͛uŶ lieŶ Đoŵpleǆe eŶtƌe le tPA, l͛AMPK et ŵTORCϭ eŶ 

ĐoŶditioŶ d͛AVC isĐhĠŵiƋue. 

EŶ ĐoŶsĠƋueŶĐe, Ŷous aǀoŶs ǀoulu Ġtudieƌ le ƌƀle d͛AMPK daŶs Ŷotƌe ŵodğle, les aŶtiĐoƌps dirigés 

ĐoŶtƌe la pƌotĠiŶe AMPK Ŷe peƌŵettaieŶt pas d͛aǀoiƌ des ƌĠsultats d͛iŵŵuŶo-empreinte 

aŶalǇsaďles. Ils seƌaieŶt doŶĐ iŶtĠƌessaŶts d͛Ġtudieƌ l͛iŵpliĐatioŶ de la pƌotĠiŶe AMPK eŶ utilisaŶt 

des inhibiteurs pharmacologiques. 

 L’effet du tPA daŶs l’OGDréox dépend du récepteur IGF-1R 

LoƌsƋue les oligodeŶdƌoĐǇtes soŶt seǀƌĠs eŶ sĠƌuŵ, l͛effet aŶti-apoptotique du tPA dépend de la 

voie PI3K/Akt ŵais aussi du ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF (Correa et al., 2011). Par ailleurs, le tPA protège 

également les tranches hippoĐaŵpiƋues de l͛apoptose iŶduite paƌ l͛OGDréox en activant le récepteur 

ă l͛EGF (Lemarchand et al., 2016). 
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Une étude récente que nous avons réalisée au laboratoire a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGDréox, le 

tPA diminuait le stress du RE et la mort des neurones primaires corticaux, de manière indépendante 

du ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF (Louessard et al., 2016; voir autres travaux: Article 4). Tout comme dans les 

travaux de Louessaƌd et Đollaďoƌateuƌs, Ŷous ŵoŶtƌoŶs Ƌu͛uŶe iŶhiďitioŶ du ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF Ŷe 

ƌeǀeƌsait pas l͛attĠŶuatioŶ du fluǆ l͛autophagiƋue iŶduite paƌ le tPA. EŶ ĐoŶĐlusioŶ, daŶs l’OGDréox, 

le ƌĠĐepteuƌ à l’EGF Ŷ’iŶteƌvieŶt pas daŶs l’effet aŶti-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 manière intéressante, le tPA peut diminuer la mort de 

type excitotoxique en agissant via les récepteurs NMDA extra-synaptiques contenant la sous-unité 

GluN2A (Wu et al., 2013). SeloŶ l͛ĠƋuipe de Yepes, Đes ƌĠĐepteuƌs iŶteƌǀieŶŶeŶt ĠgaleŵeŶt daŶs le 

rôle anti-apoptotique du tPA (Echeverry et al., 2010) et dans sa faculté à favoriser la recapture du 

glucose et à diminuer les lésions induites par une ischémie cérébrale (Wu et al., 2012). Afin de tester 

le rôle des rĠĐepteuƌs NMDA daŶs l͛effet du tPA daŶs l͛OGDréox, nous avons utilisé deux inhibiteurs 

pharmacologiques (Figure 42) : le TCN201, un antagoniste spécifique et non-compétitif des 

récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2A (Edman et al., 2012) et l͛ifeŶpƌodil ;IfeŶͿ uŶ 

inhibiteur allostérique spécifique et non-compétitif des sous-unités GluN2B (Williams, 2001). 

Figure 42 : L’effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ du tPA daŶs l’OGDreox Ŷ’est pas dĠpeŶdaŶt des ƌĠĐepteuƌs NMDA 
contenant la sous-unités GluN2A ou GluN2B 

Mort cellulaire des neurones corticaux mesurée via la libération de LDH dans le milieu de culture après 
OGDréox  en présence ou non de tPA et de TCN201 (10 µMͿ ou d͛ifeŶpƌodil ;IfeŶ ; 3 µM). (Données 
représentées de la façon suivante: moyenne±S.E.M. n=16 provenant de 4 expériences différentes ; Ctrl vs 
OGD : ###

P<0.01; comparaison entre les conditions OGDreox: ***P<0.001, **P<0.01 et *P<0.05; Mann–
Whitney). 
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Nos tƌaǀauǆ dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛iŶhiďitioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA, ĐoŶteŶaŶt la sous-unité GluN2A ou 

la sous-unité GluN2B, ne conditionne pas l͛effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ du tPA daŶs l͛OGDreox (Figure 42). 

Paƌ ailleuƌs, les iŶhiďiteuƌs oŶt uŶ effet seul. OŶ ƌeŵaƌƋue, eŶ effet, Ƌu͛eŶ pƌĠseŶĐe de TCNϮϬϭ ou 

d͛ifeŶpƌodil, la ŵoƌt ŶeuƌoŶale iŶduite paƌ l͛OGDreox est diminuée (Figure 42). En conséquence, un 

traitement combinant le TCN201 et le tPA conduit à un effet additif des deux traitements (Figure 

42). 

L͛effet pƌoteĐteuƌ du TCNϮϬϭ et de l͛ifeŶpƌodil peuǀeŶt s͛eǆpliƋueƌ paƌ le fait Ƌu͛uŶe gƌaŶde paƌtie 

de la mort observée en OGDreox ƌĠsulte d͛uŶe eǆĐitotoǆiĐitĠ (Goldberg and Choi, 1993; Soria et al., 

2014; Taghibiglou et al., 2009). L͛eǆĐitotoǆiĐitĠ ƌĠsulte d͛uŶe liďĠƌatioŶ ŵassiǀe de glutaŵate daŶs la 

fente synaptique conduisant à une activation massive des récepteurs NMDA. L'activation continue 

d'un grand nombre de récepteurs NMDA (en particulier le sous-type GluN1/GluN2) entraîne une 

augmentation des charges de calcium intracellulaire et de l͛aĐtiǀitĠ des enzymes cataboliques, ce qui 

peut déclencher une cascade d'événements conduisant à la nécrose (Ndountse and Chan, 2009; 

Yang et al., 2017; Yuan et al., 2015) et à l͛apoptose (Ndountse and Chan, 2009; Chen et al., 2017). 

Nous avons pu notamment démontrer qu͛uŶ iŶhiďiteuƌ aŶtagoŶiste ŶoŶ ĐoŵpĠtitif des ƌĠĐepteuƌs 

NMDA, le MK801 (Song et al., 2018) et uŶ iŶhiďiteuƌ de l͛eŶseŵďle des Đaspases, le Z-VAD-FMK (Kim 

and Li, 2013; Park et al., 2009) diŵiŶuaieŶt, ƌespeĐtiǀeŵeŶt, l͛eǆĐitotoǆiĐité et la mort apoptotique 

iŶduites paƌ l͛OGDréox (Figure 43). EŶ outƌe, l͛iŶfluǆ de ĐalĐiuŵ daŶs la Đellule ĐoŶduit ă la gĠŶĠƌatioŶ 

de ROS Đe Ƌui pouƌƌait faǀoƌiseƌ l͛autophagie ;ŶotaŵŵeŶt la ŵitophagieͿ. 

Figure 43 : L’OGDreox induit une mort 
excitotoxique et une mort apoptotique 

Mort cellulaire des neurones corticaux mesurée 
via la libération de LDH dans le milieu de culture 
après OGDréox  en présence ou non de tPA et de 
MK801 (10 µM) ou Z-VAD-FMK (Z-VAD ; 20 µM). 
(Données représentées de la façon suivante: 
moyenne±S.E.M. n=16 provenant de 4 expériences 
différentes ; Ctrl vs OGD : ###

P<0.01; comparaison 
entre les conditions OGDreox: ***P<0.001, 
**P<0.01 et *P<0.05; Mann–Whitney). 
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Les récepteurs NMDA semblent donc être impliqués, eŶ taŶt Ƌu͛effeĐteuƌs, dans la mort neuronale 

iŶduite paƌ l͛OGDréox et non dans la neuroprotection induite par le tPA. Afin de trouver le récepteur 

ƌespoŶsaďle de l͛effet du tPA daŶs l͛OGDréox, nous nous sommes intéressés à ceux décrits pour leur 

iŵpliĐatioŶ daŶs l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie. Le ƌĠĐepteuƌ ă l͛IGF-1 a particulièrement retenu notre 

attention Đaƌ l͛aŶalǇse des « RNA sequençing » a ƌĠǀĠlĠ Ƌu͛il Ġtait ƌĠgulĠ ŶĠgatiǀeŵeŶt loƌs d͛uŶe 

OGDréox. De plus, ce dernieƌ est ĐoŶŶu pouƌ aĐtiǀeƌ la ǀoie PIϯK/Akt/ŵTORCϭ et iŶhiďeƌ l͛autophagie 

(Lin et al., 2017; Troncoso et al., 2012; Wang and Gu, 2017; Wu et al., 2009). CepeŶdaŶt, l͛effet 

d͛IGF-1R dans l͛autophagie ƌeste ĐoŶtƌoǀeƌsĠ. Par exemple, Liu et collaborateurs ont montré en 

ϮϬϭϳ Ƌu͛IGF-ϭR faǀoƌisait l͛autophagie eŶ suppƌiŵaŶt la voie PI3K/Akt/mTORC1 (Liu et al., 2017).  

De manière intéressante, tout comme le tPA, IGF-1R et son ligand IGF-1 jouent un rôle crucial dans 

le développement cérébral et dans la survie cellulaire. Il intervient particulièrement dans la 

neurogénèse et la synaptogénèse ainsi que dans la différentiation et la maturation des neurones au 

cours du développement du système 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 après une lésion hypoxique/ischémique (Liu et al., 

2011). Il a ĠtĠ dĠĐƌit Ƌu͛uŶe iŶjeĐtioŶ d͛IGF-1 dans des modèles animauǆ d͛AVC ischémique était 

neuroprotectrice et favorisait la régénération du tissu neuronal (De Geyter et al., 2016; Kooijman et 

al., 2009). L͛iŶjeĐtioŶ iŶtƌaĐĠƌĠďƌoǀeŶtƌiĐulaiƌe d͛IGF-1 atténue également  l͛iŶflaŵŵatioŶ, la 

perméabilité  de la BHE et le ǀoluŵe de lĠsioŶ iŶduits paƌ uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM Đhez le ƌat. DaŶs 

cette étude, IGF-1 contriďue, eŶtƌe autƌes, ă l͛aĐtiǀatioŶ d͛Akt et d͛Eƌk (Bake et al., 2014). Ce 

ŵĠĐaŶisŵe pouƌƌait s͛eǆpliƋueƌ paƌ la faculté de l͛IGF-1R ă ŵaiŶteŶiƌ l͛iŶtĠgƌitĠ de la barrière 

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 

tƌaǀauǆ oŶt dĠŵoŶtƌĠ, Ƌu͛apƌğs uŶe hǇpoǆie/isĐhĠŵie, IGF-1 est augmenté dans la région lésée, et 

plus particulièrement dans les astrocytes et la microglie (Gluckman et al., 1992). 

Aujouƌd͛hui, six IGFBP humaines (IGFBP1-6) modulant l'activité biologique de l'IGF-1 ont été 

identifiées et près de 99% de l͛IGF-1 circulant est lié à un IGFBP. Le complexe majoritairement 

retrouvé est un complexe tertiaire composé d͛IGFBP-3, IGF-1 et d͛une sous-unité « acide labile ». 

Apƌğs uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ sĠƌiƋue d͛IGF-I et d͛IGFBPϯ est diŵiŶuĠ 

(Schwab et al., 1997), Đela peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ le fait Ƌue leuƌ sĠĐƌĠtioŶ est ƌĠgulĠe par les 
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hormones de croissance (Blum et al., 1993). Au niveau cellulaire, IGFBP3 contrôle la biodisponibilité 

des IGF sécrétés localement, notamment en le séquestrant et en empêchant leur fixation sur IGF-1R 

(Blat et al., 1994; Imai et al., 2000; pour revue: Jogie-Brahim et al., 2009). IGF-1 peut être libéré de 

Đe Đoŵpleǆe gƌąĐe ă la dĠgƌadatioŶ d͛IGFBPϯ paƌ des pƌotĠases telles Ƌue la plasŵiŶe, la thƌoŵďiŶe, 

les MMP-1, les MMP-2 et les MMP-3 (Booth et al., 1996; Fowlkes et al., 1994). De manière 

iŶtĠƌessaŶte, au Đouƌs de la gƌossesse, le tPA et l͛uPA dĠgƌadeŶt l͛IGFBPϯ ĐiƌĐulaŶt (Bang and Fielder, 

1997). De surcroit, en 2012, Elzi et collaborateurs ont montré que le tPA, ŵais pas l͛uPA, Đliǀe 

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 ƌĠsultats dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛effet Ŷeuroprotecteur du tPA est diminué eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶ 

iŶhiďiteuƌ phaƌŵaĐologiƋue spĠĐifiƋue de l͛IGF-1R, le picropodophyllin (PPP ; 100 nM) (Girnita et al., 

2004) (Article 1 ; Figure 6). De suƌĐƌoŠt, eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGDréox, le PPP eŵpġĐhe le tPA d͛aĐtiǀeƌ la 

ǀoie PIϯK/Akt/ŵTORCϭ et de diŵiŶueƌ l͛autophagie (Article 1 ; Figure 5A, 5B, 5C et 5D). 

En résumé, dans notre modèle in vitro d’AVC isĐhĠŵiƋue, le tPA protège les neurones de la mort 

eŶ diŵiŶuaŶt l’autophagie. Cet effet dĠpeŶd de la faĐultĠ du tPA à aĐtiveƌ la voie 

PI3K/Akt/mTORC1 via IGF-1R.  

Nous devons, à présent, déterminer comment le tPA active IGF-1R. Pour répondre à cette question, 

trois hǇpothğses s͛offƌeŶt ă Ŷous : 

Hypothèse 1 : Le tPA active IGF-ϭR de ŵaŶiğƌe diƌeĐte. L͛IGF-1R est un récepteur tyrosine kinase et il 

a été décrit que le tPA interagissait au niveau neuronal avec des récepteurs à activité tyrosine kinase 

tels que le récepteuƌ ă l͛EGF. De plus, ces deux récepteurs présentent des homologies structurales 

notamment des domaines riches en cystéines (Figure 44). Pour vérifier cette hypothèse, nous 

sommes actuellement en train de réaliser uŶe Ġtude d͛iŶteƌaĐtioŶ ligaŶd/ƌĠĐepteuƌ ƌeposaŶt suƌ la 

spectroscopie des plasmons de surface. 

Hypothèse 2 : L͛aĐtiǀatioŶ d͛IGF-1R pourrait se faire indirectement et pourrait dépendre du clivage 

d͛IGFBPϯ paƌ le tPA. Coŵŵe il a ĠtĠ dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, le tPA est capable de dégrader IGFBP3 et 

d͛iŶduiƌe la liďĠƌatioŶ d͛IGF (Elzi et al., 2012). Afin de vérifier cette hypothèse, il faudra incuber des 
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ŶeuƌoŶes aǀeĐ du tPA eŶ ĐoŶditioŶ ĐoŶtƌƀle et eŶ ĐoŶditioŶ d͛OGDréox puis récupérer le milieu afin 

d͛Ġtudieƌ la dĠgƌadatioŶ d͛IGFBPϯ paƌ teĐhŶiƋue d͛iŵŵuŶo-empreinte. 

Hypothèse 3 : Le récepteur LRP6 serait capable de stabiliser le récepteur IGF-1R et de promouvoir 

son activité (Singh et al., 2013). D͛autƌe paƌt, le tPA aĐtiǀeƌait LRPϲ pouƌ faǀoƌiseƌ la pousse 

neuritique des progéniteurs neuronaux (Lee et al., 2014). Le tPA pourrait donc activer IGF-1R via 

LRP6. 

D͛autƌe paƌt, il serait iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ le ƌƀle du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ pϱϯ daŶs l͛OGDréox. Ce 

dernier est ƌĠgulateuƌ de l͛autophagie. Bien que certaines équipes démontrent son rôle pro-

autophagique, (Tasdemir et al., 2008) d͛autƌes teŶteŶt de démontrer son rôle anti-autophagique 

(Goiran et al., 2018). L͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie paƌ pϱϯ est ŵajoƌitaiƌeŵeŶt dĠpeŶdaŶte de 

l͛iŶhiďitioŶ de la ǀoie ŵTORCϭ via la régulation transcriptionnelle des gènes codaŶt l͛IGFBPϯ (Feng et 

al., 2007). De plus, suite ă uŶ stƌess ŶutƌitioŶŶel, l͛iŶhiďitioŶ de ŵTORCϭ peut se faiƌe de ŵaŶiğƌe 

indépendante de AMPK, notamment via p53 et/ou la voie IGF-1/Akt (Feng and Levine, 2010; Huang 

and Manning, 2009). 

 Le ƌôle de ŵTORCϮ daŶs l’OGDréox 

Nous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌu͛ă l͛iŶstaƌ de ŵTORCϭ, ŵTORCϮ est iŶhiďĠ eŶ OGDréox et son activité est 

partiellement restaurée en présence de tPA (Article 1 ; Figure 3C). Le complexe mTORC2 contrôle la 

prolifération et la survie cellulaire en phosphorylant notamment la protéine kinase A (PKA), la PKC et 

Figure 44 : La structure des récepteurs EGFR et IGF-1R 
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la PKG. Le rôle le plus important de mTORC2, cependant, est probablement la phosphorylation et 

l͛aĐtiǀatioŶ d͛Akt (Guertin et al., 2006; Jacinto et al., 2006). L͛aĐtiǀatioŶ d͛Akt ĐoŶtƌiďue ŶotaŵŵeŶt 

ă l͛iŶhiďitioŶ de TSCϮ, ƌĠgulateuƌ ŶĠgatif de ŵTORCϭ (Inoki et al., 2002). 

OŶ pouƌƌait Ġŵettƌe l͛hǇpothğse Ƌu͛eŶ pƌĠseŶĐe de tPA l͛effet pƌo-survie de mTORC2 est restauré. 

Afin de vĠƌifieƌ Đette possiďilitĠ il seƌait iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ les pƌotĠiŶes ƌĠgulĠes paƌ ŵTORCϮ afiŶ 

de protéger les cellules de la mort telles que FOXO3a (Feehan and Shantz, 2016), PCK1 (Khan et al., 

2015) et Akt (Wong, 2019). De plus, nous pourrions regarder si l͛aĐtiǀatioŶ de ŵTORCϮ faǀoƌise 

l͛aĐtiǀitĠ de ŵTORCϭ eŶ OGDréox. 

Un point marquant est que le récepteur mTORC2 est activé par des facteurs de croissances comme 

l͛iŶsuliŶe et l͛IGF-1 ainsi que par la voie PI3K/Akt (Gan et al., 2011; Saxton and Sabatini, 2017; Sural-

Fehr et al., 2019). De suƌĐƌoŠt, ŵTORCϮ est Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ IGF-1R (Yin et al., 2016). Il serait donc 

nécessaiƌe d͛aŶalǇseƌ l͛effet d͛IGF-ϭR suƌ l͛aĐtiǀatioŶ de ŵTORCϮ, puis de ǀoiƌ si, en absence de 

mTORC2, le tPA pƌoŵeut toujouƌs l͛aĐtiǀatioŶ d͛IGF-1R (Figure 45). 

Figure 45 : Schéma de le neuroprotection du tPA dans 
l’OGD  
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 L’autophagie ŶeuƌoŶale daŶs l’isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale : protecteur ou délétère ? 

L͛effet de l͛autophagie daŶs l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale est assez ĐoŶtƌoǀeƌsĠ. CeƌtaiŶes ĠƋuipes 

dĠŵoŶtƌeŶt soŶ effet pƌoteĐteuƌ aloƌs Ƌue d͛autƌes ĠƋuipes affiƌŵeŶt que son rôle est délétère.  

Ces diffĠƌeŶĐes pouƌƌaieŶt d͛aďoƌd s͛eǆpliƋueƌ paƌ la ŶoŶ-spécificité des traitements utilisés. Par 

exemple, la wortmannin et la 3-MA sont des inhiďiteuƌs de l͛eŶseŵďle des PIϯK. Sachant que les 

PIϯK de Đlasse I faǀoƌiseŶt l͛aĐtiǀatioŶ de ŵTORCϭ et l͛iŶhiďitioŶ de l͛autophagie et que les PI3K de 

classe III sont impliquées daŶs l͛iŶitiatioŶ de l͛autophagie, utiliseƌ ces inhibiteurs des PI3K pour 

iŶhiďeƌ l͛autophagie Ŷe seŵďle pas ġtƌe la ŵeilleuƌe stƌatĠgie. De plus, des pƌotĠiŶes Đoŵŵe la 

Vps34 ou mTORC1 sont impliquées daŶs d͛autƌes foŶĐtioŶs Ƌue l͛autophagie, Vpsϯϰ est ŶotaŵŵeŶt 

un contrôleur essentiel du trafic membranaire (Rostislavleva et al., 2015) et mTORC1 régule la 

prolifération cellulaire, la croissance et la survie cellulaire, la biosynthèse des protéines et la 

transcription (Ma and Blenis, 2009). L͛iŶhiďitioŶ de Đes pƌotĠiŶes peut doŶĐ affeĐteƌ d͛autƌes 

pƌoĐessus Ƌue l͛autophagie et doŶĐ altĠƌeƌ les ƌĠsultats. D͛autƌe paƌt, la dose et la ŵĠthode 

d͛adŵiŶistƌatioŶ des ageŶts phaƌŵaĐologiƋues peuǀeŶt aussi iŶflueƌ les effets oďseƌǀĠs. Coŵŵe il a 

été décrit précédemment, les neurones peuvent être résistants à la rapamycine et seulement des 

doses importantes et prolongées augmenteraient le flux autophagique (Mukhopadhyay et al., 2016).  

Ensuite, les modèles utilisés peuvent aussi expliquer les différents résultats. Pour étudier 

l͛autophagie daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue, de Ŷoŵďƌeuǆ ŵodğles aŶiŵauǆ ;l͛ĠleĐtƌoĐoagulatioŶ, photo-

thƌoŵďose, l͛oĐĐlusioŶ des ϰ aƌtğƌes Đaƌotides ĐoŵŵuŶes ou eŶĐoƌe l͛oĐĐlusioŶ de l͛ACM …Ϳ oŶt ĠtĠ 

utilisés et chaque modèle induit une lésion différente, ce qui peut expliquer la diversité des résultats 

(Fluri et al., 2015). L͛oĐĐlusioŶ de l͛ACM aǀeĐ uŶ filaŵeŶt est le modèle le plus utilisé dans les 

études. Ce ŵodğle iŶǀasif peut iŶduiƌe des lĠsioŶs de l͛eŶdothĠliuŵ et uŶe ƌĠaĐtioŶ iŶflaŵŵatoiƌe 

eǆaĐeƌďĠe ŶoŶ oďseƌǀĠe Đhez l͛Hoŵŵe. De plus, l͛oĐĐlusioŶ de l͛ACM peut ġtƌe tƌaŶsitoiƌe et eŶ 

foŶĐtioŶ du teŵps d͛oĐĐlusioŶ, le volume de lésion varie. Concernant les modèles in vitro, les 

diffĠƌeŶĐes oďseƌǀĠes pouƌƌaieŶt s͛eǆpliƋueƌ dĠjă paƌ l͛utilisatioŶ de deuǆ tǇpes Đellulaiƌes 

différents : les lignées cellulaires PC12 et les cultures de neurones primaires. En effet, en 

comparaison aux neurones primaires, les cellules PCϭϮ Ŷ͛eǆpƌiŵeŶt pas de ƌĠĐepteuƌs NMDA 

fonctionnels (Edwards et al., 2007), Đe Ƌui pouƌƌait ŵodifieƌ la ƌĠpoŶse ă l͛OGD (Figure 43). De plus, 
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les neuƌoŶes pƌiŵaiƌes pouƌƌaieŶt ƌĠpoŶdƌe diffĠƌeŵŵeŶt ă l͛OGD eŶ foŶĐtioŶ de leuƌ ŵatuƌatioŶ in 

vitro. 

En outre, il est difficile de répondre à la question « l͛autophagie est-elle délétère ou protectrice ? ». 

Suƌ uŶ plaŶ thĠoƌiƋue, l͛autophagie deǀƌait ġtƌe un processus protecteur daŶs l͛isĐhĠŵie : l͛AVC 

induit un stress important dans la cellule conduisant notamment à une accumulation de protéines 

ŵal ƌepliĠes et ă uŶe dǇsfoŶĐtioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale. L͛autophagie peƌŵettƌait aloƌs de dĠgƌadeƌ les 

agrégats protéiques et les ŵitoĐhoŶdƌies eŶdoŵŵagĠes et de ƌĠtaďliƌ l͛hoŵĠostasie Đellulaiƌe. Paƌ 

ailleuƌs, loƌsƋue la lĠsioŶ isĐhĠŵiƋue est tƌop iŵpoƌtaŶte, l͛autophagie pouƌƌait ġtƌe aĐtiǀĠe eŶ 

excès et induire une perte progressive des organites et une perturbation des membranes 

intracellulaires (Dasari et al., 2017; Shi et al., 2012). De la même manière, un excès de mitophagie 

peut induire une clairance trop importante des mitochondries voire une déplétion complète de 

l͛oƌgaŶite (Reef et al., 2006; Wang et al., 2014; Zhang et al., 2015). Dans ce cas, la perte partielle ou 

complète de la fonction mitochondriale conduit à une altération de la respiration oxydative et de la 

pƌoduĐtioŶ d͛ATP. Également, Đette dĠfaillaŶĐe ĠŶeƌgĠtiƋue peut ġtƌe ă l͛oƌigiŶe de la ŵoƌt Đellulaiƌe 

(Sentelle et al., 2012). 

DaŶs l’isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, le ďasĐuleŵeŶt eŶtƌe l’effet ďĠŶĠfiƋue et l’effet dĠlĠtğƌe dĠpeŶdƌait 

doŶĐ de l’iŶteŶsitĠ de l’autophagie. 

Nous pouǀoŶs doŶĐ supposeƌ Ƌue daŶs Ŷotƌe ŵodğle, l͛OGDréox pƌoǀoƋue uŶ eǆĐğs d͛autophagie 

ĐoŶduisaŶt ă la ŵoƌt Đellulaiƌe. Le tPA, lui, attĠŶueƌait l͛autophagie afin de permettre une clairance 

plus adaptée, en ne dégradant que les mitochondries endommagées et les agrégats protéiques. 

Ainsi, les oƌgaŶites pouƌƌaieŶt ƌestĠs iŶtaĐtes et l͛hoŵĠostasie Đellulaiƌe seƌait ƌestauƌĠe. 

 Existe-t-il des liens entre le stress du RE et l’autophagie eŶ OGDréox? 

EŶ ϮϬϭϳ, Ŷous aǀoŶs puďliĠ uŶ aƌtiĐle dĠŵoŶtƌaŶt Ƌue l͛OGDréox induisait un stress du RE, via une 

augŵeŶtatioŶ des ǀoies de l͛UPR, ŶotaŵŵeŶt l͛aǆe PERK/eiFϮα. L͛aĐtiǀatioŶ de Đet aǆe pƌoǀoƋue 

notamment une augmentation des protéines en aval : ATF4, CHOP, GADD34 (Louessard et al., 2016; 

voir autres travaux: Article 4).  

Le stƌess du RE et l͛autophagie soŶt deuǆ pƌoĐessus tƌğs liĠs, d͛uŶe paƌt paƌĐe Ƌue le RE seƌt de 

plateforme pour la formation des phagophores (Axe et al., 2008) et d͛autƌe paƌt paƌĐe Ƌue le stƌess 
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du RE peut iŶduiƌe de l͛autophagie via les ǀoies de l͛UPR (Thiebaut et al., 2018 ; voir autres travaux : 

Article 2). Par eǆeŵple, loƌs d͛uŶe ĐaƌeŶĐe eŶ ŶutƌiŵeŶts pƌoǀoƋuaŶt uŶ stƌess du RE, ATFϰ et CHOP 

iŶduiseŶt la tƌaŶsĐƌiptioŶ de gğŶes liĠs ă l͛autophagie ;B͛Đhir et al., 2013). De surcroît, au cours de 

l'hypoxie, ATF4 est stabilisé et peut faciliter l'élongation de l'autophagosome en augmentant 

l͛eǆpƌessioŶ de LCϯ-II (Rzymski et al., 2010). Il a déjà été montré dans un modèle 

d͛isĐhĠŵie/ƌepeƌfusioŶ ŵuƌiŶ Ƌue l͛iŶduĐtioŶ phaƌŵaĐologiƋue d͛uŶ stƌess du RE activait 

l͛autophagie (Zhang et al., 2014).  

DaŶs Ŷotƌe ŵodğle, l͛autophagie pouƌƌait ġtƌe le ƌĠsultat d͛uŶe aĐtiǀatioŶ des ǀoies de l͛UPR. Pouƌ 

vérifier cette hypothèse, nous pourrions inhiber pharmacologiquement le stress du RE ou la voie 

PERK/eiF2α et ǀoiƌ si uŶe iŶhiďitioŶ de l͛autophagie eŶ résulterait. 

DaŶs les tƌaǀauǆ de Louessaƌd et Đollaďoƌateuƌs, Ŷous aǀoŶs ĠgaleŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ OGDréox, le 

tPA, ă tƌaǀeƌs sa liaisoŶ ă Gƌpϳϴ au Ŷiǀeau ŵeŵďƌaŶaiƌe, diminuait l͛aĐtiǀatioŶ d͛eiFϮα et 

l͛eǆpƌessioŶ d͛ATFϰ, de CHOP et de GADDϯϰ (Louessard et al., 2016; voir autres travaux: Article 4). 

Le ŵĠĐaŶisŵe iŵpliƋuĠ daŶs Đet effet ƌeste ĐepeŶdaŶt iŶĐoŶŶu. L͛aŶalǇse hǇdƌophoďiƋue et 

protéique de la structure de Grp78 à la surface membranaire montre que la probabilité de 

transduction de signal est faible (Tsai et al., 2015), suggĠƌaŶt aiŶsi la pƌĠseŶĐe d͛uŶ Đo-récepteur. 

Fait iŶtĠƌessaŶt, il a ĠtĠ dĠĐƌit Ƌu͛IGFBPϯ iŶteƌagissait aǀeĐ Gƌpϳϴ pouƌ iŶduiƌe de l͛autophagie daŶs 

les lignées de cellules cancéreuses mammaires (Grkovic et al., 2013). Cette interaction est 

ĠgaleŵeŶt ƌespoŶsaďle d͛uŶe aĐtiǀatioŶ des ǀoies de l͛UPR (Grkovic et al., 2013). 

Nous pourrions doŶĐ supposeƌ Ƌue daŶs Ŷotƌe Ġtude, l͛OGDréox favorise la translocation de Grp78 du 

RE à la membrane. Une fois à la membrane, la chaperonne se lie à IGFBP3 pour induire un stress du 

RE et de l͛autophagie. EŶ pƌĠseŶĐe de tPA, IGFBPϯ seƌait ĐliǀĠ paƌ la pƌotéase, dissociant Grp78 et 

IGF-1. Ce dernier pourrait alors activer IGF-ϭR et iŶduiƌe l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie PIϯK/Akt/ŵTORCϭ. 

Dans le futur, nous étudierons donc les liens stress du RE/autophagie daŶs l͛OGDréox, afin de voir si 

ces deux mécanismes sont iŶdĠpeŶdaŶts ou s͛ils ƌĠsulteŶt d͛uŶ ŵġŵe stiŵulus, et ŶotaŵŵeŶt de la 

liaison Grp78/IGFBP3. Puis, nous étudierons si le tPA diminue le stress du RE via le même 

ŵĠĐaŶisŵe Ƌue l͛autophagie : IGF-1R/ PI3K/Akt/mTORC1.  
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 Les autres cellules du SNC 

Les astrocytes joueŶt uŶ ƌƀle iŵpoƌtaŶt daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue et il a ĠtĠ dĠĐƌit Ƌu͛eŶ Đas 

d͛isĐhĠŵie l͛autophagie augŵeŶtait dans ces cellules. Cependant, le ƌƀle du pƌoĐessus Ŷ͛est pas 

eŶĐoƌe ďieŶ dĠĐƌit. Il est doŶĐ iŵpoƌtaŶt d͛Ġtudieƌ l͛iŵpaĐt du tPA suƌ l͛autophagie et la survie 

astrocytaire, d͛autaŶt plus Ƌu͛apƌğs uŶe hǇpoǆie/isĐhĠŵie, IGF-1 est augmenté dans les astrocytes 

et la ŵiĐƌoglie pƌĠseŶts daŶs la lĠsioŶ. La ŵiĐƌoglie est uŶ aĐteuƌ esseŶtiel de l͛iŶflaŵŵatioŶ daŶs 

l͛AVC isĐhĠŵiƋue (Gluckman et al., 1992). Il Ŷ͛est aujouƌd͛hui pas encore certain Ƌue l͛isĐhĠŵie 

cérébrale induise de l͛autophagie daŶs les Đellules ŵiĐƌogliales. Nous pouƌƌioŶs doŶĐ souŵettƌe des 

cellules primaires microgliales à une OGDréox et étudier, dans un premier temps, le flux 

autophagique. 

EŶfiŶ, l͛uŶe des ĐoŶsĠƋueŶĐes de la thƌoŵďolǇse aǀeĐ le tPA est la transformation hémorragique 

(Wardlaw, 2001), notamment due à une rupture de la BHE (Benchenane et al., 2005; Polavarapu et 

al., 2007; Yepes et al., 2003). À l͛iŶstaƌ de la ŵiĐƌoglie, l͛iŶduĐtioŶ de l͛autophagie daŶs les Đellules 

eŶdothĠliales Ŷ͛est pas totaleŵeŶt Đlaiƌe. L͛ĠƋuipe d͛EŶgelhaƌdt a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛OGD Ŷ͛iŶduisait pas 

d͛autophagie daŶs uŶe ligŶĠe de BMVECs (Engelhardt et al., 2015). À l͛iŶǀeƌse, Shi et collaborateurs 

oŶt ŵoŶtƌĠ uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛autophagie daŶs les BMVECs pƌiŵaiƌes souŵis ă uŶe OGD (Shi et 

al., 2016). BieŶ Ƌue deuǆ Ġtudes dĠŵoŶtƌeŶt uŶ effet ďĠŶĠfiƋue de l͛autophagie eŶdothĠliale daŶs 

l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, Li et Đollaďoƌateuƌs dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛autophagie ĐoŶtƌiďue ă la 

peƌŵĠaďilisatioŶ de la BHE suite ă uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM Đhez les souƌis. Cette perméabilisation est 

due ă l͛altĠƌatioŶ des joŶĐtioŶs seƌƌĠes et ă la ŵoƌt des Đellules vasculaires (Li et al., 2013). 

Nous pouƌƌioŶs oďseƌǀeƌ si l͛OGDréox iŶduit de l͛autophagie daŶs les Đellules BMVECs pƌiŵaiƌes et si 

cette autophagie favorise la mort cellulaire. Puis, nous pourrions étudier le rôle du tPA dans ce 

pƌoĐessus d͛autaŶt plus Ƌue l͛iŶjeĐtioŶ iŶtƌaĐĠƌĠďƌoǀeŶtƌiĐulaiƌe d͛IGF-1 atténue la perméabilité de 

la BHE iŶduite paƌ uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM Đhez le ƌat (Bake et al., 2014) et Ƌu͛IGF-1R a la faculté de 

ŵaiŶteŶiƌ l͛iŶtĠgƌitĠ de la barrière endothéliale en stabilisant les jonctions inter-endothéliales : VE-

PTP (vascular endothelial - protein tyrosine phosphatase) / VE-cadhérine (Liang et al., 2015). 

  



 

  



    173 Conclusion générale 

Conclusion générale 

Cette Ġtude aǀait pouƌ ďut d͛Ġtudieƌ l͛effet du tPA suƌ les ĠǀĠŶeŵeŶts autophagiƋues dans un 

modèle in vitro d͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. Pour la première fois, nous démontrons, que la sérine 

protéase tPA, utilisée comme traitement dans la thrombolyse, est capable de réduire l͛autophagie 

induite par un sevrage en oxygène et glucose, dans les neurones corticaux. Cette diminution 

d͛autophagie est ŶeuƌopƌoteĐtƌiĐe. AfiŶ d͛iŶduiƌe Đet effet aŶti-autophagique et neuroprotecteur, le 

tPA agît via le récepteur IGF-ϭR et la ǀoie PIϯK/Akt/ŵTORCϭ. JusƋu͛ă aujouƌd͛hui, il Ŷ͛aǀait jaŵais 

ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌue le tPA Ġtait Đapaďle d͛iŶduiƌe uŶ effet ă tƌaǀeƌs Đe récepteur tyrosine kinase. De 

manière 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 

d͛uŶ lieŶ eŶtƌe le tPA et IGF-1R dans notre étude ouvre des perspectives pour de futur travaux qui 

permettraient de mieux comprendre le rôle de ces deux protéines dans le parenchyme cérébral.  

BieŶ Ƌue soŶ ƌƀle soit eŶĐoƌe dĠďattu, il est ĐlaiƌeŵeŶt Ġtaďli Ƌue l͛autophagie est eǆaĐeƌbée dans 

les ŶeuƌoŶes du paƌeŶĐhǇŵe isĐhĠŵiĠ. Cet eǆĐğs d͛autophagie pouƌƌait ġtƌe ă l͛oƌigiŶe d͛uŶe 

dégradation trop importante des protéines et des organites cellulaires conduisant à une mort 

ŶeuƌoŶale ĐouƌaŵŵeŶt oďseƌǀĠe daŶs les diffĠƌeŶts ŵodğles d͛AVC ischémiques. En outre, il 

seŵďle Ƌu͛uŶe attĠŶuatioŶ du pƌoĐessus d͛autophagie soit Ŷeuroprotecteur. Ainsi l͛ideŶtifiĐatioŶ de 

la voie IGF-1R/PI3K/Akt/mTORC1 dans les effets anti-autophagique et neuroprotecteur du tPA ouvre 

uŶ Đhaŵp d͛Ġtude suƌ l͛utilisation de cette voie de signalisation comme cible thérapeutique. Pour se 

faire, il serait intéressant de mieux comprendre le rôle de cette voie dans les différents types 

cellulaires du SNC ainsi que daŶs les diffĠƌeŶts pƌoĐessus ŵis eŶ plaĐe loƌs de l͛isĐhĠŵie cérébrale 

(stress du RE, excitotoxicité, apoptose, iŶflaŵŵatioŶ…). 
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Article 2: ͞Proteostasis during cerebral ischemia͟ 

Audrey M. Thiebaut*, Elodie Hedou*, Stefan J. Marciniak, Denis Vivien, and Benoit D. Roussel. 

Titre: La protéostasie daŶs l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale 

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 à la mort neuronale. La protéostasie fait 

référence à l'équilibre entre synthèse de la protéine, repliement, transport et dégradation de la 

protéine. Dans le cerveau, la protéostase joue un rôle clé dans l'apprentissage et la mémoire en 

contrôlant la synthèse et la dégradation des protéines. Deux voies importantes sont impliquées dans 

la régulation de la protéostase: l͛UPR et la macro-autophagie (appelée ci-dessous autophagie). Les 

deux sont nécessaires à la survie des cellules. Cependant, leur durée d'activation excessive ou leur 

intensité peuvent conduire à la mort cellulaire. De plus, l'UPR et l'autophagie peuvent s'activer et se 

potentialiser mutuellement aggravant  les lésions ischémiques. Une meilleure compréhension de 

l'autophagie et du stress du RE permettra d'élaborer des stratégies thérapeutiques pour les AVC, à 

la fois pendant la phase aiguë et pendant la période de récupération. Cette revue résume les 

dernières avancées thérapeutiques impliquant le stress du RE ou l͛autophagie dans une ischémie 

cérébrale. Nous soutenons l͛idée que loƌs de l͛Ġtude de l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, il est iŵpoƌtaŶt 

d͛iŶǀestigueƌ l͛eŶseŵďle des processus régissant la protéostasie, plutôt que de se concentrer sur le 

stress du RE ou l'autophagie de manière isolée.  
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Article 3: ͞The role of plasminogen activators in stroke treatment: fibrinolysis and beyond͟ 

Audrey M. Thiebaut, Maxime Gauberti, Carine Ali,  Sara Martinez De Lizarrondo, Denis Vivien, 

Manuel Yepes and Benoit D. Roussel. 

Titre: Le rôle des activateurs du plasmiŶogğŶe daŶs le tƌaiteŵeŶt de l͛AVC : fibrinolyse et au-delà. 

Revue publiée en 2019 dans Lancet Neurology 

Résumé : Bien que les progrès techniques récents en matière de thrombectomie aient révolutionné 

le traitement de l'AVC aigu, la prévalence d'invalidité et de décès liés à l'AVC reste élevée. Par 

conséquent, les activateurs du plasminogène (formes eucaryotes, bactériennes ou modifiées) 

susceptibles de favoriser la fibrinolyse, en clivant le plasminogène 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 plasminogène sont devenus un domaine 

crucial pour les études cliniques grâce à leur capacité à recanaliser les artères obstruées lors d'un 

AVC ischémique et à accélérer la clairance de l'hématome lors d͛un AVC hémorragique. Cependant, 

des résultats incohérents, des preuves d'efficacité insuffisantes ou des effets secondaires dans les 

essais cliniques pourraient fortement réduire l'utilisation d'activateurs du plasminogène en pratique 

clinique. De plus, le mécanisme d'action des activateurs du plasminogène pourrait s'étendre au-delà 

de la lumière des vaisseaux et impliquer des processus indépendants du plasminogène, ce qui 

suggérerait que les activateurs du plasminogène ont également un rôle non fibrinolytique. 

Comprendre les mécanismes d'action complexes des activateurs du plasminogène peut guider les 

futures interventions thérapeutiques chez les patients ayant subi un AVC.  
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Article 4: ͞Activation of cell surface GRP78 decreases endoplasmic reticulum stress and neuronal 

death͟ 

Louessard M, Bardou I, Lemarchand E, Thiebaut AM, Parcq J, Leprince J, Terrisse A, Carraro V, 

Fafournoux P, Bruhat A, Orset C, Vivien D, Ali C, Roussel BD. 

Titre: L͛aĐtiǀatioŶ de la pƌotĠiŶe Gƌpϳϴ ŵeŵďƌaŶaiƌe diŵiŶue le stƌess du RE et la ŵoƌt ŶeuƌoŶale. 

Etude publiée en 2017 dans Cell Death and Differenciation 

Résumé : La réponse des protéines mal-repliées (UPR) est une réponse adaptative liée au stress du 

réticulum endoplasmique (RE) qui vise à protéger les cellules de la surcharge protéique. Cependant, 

lorsqu'elle est prolongée, l'activation de l͛UPR est convertie en un signal de mort, qui repose sur sa 

branche PERK-eIFϮα. L͛aĐtiǀatioŶ eǆaĐeƌďĠe de l͛UPR a été impliquée dans de nombreuses maladies 

neurologiques, notamment l'ischémie cérébrale. Ici, en utilisant un modèle d'accident vasculaire 

cérébral thromboembolique in vivo sur des souris reportrices du stress RE et des modèles 

neuronaux in vitro d'ischémie, nous démontrons que le stress ischémique conduit à l'activation 

délétère de la branche PERK-eiFϮα. De plus, nous montrons que l'activateur du plasminogène de 

type tissulaire (tPA) peut se lier à Grp78 au niveau membranaire, entraînant une diminution de 

l'activation de la voie PERK, donc du facteur délétère CHOP, et favorise enfin la neuroprotection. 

Globalement, ces travaux mettent en évidence un nouveau rôle et un potentiel thérapeutique de la 

protéine chaperonne Grp78 en tant que récepteur membranaire du tPA afin de prévenir l͛aĐtiǀatioŶ 

exacerbée du stress du RE.  
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Résumé 

L'ischémie cérébrale est une pathologie complexe impliquant une cascade de mécanismes 
cellulaires qui conduisent, eŶtƌe autƌes, ă uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛autophagie daŶs les ŶeuƌoŶes. BieŶ 
Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de l͛autophagie daŶs l͛AVC isĐhĠŵiƋue soit aujouƌd͛hui un fait avéré, le rôle de 
l'activateur tissulaire du plasminogène (tPA ; ŵĠdiĐaŵeŶt utilisĠ daŶs la phase aigüe de l͛AVC 
isĐhĠŵiƋue et Ŷeuƌoŵodulateuƌ du sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ ĐeŶtƌalͿ Ŷ͛a jaŵais ĠtĠ dĠĐƌit. Le tPA est uŶe 
sérine protéase initialement découverte dans le compartiment vasculaire jouant un rôle important 
dans la fibrinolyse. Mais le tPA est aussi exprimé dans le parenchyme cérébral où il intervient dans le 
système glutamatergique, la plasticité synaptique et la survie neuronale. Afin de mieux comprendre 
les effets ŵolĠĐulaiƌes du tPA daŶs l͛autophagie, Ŷous avons utilisé un modèle in vitro d'ischémie 
cérébrale consistant à sevrer en oxygène et en glucose (OGD) puis à réoxygéner des neurones 
corticaux primaires murins avec ou sans tPA. Nous avons confirmé, dans un premier temps, que 
l͛OGD iŶduit uŶe autophagie dĠlĠtğƌe via uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aǆe PIϯK/Akt/ŵTORCϭ. Nous avons 
eŶsuite ĠtudiĠ l͛effet du tPA suƌ l͛autophagie iŶduite paƌ l͛OGD. Nos résultats démontrent que le tPA 
protège les neurones de la ŵoƌt iŶduite paƌ l͛OGD eŶ ƌĠduisaŶt l͛autophagie via l͛aĐtiǀatioŶ du 
récepteur du facteur de croissance à l'insuline (IGF-1R, un récepteur tyrosine kinase) et de la voie 
PI3K/Akt/mTOR. Ce travail de thèse a donc permis de décrire le rôle neuroprotecteur et anti-
autophagiƋue du tPA, et d͛ideŶtifieƌ uŶ Ŷouǀeau ƌĠĐepteuƌ Điďle du tPA : IGF-1R. 

Mots clés: AVC ischémique, ischémie cérébrale, tPA, IGF-1R, mTOR 

 

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. 

Key words: Ischemic stroke, cerebral ischemia, tPA, IGF-1R, mTOR 


