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Introduction 

A. L’a ide t vas ulai e al 

I.   Généralités 

L a ide t vasculaire cérébral (AVC), aussi appelé infarctus cérébral, est, selo  l Organisation 

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

ai si u u e des auses p i ipales de o idit  et de ha di ap a uis hez l adulte. En 2016, sur les 

13,7 millions de nouveaux cas rapportés, l AVC a e ge d  p s de ,  illio s de d s da s 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 d un AVC et environ 38 000 personnes perdent la vie. Un rapport remis au ministre de la 

Sa t  e   i di ue u un 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 e iste deu  t pes d AVC : les AVC hémorragiques et les AVC ischémiques. En 2016, malgré leur 

incidence beaucoup plus faible (15,6% des as d AVC , les AVC hémorragiques ont engendré 

significativement plus de morts (2,8 millions de morts) que les AVC ischémiques (2,7 millions de 

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

 

 

Figure 1 : Illust atio s d’u  AVC h o agi ue et d’u  AVC is h i ue. 
(D ap s la fo datio  des aladies du œu  et de l'AVC du Canada). 
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1. L’a ide t vas ulai e al h o agi ue 

L h o agie cérébrale est u e fo e d astat i e d AVC, qui est associée à une forte mortalité 

et à des invalidités de longue durée. Elle est consécutive  la uptu e d u e a t e ale 

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

u u e fo te hute du d it sa gui  da s la zo e i igu e pa  l a t e attei te. Ce t pe d AVC est 

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

libération du contenu sanguin. L AVC h o agi ue, do t l issue est fatale dans plus de 50% des cas, 

représente 5% à 20% des cas d AVC (15,6 % en 2016), et son incidence varie selon l ge et les 

régions géographiques (Johnson et al., 2019).  

On distingue deux g a ds t pes d AVC hémorragiques en fonction de leur localisation : 

 Les hémorragies intra-parenchymateuses résultant de la ruptu e d u e a t iole 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 uptu e d u  aisseau e tre la pie- e et l a a h oïde (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 l h pe te sio  dans certains pays, mais aussi une augmentation de la prévalence de certains 

fa teu s de is ue o e le ta agis e et la o so atio  o i e d alcool semblent contribuer de 

a i e i po ta te  l aug e tatio  du o e de as d AVC h o agi ues (Krishnamurthi et al., 

2014). 

2. L’a ide t vas ulai e al is h i ue 

L AVC is h i ue, appel  aussi is h ie ale, résulte de l o st u tio  d u  aisseau 

sanguin cérébral. Afi  d a lio e  le diag osti  et le t aite e t, e  , Ada s et olla o ateurs 

ont répertorié selon leur étiologie les différents sous-t pes d AVC is h i ues (Adams et al., 1993). 

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

d AVC is h i ues (Adams et al., 1993) :  
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 Athérosclérose des artères : l AVC dû  l ath os l ose des g osses a t es est la ause la 

plus o u e d AVC ischémique (environ 30 à 40% des as  et o espo d  l o lusio  d u e 

a t e ajeu e pa  u e pla ue d ath o e i sta le ui a p og essi e e t fo e  u  th o us 

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

 Cardioembolisme : les e olies d o igi e a dia ue so t  l o igine 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, da s e t pe d AVC 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; 

O Ca oll a d Ba ett, . 

 O lusio  d u  petit vaisseau : environ un quart des AVC ischémiques concerne l o st u tio  

d u  petit aisseau al. 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 e olies d o igi e a dia ue, 

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

infarctus lacunaires. Cependant, la cause la plus f ue te d i fa tus la u ai e 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 at go ie TOAST eg oupe u  t s g a d o e de auses d AVC 

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 so t aussi pe to i es o e des sou es f ue tes d infarctus 

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

 AVC d o igi e i d te i e : Environ un quart des AVC est d o igi e i d te i e (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 fa teu s de is ue de l’AVC is h i ue 

1. Les facteurs de risque modifiables 

Selon l étude GBD (global burden of disease), 90,5 % des AVC sont dépendants des facteurs de 

risques dits « modifiables » (Figure 2; Feigin et al., 2016). Cette étude, s te da t su   pa s et 

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

principaux : les fa teu s o po te e tau  le ta a , l ali e tatio , l al ool et l a se e d a ti it  

physique), les fa teu s ta oli ues l h pe te sio , le holest ol, le dia te  et les fa teurs 

e i o e e tau  la pollutio  de l ai , l e positio  au plo  (Feigin et al., 2016). L h pe te sio  

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

O Do ell et al., 2016).  

 

 

 L h pe te sio  a t ielle HTA  : L HTA est d fi ie pa  u e p essio  a t ielle PA  s stoli ue 

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

Figure 2 : Ca te ep se ta t le pou e tage d’AVC att i ua le à des fa teurs de risque modifiables et 
tableau récapitulant les 16 facteurs de risque modifiables majeurs. D ap s Feigi  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), e  o pa aiso  l tude INTERSTROKE 

alis e e   esti e ue l HTA (PA systolique supérieure à 140 mmHg) est responsable de 47,9% 

des AVC O Do ell et al., 2016). Le is ue d AVC dû  l h pe te sio  a t ielle e a ie i a e  l ge, 

ni avec le sexe O Do ell et al., 2016). Différentes études rapportent u u e baisse de la PA de 10 

mmHg duit, d e i o  u  tie s, le is ue de d eloppe  u  AVC (Lawes et al., 2004). Finalement 

selo  l tude PROGRESS, u e di i utio  de la PA, grâce à des antihypertenseurs, réduit le risque 

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

 La mauvaise ali e tatio  et l o sit  : au cours des dernières années, le o e d AVC li   

un surpoids et à une mauvaise alimentation a augmenté significativement. L tude GBD o sid e 

l ali e tatio  fai le e  f uit o e le deu i e fa teu  de is ue ajeu  des AVC, s e suit 

l o sit  et l alimentation riche en sodium (Feigin et al., 2016). Selon les études, la consommation 

de f uits et de l gu es est asso i e  u e di i utio  du is ue d AVC. E  effet, les individus 

mangeant plus de cinq portions de fruits et légumes par jour voient leur risque de développer un 

AVC diminuer de 26% par rapport aux individus en mangeant moins de trois portions (He et al., 

2006). L o sit , d fi ie pa  u  i di e de asse o po elle sup ieu    kg/ 2, est associé à une 

aug e tatio  du is ue d AVC hez les ho es (Kurth et al., 2002). Chez les femmes, les données 

sont contradictoires. Une étude montre une association entre l o sit  et le développement des 

infarctus ischémiques (Rexrode et al., 1997) et d aut es o  (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). L e positio   la fu e de cigarette (tabagisme passif) est 

également considérée o e u  fa teu  de is ue d i fa tus al (You et al., 1999).  

 L al ool : les individus consommant plus de 5 ve es d alcool par jour (soit plus de 60 g 

d al ool/jou  oie t leu  is ue de d eloppe  u  AVC aug e te  de % pa  appo t  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 dia te de t pe II est o sid  o e u  fa teu  i po ta t d i fa tus 

lacunaire (Arauz et al., 2003; Mast et al., 1995). Cependant, le o t le de l h pe gl ie a pou  
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l i sta t o t  aucun bénéfice sur la mortalité, les déficits neurologiques et le handicap engendrés 

pa  l is h ie ale (Bellolio et al., 2014). Le diabète est souvent associé à une hyperlipidémie. 

Il a t  o t  u u e di i utio  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 tudes o t o t  u il était possible de réduire les risques 

d AVC e  adopta t, 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 : l ge est le fa teu  de is ue « non modifiable » majeur : après 55 ans, et 

pou  ha ue t a he d ge de  a s, les as d AVC so t ultipli s pa  deu  (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 

a t ielles et d h pe te sio . En outre, par rapport aux sujets jeunes, les patients âgés ont plus de 

mal à récupérer et ont également plus de risques de d de   l h pital (Fonarow et al., 2010). 

 Le sexe : les ho es jeu es fo t plus d AVC ue les fe es du e ge. Cepe da t ap s 

85 ans, l i ide e est plus i po ta te hez les fe es (Rothwell et al., 2005). Concernant la 

mortalité, la différence homme/femme dépend également de l ge. 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 

d de  d u  AVC. Au-delà de 85 ans la te da e s i e se a e  e i o  % de o talit  e  plus 

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

 L eth i it  : il e iste u e asso iatio  e t e l o igi e eth ique et la prévalence des AVC. Aux 

États-Unis, le o e d AVC is h i ues est plus i po ta t chez les hispaniques et chez les afro-

américains que chez les Caucasiens (Benjamin et al., 2019). De plus, il se le ue l i ide e 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 

pe is d asso ie   gio s g o i ues au is ue d AVC. Jus u alo s, seulement une dizaine de 

loci avaient été identifiés. Plus de la oiti  des g es i pli u s da s le is ue d AVC so t aussi 

impliqués dans des pathologies vasculaires telles ue l h pe te sio  a t ielle (Malik et al., 2018). 

III.   Ph siopathologie de l’a ide t vas ulai e al ischémique 

Au ou s d u  AVC is h i ue, différents compartiments vont être touchés. Le compartiment 

vasculaire est le premier affecté, suite  la fo atio  d u  th o us ou d u e e ole induisant une 

di i utio  du d it sa gui  al DSC . S e suit u e alt atio  de la a i e h ato-

e phali ue BHE  et l appa itio  de do ages tissulai es. 

1. L’attei te vas ulai e 

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

cerveau a esoi  d un apport continu en oxygène et en glucose. Bie  u il ep se te seulement 2 % 

du poids du corps, le cer eau o so e  % de l o g e 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). Lo s d u  AVC 

is h i ue, la fo atio  d u  caillot entraîne une diminution du calibre de la lumière artérielle 

voire son obstruction totale, conduisant à u e di i utio  du DSC. L is h ie ale 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 l o lusio  a t ielle (J. C. Baron et al., 1981; Marchal et al., 

1996). Ainsi trois régions se distinguent (Figure 3; Heiss, 2014) :  
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 Le œu  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/min  fi ie de l appo t des a t es 

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

dommages irréversibles mais son pronostic reste incertain. Malg  u  DSC duit, l appo t e  

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

temps limitée. Cette zone peut être sauvée ais si le DSC est pas ta li, les eu o es e pos s 

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

Figure 3 : Évolution du foyer ischémique et de sa pénombre. 
La di i utio  du d it sa gui  al est pas ho og e da s le te itoi e de l o lusio  
ischémique, ainsi trois zones se distinguent : le foyer ischémique, la pénombre ischémique et 
l olig ie. Da s le fo e  is h i ue, zo e où le DSC est le plus fai le, les eu o es e t e t apide e t 
en nécrose et les dommages sont irréversibles. Dans la pénombre, la chute du DSC est moindre, les 

eu o es peu e t su i e plus lo gte ps ais si le DSC est pas ta li, ils e treront à leur tour en 
ose. L olig ie est u e gio  h pope fus e ui e p sente cependant aucune mort cellulaire. 

D ap s Heiss, 2014 ; Furlan et al., 1996. 
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 L olig ie ig e (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, pa ti ipe au ai tie  de l ho ostasie ale e  o t la t les ha ges e t e 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 ie  ta li, ue lo s d u e l is h ie ale, l ou e tu e de la BHE est i-phasique (Kuroiwa 

et al., 1985). La première altération a lieu dans les premières heu es sui a t l is h ie (Rosenberg 

et al., 1998). Cette première ouverture, réversible, est attribuée à une aug e tatio  de l e p essio  

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 ast o tai es. D ap s 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 i duit u  œdème vasogénique caractérisé pa  u  passage d eau du 

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

espo sa le d u e aug e tatio  du olu e al asso i   u e aug e tatio  de la p essio  

intracrânienne et à des lésions d is h ies-reperfusions (Klatzo, 1985). De plus, chez les patients, 

l ou e tu e 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 o ga e a a t esoi  d u  appo t o sta t e  o g e et e  glu ose. E  

condition physiologique, il couvre une partie de ses besoins énergétiques pa  l o dation du glucose. 

Par conséquent, immédiatement après le début de l is h ie, la chute du DSC va conduire à un 

a t des phospho latio s o dati es, stoppa t la p odu tio  d ad osi e t iphosphate ATP .  

La di i utio  de la p odu tio  d ATP est responsable d une défaillance de la pompe sodium- 

potassium (Na+/K+) ATPase. La redistribution des ions Na+ et K+ de pa t et d aut e de la e rane 

est alo s plus effe tu e, e ge d a t u e so tie assi e de potassium da s l espa e e t a ellulai e 

et une entrée de sodium da s la ellule. S e suit u e ouverture importante des canaux calciques 

voltages-dépendants, respo sa le d u e aug e tatio  de la o e t atio  i t a ellulai e 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 : S h a de la ph siopathologie de l’is h ie ale.  
La défaillance énergétique conduit au dysfonctionnement de la pompe Na+/K+,  l e t ée 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+ da s l espa e e t a ellulai e p opage la d pola isatio  eu o ale jus u  la p o e. La 
pe tu atio  io i ue i t a ellulai e p o o ue u  œd e asog i ue et l late e t des ellules. Le 
Ca2+, une fois dans la cellule, active plusieurs systèmes enzymatiques (protéases, lipases, 
e do u l ases… . Des adi au  li es so t g s, e ui e do age les e a es, les 

ito ho d ies et l ADN, et p o eut l i fla atio  via l a ti atio  i ogliale et l i filt atio  
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 d eau da s la ellule p o o ua t u  œd e 

cytotoxique. L e se le de es mécanismes est responsable d u e ague de d pola isatio  

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 l a ti atio  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. S e suit une 

perméabilisation de la membrane mitochondriale, responsable de la libération de substances 

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

Par ailleurs, l is h ie cérébrale, en plus du stress oxydant, entraîne un stress nitrant par 

l a ti atio  de la oie 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, l iNOS i duit la p odu tio  d o de d azote (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-α  et de l i te leuki e- β IL- β  (Chen et al., 2017; Khan et al., 2005). Finalement, 

il a t  o t  u u e i hi itio  de la NOS duisait l e itoto i it  e  di i ua t l a ti atio  de la 

calpaïne (Sun et al., 2009). 

Pour résumer, l e itoto i it  est u  p o essus d le heur et exécuteur de la mort cellulaire à la 

suite de l is h ie ale. Les a is es e itotoxiques induisent une mort cellulaire rapide de 

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

l a ti atio  de gènes pro-inflammatoires (Sekerdag et al., 2018), oi e de l apoptose (Liu et al., 

2002). 

 Inflammation b.

L i fla atio  est a a t is e pa  le e ute e t et l a ti atio  de diff e ts t pes ellulai es 

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 

al. Ces deu  g oupes de ellules so t s pa s pa  la BHE. L i fla atio  cérébrale 

consécutive à l is h ie 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 l AVC is h i ue, les cellules résidentes présentes dans la zone 

ischémiée s a ti e t et pa ti ipe t  la s tio  de toki es et himiokines pro-inflammatoires 

(Schilling et al., 2003) i pli u es da s l i filt atio  de leu o tes au sein du parenchyme cérébral 

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

Quel ues heu es ap s le d ut de l is h ie, les cellules atteintes libèrent des médiateurs pro-

infla atoi es tels ue l IL ou le TNF (Figure 6). Ces médiateurs i duise t l e p essio  de ol ules 

d adh sio  au niveau des cellules endothéliales cérébrales et des leucocytes, permettant 

l i filt atio  de ces derniers dans le parenchyme par diapédèse (del Zoppo et al., 1991). Finalement, 

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

des anticorps anti-VCAM-1 (mol ule d adh sio  des ellules asculaires) permettent une imagerie 

ult ase si le de l i fla atio  o as ulai e (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,  heu es ap s u e o lusio  t a sitoi e de l a t e ale o e e (ACM). Cette 

su e p essio  su siste jus u  i  jou s ap s l is h ie et est pa ti uli e e t i po ta te da s la 

périph ie du œu  is h i ue (Gauberti et al., 2013). Le blocage, pa  l utilisatio  d un anticorps, de 

la ol ule d adh sio  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 lo age des ol ules d adh sio  leu o tai es telles ue la ol ule d adh sio  i te ellulaire 

(ICAM), la P-Sélectine ou la E-s le ti e i duit u e di i utio  du olu e de l i fa tus (Morikawa et 

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

Da s la phase su aigüe de l is h ie, les leu o tes i filt s et les ellules siduelles a ti es 

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  l e te sio  de la zo e 
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ischémiée (Grilli et al., 2000; Romanic et al., 1998). Il a t  o t  u u e i a ti atio  des toki es 

pro-inflammatoires, telles u IL-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.

L apoptose est u e o t ellulai e p og a e essita t de l e gie, c est pou uoi elle est 

p do i a te da s la p o e is h i ue où la di i utio  d appo t e g ti ue est oi d e. 

Ce tai s auteu s o t appo t  u u e e positio   une ischémie modérée entraînait les neurones 

e s u e o t apoptoti ue alo s u u e attei te plus s re les entraînait vers une mort nécrotique 

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

Pa i les fa teu s d le heu s de l apoptose, on retrouve les récepteurs NMDA contenant la sous-

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

Figure 6 : S h a de l’i fla atio  ale lo s d’u  AVC is h i ue. 
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 l pho te T  et les a ophages. L e se le de es 
cellules participent à la mort neuronale et astrocytaire via la libération de médiateurs pro-
inflammatoires. D ap s B oughto  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) 

O B a t et al., 2014; Simard et al., 2007; Zhang and Liao, 2015). L e se le de es diateu s de 

l apoptose o t i ue  l aug e tation du calcium intracellulaire. 

L is h ie e t a e la li atio  de médiateurs extracellulaires de l apoptose qui peuvent activer 

des récepteurs de mort tels que Fas et les récepteurs au TNF. Ces récepteurs sont notamment 

impliqués dans le clivage de la pro-caspase 8 et dans la libération de sa forme active dans le cytosol 

(Locksley et al., 2001). La molécule Bid, un membre de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) 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 to h o e  li  a pou oi  se lie   l Apaf-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 a p o ou oi  la f ag e tatio  de l ADN et la fo atio  de o ps 

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

l aug e tatio  du al iu  i t a ellulai e entraîne une accumulation du calcium mitochondrial 

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

mitochondriale. Ainsi, la li atio  de adi au  li es de l o g e radical oxygen species, ROS), de 

NO (Dugan et al., 1995) et du cytochrome c dans le cytoplasme s effe tue a. La microglie activée 

li e gale e t des ROS. Ces diateu s de l i fla atio  so t aussi responsables de la 

f ag e tatio  de l ADN et de l apoptose ellulai e (Figure 7; Broughton et al., 2009; Morita-

Fujimura et al., 2001; Sugawara and Chan, 2003). 
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Figure 7 : S h a de la voie apoptoti ue a tiv e lo s d’u  AVC is h i ue. 
Les epteu s FAS/TNF o duise t  l a ti atio  de la aspase , ui li e le f ag e t Bid. Ce de ie  
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 
f ag e tatio  de l ADN et la fo atio  de o ps apoptoti ue. En parallèle, la microglie activée et le 
calcium intracellulaire vont promouvoir la libération de ROS et de NO, responsables eux aussi de la 
f ag e tatio  de l ADN. Le calcium intracellulaire, via la alpaï e, i duit gale e t l a ti atio  de la oie 
des caspases.  
 

 Protéostasie : R le du ti ulu  e doplas i ue et de l autophagie 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-response  et l autophagie. L is h ie ale i duit u e alt atio  de la 

protéostasie (Wang and Yang, 2019) ai si u u e a ti atio  de l autophagie et du stress du 

réticulum endoplasmique (le RE) via la voie UPR (Thiebaut et al., 2019). 
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Le RE est un organite important impliqué dans la synthèse, la conformation, les modifications post-

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

da s l ho ostasie al i ue il s agit de la principale réserve de calcium dans les cellules) et dans la 

mise en place de mécanismes de protection en réponse aux stress cellulaires (Hetz and Mollereau, 

2014; Roussel et al., 2013). Lo s de l is h ie cérébrale, le dysfonctionnement des pompes Ca2+ 

ATPase dû  l a t de la p odu tio  d ATP contribue, d u e pa t,  u e alt atio  de la maturation 

des protéines et d aut e pa t,  u e aisse e g ti ue espo sa le de la d failla e des po pes 

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

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

deu  effets, le p e ie  ta t l aug e tatio  du al iu  tosoli ue 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 o eu  papie s o t is e  ide e u e aug e tatio  de l autophagie eu o ale ap s u e 

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

délétère) reste encore très discuté. Il est i t essa t de ote  u il e iste des interactions entre le 

stress du RE et l autophagie, e  pa ticulier lorsque les protéines mal epli es s a u ulent dans le 

RE et que la voie PERK (protein kinase RNA-like ER kinase) a ti e l autophagie (Kouroku et al., 2007). 

Des papiers montrent également une a tio  de l autophagie sur le stress du RE. En effet, une 

a ti atio  de l autophagie a e  la apa i e i duit u e di i utio  du st ess du RE chez des rats 

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

Autophagie da s l AVC is h i ue). 
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Pou  su e  ette p e i e pa tie, l AVC est u e pathologie pou a t se d eloppe  suite  
l o st u tio  d u  aisseau al AVC is h i ue  ou suite  la uptu e d u  aisseau 
cérébral (AVC hémorragique). 

Lo s de l AVC is h i ue, l o lusio  d u  aisseau pa  u  aillot a o dui e  u e 
diminution du débit sanguin cérébral créant, dans le parenchyme, un foyer ischémique au 
sei  du uel l appo t e  o g e et e  glu ose est fo te e t di i u . E  a se e d o g e 
et glucose, les neurones n o t plus d e gie et eu e t apide e t. Autou  du fo e , la 
chute du débit sanguin cérébral est moins importante, les neurones sont en souffrance mais 
peu e t t e sau s. Cepe da t, si la i ulatio  est pas ta lie, les ellules fi i o t pa  
mourir et la l sio  is h i ue s te d a. 
Aujou d hui, afi  d te  le aillot o st ua t le aisseau plusieu s te h i ues so t utilis es : la 
thrombectomie (retrait chirurgical du caillot) et la thrombolyse (dissolution du caillot de 
fi i e pa  l utilisatio  l Actilyse®). Le principe actif d'Actilyse® est l'altéplase, un activateur 
tissulaire du plasminogène humain recombinant. Les propriétés et les rôles physiologique et 
pathologi ue de l a ti ateu  tissulai e du plas i og e se o t d elopp s da s la se o de 
pa tie de l i t odu tio . 

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’a tivateu  tissulaire du plasminogène 

L a ti ateu  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 

epe fusio  des aisseau  sa gui s, est  l o igi e de so  utilisatio  o e t aite e t 

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, oligodend o tes, i oglie…  et de 

nombreuses données expérimentales montrent qu il est apa le d i te agi , 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 

d e e e  di e ses fo tions 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 e est u e  , 

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

1893). 

En 1902, Conradi observa, pour la première fois, l'aptitude d u e e z e à dissoudre les caillots 

sanguins pa  l ajout d e t ait de di e s o ga es (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 œu  de po  (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 

d ut us hu ai  furent essai es. C est pou uoi la pu ifi atio  de la fi iki ase  pa ti  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 

, le su s d u e tude 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 est pas le seul a ti ateu  du plas i og e p se t hez l Ho e, l a ti ateu  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 s th tis  sous la fo e d u e ha e pol peptidique de 

527 acides aminés aya t u e asse ol ulai e d e i o   kDa (Pennica et al., 1983). Sa structure 

tridimensionnelle est maintenue par 17 ponts disulfures. Le tPA possède u  site d O-glycosylation 

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

constitutifs : un sur l aspa agi e Asn)117 et un autre sur l Asn448. La troisième N-glycosylation est 

a ia le et se situe su  l As 184. 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). 
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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 

l a e i e 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, EGF . Il pe et au tPA d a ti e  les 

epteu s  l EGF (Ortiz-Zapater et al., 2007). Le site d O-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 g e  la gl os latio  de l As 117 (Kuiper et al., 

1996; Smedsrød et al., 1988). Ce domaine serait aussi impliqué da s l i hi itio  de la p olif atio  

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 lie  et d a ti e  de o euses p ot i es, 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 d u  seul et u i ue do ai e (Figure 8) : 

 Le domaine protéase, est u  do ai e atal ti ue o po ta t  a ides a i s l histidi e322, 

l a ide aspa ti ue371 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 s effe tue pa  h d ol se de la liaiso  peptidi ue de l arginine275-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 li es l u e  l aut e 

g e  u  po t disulfu e s ta lissa t e t e la st i e299 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-glycosylatio  et  site d O Gl os latio . D ap s Che ille  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-di e d pou ue d a ti it  e z ati ue et e est u  la suite de leu  livage en forme double 

ha e u elles de ie e t a ti es. Cepe da t, le tPA est u e s i e p ot ase pa ti uli e a  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, d aut es tudes laisse t 

pe se  u il se ait sto k  da s u  aut e t pe de g a ules, 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, l h po ie ou e o e l aug e tatio  de la pression sur la paroi des vaisseaux (Diamond 

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

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

et al., 1985). Sa lai a e s effe tue 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), ai si u u e oie d pe da te des galectines (Nagaoka et al., 2002). 
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2. Dans la périphérie 

L e p essio  du tPA a d a o d té mise en évidence dans le sang. Depuis, une présence de son 

activité a été montrée dans de nombreux organes tels que l ut us, les poumons, les muscles, le 

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

e odelage des tissus et de leu  as ula isatio , o e lo s de la ise e  pla e de l e do t e 

(Lockwood and Schatz, 1996). 

3. Dans le système nerveux central 

C est e  , ue la p se e du tPA au sei  du s st e e eu  e t al SNC  a t  ise e  

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 

d eloppe e t, lui p disa t ai si d aut es les ue so  i pli atio  da s 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 l homme, Teesalu et collaborateurs ont détecté pa  u e te h i ue d h idatio  in situ, 

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

précédemment mais également dans d aut es nombreuses régions telles que les plexus choroïdes, 

le t o  al, l h poph se, la oelle pi i e et les diff e ts o au  thala i ues (Teesalu et 

al., 2004). De e ts t a au  alis s au sei  du la o atoi e o t pe is d ide tifie  les diff e tes 

gio s o ti ales u i es apa les d e p i e  le tPA. Pa i elles-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 l helle ellulai e, le tPA est e p i  pa  la ajorité 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 

t a spo t  da s des si ules de s tio  le lo g des de d ites a a t d t e li  au niveau des 

cônes de croissa e pou  pe ett e l lo gatio  axonale (Lochner et al., 1998). Des études ont 

montré que le tPA est o te u da s des si ules  œu  de se situées dans les épines 

de d iti ues, et u une 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 

d app e tissage et de oi e (Baranes et al., 1998; Lochner et al., 2006). Il semble que tous les 

eu o es e soie t pas apa les d e p i e  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 hez l homme (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. D ap s Louessa d et al., 2016. 
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astrocytes seraient ensuite capables de libérer ce tPA endocytosé par un mécanisme impliquant la 

p ot i ase ki ase C suite  l a ti atio  des epteurs kaïnates membranaires. Cet effet pourrait 

gale e t t e  l o igi e de la lai a e du tPA au sei  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 

le da s so  a ti atio  ai si ue da s des p o essus d i fla atio  et de eu od g atio  

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

IV.   Les inhibiteurs du tPA 

En 1961, Brakman et Ast up postulaie t l e iste e d u  i hi iteu  sa gui  des a ti ateu s du 

plasminogène (tPA et uPA) ap s a oi  o se  la p se e d u  i hi iteur de la fibrinolyse qui 

agissait 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 (co e d A o  , e ui sugg e la p se e d u  

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 d e i o  -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. Ai si, u  o ple e sta le se fo e pe etta t l i hi itio  de l a ti it  de la p ot ase 
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(Figure 10). Les se pi es peu e t aussi e iste  sous u e fo e late te, pou  la uelle l i te a tio  

a e  la p ot ase est pas possi le (Huntington et al., 2000; Silverman et al., 2001). 

À l heu e a tuelle, uat e se pi es so t o ues pou  i hi e  le tPA : l i hi iteu  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 apa le d i hi e  les activateurs du plasminogène et la plasmine (Scott et al., 1985). 

Bie  u elle soit i pli u e da s l h ostase, 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 œu ) 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’a tio  des se pi es. 
I te a tio  a e  le tPA au i eau de la RCL. a  Le tPA a li e  la ou le, ui a alo s alle  s i s e  da s 
le feuillet β.  La p ot ase est e t ai e au p le oppos  et u  liaiso  o ale te se fo e a t e la 
serpine et la protéase, inhibant cette dernière. D ap s Ta g 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 joue ait u  le da s la LTP au sei  de l hippo a pe. Une 

surexpression ou une absence de nexine-  est  l o igi e de ph o e pilepti ue 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, e  as d ou e tu e de la BHE et d e t a asio  de la th o i e et des s i es 

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 apa le d i hi e  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-  est pas détectable dans le plasma, cependant, 

lors de la grossesse, elle est sécrétée par les cellules trophoblastiques et libérée dans la circulation 

(Astedt et al., 1998). Un taux faible de PAI-2 circulant semble corréler avec le risque de survenue 

d u e p -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 u au t -tPA (Rijken and Collen, 1981). Les complexes formés entre le tPA et PAI-1 

so t t s sta les, e ui e d l i hi itio  du tPA presque définitive (Zhou et al., 2001). De plus, 

l asso iatio  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-  est e p i e u e  t s fai le ua tit  pa  les 

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

lo s d u  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-  ui est apa le d i hi e  le tPA et la plas i e li e  la fi i e (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 ei s, le œu , les testicules ou 

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

u elle a ait 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 

e  i hi a t ota e t l e itoto i it  et l i fla atio  i duites pa  l AVC is h i ue (Rodríguez-

González et al., 2011). Bie  ue les ast o tes puisse t l e p i e , la eu ose pi e est s th tis e 

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-e p i s, e fo ça t l id e 

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

u elle pou ait i hi e  les deu  fo es du tPA, ie  u elle i hi e 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 d une 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 u elles fo e t avec le sc-tPA sont plus stables. En effet, les complexes 

neuroserpine-tc-tPA e so t sta les u  pH a ide (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 l ho ostasie 

as ulai e, s a ti ule autou  d u e e z e endogène, la plasmine, dont le rôle est d hydrolyser la 

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

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

 

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

ph siologi ue hez l ho e: le tPA et l uPA. Bie  u a a t des a a t isti ues diff e tes, leu s 

actions aboutissent toutes les deux à l a ti atio  du plas i og e e  plas i e. En absence de 

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

Figure 11 : M a is e d’a tio  de la fi i ol se e dog e. 
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 ai si l se  les aillots. La gulatio  de la fi i ol se s effe tue  deux niveaux : grâce à PAI-1 
i hi iteu  du tPA  et a e  l α-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 p o hes, l u  permettant sa liaison avec le tPA, l aut e 

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 d a ti e  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 u elle e soit inhibée (Chapin and Hajjar, 2015). Il existe 

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

gulatio  de la fi i ol se, p i ipale e t afi  d ite  u e h pe fi i ol se, ui e  plus 

d aug e te  le is ue d h o agie, p o o ue u e alt atio  de la BHE. La fibrinolyse peut 

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

l i a ti atio  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, aujou d hui, seule l utilisatio  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. E  o s ue e, le ode d ad i ist atio  est a ia le. D ap s 
Thiebaut et al., 2018. 
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 L utilisatio  du tPA o e age t th o olytique (pour revue Thiebaut et al., 2018) b.

i. Da s l AVC h o agi ue  

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, 

l ad i ist atio  i t a e t i ulai e d a ti ateu s du plas i og e pou ait p e i  l o st u tio  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. L li i atio  plus i po ta te du aillot pa  oie i t a e t i ulai e a t  asso i e  

une amélioration des résultats, mais seuls 82 patients (33%) du groupe tPA ont attei t l o je tif 

d u e dissolution du caillot de 80 %, réduisant certainement le bénéfice clinique de la thrombolyse 

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

Finalement, un essai li i ue de phase  est e  ou s afi  d tudie  l effi a it  de la fi i ol se 

i t a e t i ulai e pa  utilisatio  du tPA lo s d u e h o agie sous a a h oïdie e 

(ClinicalTrials.gov, NCT03187405).  

ii. Da s l AVC is h i ue 

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, l u oki ase et la desmotéplase (protéine issue de la salive de chauves-souris vampires 

apa le d a ti e  le plas i og e  (Figure 12). Cepe da t,  l heu e a tuelle, seule l ad i ist atio  

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 p i ipales li ites de l utilisatio  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 l AVC (Hacke et 

al., 2008). 

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

 Le is ue d h o agie 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). L a se e de e a alisatio  est asso i e à de 

nombreux facteurs tels u un 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. 

L effi a it  de ette ol ule est o t o e s e. Une étude a révélé u il  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 st at gies as es su  l i a ti atio  des i hi iteu s 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 d AVC is h i ue, la co-administration de ce 

« diabody » améliore l'efficacité du tPA sans aug e te  le is ue d h o agie (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  l ad i ist atio  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 

fi i e e ep se te u u e pa tie du th o us. De plus, le tPA a peu d effi a it  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 u un risque accru 

d h o agie. Chez l a i al, il a été démontré que l ag gatio  pla uettaire dans les artères 

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

l hémostase 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 l N-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 l échec d un 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 

l a t e. Elle est alis e hez les patie ts a a t su i u e o lusio  da s u e g osse a t e de la 

circulation antérieure (Jayaraman et al., 2015). Selo  les it es d ligi ilit  utilis s, seule e t %  

22% des patients sont admissibles pour ce traitement endovasculaire. Les principaux critères 
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d ligi ilit  so t la fe t e th apeuti ue, la taille de la l sio , l ge, la s it  des s pt es et la 

lo alisatio  a ato i ue de l o lusio  (Mokin et al., 2018, 2019; Rai et al., 2017). L tude li i ue 

Mr CLEAN a o t  ue hez les patie ts a a t su i u  AVC is h i ue, aus  pa  l o lusio  d une 

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 

te es d olutio  eu ologi ue u u  t aite e t pha a ologi ue 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 quat e fois plus d h o agies ales 

(Wardlaw, 2001) que les patients a a t eçu au u  t aite e t. Les hémorragies intracérébrales 

symptomatiques sont considérées comme la complication la plus sévère d un 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 

l i ide e 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 d lai de t aite e t est sig ifi ati e e t pas associé au risque de transformation 

hémorragique (Demchuk et al., 2012). Par ailleu s, l étude TARGET-STROKE, impliquant 71 169 

patie ts i ti es d u  AVC is h ique aigu traité par injection intraveineuse de tPA, o t e u une 

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. S e suit l ou e tu e de la BHE. Ce 

phénomène participe à l aug e tatio  des is ues h o agi ues (Benchenane et al., 2005; 

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

Avec son domaine Kringle 2 et son domaine catalytique, le tPA est apa le d i te agi  et d a ti e  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 gale e t  l o igi e de 

l ou e tu e de la BHE. Le tPA est apa le d a ti e  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 da s l’AVC is h i ue et da s l’AVC h o agi ue.  
D après 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 u il e iste 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. C est u e p ot i e pl iot ope apa le d i te agi  a e  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). Lo s de l a ti it  eu o ale, il a t  ontré 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 l app e tissage. Cepe da t, le glutamate peut aussi induire une mort de type excitotoxique et 

être impliqué dans des processus de neurodégénération. En effet, lo s u il est e  e s, il est 

espo sa le d u e a ti atio  t op i po ta te des epteu s NMDA et d u e e t e d l t e de 

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

ue l pilepsie, la aladie de Hu ti gto , la aladie d Alzhei e , la aladie de Pa ki so , les 

t au as ie s ou e o e l AVC (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 

pote tialisatio  de l i flu  al i ue (Nicole et al., 2001). Quelques années plus tard, il a été mis en 

ide e ue e a is e essitait l i te a tio  du do ai e K i gle  du tPA a e  la sous-unité 

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

al., 2012) est apa le d i dui e e li age se situa t au i eau de l A g260 (Fernández-Monreal et al., 

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

(Obiang et al., 2012).  

L a ti atio  du epteu  NMDA pa  le tPA o duit  l i du tio  de p o essus ph siologi ues 

o e la oi e et l app e tissage (Benchenane et al., 2007; Obiang et al., 2012) mais également 

 des p o essus pathologi ues tels ue l e itoto i it , la o t eu o ale et l pilepsie (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 l ACM, les souris déficientes en tPA ont un 

volume de lésion 50% moins important que les souris sauvages. À l i e se, u e i je tio  

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

La capacité du tPA à cliver la sous-u it  GluN  des epteu s NMDA est pas le seul a isme 

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

apa le d a ti e  la i oglie et ette de i e pa ti ipe ait, 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 apa le d i dui e u  effet p o-e itoto i ue e  se lia t  l e t it  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 l augmentation de la 

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

temps, d u  i flu  al i ue délétère (Lesept et al., 2016). L utilisatio  d u  a ti o ps (Glunomab) 

dirigé contre la NTD des sous-u it s GluN  lo ue l effet p o-excitotoxique du tPA (Lesept et al., 

2016; Macrez et al., 2016) sa s affe te  l effet asal des epteu s NMDA. Finalement, Samson et 

collaborateurs ont dé o t  ue l a ti atio  des epteurs NMDA par le tPA peut aussi se faire de 

manière indirecte, celle-ci d pe d ait de l i te a tio  e t e 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 a is e, i d pe da t de l a ti it  e z ati ue du tPA, 

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

récepteurs sont responsables de l a ti atio  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,  l i e se 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 du a t l is h ie ale. 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 g e  l i te a tio  du tPA a e  G p  (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 l a ti atio  de la i le a alienne de la rapamycine (mammalian target of 

rapamycin, mTOR), un i hi iteu  de l autophagie (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  l EGF, di i ue ait l i flu  

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 da s 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 
l aug e tatio  de HIF -α (hypoxia inducible factor-1α  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 epteu s  l EGF (epidermal growth 

factor) ou de façon indirecte via les récepteurs Trk-B (tropomyosin receptor kinase B . D ap s Thie aut 
et al., 2018. 
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 Le tPA dans le développement cérébral b.

Le d eloppe e t al s a ti ule autou  d u  e ha e e t o ple e d e e ts, 

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

o e io s et d i te a tio s e t e les diff e ts t pes ellulai es. 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 

alis es au sei  du la o atoi e o t o t  l i pli atio  du tPA da s la ig atio  ellulai e au ou s 

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

démontré que le tPA joue un rôle dans la mig atio  des p og iteu s d oligode d o tes au ou s du 

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

permis de o t e  u une 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 

ette tude, l effet du tPA su  la o ti og se est d pe da t des epteu s 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,  l aide 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). L i hi itio  du tPA ou l a se e de tPA 

induisent un blocage de pousse neuritique (Lee et al., 2014; Pittman et al., 1989). À l i e se, la 
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surexpression de tPA p o eut l lo gatio  des eu ites (Lee et al., 2007; Pittman et al., 1989) via les 

récepteurs LRP (Lee et al., 2014). 

 

 Le tPA et la plasticité synaptique             c.

L a gdale et l hippo a pe so t deu  gio s ui joue t u  le t s i po ta t da s les 

p o essus d app e tissage et de oi e. Le mécanisme moléculaire principal impliqué dans ces 

processus est la LTP, caractérisée par une augmentatio  plus ou oi s pe sista te de l effi a it  de 

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

ph o e a t  o se  da s d aut es gio s du e eau comme le cortex moteur (Iriki et al., 

1989), l a gdale et le st iatu  (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 d pola isatio  i duit l e pulsio  des io s 

magnésiums bloquant le canal des récepteurs NMDA, ui s a ti e t  leu  tou , e ge d a t u e 

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 

l effi a it  s apti ue. La phase tardive, qui pe siste plusieu s jou s et o t i ue  l a lioration de 

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

Mi ophotog aphies o t a t l a u ulation 
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). 
D ap s Seeds et al., 1999. 
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l effi a it  s apti ue e  se eposa t su  la s th se de p ot i es de novo (Bliss and Lomo, 1973; 

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

De manière intéressante, en condition physiologique, le tPA est fortement exprimé da s l a gdale 

et l hippo a pe (Sappino et al., 1993; Teesalu et al., 2004). En 1993, Qian et collaborateurs ont mis 

en évidence une implication du tPA dans l a ti atio  des eu o es hippo a pi ues. 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 l utilisatio  d u  i hi iteu  du 

tPA (PAI-1 ou tPA-stop) affecte la mise en place de la phase tardive de la LTP alo s ue l ajout 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 p o essus d apprentissage et de mémorisation 

(Madani et al., 1999). À l i e se, les sou is e p i a t pas le tPA o t des d fi its de mémorisation 

(Pawlak et al., 2002). 

 

Il est i po ta t de ote  u il e iste u  le diff e tiel du tPA su  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 
da s l hippo a pe de at e  o ditio  
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 l apoptose d.

Le tPA joue u  le da s l apoptose des eu o es et des oligode d o tes. 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). D aut e pa t, u e aut e tude 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, d aut es 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 eu o es o ti au  de l apoptose i duite pa  u  se age e  s u . Cet effet se t aduit pa  une 

du tio  de l a ti it  de la aspase 3, acteur majeur de la cascade apoptotique. Dans cette étude, 

Figure 17 : Le tPA protège les neurones 
de l’apoptose i duite pa  u  sev age e  

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 e a i e, le tPA a ti e l a e PI K/Akt 

afi  de p ot ge  les oligode d o tes de l apoptose. Cet effet est d pe da t de l i te a tio  du 

do ai e EGF du tPA a e  les epteu s  l EGF (Correa et al., 2011). 

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

effet, e tai es tudes d o t e t l i pli atio  de l a e i e II (Lee et al., 2007), des récepteurs 

NMDA contenant la sous-unité GluN2A (Echeverry et al., 2010), et du epteu   l EGF (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 diminutio  de l apoptose (Figure 14; Head et al., 2009).  

 Le tPA et l i flammation e.

Lo s d u e l sio  e itoto i ue, les sou is d fi ie tes e  tPA, e  plus d a oi  u e o t 

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

d aut es tudes o t o fi  l i pli atio  du tPA da s l i fla atio . Pa  ailleu s, il se le ait ue 

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.  

a  L i je tio  i t a-hippocampique de kaïnate 
a pas d effet su  la o t eu o ale hez les 

souris déficientes en tPA (tPA -/-  et i duit pas 
d a ti atio  i ogliale d . L i je tio  de tPA et 
de kaïnate, chez des souris déficientes en tPA, 
induit une mort neuronale hippocampique (b) et 
une activation des cellules microgliales (e). 
L i je tio  de tPA i a tif S A tPA) et de 
kaïnate chez des souris déficientes en tPA 

e t aîne pas de mort neuronale 
hippocampique (c) mais engendre une activation 
des cellules microgliales (f). Rogove et al., 1999. 
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Da s u  p e ie  te ps, lo s d u e l sio  e itoto i ue, le tPA est s t  pa  les eu o es 

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

Fi ge  su  l a e i e II, le tPA agit o e u e toki e et a ti e la i oglie (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). 

U e tude alis e e   p opose ue l effet du tPA da s l i fla atio  passe pa  so  i te a tio  

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

des souris ne possédant pas de récepteurs LRP sur leurs cellules microgliales, o t u  œd e 

cérébral réduit et une élévation du taux de MMP-9 moins importante. L i je tio  de tPA chez ces 

sou is i duit au u e aug e tatio  de l a ti atio  i ogliale en comparaison à des souris 

sauvages (Zhang et al., 2009). 

 Le tPA et les processus cognitifs f.

Co e ous l a o s u p de e t, 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).  

L a gdale 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 l effet 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 d u e aug e tatio  de PAI-1, ce qui engendre, entre autres, l aug e tatio  

de complexe tPA-PAI-1. De ce fait, l effi a it  du tPA  g e  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 

a u ulatio  de fi i e e ge d a t des s pt es de la aladie plus s es ai si u u e 

récupération incomplète (East et al., 2005). À l i e se, dans le même modèle, l i hi itio  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, l expression du tPA est augmentée. Ce dernier serait 

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

la matrice extracellulaire ayant un 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 apa le d a ti e  

ADAMTS-4, une protéase capable de dégrader les CSPGs afin d a lio e  la epousse a o ale et la 

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

o ditio  ph siologi ue, l e p essio  d ADAMTS-4 par les oligodendrocytes contribue également au 

processus de myélinisation et aux capacités motrices (Pruvost et al., 2017). 
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Pour résumer cette 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, da s le t aite e t de l AVC is h i ue. 
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, 
app e tissage, oi e…  ue d l t es alt atio  de la BHE, o t e itoto i ue… . 
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 

Histo i ue e t, la d ou e te de l autophagie d ute avec celle du lysosome. Durant les 

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

centrifugation, Christian de Duve d o t e l e iste e du l soso e 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, ai si u u e s uest atio  de fragments cytoplasmiques en leur sein (Ashford and 

Porter, 1962). Le glucagon sera déc it plus ta d o e ta t u  i du teu  de l autophagie (Deter 

and De Duve, 1967). Dans la continuité, De Duve observe, en microscopie électronique, un nouveau 

type de vésicule contenant des éléments du cytoplasme ainsi que des mitochondries à différents 

stades de digestion, laissant présager la contribution, dans la dégradation intracellulaire, d u  aut e 

type de vésicule : l autophagoso e (De Duve, 1967).  

E  , lo s d u e o f e e 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- e . Il d it l autophagie o e u  p o essus a outissa t  la d g adatio  pa  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 

pe is de ieu  o p e d e le fo tio e e t et le le de l autophagie (Klionsky et al., 2003; 

Tsukada and Ohsumi, 1993). Les tudes o t pe is d ide tifie  jus u alo s,  g es ATG chez la 

le u e, et plusieu s d e t e eu  o t u  ou plusieu s 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).  

Aujou d hui, l autophagie est d ite o e u  p o essus ata oli ue par lequel la cellule dégrade 

et recycle son matériel toplas i ue, pe etta t le ai tie  de l ho ostasie. 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 o t t e li s au l soso e, o  disti gue t ois fo es d autophagie (Figure 

19) : la micro-autophagie, l autophagie d pe da te des p ot i es hape o es et la a o-

autophagie (Klionsky et al., 2016).  

II.   Les diff e tes fo es d’autophagie 

1. La micro-autophagie 

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

"l e gouff e e t di e t du matériel cytoplasmique dans le lysosome". Cette fo e d autophagie est 

i duite e  o ditio  de st ess, lo s d u e h po ie pa  e emple, 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 d pe da te des p ot i es hape o es CMA  

La CMA (chaperone-mediated autophagy) est une forme s le ti e d autophagie d ite 

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

l i te diai e 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 l a he i e e t du su st at jus u au l soso e 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- A joue le le d u  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 t ois t pes d’autophagie. 
Il e iste t ois t pes d autophagie, elles so t lass es en fonction du mode par lequel les éléments 
cellulaires vont être déli s  l autophagoso e afi  d  t e d g ad s par les hydrolases. A. La micro-
autophagie : les protéines pénètrent dans le lysosome via une invagination de la membrane. B. 
L autophagie d pe da te 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, 
e agasi e l e se le des l e ts  d g ade  a a t de fusio e  a e  le l soso e. D ap s Thie aut 
et al., 2019. 
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3. La macro-autophagie 

La macro-autophagie est la fo e d autophagie la plus o ue et la plus décrite dans la 

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

est ai si u elle se a o e dans la suite du manuscrit. Contrairement à la micro-autophagie et 

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

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

d o ga ites, de o ple es p ot i ues de g a de taille et de de i- ie lo gue, ai si ue d a ides 

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

pour former des autolysosomes, entraî a t la d g adatio  si ulta e d u  t s g a d o e 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 a is es ol ulai es de l’autophagie 

L autophagie est un processus dynamique t s o se  au ou s de l olutio , orchestré et 

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

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

ou e a e d isolatio  se forme : est l i itiation. Le phagopho e a e suite s allo ge , du a t 

l tape d élongation pour former un autophagosome dans lequel seront séquestrés des éléments du 

cytoplasme. Finalement, l autophagoso e a fusio e  avec le lysosome. Cette dernière étape, 

appelée la maturation, o duit  la fo atio  d u  autol soso e (ou autophagolysosome) dans 

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

al., 2016). 

1. L’i itiatio  

 Origine du phagophore a.

L autophagie d ute a ec la fo atio  d u  phagopho e, u e double membrane très riche en 

phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P). Chez la levure, les phagophores dérivent d u e e a e 

unique appelée le PAS (pre-autophagosomal structure) (Suzuki et al., 2001). Bie  ue l autophagie 
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Figure 20 : Mod le de fo atio  de l’autophagoso e à pa ti  de la e a e 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), l o gaso e 
s te d et de ie t e eau de la fo atio  du phagopho e, ou e a e d isole e t en rouge). Le 
phagopho e s allo ge et se fe e su  lui- e pou  fo e  l autophagoso e, ui se d ta he de 
l o gaso e. D ap s Tooze et Yoshi o i, . 

ait été découverte depuis plus de 50 ans, l o igi e 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 d organites préexistants et que le processus de 

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

identifiés comme étant des do eu s de e a e, e ui suppo te l h poth se d u e o igi e 

multiple. 

 

 Le réticulum endoplasmique : La membrane du phagophore peut dériver d u e gio  

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

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 pou  fo e  l o gaso e 
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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 

e a e d isolation de s te d e et de fo e  le phagopho e (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 : L autophagosome pourrait aussi se former le long de la mitochondrie. En 

effet, il a été démontré que certaines protéines autophagiques, Atg5 et LC3 (Light chain 3), co-

localisent de 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 : L uipe de Ru i sztei  a d o t  ue la 

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

d e do ytose dépendant des clathrines (protéine structurelle constituant le manteau des vésicules). 

L i te a tio  de la p ot i e 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, l appa eil 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 pa  l i te diai e d au oi s 

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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 L appa eil de Golgi : L appa eil de Golgi, ainsi que le compartiment intermédiaire entre le RE 

et l appa eil de Golgi, so t 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 

l appa eil de Golgi (Biazik et al., 2015). De plus, il a été mo t  u Atg9 effectuait des cycles entre le 

réseau trans-golgien et les endosomes (Figure 22; Imai et al., 2016; Young et al., 2006). Finalement, 

Yamamoto et collaborateurs ont montré que des vésicules contenant Atg9 sont transportées de 

l appa eil de Golgi  la e a e d isolatio  où elles participent à la formation du phagophore 

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

Co e ous a o s pu le oi , la fo atio  du phagopho e s a ti ule autou  de la protéine Atg9, la 

seule protéine transmembranaire de la a hi e ie de l autophagie. Le rôle de cette protéine est 

peu connu, cependant, il se le u elle joue u  le l  dans l appo t des membranes pour la 

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

fait ue les le u es et les sou is e p i a t pas Atg9 soient déficientes en autophagie (Saitoh et al., 

2009; Yamamoto et al., 2012), la supp essio  d Atg9 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 ». D ap s Puri 

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

l autophagie (Orsi et al., 2012). De plus, O si et olla o ateu s o t o t  ue le t afi  d Atg9, par 

l i te diai e de plusieu s o ga ites,  o p is l appa eil 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 

d Atg9, au niveau de son domaine N-terminal (Tyr8), par la Kinase src. Cette phosphorylation 

fa o ise l i te a tio  d Atg9 avec le complexe AP1/2 5 (adaptator protein) et conduit à son 

d pla e e t da s la ellule. La ki ase s  pou ait t e a ti e pa  les epteu s  l EGF (Zhou et 

al., 2017).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Atg9 participe à la connexion entre la membrane plasmique, les endosomes et 
l’appa eil de Golgi afi  d’i dui e la fo atio  du phagopho e. 

À des stades précoces du processus d autophagie, Atg9, à travers un transport vésiculaire, fait 
des cycles entre la membrane plasmique, les endosomes et l appa eil de Golgi. Puis, Atg9 se 
et ou e au i eau de la e a e d isolatio  où elle participe à la nucléation du phagophore. 

D ap s I ai et al., 2016. 

Atg9 
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 Les complexes initiateurs de l autophagie b.

L i itiatio  de l autophagie e ui e u  g a d o e d a teurs 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 

d Atg1), 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 d A a  activating molecule in 

beclin1 related autophagy protein 1). 

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

s th se de p ot i es et de lipides, ais aussi l a ti it  ito ho d iale et l o ga isatio  du 

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

TORC . L a ti it  de TORC  est odul e p incipalement par des récepteurs tyrosine kinase et 

par la disponibilité en nutriments et en acides aminés, l tat e g ti ue de la cellule et par les 

facteurs de croissance (Ma and Blenis, 2009). mTORC1 fait partie de la voie PI3K/Akt. L a ti atio  de 

PI K e  l a u ulatio  au niveau de la membrane plasmique de phosphatidylinositol-3,4,5-

triphosphate (PIP3), phospholipide participant au e ute e t et l a ti ation d Akt. Une fois activé, 

Akt phosphoryle et i hi e l a ti it  TSC2 (tuberous sclerosis complex 2), un régulateur négatif de 

mTORC1, pe etta t l a ti atio  de TORC  pa  Rhe . 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 ui l a ti ent en inhibant TSC2 (Carrière et al., 2008).  

 Les a ides a i s ui l a ti ent indépendamment du complexe TSC1/2. En conséquence, 

lo s d u e aisse d appo t e g ti ue, l a ti it  de TORC  est di i u e (Hara et al., 1998; 

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

la ellule so t i suffisa ts. C est en phosphorylant TSC2 et Raptor, ue l AMPK diminue 

l a ti it  de TORC  (Egan et al., 2011).  

 

 

Figure 23 : Schéma des voies moléculaires impliquées da s l’i itiatio  de l’autophagie. 
Le complexe mTORC1 peut être activé par des facteurs de croissance via des récepteurs tyrosine kinase 
a ti a t les PI K de lasse I. Ces de ie s i duise t la p odu tio  de PIP , des a ti ateu s d Akt. 
Lo s u Akt est phosphorylé, il peut i hi e  TSC / . Le o ple e e pou a plus e p he  Rhe  d a ti e  
le complexe mTORC1. Erk peut agir comme Akt et inhiber TSC1/2. AMPK, activée en cas de déséquilibre 
ou de carence énergétiques i hi e TORC . L i a ti atio  de TORC  o duit  l a ti atio  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 

régulatio  des oies de l autophagie. 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, lo s d u e carence nutritionnelle, mTOR est inhibé, ce qui entraîne sa 

dissociation du complexe ULK1 et la déphosphorylation des protéines ULK1/2 et Atg13. L a ti it  

ki ase d ULK1/2 est alors restaurée, permettant son autophosphorylation et la phosphorylation 

d Atg13 et FIP200 (Figure 24; Egan et al., 2011; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011). 

 

Le o ple e ULK  a ti  ig e jus u au phagopho e, où il active le complexe PI3KC3. Il a été 

montré que suite à une carence en acides aminés i duisa t l inhibition de mTORC1, ULK1 est 

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

à l augmentation de l a ti it  du o ple e PI KC  (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 phospho latio  est i dispe sa le  l i te action 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 : l autophagie est i hi e. E  as de a e e e  acides aminés, mTOR est inactivé et ne 
peut plus phosphoryler les protéines du complexe ULK1. En conséquence, ULK /  s autophospho yle et 
phosphoryle en retour Atg13 et FIP200 : l autophagie est i duite. 
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permet la libération du complexe PI3KC3 du moteur dynéine (Cianfanelli et al., 2015; Nazio et al., 

2013). E  , l uipe de Yoshimori a reporté que la phosphorylation de Beclin1 favorisait 

l a ti it  ki ase de VSP34, induisant la libération de PI3P au niveau de site de formation du 

phagophore (Kihara et al., 2001). Co e ous l a o s u p de e t, cette molécule lipidique 

est essentielle à la formation des autophagosomes. En effet, elle permet le recrutement des 

p ot i es DFCP  et WIPI  et l lo gatio  de la e a e d isolatio  (Figue 23 et 25; Axe et al., 

2008; Polson et al., 2010).  

 

Pa  ailleu s, l i du tio  de l autophagie 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 
sta ilisatio  du o ple e PI KC . La phospho latio  de Be li  fa o ise l a ti it  ki ase de VSP  
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- L, elle e peut pa ti ipe  au p o essus de l autophagie. 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 l e p he d agi  a e  les 

PI3KC3 (Pattingre et al., 2005). E  o ditio  d autophagie, 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 

d UVRAG UV irradiation resistance-associated gene), un onco-suppresseur, et/ou Bif-1 (endophilin 

B1  a e  Be li  fa o ise l a ti atio  du o ple e PI3KC3 et l i itiatio  de l autophagie (C. Liang et 

al., 2006, 2008; Takahashi et al., 2007). 

 L autophagie o  a o i ue c.

De nombreux groupes ont montré le rôle essentiel des complexes mTORC1, ULK1/2 et PI3KC3 

da s l i itiatio  de la fo atio  du phagopho e. Cepe da t, des études récentes ont reporté une 

fo e d autophagie i pli ua t pas l e se le de es o ple es. Ce t pe d autophagie o  

canonique peut être indépendante de : 

 mTOR : Sarkar et collaborateurs ont montré que le lithium est apa le d i dui e une 

autophagie via un mécanisme indépendant de mTOR, suggérant l implication d une autre voie que 

mTOR da s la gulatio  de l autophagie (Sarkar et al., 2005). En parallèle, Yamamoto et 

olla o ateu s o t o t , da s u  od le de aladie d Hu ti gto , ue l a u ulatio  a e a te 

d u e p ot i e uta te i duisait une autophagie indépendante de mTOR et permettait la clairance 

des agrégats protéiques (Yamamoto et al., 2006). Plus récemment, une étude a montré ue l a t 

des communications entre le RE et la mitochondrie induit un déséquilibre énergétique ai si u une 

aug e tatio  de l autophagie da s la ellule. Dans cette étude, l i du tio  de l autophagie est pas 

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

 ULK1/2 : Kundu et collaborateurs ont démontré que, chez les souris déficientes en ULK1, la 

clairance des organites (mitochondries et ribosomes) est altérée. Cependant, ces souris ont la 

capacité de survivre au-delà de la période néonatale, au moment où l'autophagie est essentielle 

pour le maintien d'un apport suffisa t e  a ides a i s et e  glu ose da s le foie, le œu  et les 

muscles squelettiques. Cela sugg e u ULK1 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 

u un sevrage en glucose et u e e positio   l a o ia ue pouvaient induire une autophagie dans 
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des fi o lastes e o ai es de sou is e p i a t i ULK  i ULK  (Cheong et al., 2011). De la 

même manière, le poliovirus induit une autophagie indépendante du complexe ULK1 (Corona 

Velazquez et al., 2018). 

 Beclin1 : L autophagie 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 o t i ua t  l apoptose dans les 

neurones corticaux primaires (Grishchuk et al., 2011). L autophagie 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, l autophagie i d pe da te de 

Be li  e lut pas nécessairement l a ti atio  du o ple e PI KC  et le e ute e t de la 

protéine WIPI (Gao et al., 2010; Smith et al., 2010). 

2. L’ lo gatio  

Une fois le phagophore généré, sa e a e s allo ge et s i u e autour du contenu 

cytoplasmique à dégrader afin de former une vésicule à double membrane : l autophagoso e. Cette 

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

Cette tape d lo gatio  s a ti ule autou  de deu  s st es de o jugaiso , 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 co jugaiso  de l lo gatio , 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 appare t e  l u i uiti e. Cependant, o t ai e e t  l u i uiti e, 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 d a ti atio  E1, d a ti e  di e te e t Atg12 (Tanida et al., 1999). Cette activation, ATP-

d pe da te, o duit  la fo atio  d u e liaiso  thio-ester entre la glycine186 C-terminale d Atg12 

et la cystéine507 d Atg7 (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 d e z e de conjugaison E2 et permet à la glycine186 C-terminale d Atg12 de se lier de 

façon covalente à la lysine149 d Atg5, induisant la formation du conjugué Atg12-Atg5 (Mizushima et 

al., 1998). À ce jour, au u e ligase E , est connue pour intervenir dans ce système (Figure 26).  

Ce système de conjugaison très dynamique est présent en continu dans le cytoplasme, il a pas 

besoin de stimulus particulier pour être formé. Directement après leur synthèse, Atg5 et Atg12 se 

conjuguent. À ce jour, au u e p ot ase est o ue pou  li e  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 s asso ie  à deux conjugués Atg12-Atg5. Le 

complexe formé est une macromolécule homo-oligomérisée d e i o   kDa (Kuma et al., 2002) 

qui joue a e suite le le d e z e E  pou  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 d un site de liaison à la membrane, ce qui lui permet de se lier à la membrane externe des 

autophagosomes en formation. Le complexe pa ti ipe  l lo gatio  du phagopho e a a t de se 

dissocier de l autophagoso e dès sa fermeture (Mizushima, 2003; Mizushima et al., 1999).  
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 Le conjugué LC3-PE b.

Ce deuxième système de conjugaison i pli u  da s l tape d lo gation du processus 

autophagique est unique car il est seul connu permettant la conjugaiso  d u e p ot i e LC  ou 

Atg8 chez la levure) avec un lipide (PE) (Ichimura et al., 2000). Da s e s st e, est la p ot i e LC  

ui joue le le de l u i uiti e, ais o t ai e e t  l Atg12, elle doit maturer a a t d t e a ti e. 

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 
d Atg7 et la glycine C-terminal d Atg . La gl i e C-te i ale d Atg12 se lie ensuite de façon non 
covalente à une cystéi e d Atg . 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 joue a le le d e z e 
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 

li age pe et l e positio  de la glycine116 qui peut alors êt e a ti e, e  p se e d ATP par Atg7, 

ui joue u e ou elle fois le le de l e z e d a ti atio  E  (Ichimura et al., 2000; Kirisako et al., 

2000). Atg7 transfert LC3-I vers Atg3 ui joue so  le d e z e E  et ui o jugue la gl i e116 de 

LC3-I à un phospholipide membranaire. Le complexe Atg12-Atg5/Atg16L1, e  plus d aug e te  

l a ti it  d Atg3, 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 t pe d i du tio  est 

dépendant du type cellulaire ou tissulaire. Contrairement au conjugué Atg12-Atg  ui est p se t 

u  la e a e e te e, LC3-II se distribue de manière équitable entre les membranes externe et 

i te e du phagopho e et joue u  le esse tiel da s la fo atio  de l autophagoso e. Il intervient 

da s la fe etu e de l autophagosome, et,  l i e se du o jugu  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 fi es su  la e a e e te e de l autophagoso e soie t li es pa  Atg4 et 

recyclées, celles présentes sur la membrane interne restent intactes jus u  e u elles soie t 

dégradées pa  les h d olases l soso ales ap s la fusio  de l autophagoso e a e  le l soso e 

(Maruyama and Noda, 2017; Satoo et al., 2009). L aug e tatio  de la o e sio  de LC -I en LC3-II 

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

Chez les a if es, au oi s huit o thologues d Atg  o t t  ide tifi s, épartis 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 cyst i e d Atg7 et la glycine C-terminale de LC3-I. La glycine C-terminale de LC3-I se lie ensuite de 
faço  o  o ale te  u e st i e d Atg3. Atg3 agit comme une enzyme de conjugaison E2 et crée une 
liaison covalente entre LC3 et un phospholipide (PE). La ligation entre PE et LC3-I se fait par le complexe 
Atg12-Atg5/Atg16L1, qui joue le rôle de ligase E3. Le conjugué LC3-PE (ou LC3-II) se lie aussi bien à la 

e a e e te e u  la e a e i te e du phagopho e pou  pa ti ipe   so  lo gatio  et  la 
formatio  de l autophagoso e.  
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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 

l autophagie a lo gte ps t  considérée comme un processus non sélectif, ce mécanisme démontre 

que les substrats à dégrader peuvent être spécifiquement reconnu par les récepteurs autophagiques 

afi  d t e a he i s da s l autophagoso e (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 e o aissa e  l u i uiti e, o  

UBA (ubiquitin associated , ai si u u  do ai e LIR, lui permettant de se lier à LC3-II dans 

l autophagoso e (Ichimura et al., 2008; Pankiv et al., 2007). Cette protéine cargo est notamment 

i pli u e da s l autophagie 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 marqueu  de l a ti it  autophagi ue 

(Klionsky et al., 2016). Aujou d hui, d aut es 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), i pli u  da s l autophagie des agrégats protéiques et des 

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

 NDP52 (nuclear dot protein 52 kDa), i pli u  da s l autophagie des itochondries, 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), i pli u  da s l autophagie des 

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

 OPTN (optineurine), i pli u  da s l autophagie des ag gats p ot i ues et des a t ies (Korac 

et al., 2013; Padman et al., 2019; Wild et al., 2011). 
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Depuis la d ou e te de p , de o eu  epteu s autophagi ues o t t  ide tifi s. L e se le 

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

T pe d autophagie Substrat Récepteurs autophagiques impliqués 

Agréphagie Agrégats protéiques p62, NBR1, OPT 

Mitophagie ubiquitine-dépendante Mitochondrie p62, NDP52, OPTN, TAX1BP1, AMBRA1 

Mitophagie ubiquitine-indépendante Mitochondrie 
NIX, BNIP3, FUNDC1, Bcl2L13, 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 p , TRIM α 

Autophagie des midbody midbody p62, NBR1, TRIM17 

Tableau 1 : Les epteu s de l’autophagie s le tive pe to i s selo  leu s su st ats.  

D ap s Johansen and Lamark, 2019. 
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Figure 28 : Les deu  p e i es tapes de l’autophagie : l’i itiatio  et l’ lo gatio  
L i itiatio  a pou  ut de fo e  u e dou le e a e appel e phagophore. Cette étape commence 
pa  l a ti atio  de TORC1, qui active le complexe ULK1. Ce dernier active en retour le complexe PI3KC3, 
i duisa t la li atio  de PI P. PI P e ute WIPI  et DFCP  au i eau d u  o ga ite 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 
l appo t de e a e.  
Durant la seconde étape, la phagopho e s allo ge et se efe e afi  de fo e  u  autophagoso e da s 
lequel les substrats cellulaires, acheminés par les récepteurs autophagiques, sont séquestrés. Cette 

tape d lo gatio  fait i te e i  deu  o jugu s : Atg12-Atg5/Atg16L1 et LC3-PE. Le premier est 
disso i  de la e a e e te e de l autophagoso e ap s sa fe etu e, 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 

L tape de atu ation se traduit par la fusio  de l autophagoso e a e  le l soso e. Cette 

fusion permet la dégradation, par les hydrolases lysosomales, des substrats cellulaires séquestrés 

da s l autophagoso e. 

La fusio  de l autophagoso e a e  le l soso e e uie t u e fe etu e o pl te de 

l autophagosome. En 2012, Yu et collaborateurs ont montré que la maturation du phagophore vers 

un autophagosome ayant la capacité de fusionner nécessite la dissociation par Atg4 du conjugué 

LC3-II présent sur la membrane externe du phagophore (Yu et al., 2012). Cependant, en 2019, 

l uipe de Ro i  Kettele  a d o t  ue la d lipidatio  de LC -II par Atg  est pas essentielle à la 

fusio  de l autophagoso e a e  les l soso es (Agrotis et al., 2019). De nombreux papiers ont 

montré qu u e d fi ie e du système de conjugaison des Atg conduisait à l a u ulatio  

d autophagoso es 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 d environ 30% dans les cellules déficientes en Atg3, Atg5 ou Atg7 

(Tsuboyama et al., 2016). Par ailleurs, la fusion autophagosome-lysosome est compromise dans les 

ellules e p i a t pas les p ot i es de la fa ille LC  (Nguyen et al., 2016).  

L autophagoso e et le l soso e so t 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, l autophagoso e doit t e d li  da s la gio  p i-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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l autophagoso e. Ai si, g e  Ra , l autophagoso e peut se d pla e  e s la p iph ie de la 

cellule pa  l i te diai e des kinésines (Pankiv et al., 2007). À l i e se, le ou e e t des 

autophagosomes vers la région péri-nucléaire fait intervenir la d a ti e et essite l i te a tio  

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 localisatio  des l soso es joue u  le da s l effi a it  de la fusio . E  

effet, l aug e tatio  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 l a u ulatio  des autophagosomes da s l espa e p i-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 

fo s  la poi te distale de l a o e alo s ue les l soso es so t p i ipale e t s th tis s da s 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 

l i te e tio  d u e p ot i e pa ti uli e : la snapine. La snapine agit comme un adaptateur 

recrutant le moteur dynéine pour le transport rétrograde de l e doso e ta dif 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 d li s o ti uelle e t au i eau de l a o e distal afi  de 

fusionner avec les autophagoso es/a phiso es a o au . L a t de la li atio  des l soso es 

da s l a o e 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 tude sugg e ue le t a spo t des l soso es da s l a o e distal est essai e au 

ai tie  d u e autophagie et d u e lai a e lo ale (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 o posa t de la e a e de l autophagoso e. Ra  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- u l ai e. D ap s (Nakamura and Yoshimori, 2017). B. Les autophagosomes générés dans 
l a o e fusio e t a e  les e doso es ta difs LE , li s au o ple e s api e/d i e, afi  de fo e  
l a phiso e A ph . Ces a phiso es so t t a spo t s, g e au moteur dynéine vers le soma, où ils 
fusio e o t a e  les l soso es. D ap s Che g et al., 2015. 
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Ainsi, la co-lo alisatio  de l autophagoso e et du l soso e fa ilite leu  fusio  afi  de fo e  

l autol soso e. Cette fusio  peut t e p d e pa  la fo atio  d u  a phiso e, st u tu e issue 

de la fusio  d u  autophagoso e et d u  e doso e grâce aux protéines de la machinerie ESCRT 

(endosomal sorting complex required for transport . Des tudes sugg e t ue l a phiso e est 

essai e  la fo atio  de l autol soso e. E  effet, u  d fi it du s st e ESCRT peut i dui e, 

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 fo atio  de l autol soso e essite l i te e tio  de la a hi e ie Ra -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, fa o isa t la fusio  de l autophagoso e a e  le 

lysosome (Itakura and Mizushima, 2013; Zheng Wang et al., 2016). Une déficience en EPG5 cause 

une fusion anormale des autophagosomes avec diverses vésicules d e do tose, 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 « d atta he » 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 « d atta he » e t e le l soso e et l autophagoso e (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 

l i te a tio  de so  do ai e LIR a e  LC  (McEwan et al., 2015). 
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Il existe un régulateur négatif de la formation des autophagolysosomes : la protéine Rubicon (run 

domain beclin1 interacting and cysteine-rich containing protein . Il a t  o t  u une diminution 

de l e p essio  de Ru icon augmentait la fo atio  d autol soso es (Matsunaga et al., 2009; Sun 

et al., 2011). Rubicon est contrôlée pa  de o eu  fa teu s tels ue le epteu   l EGF (Tan et 

al., 2015), Beclin1 acétylée (Sun et al., 2015) ou UVRAG (Kim et al., 2015). En condition 

ph siologi ue, TORC  phospho le UVRAG ui peut alo s se lie   Ru i o . A o t a io, lo s d u e 

carence en acides aminés, UVRAG est plus phospho l  pa  TORC  et se lie  HOPS, fa o isa t 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-SNAP  su  les autophagoso es, pa  l i te diai e de STX , 
mais pas au complexe SNARE STX17-SNAP29-VAMP8, suggérant qu'Atg L agit plus t t u EPG . 
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 fo atio  de l autol soso e. 
D ap s Nakamura and Yoshimori, 2017. 



    75 Introduction - L’autophagie 

E fi , l ulti e tape de e a is e d autophagie est la d g adatio  du o te u de 

l autophagoso e. Cette de i e e ui e la pa ti ipation des hydrolases du lysosome. Ces 

h d olases e fo tio e t u  pH a ide pH o p is e t e ,  et , . Ce so t les pompes V-

ATPases présentes sur la membrane lysosomale qui permettent l a idifi atio  de l autol soso e et 

l a ti it  des h d olases (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 u l i ues e  u l osides. L a tio  des h d olases l soso ales a aussi pe ett e la 

d g adatio  la e a e i te e de l autophagosome initial. Cet autolysosome pourra ensuite être 

utilisé pour former un nouveau lysosome. Une réactivation de la protéine kinase mTOR, régulateur 

gatif ajeu  de l autophagie, se ait alo s essai e afi  de e le  les l soso es e gag s da s la 

atu atio  de l autophagoso e (Yu et al., 2010). 

Le ut p i ipal de l autophagie est de dégrader les éléments cytoplasmiques et de recycler les 

macromolécules issues de cette dégradation afin de synthétiser des composants essentiels et de 

surmonter diverses conditions de stress. En conséquence, les macromolécules doivent être libérées 

dans le cytosol pour être réutilisées. Cependant, ce processus est mal connu. Il semblerait toutefois 

u Atg22 joue un rôle dans l efflu  de la leu i e issue de la dégradation autophagique (Yang et al., 

2006). 

IV.   La régulatio  de l’autophagie 

En condition physiologique, l autophagie est a ti e 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 gulatio  de l’autophagie 

 La voie de régulation mTOR a.

La oie ajeu e de gulatio  de l autophagie est la sig alisatio  mTOR. mTORC1 est un 

gulateu  gatif de l autophagie. La phospho latio  des p ot i es ULK /  et Atg13 par mTORC1 
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e p he la sta ilisatio  et l a ti it  ki ase du o ple e ULK, i hi a t l autophagie (Jung et al., 

2009).  

Comme décrit précédemment, le complexe mTORC1 est activé par la voie PI3K/Akt (Dibble and 

Cantley, 2015). Cette activation, dépendante des récepteurs tyrosine kinase, est régulée par les 

nutriments, dont le cholestérol (Castellano et al., 2017) et les acides aminés (Hara et al., 1998) tels 

que la leucine (Son et al., 2019) et la glutamine (Tan et al., 2017). Il a t  d o t  u u e a e e 

en nutriments était responsable de l inhibition de mTORC1 et, par conséquent, d u e a ti atio  de 

l autophagie. Cette inhibition peut se faire via l a ti atio  d AMPK (Egan et al., 2011; Kim et al., 

2011) et via le recrutement de TSC1/2 par les lysosomes (Demetriades et al., 2014). mTORC1 peut 

également être gul  pa  des fa teu s de oissa es tels ue l i suli e (Inoki et al., 2002). 

mTOR a été identifié au milieu des années 1990 par isolement biochimique à l aide d u  o ple e 

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 l autophagie. Son effet pro-autophagique a notamment été montré chez la levure dans des 

conditions riches en nutriments (Noda and Ohsumi, 1998), dans des lignées cellulaires de gliome 

(U87-MG et T98G) (Takeuchi et al., 2005), dans des 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 i pli u  da s la gulatio  positi e de l autophagie et il est 

nécessaire pour la formation du phagophore, sa nucléation et son élongation. La protéine Beclin1 

joue le le de platefo e, e uta t des p ot i es a ti at i es ou i hi it i es de l autophagie da s 

différents complexes. Parmi les protéines activatrices de l autophagie o  et ou e : 

 UVRAG, qui se lie à Beclin1 et à Bif-1 (Liang et al., 2006, 2008; Takahashi et al., 2007) 

fa o isa t l a ti it  du o ple e PI KC . 

 La protéine NRBF2 (nuclear receptor binding factor 2) permettant l asse lage du o ple e 

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 fo atio  de l autophagoso e (Cianfanelli et al., 2015; Di Bartolomeo et al., 2010; Nazio 

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

 L oncoprot i e E B K de l ad o i us ui i te agit a e  le do ai e BH  de Be li  (Piya et 

al., 2011). 

De o euses p ot i es gule t gati e e t l autophagie e  se lia t  Be li  : 

 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 p ot i e ICP .  du i us de l He p s si ple  

(Orvedahl et al., 2007), la protéine Nef du VIH-  i us de l i u od fi ie e hu ai e-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 ui gule l e p essio  de plusieu s e tai es de g es otamment 

impliqués dans la réparation des dommages cellulaires (Farmer et al., 1992). p53 est un suppresseur 

de tumeur do t l i a ti atio  fa o ise le d eloppe e t de o euses tu eu s. 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 

ellulai es a i s tels ue le st ess o da t, le st ess du RE ou l h po ie (Feng et al., 2007). p53 

se le gale e t t e u  fa teu  l  da s la gulatio  de l autophagie.  
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En 2008, Tasdemir et collaborateurs ont démontré que p53 peut aussi bien promouvoir l autophagie 

ue l i hi e  et que cette dualité était dépendante de sa localisation cellulaire. Il apparait u au 

niveau nucléaire, p53 agit comme un facteur de transcription pro-autophagique alors la forme 

cytoplasmique de p53 i hi e l autophagie (Tasdemir et al., 2008). Cependant, une étude récente a 

o t  ue l a ti it  t a scriptionnelle de p53 contribue aussi  l i hi itio  de l autophagie. E  

effet, la fo e u l ai e de p  est apa le de gule  gati e e t l e p essio  de PINK  PTEN-

induced putative kinase 1), une protéine clé de la mitophagie (dégradation sélective des 

mitochondries) (Goiran et al., 2018). L a ti atio  de l autophagie pa  p  est majoritairement 

d pe da te de l i hi itio  de la oie TORC  via la régulation transcriptionnelle des gènes : 

 Codant les sous-u it s β  et β  de l AMPK (Feng et al., 2007). 

 Coda t l IGFBP  (insulin-like growth factor binding protein-3), une molécule sécrétée 

apa le de se lie  au  fa teu s de oissa e de la fa ille de l IGF, i duisa t l i hi itio  de la 

voie IGF/PI3K/mTOR (Feng et al., 2007) . 

 Codant TSC2 et PTEN (Feng et al., 2007; Stambolic et al., 2001). 

 Coda t les p ot i es sest i es  et , i pli u es da s l i hi itio  de TORC  (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). L a ti atio  t a s iptio elle de la p ot i e DRAM 

(damage-regulated autophagy modulator) par p53, suite  des do ages de l ADN, conduit à une 

a ti atio  des p o essus d autophagie et d apoptose (Crighton et al., 2006). Les gènes ULK1/2, Atg7, 

Atg2b, Atg4a, Atg4c, Atg7, Atg10 et UVRAG sont également des cibles de p53 pour activer 

l autophagie (Kenzelmann Broz et al., 2013). Finalement, il a été montré que la protéine p53 régulait 

négativement LC3 dans les trophoblastes humains en différenciation (Gauster et al., 2018) et dans 

les lignées HTC116 (lignée de cancer colique humain), contrôlant ainsi la balance autophagique 

(Scherz-Shouval et al., 2010). 
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2. Les sig au  de st ess gula t l’autophagie 

 Le stress nutritionnel a.

L autophagie pe et la s th se de ou elles a o ol ules et la p odu tio  d ATP à 

partir des produits issus de la dégradation lysosomale. Ainsi, lo s d u e a e e ut itio elle, la 

ellule peut a ti e  l autophagie en quelques minutes afi  de fou i  les ut i e ts et l e gie 

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 l autophagie dans la plupart des tissus (Noboru Mizushima and Levine, 2010). La 

a e e ut itio elle est espo sa le d u e i hi itio  de TOR, i duisa t, 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. Lo s d u  st ess 

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 

a ti atio  de l autophagie (Feng et al., 2005; Feng et al., 2007; Jones et al., 2005). 

Suite  u  st ess ut itio el, l i hi itio  de TORC  peut se fai e 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, l a t l-coenzyme A (acétyl-CoA) est l u  des p i ipau  i t g ateu s de l tat 

nutritionnel de la cellule. Un sevrage en nutriments i duit u e apide di i utio  d a t l-CoA, 

asso i e  u e du tio  de l a t latio  des p ot i es toplas i ues et de l e p essio  de 

l a t lt a sf ase EP . Cette pe te o sid a le d a t latio  p ot i ue o duit  l i du tio  de 

l autophagie (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 p odu tio  d ATP. Da s la ellule, l li i atio  des ito ho d ies e do ag es est 

essentielle afin de p e i  l a u ulatio  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 l i du tio  de l autophagie dans 

différents types cellulaires, via l a ti atio  d AMPK (Xia et al., 2018) et/ou via une inhibition de la 

voie PI3K/Akt/mTORC1 (Xu et al., 2017; Zhang et al., 2014). L li i atio  des ito ho d ies 

endommagées par le a is e d autophagie aussi appelé mitophagie) est nécessaire à la survie 

cellulaire. En effet, u e tude a o t  u u e fo te o e t atio  de glu ose da s la ellule 

induisait une libération aberrante de ROS et, par conséquent, des dommages mitochondriaux. 

L i du tio  de l autophagie pa  les ROS via la voie JNK permet la clairance cellulaire. À l i e se, une 

inhibition de la mitophagie induit une accumulation de ROS dans la cellule favorisant l apoptose (Li 

et al., 2018). De la même manière, Sadhu et olla o ateu s o t o t  u u  tau  t op le  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 

l a u ulatio  de ROS da s la ellule (Li et al., 2018; Sadhu et al., 2019). Ce mécanisme (Figure 31) 

fait intervenir la sérine/thréonine kinase mitochondriale PINK  et l u i uiti e ligase E  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  l a u ulatio  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 

l u i uiti e p se te  la e a e. L u i uiti e phospho l e e ute e suite da a tage de 

Parkin, fournissant ainsi à PINK1 plus de Parkin pour la phosphorylation. Une fois activé, Parkin 

i duit u e a u ulatio  de l u i uiti e su  les su st ats p ot i ues p se ts  la e a e 

plasmique externe de la mitochondrie.  
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Figure 31 : Le mécanisme de la mitophagie. 
A. Mitophagie i duite pa  l u i uiti e. En cas de perte du potentiel de la membrane mitochondriale, 
PINK1 est stabilisée sur la membrane mitochondriale externe, où elle recrute et phosphoryle Parkin. 
PINK  phospho le gale e t l u i uiti e p se te  la e a e. L u i uiti e phospho l e e ute 
ensuite davantage de Parkin, fournissant ainsi à PINK1 plus de Parkin pour la phosphorylation. Une fois 
activée pa  PINK , Pa ki  i duit u e a u ulatio  de l u i uiti e su  les su st ats p ot i ues p se ts  
la membrane plasmique externe de la mitochondrie. Les récepteurs de l'autophagie (OPTN, NDP52, p62) 
se fi e t su  l u i uiti e fa ilita t la ioge se d'u  phagopho e 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 
s allo ge et e fe e la ito ho d ie e do ag e da s u  autophagoso e ui peut fusio e  a e  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 leu  liaiso   LC  su  le phagopho e. D ap s Ha is et al., 2018. 
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Les ubiquitines phosphorylées sont ensuite reconnues par les récepteurs autophagiques, OPTN, 

NDP52, p62 pe etta t l e agasi age des ito ho d ies da s les autophagoso es (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 d i te agi  di e te e t a e  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 

da s les autophagoso es, sa s fai e i te e i  l u i uiti e. De plus, un autre mécanisme faisant 

i te e i  l u i uiti e ligase E3 HUWE1 a récemment été décrit (Di Rita et al., 2018). 

 Les pathogènes c.

 En 1984, Rikihisa décrit pou  la p e i e fois l a ti atio  de l autophagie e  po se  u e 

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 

l i fe tio  pa  des a t ies o e Streptococcus pyogenes et Mycobacterium tuberculosis, la 

xénophagie est maintenant décrite dans un grand nombre d i fe tio s a t ie es (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 u Atg5, Atg7, 

Atg165L1 et LC3B ont une diminution des mécanismes de défense suite à une infection. Ces études 

soulig e t le le ajeu  de l autophagie da s l li i atio  de pathog es (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 s a u ule t, i duisa t une réponse 

adaptati e o ue sous le o  de l UPR. Cette réponse est contrôlée par trois grands senseurs 

transmembranaires : IRE1 (inositol-requiring enzyme  α), PERK et ATF6 i pli u s da s l a ti atio  

de oies de sig alisatio  pe etta t de ta li  l ho ostasie dans le RE (Figure 32).  
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Ces trois senseurs peuvent également être responsables de l a ti atio  de l autophagie (Figure 33) : 

 PERK : Lorsque des protéines mal repliées s'accumulent dans le RE, PERK s a ti e 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 

li s  l autophagie e  po se  la fois au st ess du RE et  une carence en acides aminés B hi  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 e  aug e ta t l e p essio  de LC B (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 
ATF  ui s a ti e t. Le PERK phospho le eIF α, ui se lie  eIF B et l i hi e. Cette i hi itio  lo ue la 
synthèse de nouvelles protéines sécrétoires et déclenche la réponse intégrée au stress via une 
augmentation de l'ATF4. L'acti atio  d IRE1 conduit à la génération de XBP  a tif et le li age d ATF  
génère ATF6c. Ces facteurs de transcription coopèrent pour induire la transcription de gènes cibles de la 
réponse UPR. SLA : sclérose latérale amyotrophique. D ap s Roussel et al., 2013. 
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PERK/eIF2α est impliquée da s l i du tio  de l autophagie da s u  odèle 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, fa o isa t l e p essio  d Atg12 et la conversion de LC3-I en LC3-II 

(Kouroku et al., 2007). 

 IRE1 : IRE1 semble essentiel à l a ti atio  de l autophagie et à la formation des 

autophagosomes (Fung and Liu, 2019; Ogata et al., 2006). En effet, dans les cellules déficientes en 

IRE , l autophagie i duite pa  le st ess du RE est i hi e (Ogata et al., 2006). IRE1 est capable 

d a ti e  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 d IRE  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). L a ti atio  de l a e de sig alisatio  

IRE1/XBP1s i duit l e p essio  d u  e tai  o e de g es cibles de l UPR o e des g es 

codant pour des protéines de la voie ERAD (ER-associated degradation) ou des chaperonnes (Calfon 

et al., 2002). Il a t  o t  ue l i te action de XBP1 avec FoxO1 régule l autophagie i duite pa  le 

stress du RE (Kishino et al., 2017). Dans les cellules endothéliales, XBP1s a ti e l autophagie e  

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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 L h po ie e.

Co e il a t  d it p de e t, l AMPK est o sid  o e le se seu  e g ti ue 

principal de la cellule. En conséquence, lo s d u e h po ie, AMPK est activée. Cette activation est 

espo sa le de l i hi itio  de TORC  (Schneider et al., 2008). Il a été montré in vitro u u e 

hypoxie avec ou sans sevrage en glucose induisait une inhibition de mTORC1 et, par conséquent, 

u e a ti atio  de l autophagie (Ding et al., 2018; Fletcher et al., 2013; Li et al., 2007; Lv et al., 2017). 

Dans de nombreux types cellulaires, notamment dans fibroblastes embryonnaires de souris, 

l autophagie i duite pa  l h po ie se le t e d pe da te de HIF-1α (hypoxia inducible factor- α . 

Ce facteur de transcription, activé par la voie mTORC1/p70S6k (p70 ribosomal protein S6 kinase), est 

sta ilis  e  o ditio  d h po ie et i duit l e p essio  de BNIP  (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 Beclin , fa o isa t ai si l a ti ation du complexe PI3KC3 (Bellot et al., 2009; 

Zhang et al., 2019).  

Figure 33 : Les lie s e t e les t ois voies de sig alisatio  de l’UPR et l’autophagie. 
Le senseur PERK phosphoryle eIF2α ui a ti e e  etou  ATF . Le fa teu  de t a s iptio  ATF  pe et 
l a ti atio  t a s iptio elle de CHOP i pli u  da s la t a s iptio  de g es de de l autophagie. Le 
senseur IRE1 est impliqué da s l pissage de XBP . XBP s i duit la t a s iptio  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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L h po ie est u e des o s ue es de l AVC is h i ue. En effet, la chute de débit sanguin suite à 

l o st u tio  d u  aisseau al o duit  u e di i utio  de l appo t e  o g e et e  glu ose 

da s le pa e h e al. Ai si, lo s d u e is h ie ale, u e a ti atio  de l autophagie est 

observée dans le cerveau. Ce processus sera discuté dans la suite du manuscrit.
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Pour résumer ette t oisi e pa tie, l autophagie est u  p o essus s le tif i duit e  o ditio  
de stress métabolique et nutritionnel permettant la dégradation des protéines et des 
organelles cellulaires.  

L autophagie est o pos e de t ois g a des tapes. L tape d initiation conduit à la formation 
d u e dou le e a e, appel e phagopho e. U e fois fo , le phagopho e a s allo ge  et 
se efe e  pou  e  l autophagoso e. Cette tape d lo gatio  fait i te e i  deu  
conjugués: Atg12-Atg5 et LC3-II. Enfin, l autophagosome, 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, 
l aug e tatio  de LC -II efl te u e hausse du o e d autophagoso es ii  l e p essio  
p ot i ue de p , u e di i utio  de p  t aduit u e d g adatio  l soso ale iii  l e p essio  
des différentes protéines Atg notamment Atg5 et Atg12. 

Pha a ologi ue e t, l autophagie peut t e a ti e pa  l i hi itio  de TORC  e  utilisa t 
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 da s l’AVC ischémique 

I.   L’a tivatio  de l’autophagie da s l’AVC is h i ue 

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 ligatu e de l a t e a otide o une d oite sui i d u e h po ie de  

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 ph o e est o se  ue du ôté ipsilatéral, au sein 

de l hippo a pe et du o te  (Carloni et al., 2008). De la même manière, 6 heures après une 

occlusion permanente de l ACM, 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 

d autophagoso es (augmentation de LC3-II), mais également de l a ti it  l soso ale, suggérant 

une hausse du flux autophagique. L aug e tatio  de l a ti it  l soso ale est ise en évidence par 

un enrichissement de l e p essio  de cathepsine-D et de LAMP-1, dans les neurones endommagés 

de l hippo a pe et du o te  (Ginet et al., 2009). De la même manière, une autre étude confirme 

u e hausse de l autophagie aug e tatio  de l e p essio  de LC3-II et de cathepsine-D) chez des 

ratons âgés de 12 jours ayant subi u e o lusio  pe a e te de l ACM (Puyal et al., 2009). Par 

ailleurs, l'ischémie permanente chez le rat adulte favorise également la formation 

d'autophagosomes (augmentation de l e p essio  de LC -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 pro essus d autophagie est alt  et ne fonctionne pas de manière optimale (Liu et 

al., 2010). En effet, l utilisatio  d u  i hi iteu  de l autophagie lo ua t la fusio  autophagoso e-

lysosome : la chloroquine (Mauthe et al., 2018) conduit à une hausse de l e p essio  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 hlo o ui e a ue t s peu d effet 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 ap s l ischémie est due à un échec du flux 

autophagique (Liu et al., 2010). 

Néanmoins, de o euses pu li atio s soutie e t l id e d u e 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 a e  le olu e de l infarctus 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 est 

cependant pas retrouvée pour les taux sériques de Beclin1 et de LC3 (Li et al., 2015). En outre, il a 

t  appo t  ue e tai s g es de l autophagie et de l apoptose so t diff e tielle e t e p i s 

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. 

E  , Zhu et ses olla o ateu s o t tudi  l i flue e de l ge su  l a ti atio  de l autophagie 

suite à une hypoxie-ischémie cérébrale. Bie  u e  o ditio  ph siologi ue, le o e 

d autophagoso es soit plus important dans le cerveau des souriceaux, après une hypoxie-ischémie, 

l aug e tatio  de LC -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). 
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Pou  o o o e  l a ti atio  de l autophagie e  o ditio  d ischémie, de nombreuses voies de 

sig alisatio  li es  l autophagie so t gale e t a ti es : 

 La voie Akt/CREB : Lo s de l h po ie-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 : Co e d it p de e t, au ou s d u  AVC ischémique, la 

diminution d ATP augmente le appo t AMP/ATP, a ti a t AMPK. L AMPK a ti  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 l a ti atio  de l autophagie 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'i hi itio  d AMPK restaure l a ti it  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- α. L h po ie p o o u e pa  

l AVC is h i ue se ait espo sa le de la su e p essio  et de la sta ilisatio  de e fa teu  de 

transcription impliqué potentiellement dans la transcription de gènes régulant l autophagie (Niu et 

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

 Le stress du RE : Dans l AVC is hémique, l autophagie peut t e gale e t i duite pa  u  

stress du RE. Dans un modèle d is h ie/ epe fusio  u i , le stress RE, induit par la tunicamycine 

et la thapsigargine, active l autophagie et plus pa ti uli e e t la itophagie. 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 

su  l autophagie via les voies PERK et IRE1 (Feng et al., 2017). 
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II.   L’autophagie eu o ale da s l’AVC is h i ue 

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  u e o lusio  de l a t e a otide o u e d oite, les neurones corticaux, situés 

dans le tissu ischémié, présentent de multiples va uoles toplas i ues ai si u u e l se des 

organites cellulaires (Adhami et al., 2006). Plusieurs études corroborent ces résultats et confirment 

l e iste e d u e 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 l ACM 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), o t o t  u e aug e tatio  du o e d autophagosomes dans les neurones du côté 

ipsilatéral à 1, 3 et 6 jours après u e o lusio  t a sitoi e de l ACM. Le pic du nombre 

d autophagoso es se situait  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). 

Bie  u il soit clairement établi que l AVC is h i ue est responsable d'une augmentation de 

l'autophagie dans les neurones situés dans la lésion, son rôle reste controversé. La grande question 

est la sui a te: l autophagie est-elle p ote t i e ou d l t e da s l is h ie ale? E  effet, de 

nombreuses études in vitro et in vivo d o t e t pa fois des effets oppos s de l autophagie. 

1. Le rôle neuroprotecteur de l’autophagie neuronale da s l’AVC is h i ue 

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. 

L ag gatio  de p ot i es est un processus pratiquement irréversible contribuant à la mort 

neuronale (Zhang et al., 2006). Par ailleurs, chez le rongeur, u e o lusio  de l ACM suivie d une 

epe fusio  o duit  la fo atio  d agrégats de protéines majoritairement ubiquitinylées 

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

E  se asa t su  la apa it  de l autophagie  li i e  les ag gats p ot i ues et à protéger les 

cellules de la mort, e tai s g oupes o t tudi  l effet de so  a ti atio  da s des od les d AVC 

ischémique.  

De nombreux groupes ont reporté un effet neurop ote teu  de l autophagie via une activation de 

l AMPK (Dai et al., 2017; Jiang et al., 2014). Dai et collaborateurs, ont, par exemple, montré dans un 

modèle in vitro d AVC is h i ue ; l OGD ; l effet eu op ote teu  de la si tui e , une protéine 

mitochondriale impliquée dans la protection contre le stress oxydatif. La sirtuine réduit la mort 

neuronale e  a ti a t l autophagie via la phospho latio  d AMPK. À l i e se, l i hi itio  d AMPK 

conduit à une diminution de l autophagie et u e hausse de la o t eu o ale (Dai et al., 2017). Une 

aut e tude a l  l effet eu op ote teu  de la nicotinamide phosphoribosyltransférase (ou 

Na pt  da s l AVC is h i ue. 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 

se le ue Na pt di i ue la o t eu o ale e  fa o isa t l autophagie via u e gulatio  de l a e 

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

L effet pro-su ie de l autophagie eu o ale semble nécessiter la régulation de la voie 

PI3K/Akt/mTOR et de l a e Akt/CREB (Carloni et al., 2010; Papadakis et al., 2013). Carloni et 

olla o ateu s o t epo t  ue l autophagie, a ti e pa  la apa i e, di i uait la o t eu o ale 

de type nécrotique et réduisait la lésion cérébrale induite par une hypoxie-ischémie chez des ratons 

âgés de 7 jours (Carloni et al., 2008). L effet eu op ote teu  de la apa i e a t  o fi  da s 

différents modèles d AVC is h i ue in vivo (Buckley et al., 2014; Chauhan et al., 2011). Par 

exemple chez le rat, la rapamycine réduit significativement le olu e de l'i fa tus, l'œd e 

cérébral et les déficits moteurs i duits pa  l o lusio  fo ale pe a e te d u  aisseau al 

(Sheng et al., 2010).  
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De surcroit, le complexe PI3KC3 semble également être important dans l effet eu op ote teu  de 

l autophagie. Ainsi, l i hi itio  de l autophagie pa  la 3-methyladenine (3-MA), un inhibiteur de 

PI3KC3, conduit à une hausse de la nécrose neuronale da s u  od le o atal d h po ie-ischémie 

(Carloni et al., 2010). Un traitement à la 3-MA augmente également la taille de la lésion consécutive 

à une occlusion de l ACM chez le rat (Wang et al., 2012) et chez la souris (Zhang et al., 2013). D aut e 

part, il a été montré que la β-arrestine 1 interagit a e  Be li  et PI KC /Vsp . E  l a se e de 

cette protéine, l a ti it  du o ple e PI KC  est di i uée, ce qui induit une diminution de 

l autophagie et une mort des neurones par apoptose et nécrose, dans des modèles in vitro et in vivo 

d AVC is h ique (Wang et al., 2014). Par ailleurs, la Caveoline 1 est capable d a ti e  l autophagie 

en se liant au complexe PI3KC3. Chez les souris e p i a t pas la Ca eoli e , l'autophagie est 

altérée et, en conséquence, les dommages cérébraux induits par une occlusion de l ACM sont 

aggravés (Nah et al., 2017). 

Les neurones corticaux primaires déficients en Atg  o t u e alt atio  du p o essus d autophagie et 

so t plus se si les  l OGD-reperfusion. En effet, e  a se e d Atg7, la clairance mitochondriale 

est plus effe tuée. Par conséquent, les neurones meurent par apoptose (Zhang et al., 2013). Cette 

tude o fi e l i po ta e de l autophagie da s l ho ostasie et la su ie eu o ale lo s d u  

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 d un inhibiteur de GSK-3b 

(Zhou et al., 2011). 

2. L’autophagie : un effecteur de mort neuronale 

 Généralités : l i pli atio  de l autophagie da s la o t ellulai e a.

L autophagie peut être un effecteur de mort cellulaire. Elle peut induire la mort de trois 

manières principales : (i) de manière directe, est la o t ellulai e autophagi ue (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 

E  , deu  g oupes o t is e  ide e le le di e t de l autophagie da s la o t ellulai e. 

Da s u  p e ie  te ps, Yu et olla o ateu s o t o t  ue l i hi itio  de la aspase-8, une 

p ot i e effe t i e de l apoptose, i duit une mort cellulaire non-apoptoti ue d pe da te d Atg7 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, lo s u ils étaient traités avec des agents pro-

apoptotiques. Cette mort cellulaire, asso i e  u e fo te a o da e d autophagoso es et 

d autolysosomes dans le cytoplasme, est lo u e pa  des i hi iteu s de l autophagie (Shimizu et al., 

2004). De la même manière, Fazi et collaborateurs ont montré en 2008, une mort cellulaire 

i d pe da te des aspases ui se a a t isait pa  u e aug e tatio  de l e p essio  de Be li  et 

une hausse du o e d autophagoso es et d autol soso es (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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i hi iteu s de l autophagie il est o seill  d i hi e  au moins deux protéines autophagiques 

distinctes) (Galluzzi et al., 2012). La mort cellulaire autophagique (mort cellulaire de type II) fait 

pa tie, a e  l apoptose o t 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 ex s d autophagie (Dasari et al., 2017; Shi et al., 2012). 

Dans ce cas, l e p essio  de Be li  et la conversion de LC3-I en LC3-II sont augmentés (Shi et al., 

2012). Cette fo e d autophagie est caractérisée par une accumulation importante de vacuoles 

autophagiques (autophagosomes et autolysosomes) dans le cytoplasme, une perte progressive des 

organites et une perturbation des membranes intracellulaires. Le noyau et la chromatine sont 

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

 La mort autophagique due à un excès de mitophagie (Reef et al., 2006; Wang et al., 2014; 

Zhang et al., 2015). Caractérisé par une formation aberrante d autophagoso es et d autol soso es, 

l e s de itophagie peut induire une clairance trop importante des mitochondries voire une 

d pl tio  o pl te de l organite. 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 

p odu tio  d ATP. Cette d failla e e g ti ue peut t e  l o igi e de la o t ellulai e (Sentelle 

et al., 2012). 

 L autose est u e ou elle fo e de o t autophagi ue gul e pa  l ATPase 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 d a o e ie e euse (Kheloufi et al., 2015) et da s les eu o es de l hippo a pe de 

ratons âgés de 7 jours ayant subi une hypoxie-ischémie (Liu et al., 2013). L autose p se te des 

caractéristiques morphologiques uniques telles u une augmentation du nombre 

d'autophagosomes et d autol soso es, 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  

L apoptose est o sid e comme la mort cellulaire de type I (pour la description des 

mécanismes de l apoptose, voir la partie A.III.3.c. Apoptose). L apoptose est a a t is e pa  le 

rétrécissement de la cellule sur elle-même, une condensation du cytoplasme et de la chromatine, 

u e f ag e tatio  de l ADN et du o au, la fo atio  de orps apoptotique. La membrane 

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

Il e iste u e fo te o u i atio  e t e l apoptose et l autophagie. Ils peu e t soit agi  o e deu  

mécanismes opposés ou coopérer afi  d i dui e la o t ellulai e. De nombreuses études ont 

epo t  u e oop atio  e t e l autophagie et l apoptose. Da s e as, les deux processus sont 

a ti s afi  d i dui e la o t ellulai e (Cao et al., 2015; Wirawan et al., 2010). L autophagie et 

l apoptose sont régulées par des médiateurs communs. Ainsi, l autophagie peut a ti e  l apoptose à 

travers différents médiateurs (Figure 36).  

Figure 35 : Les trois types de mort autophagique. D ap s Bialik et al., 2018. 
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Be li  est apa le d a ti e  l apoptose e  fa o isa t l a ti it  de la aspase-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 l  de l apoptose ui, une fois liée aux récepteurs de mort, 

recrute et active la caspase-8. En conséquence, par l i te diai e de FADD, Atg  a ti e l apoptose 

(Pyo et al., 2005). Atg5 peut également être clivé par les calpaïnes afin de générer un fragment C-

terminal de 24 kDa. Le petit f ag e t d Atg5 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 

e a e ito ho d iale, la li atio  du tho h o e  et l apoptose (Yousefi et al., 2006). 

Atg12, de son côté, est capable de se lier, via son « BH3-like domain », à Bcl-2. Cette interaction 

o duit  l i a ti atio  de B l-2 qui ne peut plus inhiber Bax (Rubinstein et al., 2011). 

 

Figure 36 : A tivatio  de l’apoptose pa  
l’autophagie. 

L autophagie peut a ti e  l apoptose via 
Beclin1 qui active la caspase-9 et favorise 
la libération du cytochrome c. Atg5 active 
l apoptose de deu  a i es, g e  
FADD qui active la caspase-8 ou grâce aux 
calpaïnes qui clive Atg5 en un petit 
fragment C-terminal. Ce fragment migre 
jus u  la ito ho d ie pou  i a ti e  B l-
xL, qui ne peut alors plus exercer son 
inhibition sur Bax. En conséquence, Bax 
a ti e les aspases et l apoptose. Atg  est 
apa le d i hi e  B l-2, ce qui conduit 
gale e t  l a ti atio  de Ba . 
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v. La communication nécroptose/autophagie  

Plusieu s tudes o t o t  l e iste e d u e ose programmée nommée nécroptose. Cette 

dernière est activée en réponse à des signaux multiples tels que des do ages de l ADN, des 

toxines et des ligands des récepteurs de mort. Elle se caractérise morphologiquement par un 

gonflement des organites intracellulaires et u e uptu e de l i t g it  e a ai e. 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 

toki es et diateu s de l i fla atio . La optose est d le h e pa  des epteu s de 

mort comme le TNFR1 (tumor necrosis factor receptor  o duisa t  l a ti atio  de deu  ki ases : 

RIPK1 (receptor-interacting protein kinase) et RIPK3 (Galluzzi et al., 2011). Ces deux protéines, 

p i o diales da s l i itiatio  de la optose, 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., ; O Do ell et al., 2011). En conséquence, lors d u e a ti atio  de la 

caspase-8, la protéine RIPK1 i duit plus la optose, mais fa o ise l apoptose ellulai e en 

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

Suite  l a ti atio  du o ple e RIPK -RIPK , l effecteur 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 s oligo ise a a t d t e 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 optose peut aussi t e p o o u e pa  l a umulation de calcium cytosolique 

engendrant l a ti atio  de CaMKII calcium-calmodulin kinase II) (Figure 37, Nomura et al., 2014). 
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Dans certains as, l autophagie fa o ise la optose cellulaire (Bonapace et al., 2010; Khan et al., 

2012). E  out e, l autophagie i duit la optose via l a ti atio  du o ple e RIPK -RIPK3 (Dey et 

al., 2016). Pa  ailleu s, lo s d u e su activation des récepteurs de morts, p62 est capable de recruter 

le nécrosome via son interaction directe avec RIPK1. RIPK1-RIPK  et l effe teu  MLKL so t e suite 

transloqués au i eau de l autophagoso e où ils s asso ie t a e  le o jugu  Atg -Atg12 afin 

d i dui e la optose (Goodall et al., 2016). En l absence de p62, la mort nécroptotique bascule 

vers une mort apoptotique, sugg a t ue l autophagie joue u  le de ala e e t e l apoptose et 

la nécroptose (Figure 38; Goodall et al., 2016).  

 

 

Figure 37 : La optose et l’apoptose i duites par les récepteurs de mort. 
L a ti atio  des epteu s de o t i duit l a ti atio  de RIPK  ui fa o ise l apoptose e  formant le 
complexe IIa (ou apoptosome) en p se e d u e aspase-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+. L oligo isatio  de MLKL joue 
également un rôle important dans la nécroptose : les oligomères de MLKL perméabilisent la membrane 
plas i ue et fa o ise l e t e d io s da s la ellule o duisa t  la optose. 
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 L autophagie et la o t ellulai e da s l AVC is h i ue 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, da s l OGD, la -MA di i ue l autophagie et la mort neuronale en réduisant 

l e p essio  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 l autophagie (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 o u i atio  e t e l’autophagie et la optose. 
La protéine cargo p62 peut recruter RIK1/RIP3/MLKL en interagissant de manière directe avec RIPK1. Les 
protéines du nécrosome sont phosphorylées et s asso ient à la a hi e ie de l autophagie Atg -Atg12 
et LC  au i eau de l autophagoso e afi  d i dui e la optose. E  as de pe te de p , RIPK  
s asso ie a e  FADD et la aspase-8 a ti e afi  d i dui e l apoptose.  



    101 Introduction - L’autophagie da s l’AVC is h i ue 

heures après le début de l'ischémie, réduit considérablement le volume de la lésion (près de 46% de 

du tio  alo s u u  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 pa  u e d o lusio  pe a e te de l ACM. Ces deux inhibiteurs 

agisse t, d u e pa t, e  aug e ta t l e p essio  de B l-2 et, d aut e pa t, en réduisant le nombre 

d autophagosomes et d autolysosomes, le volume de l'infarctus, l œd e al et les déficits 

moteurs (Wen et al., 2008). Plusieurs publications soutiennent l'idée que, dans des modèles in vitro 

et in vivo d AVC is h i ue, 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, l i hi itio  de Be li  et Atg , pa  l utilisatio  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). D aut e pa t, chez des souriceaux ayant subi une 

hypoxie-ischémie, une suppression sélective du gène ATG7 dans les neurones diminue l autophagie 

et réduit de 42% le olu e de l i fa tus (Xie et al., 2016). U e di i utio  du i eau d e p essio  

d Atg  o t i ue gale e t à une réduction du olu e de l i fa ctus et à une baisse du déficit 

neurologique dans un modèle rongeur d o lusio  de l ACM (Wang et al., 2018).  

E  su , des tudes o t o t  ue l i hi itio  de l autophagie o duit à une diminution de la 

o t eu o ale et du olu e de l i fa tus da s diff e ts od les d AVC is h i ues in vitro et in 

vivo. Cela suggère que l autophagie est u  p o essus espo sa le de la o t eu o ale lo s d u e 

ischémie cérébrale. 

ii. L autophagie et l apoptose 

Tian et collaborateurs ont observé, après une ischémie cérébrale, une augmentation du nombre 

de cellules présentant à la fois une frag e tatio  de l ADN et une hausse de l e p essio  de LC . 

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 a a t isti ues de l apoptose tels u u e o de satio  

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 acti atio  de l autophagie 

(Ginet et al., 2009). De faço  i t essa te, e  a se e d autophagie, l apoptose eu o ale est 

di i u e et le olu e de l i fa tus est duit (Zheng et al., 2009). De surcroît, en 2001, Uchiyama 

et collègues ont montré que lo s ue l autophagie est i hi e, les cellules PC12 différenciées sont 

protégées de l'apoptose consécutive à un sevrage en sérum (Uchiyama, 2001).  

Il a été démontré que, dans l AVC is h i ue, Beclin1 est impliquée da s l apoptose. E  effet 

l i hi itio  de Be li , par l'utilisatio  d ARN interférent réduit à la fois l'autophagie et l'apoptose 

neuronale dans un modèle d o lusio  de l ACM (Zheng et al., 2009). De plus, l i hi itio  de Be li 1 

chez le rat bloque la formation des autophagosomes et atténue l apoptose et les dommages 

neurodégénératifs dans le thalamus ipsilatéral après une o lusio  de l ACM (Xing et al., 2012). 

iii. L autophagie 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 d o lusio  de 

l ACM (Degterev et al., 2005).  

Des travaux récents ont démontré que la nécroptose contribue à la mort neuronale et astrocytaire 

induite par l'ischémie, via u e a ti atio  de l autophagie (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, u e i hi itio  de l autophagie pa  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 e a i e da s u  od le d is h ie/ epe fusio , la 

bafilomycine, un inhibiteur de la fusion autophagosome-lysosome, diminue la nécroptose (Ryan et 

al., 2018). L e se le de es sultats sugg e t ue, da s l AVC is h i ue, l autophagie et la 

nécroptose sont liées, cependant le mécanisme sous-jacent reste inconnu. Toutefois l uipe 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 l hippo a pe CA  (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 ie  l inhibition de la nécroptose 

(nécrostatine-1) que l i hi itio  de l autophagie -MA) diminue la mort cellulaire en empêchant la 

libération de la cathepsine-B (Wang et al., 2011; Yin et al., 2015).  

 

 

 

Figure 39 : S h a apitulatif de la o t ellulai e d pe da te de l’autophagie da s l’AVC 
ischémique. 

Lo s d u  AVC is h i ue, l autophagie est a ti e pa  AMPK ou pa  la disso iatio  de B l-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- . D ap s Thie aut et al., 2019. 
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E  o lusio , il est aujou d hui lai e e t d o t  ue l is h ie ale i duit de 

l autophagie da s les eu o es, Toutefois, son rôle reste débattu. En effet, certaines études 

d o t e t da s des od les d AVC is h i ue aussi bien in vitro et u in vivo ue l a ti atio  de 

l autophagie est neuroprotectrice et diminue les lésions ischémiques. À l oppos , e tai es uipes 

démontrent ue l a ti atio  de l autophagie fa o ise la o t eu o ale et l te due des l sio s 

ischémiques. Pour appuyer ces résultats, de o euses uipes o t i hi  l autophagie et o t  

u u e di i utio  de l autophagie protégeait les neurones de la mort da s l is hémie cérébrale. Ces 

sultats oppos s ous e p he t aujou d hui de mettre en lumière le rôle p is de l autophagie 

da s l AVC is h i ue. 

III.   L’autophagie da s les diff e tes ellules du pa e h e al 

1. L’autophagie e doth liale da s l’AVC is h i ue 

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 qu u e lig e de cellules endothéliales 

microvasculaires cérébrales (brain microvascular endothelial cells, BMVEC) présentait une réponse 

et une sensibilité plus a ue  l OGD que les astrocytes et les péricytes. Cet effet est associé à la 

stabilisation de HIF- α,  la perturbation précoce du cytosquelette cellulaire et à l altération 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,  l autophagie et  l is h ie, ainsi que l'impact potentiel de cet effet sur la 

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

Cependant, d aut es tudes réalisées sur des cultures primaires et non sur des lignées cellulaires 

contredisent ces résultats. Par exemple, Shi et collaborateurs ont observé une induction de 

l autophagie da s les BMVECs p i ai es sou is  u e OGD (Shi et al., 2016). Cette équipe a 

également démontré ue l autophagie a u  le eu op ote teur dans un modèle rongeur 

d is h ie/reperfusion. En résumé, l histo e d sa t lase  atténue l autophagie ce qui contribue à 

la mort des BMVECs. De surcroit, le déficit en autophagie conduit à u e pe te d e p essio  des 

jonctions serrées responsables d u e rupture de la BHE (Shi et al., 2016). Une étude publiée en 2014 

conforte ces résultats : da s u  od le d o lusio  de l ACM, le renforcement de l'autophagie par la 
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rapamycine et le lithium aug e te l e p essio  de la protéine des jonctions serrées Zonula 

occludens-1 (ZO-1) et limite la rupture de la BHE ainsi que l'œd e al. À l'i e se, la 3-MA 

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

À l oppos  de tous es sultats, Li et oll gues o t o t  ue l autophagie contribue à la 

perméabilisation de la BHE suite à une o lusio  de l ACM chez les souris. Cette perméabilisation est 

due  l alt atio  des jonctions serrées et à la mort des cellules vasculaires, et est associée à une 

augmentation de l autophagie Be li  et LC . Dans ce modèle la 3-MA a un effet neuroprotecteur 

(Li et al., 2013). 

2. L’autophagie gliale da s l’AVC is h i ue 

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, ap s u e o lusio  de l ACM, 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 u e o lusio  de l ACM. Le nombre de 

lysosomes augmente, quant à lui, de manière significative 6 heures après l o lusio  de l ACM (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 

ast o tai e da s l AVC is h i ue: 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. Lo s d u  

AVC ischémique, l autophagie et la ose s asso ie t pou  i dui e u e o t ast o tai e (Ni et al., 

2018). De plus, suite  u e o lusio  de l ACM, la breviscapine fournit une neuroprotection dans la 

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

À l oppos  de es sultats, Kasprowska et collaborateurs o t o t  ue l autophagie ast o tai e 

est un mécanisme neuroprote teu  da s l OGD. E  effet, u e i hi itio  de l autophagie ause u e 

apoptose après une OGD courte. À l i e se, e  a se e d autophagie, des te ps lo gs d OGD 

induisent une nécrose astrocytaire (Kasprowska et al., 2017). Pa  ailleu s, l i hi itio  d AMPK, pa  

l utilisatio  de siRNA, att ue l autophagie et di i ue la ia ilit  des ast o tes sou is  u e OGD 

(Gabryel et al., 2014). L utilisatio  d u  i us ad o-associé GFAP (glial fibrillary acidic protein)-Atg7 

a e tue l autophagie da s les ast o tes et di i ue l apoptose eu o ale dans une co-culture 

neurone/astrocyte exposée à une OGD. De la même manière, l i du tio  de l autophagie hez 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 

l autophagie i duite pa  u e is h ie ale est pas réellement claire. En fait, ceci ne fait 

l o jet ue de quelques publications récentes. En 2014, Yang et collaborateurs ont montré que la 

sténose permanente de l'artère carotide commune a e tue l autophagie 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 

o lusio  de l ACM (Yang et al., 2015).  

Il a ét  d o t  ue l'a ti atio  de l autophagie da s 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 itophagie da s l’AVC is h i ue 

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 d u e 

o lusio  de l ACM. Ils ont également montré que l'inhibition de la clairance mitochondriale, par 

u e supp essio  de l autophagie -MA et d l tio  d Atg7), 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 o t i ua t  l aug e tatio  du volume de l'infarctus et  l agg a atio  des lésions 

cérébrales (Zuo et al., 2014).  

Plusieurs études concluent en l effet fi ue de la lai a e ito ho d iale (Wang et al., 2019; 

Zheng et al., 2019). En outre, la rapamycine augmente significativement la mitophagie et réduit le 

olu e de l i fa tus hez le at (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 

l i e se, lo s d u e is h ie cérébrale, la suppression de PARK2 aggrave la mort des cellules 

neuronales (Zhang et al., 2013). L e se le de es résultats suggère qu e  o ditio  d AVC 

ischémique, PARK2 joue un rôle essentiel da s l effet eu op ote teu  de la itophagie. Cependant, 

il se le ait u e  as d is h ie ale, le récepteur mitochondriale NIX (ou BNIP3L) soit 

apa le d i dui e la itophagie 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 

d u e is h ie ale. E  out e, l ad i ist atio  de a osi e inhibe la mitophagie et protège les 

cellules lo s d u e o lusio  de l ACM. L effet de carnosine passe par une diminution de la 

phosphorylation de Drp1 et par une baisse de l e p essio  de Pa ki  (Baek et al., 2014). De ce fait, 

les récepteurs mitochondriaux BNIP3 et NIX so t espo sa les d u e itophagie e essi e lo s 

d u e is h ie ale. Leu s suppressions atténuent la itophagie et l apoptose eu o ale (Shi 

et al., 2014). Enfin, un flavonoïde : le kaempférol diminue la phosphorylation Drp1 via l'activation 
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d Akt. E  o s ue e, la fission mitochondriale est diminuée protégeant ainsi les neurones des 

lésions ischémiques induites par le succinate da s les eu o es e pos s  l OGD (Wu et al., 2017). 

V.   Le st ess o datif, l’i fla atio  et l’autophagie da s l’AVC is h i ue 

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 d IL-6. Ces événements 

favorisent la réponse inflammatoire. A la suite d u e is h ie ale, une réponse inflammatoire 

est observée et cette dernière est t oite e t li e  l i du tio  de l autophagie (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 d fi ie e de l autophagie da s es 

cellules présentent une inflammation exacerbée et prolongée, conduisant à un volume d'infarctus 

plus i po ta t. La l sio  i itiale est epe da t pas diff e te pa  appo t  des sou is sau ages 

(Kotoda et al., 2018). 

Par ailleurs, la rapamycine, en augmentant l'autophagie, atténue le taux élevé de ROS et l apoptose 

des BMVECs suite  u e OGD et  u e o lusio  de l ACM. À l'i e se, l i hi itio  de l autophagie 

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 l autophagie et la neuroprotection : la 2,4-

diamino-6-hydroxy-pyrimidine (DAHP) et le triptolide (TP), connus pour leur propriété anti-

inflammatoire, ont été utilisé comme prétraitement chez des souris ayant subi une occlusion de 

l ACM. Les molécules ont entraîné une augmentation de Beclin1 et de Mcl-1 (Induced myeloid 

leukemia cell differentiation protein  ai si u une réduction de l'apoptose et du volume de 

l infarctus (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). L e se le de es do es démontre l effet 

p ote teu  da s l AVC is h i ue, de l'induction de l'autophagie pa  l utilisatio  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, l a ti atio  de l autophagie contribue à la mort cérébrale. Dans cette étude, l autophagie 

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

VI.   Le stress du réticulum endoplasmique et de l’autophagie da s l’AVC 

ischémique 

L ho ostasie p ot i ue, esse tielle pou  le o  fo tio e e t et la su ie de la cellule, est 

p i ipale e t gul e pa  la oie UPR et l autophagie. L is h ie ale est ie  o ue pou  

induire une altération de la protéostasie (Wang and Yang, 2019) ai si u u e a ti atio  de 

l autophagie et du st ess du réticulum endoplasmique via la voie UPR (Thiebaut et al., 2019). 

Lo s d u  AVC is h i ue, la dérégulation de l'homéostasie calcique dans le RE entraîne une 

alt atio  de l a ti it  des hape o es et l'activation de l'UPR. Il a été montré dans de nombreux 

od les ue l is h ie ale i duisait u  st ess 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'i itiatio  de la t adu tio , eIF α, e ui att ue la s th se de nouvelles protéines (Althausen et 

al., 2001; Nakka et al., 2010). E  out e, l e p essio  de CHOP est aussi aug e t e lo s d u e 

ischémie cérébrale (Hayashi et al., 2003; Osada et al., 2009; Qi et al., 2004). De la même manière, le 

se seu  IRE  est a ti  da s le o te  al de sou is a a t su i u e o lusio  de l ACM 

(Morimoto et al., 2007; Tajiri et al., 2004). L a ti atio  du t oisi e se seu , ATF , este aujou d hui 

peu décrit (Kumar et al., 2003; Rissanen et al., 2006). L a ti atio  du st ess du RE et de l UPR da s 

l is h ie ale est asso i e  u e o t ellulai e (Benavides et al., 2005; Louessard et al., 

2017; Tajiri et al., 2004). E  o s ue e, l i hi itio  du st ess du RE se le t e u e i le 

thérapeutique potentielle pour diminuer la mort cellulaire induite par une ischémie cérébrale 

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

Comme ous l a o s vu, il e iste des lie s i po ta ts e t e le st ess du RE et l autophagie. E  out e, 

le RE est une plateforme pour la formation des autophagosomes. Par ailleurs, le stress du RE, via 
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l a ti atio  des diff e tes a hes de l UPR, peut induire l autophagie (voir Partie C.IV.2.d. Le 

stress du réticulum endoplasmique). 

Da s u  od le u i  d o lusio  de l ACM, les marqueurs du stress du RE et de l autophagie 

augmentent, suggérant une double activation des deux processus (Feng et al., 2017). Lo s de l tude 

de la protéostasie da s l is h ie ale, il se le do  i po ta t de p te  attention aux deux 

phénomènes. 

Certaines études démontrent également une action de l'autophagie sur le stress du RE. En effet, 

l i hi itio  de l autophagie da s u  od le d o lusio  de l ACM 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 ue l a ti atio  de l autophagie 

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 l i e se, 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'asso ia t au epteu  α -macroglobuline pour activer la signalisation mTOR (Misra and Pizzo, 

2012). E  o ditio  d OGD, 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, lo s d u e is h ie ale, le tPA ,d u e pa t, favorise la conversion du plasminogène 

en plasmine et, d aut e pa t, diminue le stress du RE en interagissant avec Grp78 à la surface de la 
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cellule (Louessard et al., 2017). Le le du tPA su  l autophagie du a t l AVC is h i ue a 

cependant pas encore été étudié. Par ailleurs, il a d j  t  o t  u e  o ditio  d OGD, le tPA 

protégeait les neurones de la mo t e  a ti a t l a e TORC /p S6k 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). E  su , ie  ue le le du tPA da s l autophagie ait 

pas t  tudi , il a t  o t  u il tait apa le de odule  la sig alisatio  TOR, u  a e 

important dans la régulation de l autophagie. 
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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 o euses tudes o t epo t  u e a ti atio  de l autophagie da s les eu o es et da s 
les cellules gliales du parenchyme ischémié. Aujou d hui, alg  l ide e de son activation, 
le le de l autophagie da s l is h ie ale este e o e d attu.   
Lo s d u  AVC is h i ue, l autophagie peut être un mécanisme protecteur permettant la 
clairance de la cellule notamment en dégradant les agrégats protéiques et les mitochondries 
endommagées. Cependant, d aut es tudes d o t e t u  effet d l t e de l autophagie. 
Par exemple, dans de nombreux modèles a i au , suite  u e o lusio  de l ACM, 
l a ti atio  de l autophagie e a e e la o t ellulai e et aug e te le olu e de l sio . À 
l i e se, l i hi itio  de l autophagie se le di i ue  les do ages au . De plus, les 
animaux déficients pour certaines protéines Atg présentent des lésions ischémiques moins 
importantes que les souris sauvages.  

Cette diff e e pou ait s e pli ue  pa  les od les utilis s. Pa  e e ple, u e is h ie 
od e i dui ait u e a ti atio  od e de l autophagie. Cette autophagie permettrait la 

clairance des protéines agrégées et des organites endommagés dans les cellules du  
pa e h e is h i , p ot gea t ai si les ellules de la o t. À l i e se, da s des od les 
où l is h ie est t op s e, l a ti atio  de l autophagie serait aberrante et induirait une 
dégradation trop importante des protéines et des organites, provoquant la mort cellulaire. 
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Projet de thèse 

L is h ie ale i duit u e altération de la protéostasie qui se traduit par une activation de 

l autophagie et par un stress du RE via l activation de la voie UPR. Bien que la thrombolyse soit 

utilisée comme traitement dans la phase aigüe de l AVC, so  effet su  la protéostasie est pas 

décrit. Ainsi, une étude réalisée au laboratoire, e   a tudi  l effet du tPA su  le st ess du RE 

da s u  od le d OGD (Louessard et al., 2017).  

L tude Activation of cell surface Grp78 decreases endoplasmic reticulum stress and neuronal 

death  a montré que : 

 Le tPA protège les eu o es de la o t i duite pa  l OGD. 

 L effet 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 phospho latio  d eiF2α. 

A l i sta  du st ess du RE, l autophagie est a ti e lo s de l AVC is h i ue, cependant, son rôle fait 

l o jet d u  d at. Ce tai s g oupes epo te t u  effet d l t e de l autophagie alo s ue d aut es 

groupes démontrent son rôle protecteur. L effet du tPA sur ce processus a pas e o e t  d it  

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 d AVC is h i ue (l OGD), que le tPA diminuait la mort 

neuronale de type excitotoxique en activant mTOR. Le complexe mTORC1 activé favorise alors 

l a u ulatio  du fa teur HIF1-α ai si ue 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 afi  d i dui e u e e apture neuronale du glucose (Wu et al., 2013). De manière 

intéressante, es tudes d o t e t ue le tPA est apa le d a ti er AMPK et mTOR, deux 

protéines impliquées dans la régulation de l autophagie. 

Éta t do  ue l autophagie est u  p o essus i po ta t da s l is h ie ale et que le tPA est 

couramment utiliser comme traitement dans la phase aigüe de l AVC ischémique, mes travaux de 

thèse ise t  a a t ise  l effet du tPA su  l autophagie lo s d u e is h ie ale. 
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Pour atteindre cet objectif, des eu o es p i ai es d e o s de sou is sont soumis durant 1 

heure à une OGD. La p iode d OGD est suivie d u e p iode de o g ation durant laquelle 

neurones sont remis en condition de normoxie.  

Ainsi le projet de ma thèse est de répondre aux questions suivantes:  

 Est- e ue ot e od le d OGD i duit u e a ti atio  de l autophagie?  

 Le tPA favorise-t-il ou inhibe-t-il l autophagie? Si oui, uelles so t les oies i pli u es?  

 L autophagie est-elle délétère ou protectrice dans notre modèle?  

Ces travaux ont donné lieu à la da tio  d u e pu li atio  : The serine protease tPA protects 

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

Titre : La serine protéase tPA protège les neurones de l is h ie e  di i ua t l autophagie  t a e s 

la voie d IGF-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 

l autophagie da s les eu o es. Bie  ue l a ti atio  de l autophagie da s l AVC is h i ue soit 

aujou d hui u  fait a , le le de l'activateur tissulaire du plasminogène (tPA ; médicament utilisé 

da s la phase aigüe de l AVC is h i ue et eu o odulateu  du s st e e eu  e t al  a 

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, ue l OGD i duisait de l autophagie via une 

di i utio  de l a e PI K/Akt/ TORC  ; ici l'autophagie est caractérisée par une augmentation de 

LC3-II (Light Chain 3-II) et une diminution du récepteur cargo p . Nous a o s e suite tudi  l effet 

du tPA su  l autophagie i duite pa  l OGD. Nos résultats démontrent que le tPA protège les 

eu o es de la o t i duite pa  l OGD e  duisa t l autophagie via l a ti atio  du epteu  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 l a e 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 

a u da t fo  of autophag , e ill efe  to as autophag  i  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 

i pli ated i  autophag  odulatio  a d tPA s i te a tio s. 
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MATERIAL AND METHODS 

Reagents 

Dul e o s odified eagle s ediu  DMEM , pol -D-l si e, tosi e 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 

.   g/ l  a d la i i  .   g/ l , i  DMEM supple e ted ith % foetal o i e se u , % 

ho se se u  a d   M gluta i e. Cultu es e e ai tai ed at  °C i  a hu idified % CO2 

at osphe e. C tosi e β-D-a a i oside  μM  as added afte   da s i  it o DIV  to inhibit glial 

proliferation in the 24-well plates. 

Oxygen and glucose deprivation (OGD) 

Neuronal cultures (12 DIV) were subjected for various times to OGD in a hypoxic chamber (IN VIVO2 

500; Ruskinn, AWEL International, Blain, France) programmed at 0.2% O2, 5% CO2 a d  °C i  

glucose/serum-free deoxygenated DMEM. For reoxygenation, media were switched to oxygenated 

DMEM completed with D-glu ose .   g/l  u de  o o i  o ditio s. Co t ols e e su je ted to 

sham washes. 
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Neuronal death 

Neuronal death was ua tified  h afte  eo ge atio   easu i g the la tate deh d oge ase 

(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 

  i  i  .  M PBS o tai i g % pa afo aldeh de a d % su ose. Afte  PBS ashes, ells e e 

lo ked fo   h i  PBS-T ee  . % o tai i g % BSA a d the  i u ated o e ight at  °C i  

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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oupled se o da  F a   :  ; Ja kso  I u oResea h . Co fo al lase -scanning microscopy 

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

Immunoblotting 

Cells were dissociated in ice- old TNT uffe    M T is-HCl pH . ;   M NaCl; . % T ito  X-

; phosphatase a d p otease i hi ito s o ktails  a d e t ifuged ,  g,  °C,  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 a d i u ated o e ight at  °C i  

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, 



 126 Résultats - Article 1 

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 effe to  of tPA s effe ts du i g 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]. 
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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 (i suli ‐like g o th fa to  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 o l  ta get of TOR. I deed, TOR d i es a  path a  i ludi g HIF α, lipid s thesis a d 

glucose synthesis (for review [40]). As our experimental procedures include hypoxia and glucose 

p i atio , e a ot e lude the fa t that tPA,  a ti ati g TOR sig alli g, p o otes HIF α a d 

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, 
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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 

±   M 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  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  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  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  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. 



 146 Résultats - Article 1 

 

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 

Co e ous l a o s u da s l i t odu tio , le tPA est ou a e t utilis  o e 

thrombolytique dans le traitement de la phase aiguë de l AVC ischémique (Thiebaut et al., 2018 ; 

voir autres travaux : Article 2). Durant cette phase aiguë, l autophagie est fo te e t i duite, 

epe da t l effet du tPA su  e p o essus a ja ais t  tudi  effet p op e et effet de la 

reperfusion). Les travaux menés durant cette thèse se sont donc attachés à comprendre le rôle 

ol ulai e du tPA su  l’autophagie eu o ale i duite pa  u e is h ie ale. 

Les sultats de l a ti le The se i e p otease tPA de eases is hemia-induced neuronal death by 

inhibiting autophagy through IGF-1R/PI3K/mTOR pathway  d o t e t ue l OGD sui ie d u e 

période de réoxygénation (OGDréox) provoque une diminution de la voie PI3K/Akt/mTOR conduisant 

 u e a ti atio  de l autophagie da s les neurones corticaux primaires de souris. J ai gale e t 

montré un rôle inattendu du tPA au niveau neuronal en identifiant un nouveau récepteur de ce 

eu o odulateu . E  effet, le tPA peut a ti e  le epteu   l IGF afi  d aug e te  la sig alisatio  

PI3K/Akt et ainsi phosphoryler mTOR. En conditions ischémiques cela conduit à la phosphorylation 

de TORC  et  la di i utio  de l autophagie afi  de p ot ge  les eu o es. 

 A tivatio  de l’autophagie da s l’OGDréox 

Au cours des dernières années, l utilisatio  de modèles in vitro et in vivo d AVC is h i ue, ont 

pe is d affi e  ue l is h ie ale tait espo sa le d u e aug e tatio  de l autophagie 

dans les neurones situés dans le parenchyme ischémié (Thiebaut et al., 2019; voir autres travaux: 

Article 2). E  effet, e  as d is h ie, les eu o es oie t leu  appo t e  o g e et e  glu ose 

diminuer (Furlan et al., 1996; Heiss et al., 2001). C est ette d failla e ta oli ue ui est  

l o igi e d u e e a e atio  de l autophagie da s les eu o es.  

Afi  d tudie  l autophagie, ous a o s e a i  pa  i u o-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 l autophagie ai si u u e augmentation de la formation des autophagosomes. LC3-II intervient 

da s l lo gatio  et la fe etu e de l autophagoso e et est pas disso i  suite  la fo atio  

complète de la double membrane (Kabeya et al., 2000; Kabeya, 2004). En effet, bien que les 
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protéines LC3-II fi es su  la e a e e te e de l autophagoso e soie t li es pa  Atg  et 

e l es, elles p se tes su  la e a e i te e este t i ta tes jus u  e u elles soie t 

dégradées par les hydrolases lysosomales (Maruyama and Noda, 2017; Satoo et al., 2009). Ainsi, 

lo s ue l autophagie est i duite su  des te ps ou ts, le tau  de LC -II est augmenté. Cependant, 

lo s ue l autophagie est a ti e su  des te ps plus lo gs, l e p essio  de LC -II est diminuée du fait 

de son élimination dans les lysosomes (Noboru Mizushima and Yoshimori, 2007). Dans notre étude, 

afi  d e a i e  la fo atio  des autophagoso es, l e pression 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, u e si ple o pa aiso  de l e p essio  de LC3-I et de LC3-II n'est 

pas appropriée. À l i e se, o pa e  la ua tit  de LC -II dans les différents échantillons en 

utilisant comme contrôle u e p ot i e de f e e l a ti e pa  e e ple , est une méthode plus 

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

Nos sultats o t e t u e aug e tatio  de l e p essio  de LC -II dans les neurones corticaux 

p i ai es suite  l OGDréox, efl ta t u e aug e tatio  du o e d autophagoso es (Article 1 ; 

Figure 2B). Nous observons une augmentation de près de 107% par rapport au contrôle. Afin 

d appu e  es sultats, 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 t  d o t  da s diff e ts a ti les u u e a ti atio  de l autophagie, g e  des age ts 

pharmacologiques, conduisait à une hausse du nombre de ponctuas LC3-GFP, ces ponctuas reflétant 

u e a u ulatio  d autophagoso es au sei  de la ellule (Badr et al., 2011; Kabeya et al., 2000). 

Ainsi, nos résultats démontrent une hausse du o e d autophagoso es da s les eu o es 

soumis à une OGDréox. U e aug e tatio  de l e p essio  de LC -II dans les neurones ne suffit pas à 

d o t e  u e a ti atio  de l autophagie (Klionsky et al., 2016; Noboru Mizushima and Yoshimori, 

2007). En effet, il est nécessaire de prouver que les autophagosomes formés fusionnent avec les 

lysosomes. Cette fusion étant nécessaire à la dégradation des protéines et des organites par les 

hydrolases lysosomales.  

L autophagie peut t e u  p o essus s le tif faisa t i te e i  des epteu s 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 

h d olases l soso ales suite  la fo atio  de l autol soso e. La p ot i e p  fut le premier 

epteu  autophagi ue d it. Cette p ot i e a go est ota e t i pli u e da s l autophagie 

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 u  o  a ueu  de l a ti it  autophagi ue (Klionsky et al., 2016; Noboru 

Mizushima and Yoshimori, 2007). 

Nos sultats le t ue l e p essio  p ot i ue de p  d o t e  o ditio  d OGDréox : 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 da s l autol soso e suite  l OGDréox.  

L e se le de os do es d o t e t ue l’OGDréox induit une augmentation du flux 

autophagique, en favorisant la formation des autophagosomes. Il a d j  t  o t  ue l OGDréox 

i duit de l autophagie da s les ultures 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 l autophagie da s les eu o es o ti au  p i ai es de sou is, o o de a e  eu  de la 

littérature. 

L i itiatio  de l autophagie requiert u  g a d o e d a teu s eg oup s e  t ois o ple es ui 

interagissent entre eux afin de former le phagophore : le complexe mTORC1, le complexe ULK1 et le 

complexe PI3KC3.  

Lo s u il est a ti , le o ple e TORC  i te agit a e  le complexe ULK1 et inhibe son activité 

kinase, en phosphorylant notamment la protéine ULK1 au niveau de la Ser757. A o t a io, lo s u il 

est inactivé mTORC1 se dissocie du complexe ULK1 entrainant, entre autre, la déphosphorylation de 

la Ser757 de ULK . L a ti it  ki ase d ULK /  est alo s estau e, pe etta t so  

autophosphorylation (Egan et al., 2011; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011). Le complexe ULK1 activé 

ig e jus u au phagopho e, où il a ti e 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 

phospho latio  de Be li  est pas le seul eflet de l activation du complexe PI3KC3. En outre, de 
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nombreuses études ont mis e  ide e u u e i du tio  de l autophagie o duisait  u e 

aug e tatio  de l e p essio  p ot i ue de Be li  (Matsui et al., 2007; Francesca Scarlatti et al., 

2004; Shibata et al., 2006). Aujou d hui, il est te h i ue e t diffi ile d tudie  la phospho latio  

de Beclin1 (Klionsky et al., 2016) par immuno-empreinte, d auta t plus dans des cultures primaires. 

Afi  de a a t ise  l i pli atio  de Be li  da s l i itiatio  de l autophagie, ous avons donc choisi 

de esu e  l e p essio  de Be li , et o  sa phospho latio . 

Nos sultats o t e t ue l OGDréox i hi e l a ti it  de mTORC1. Cela se traduit par une baisse de 

la phosphorylation de la Ser2448 (Article 1; Figure 3A). En conséquence, nous observons, au niveau 

d ULK , u e di i utio  de la phospho latio  i hi it i e e e e su  la Se 757 (Article 1; Figure 3B). 

L e se le de ces résultats révèle que l’autophagie i duite pa  l’OGDréox résulte d’u e i hi itio  

de mTORC1.  

Co e a t Be li , l e p essio  de la p ot i e est pas odifi e e  o ditio  d OGDréox par 

rapport à la condition contrôle (Article 1; Figure 3D). L a se e d u e hausse de Be li  e  OGDréox 

laisse pe se  ue l is h ie ale i duit u e autophagie i d pe da te de Be li . Pou  appu e  

e sultat, ous a o s o t  ue l i hi itio  du o ple e PI KC , via l utilisatio  d u  i hi iteu  

de l e se le des PI3K : la o t a i , e odifie i l e p essio  de LC -II i l e p essio  de p  

e  o ditio  d OGDréox (Article 1; Figure 4G, 4H). Ces données suggèrent que l’OGDréox induit une 

autophagie non canonique indépendante de Beclin1. Afi  d assu e  e sultat, il serait intéressant 

d tudie , pa  u e te h i ue d i u o-précipitation, les complexes Bcl2-Beclin1. La dissociation de 

e o ple e ta t esse tielle  l i du tio  de l autophagie (Pattingre et al., 2005). 

De nombreux groupes ont montré le rôle essentiel des complexes mTORC1, ULK1/2 et PI3KC3 dans 

la fo atio  du phagopho e. Cepe da t, des tudes e tes o t epo t  u e fo e d autophagie 

i pli ua t pas l e se le de es o ple es. Ce t pe d autophagie o  a o i ue peut t e 

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). Co e da s ot e tude, Be li  est pas e uis dans la conversion de LC3-I en LC3-II et 

la formation des autophagosomes. De faço  i t essa te, l autophagie 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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o se o s ue l OGDréox 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 

l autophagie i duite (Article 1; Figure 6). 

 L’effet du tPA su  l’autophagie i duite pa  l’OGDréox 

Pour la première fois nous avons démontré la apa it  du tPA à dui e l’autophagie i duite 

pa  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).  

Pa  ailleu s, le tPA p ot ge les eu o es de la o t i duite pa  l OGDréox : à 300 nM il réduit la mort 

cellulaire de près de 20% (Article 1 ; Figure 6B). L effet a ti-autophagique du tPA semble être 

asso i   so  le eu op ote teu . E  effet, ous a o s o t  ue l i hi itio  de l autophagie, pa  

l utilisatio  de la hlo o ui e, p ot geait les eu o es de la o t i duite pa  l OGDréox (Article 1 ; 

Figure 6A). Cette donnée d o t e ue l autophagie est u  a teu  de la o t eu o ale e  OGDréox 

et que potentiellement l’effet eu op ote teu  du tPA e  OGDréox est lié à sa faculté à atténuer 

l’autophagie. Des études réalisées au laboratoire ont déjà démontré que le tPA, utilisé à une 

o e t atio  de  M, p ot geait les t a hes hippo a pi ues d e o s sou is (Lemarchand 

et al., 2016) et les neurones corticaux primaires de souris (Louessard et al., 2016; voir autres 

travaux: Article 4) de la o t i duite pa  l OGDréox; d o t a t l i pli atio  de la sérine protéase 

dans la protéostasie. 

Da s l tude de Le a ha d et olla o ateu s, l effet du tPA est d pe da t des epteu s  l EGF. 

Pa  ailleu s, l OGDréox alis e su  les t a hes d hippo a pes d e o s 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 

da s l OGDréox 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).  
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Dans notre étude nous montrons pour la première fois la capacité du tPA à diminuer à la fois 

l autophagie et la ort neuronale provoquée par l OGDréox. Pa  ailleu s, l uipe de Yepes, a pu li  

e   u  a ti le d o t a t l effet eu op ote teu  du tPA su  des ultu es de eu o es 

corticaux primaires de rats soumis à une OGDréox (Wu et al., 2012). Contrairement aux études 

précédentes, le tPA est utilis   u e o e t atio  de  M, et so  effet d pe d de l a ti atio  de 

TORC , o ple e o u pou  t e u  gulateu  gatif de l autophagie. Bie  ue ette tude e 

d o t e pas la apa it  du tPA  o t le  l autophagie, elle le sa faculté à activer mTORC1, 

u  a teu  l  da s l i hi itio  de l autophagie. Cepe da t, TORC  est jamais directement 

esu  da s l a ti le : les auteu s s i t esse t  des i les e  a o t de TORC  ais ui peu e t 

aussi t e o t l es pa  d aut es oies de signalisation. 

Co e da s l tude de Wu et olla o ateu s, ous a o s d o t  u e  o ditio  d’OGDréox, le 

tPA tait apa le d’aug e te  la phospho latio  de TORC  (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 l a ti ation de mTORC1, nous avons 

décidé de lo ue  l a ti it  du o ple e e  utilisa t u  i hi iteu  bien connu: la rapamycine. Nous 

nous sommes e du o pte u au  o e t atio s o ale e t utilis es da s la litt atu e 

autou  de  M , la apa i e i hi ait pas phospho-mTORC1 (Ser2448) en condition contrôle. 

Nous avons donc testé plusieurs concentrations de rapamycine. Les données montrent que la 

apa i e i hi e TORC  u  pa ti  de  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, ette dose, e ap s  heu es, i duit pas d autophagie da s les eu o es 

contrôles (Figure 40). De la même manière, la torin1, un autre inhibiteur connu de mTORC1, utilisé à 

 M, i duit pas d autophagie. 

La rapamycine est une molécule très utilis e o e a ti ateu  de l autophagie. So  effet p o-

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 i t essa t de ote  ue la apa i e i hi e pas di e te e t l a ti it  ki ase 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). 

 

L a se e d effi a it  de la apa i e pou ait s e pli ue  pa  le fait u elle pa tage le e site 

de liaiso  ue l a ide phosphatidique (AP) (Fang et al., 2001; Veverka et al., 2008). L AP 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 i eau  d AP dans la cellule peuvent altérer la concentration de la 

rapamycine nécessaire pour supprimer mTOR (Foster, 2013; Toschi et al., 2009). La compétition 

entre la rapamycine et l AP 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, lo s d u  t aite e t  la apa i e, TORC  o ti ue de 

phosphoryler Akt au niveau de la Ser473 O Reill  et al., 2006; Sarbassov et al., 2005). L Akt peut alo s 

a ti e  l a ti it  ki ase de TORC , i duisa t u  t o o t le. Ai si, il se ait essai e d utilise  

Figure 40 : Effet de la apa i e et de la to i  su  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. L a ti e 
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 a oisi a t les  µM afi  d i hi e  TORC  ai si ue es oies i les p s K et E-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. 

Lo s d u e a e e ut itio elle, TOR est i hi , ce qui entraî e u e i itiatio  de l autophagie. E  

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). L effet du tPA e fait pas i te e i  so  a ti it  p ot ol ti ue ais est d pe da t de la oie 

des PI3K. De surcroît, Correa et collaborateurs ont rapporté que le tPA, via EGFR, protégeait les 

oligode d o tes de l apoptose i duite pa  u  se age e  fa teu  t ophi ue (Correa et al., 2011). 

L e se le de es sultats se le t d pei d e un effet anti-apoptotique du tPA dans des 

modèles cellulaire de sevrage en nutriments. Afi  de oi  si l effet du tPA et ou é dans ces études 

est dû à sa capacit   i hi e  l autophagie, ous a o s tudi  l effet du se age e  s u  su  

l e p essio  de LC -II et de p62 dans les neurones primaires corticaux de souris âgés de 7 jours in 

vitro (Figure 41). 

Figure 41 : Le sev age e  s u  i duit de l’autophagie da s les eu o es. 
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. L a ti e 
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 ui d o t e ue e od le i duit de l autophagie da s les 

eu o es p i ai es. De faço  i t essa te, le tPA di i ue l autophagie i duite pa  le sevrage en 

sérum. Ces données suggèrent, pour la première fois, que le rôle anti-apoptotique du tPA dans les 

od les de a e e ut itio elle est dû à sa apa it  à di i ue  l’autophagie. 

 L’effet a ti-autophagique du tPA dépend de la voie PI3K/Akt 

Le complexe mTORC1 peut être régulé par : 

 Les ki ases E k ui l a ti ent (Carrière et al., 2008).  

 La oie PI K/Akt ui l a ti e (Huang and Manning, 2009). 

 L AMPK AMP-activated protein kinase  ui l i hi e. AMPK est activée lorsque les niveaux 

énergétiques de la cellule sont insuffisants (Egan et al., 2011). 

L a ti it  de la ki ase E k est di i u e lo s de l AVC is h i ue. Pa  o s ue t, nous montrons de 

a i e logi ue u e aisse de sa phospho latio  e  o ditio  d OGDréox (Article 1 ; Figure 3A). Une 

tude a l  u u e a ti atio  de ette ki ase p ot geait les eu o es de la o t i duite pa  u e 

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 affi e t u e  o ditio  d OGDréox, le tPA fa o ise la phospho latio  d E k. 

Cependant, le rôle anti-autophagique et neuroprotecteur du tPA ne dépend pas de l’activation de 

la protéine Erk. En effet, en OGDréox, l utilisatio  d u  i hi iteu  d E k, le SCH772984 (Morris et al., 

2013), e e se pas les effets du tPA su  l autophagie et la o t eu o ale (Article 1 ; Figure 3C, 

3D, 6B). Cet effet sur Erk est surement indirect : e  di i ua t l autophagie et la o t, les i eau  de 

Erk sont plus élevés. 

Tout o e E k, les PI Ks gule t l a ti it  de TORC . Il existe trois classes de PI3K. Comme nous 

avons pu le voir précédemment les classes III sont impliquées da s l i du tio  de l autophagie. Les 

PI3Ks de classe I sont, quant à elles, impliquées dans la voie PI3K/Akt (Huang and Manning, 2009). Il 

a t  d o t  ue l a ti atio  de ette oie att uait les do ages i duits pa  l is h ie 

cérébrale (He et al., 2019; Hou et al., 2018; Luan et al., 2018).  
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Nous o t o s da s ot e tude ue l a ti it  d Akt est di i u e da s les eu o es o ti au  

sou is  l OGDréox. 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 i fo atio  est d auta t plus i t essa te ue et effet a t  

o se  da s des od les où l effet a ti-apoptotique du tPA est corrélé à une diminution de 

l autophagie i duite pa  u  se age e  ut i e ts (Correa et al., 2011; Liot et al., 2006). Ainsi, pour 

voir si comme dans ces études, le tPA di i ue l autophagie et la o t eu o ale asso i e via l a e 

PI3K/Akt, nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques.  

L i hi itio  pha a ologi ue de PI K, p sente une certaine difficulté car la plupart des inhibiteurs 

proposés dans le o e e aujou d hui so t des i hi iteu s de l e se le des PI K. Nous a o s 

d id  d utilise  le e i hi iteu  ue Liot et olla o ateu s : la wortmannin (Liot et al., 2006). Cet 

inhibiteur est connu pour être u  i hi iteu  de l autophagie car il inhibe le complexe PI3KC3 

(Blommaart et al., 1997). Néanmoins, ous a o s o t  ue l autophagie i duite da s ot e 

modèle était indépendante de ce complexe et ue l utilisatio  de la o t a i  e  OGDréox a ait 

pas d i flue e su  le flu  autophagi ue. Ai si, 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 

o t  ue l a ti it  de la voie PI3K/Akt conditionnait l effet eu op ote teu  du tPA (Article 1 ; 

Figure 6C). L utilisatio  de et i hi iteu  te d  di i ue  l effet a ti-autophagique du tPA (Article 1 ; 

Figure 3G, 3H). Cependant l effet est non significatif: e i peut s e pli ue  pa  le a ue de 

sp ifi it  de l i hi iteu , ou da s u e oi d e esu e  u  ha tillo age t op fai le. 

E  utilisa t l A  (Zheng et al., 2017), ous a o s o t  ue l i hi itio  d Akt e p hait le tPA 

de di i ue  l autophagie i duite pa  l OGDréox (Article 1 ; Figure 3E, 3F), puis nous avons démontré 

que cette inhibition reversait également l effet eu op ote teu  du tPA da s l OGDréox (Article 1 ; 

Figure 6D). Ainsi, nos données nous permettent de dire que l’effet a ti-autophagique et 

eu op ote teu  du tPA da s l’OGDréox dépend de la voie PI3K/Akt/mTORC1.  

Co e a t le le d AMPK da s l OGDréox, il est aujou d hui ie  d it u AMPK est le senseur 

e g ti ue p i ipal de la ellule et u il est se si le au  ha ge e ts de appo t AMP/ATP. Lo s 

d u  st ess ta oli ue, la diminution de la production d'ATP active AMPK (Kim et al., 2011), 

conduisant à l i hi itio  de TORC  (Inoki et al., 2003; Inoki et al., 2002). L a ti atio  d AMPK a 
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déjà été décrite dans des neurones primaires soumis à une OGDréox et dans les neurones du tissu 

is h i  suite  u e o lusio  de l ACM (Li et al., 2007; McCullough et al., 2005; Rousset et al., 

2015). Pa  ailleu s, l aug e tatio  de la phospho latio  d AMPK est o l e a e  la pe te 

synaptique et la mort neuronale (Domise et al., 2019; Rousset et al., 2015). En conséquence, une 

inhibition de la protéine est neuroprotectrice da s l is h ie ale (Li et al., 2007; Rousset et 

al., 2015).  

Nous posa t la uestio  de l effet du tPA su  AMPK, ous ous so es pe h s plus 

pa ti uli e e t su  u e tude pu li e e   pa  l uipe de Yepes révélant que le tPA était 

apa le d a ti e  AMPK et de fa o ise  la e aptu e du glu ose lo s d u e is h ie ale. De 

manière étonnante, dans leur modèle in vivo d AVC is h i ue, o sista t  o lu e de a i e 

t a sitoi e l ACM hez la sou is, l a ti it  de l AMPK est i hi e (Wu et al., 2013). Ainsi, selon leurs 

o se atio s, e  o ditio  d AVC is h i ue, le tPA est u  a ti ateu  d AMPK. Cette i fo atio  e 

concorde pas avec notre modèle. En effet, si le tPA activait AMPK, une inhibition de mTORC1 en 

sulte ait. O , lo s ue le tPA est p se t e  o ditio  d OGDreox, 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 d pe d d u e a ti atio  de TORC  et o  de so  i hi itio  (Wu 

et al., 2012). Ces do es t oig e t d u  lie  o ple e e t e le tPA, l AMPK et TORC  e  

o ditio  d AVC is h i ue. 

E  o s ue e, ous a o s oulu tudie  le le d AMPK da s ot e od le, les a ti o ps dirigés 

o t e la p ot i e AMPK e pe ettaie t pas d a oi  des sultats d i u o-empreinte 

a al sa les. Ils se aie t do  i t essa ts d tudie  l i pli atio  de la p ot i e AMPK e  utilisa t 

des inhibiteurs pharmacologiques. 

 L’effet du tPA da s l’OGDréox dépend du récepteur IGF-1R 

Lo s ue les oligode d o tes so t se s e  s u , l effet a ti-apoptotique du tPA dépend de la 

voie PI3K/Akt ais aussi du epteu   l EGF (Correa et al., 2011). Par ailleurs, le tPA protège 

également les tranches hippo a pi ues de l apoptose i duite pa  l OGDréox en activant le récepteur 

 l EGF (Lemarchand et al., 2016). 
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Une étude récente que nous avons réalisée au laboratoire a o t  u e  o ditio  d OGDréox, le 

tPA diminuait le stress du RE et la mort des neurones primaires corticaux, de manière indépendante 

du epteu   l EGF (Louessard et al., 2016; voir autres travaux: Article 4). Tout comme dans les 

travaux de Louessa d et olla o ateu s, ous o t o s u u e i hi itio  du epteu   l EGF e 

e e sait pas l att uatio  du flu  l autophagi ue i duite pa  le tPA. E  o lusio , da s l’OGDréox, 

le epteu  à l’EGF ’i te vie t pas da s l’effet a ti-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). Selo  l uipe de Yepes, es epteu s i te ie e t gale e t da s 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 r epteu s NMDA da s l effet du tPA da s l OGDréox, 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 l ife p odil Ife  u  

inhibiteur allostérique spécifique et non-compétitif des sous-unités GluN2B (Williams, 2001). 

Figure 42 : L’effet eu op ote teu  du tPA da s l’OGDreox ’est pas d pe da t des epteu s 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 µM  ou d ife p odil Ife  ; 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 t a au  d o t e t ue l i hi itio  des epteu s NMDA, o te a t la sous-unité GluN2A ou 

la sous-unité GluN2B, ne conditionne pas l effet eu op ote teu  du tPA da s l OGDreox (Figure 42). 

Pa  ailleu s, les i hi iteu s o t u  effet seul. O  e a ue, e  effet, u e  p se e de TCN  ou 

d ife p odil, la o t eu o ale i duite pa  l OGDreox est diminuée (Figure 42). En conséquence, un 

traitement combinant le TCN201 et le tPA conduit à un effet additif des deux traitements (Figure 

42). 

L effet p ote teu  du TCN  et de l ife p odil peu e t s e pli ue  pa  le fait u u e g a de pa tie 

de la mort observée en OGDreox sulte d u e e itoto i it  (Goldberg and Choi, 1993; Soria et al., 

2014; Taghibiglou et al., 2009). L e itoto i it  sulte d u e li atio  assi e de gluta ate da s 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 l a ti it  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 l apoptose (Ndountse and Chan, 2009; Chen et al., 2017). 

Nous avons pu notamment démontrer qu u  i hi iteu  a tago iste o  o p titif des epteu s 

NMDA, le MK801 (Song et al., 2018) et u  i hi iteu  de l e se le des aspases, le Z-VAD-FMK (Kim 

and Li, 2013; Park et al., 2009) di i uaie t, espe ti e e t, l e itoto i ité et la mort apoptotique 

i duites pa  l OGDréox (Figure 43). E  out e, l i flu  de al iu  da s la ellule o duit  la g atio  

de ROS e ui pou ait fa o ise  l autophagie ota e t la itophagie . 

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, e  ta t u effe teu s, dans la mort neuronale 

i duite pa  l OGDréox et non dans la neuroprotection induite par le tPA. Afin de trouver le récepteur 

espo sa le de l effet du tPA da s l OGDréox, nous nous sommes intéressés à ceux décrits pour leur 

i pli atio  da s l i hi itio  de l autophagie. Le epteu   l IGF-1 a particulièrement retenu notre 

attention a  l a al se des « RNA sequençing » a l  u il tait gul  gati e e t lo s d u e 

OGDréox. De plus, ce dernie  est o u pou  a ti e  la oie PI K/Akt/ TORC  et i hi e  l autophagie 

(Lin et al., 2017; Troncoso et al., 2012; Wang and Gu, 2017; Wu et al., 2009). Cepe da t, l effet 

d IGF-1R dans l autophagie este o t o e s . Par exemple, Liu et collaborateurs ont montré en 

 u IGF- R fa o isait l autophagie e  supp i a t 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 t  d it u u e i je tio  d IGF-1 dans des modèles animau  d AVC ischémique était 

neuroprotectrice et favorisait la régénération du tissu neuronal (De Geyter et al., 2016; Kooijman et 

al., 2009). L i je tio  i t a o e t i ulai e d IGF-1 atténue également  l i fla atio , la 

perméabilité  de la BHE et le olu e de l sio  i duits pa  u e o lusio  de l ACM hez le at. Da s 

cette étude, IGF-1 contri ue, e t e aut es,  l a ti atio  d Akt et d E k (Bake et al., 2014). Ce 

a is e pou ait s e pli ue  pa  la faculté de l IGF-1R  ai te i  l i t g it  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 

t a au  o t d o t , u ap s u e h po ie/is h ie, IGF-1 est augmenté dans la région lésée, et 

plus particulièrement dans les astrocytes et la microglie (Gluckman et al., 1992). 

Aujou d hui, six IGFBP humaines (IGFBP1-6) modulant l'activité biologique de l'IGF-1 ont été 

identifiées et près de 99% de l IGF-1 circulant est lié à un IGFBP. Le complexe majoritairement 

retrouvé est un complexe tertiaire composé d IGFBP-3, IGF-1 et d une sous-unité « acide labile ». 

Ap s u e is h ie ale, le i eau d e p essio  s i ue d IGF-I et d IGFBP  est di i u  

(Schwab et al., 1997), ela peut s e pli ue  pa  le fait ue leu  s tio  est gul e 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 

e o ple e g e  la d g adatio  d IGFBP  pa  des p ot ases telles ue la plas i e, la th o i e, 

les MMP-1, les MMP-2 et les MMP-3 (Booth et al., 1996; Fowlkes et al., 1994). De manière 

i t essa te, au ou s de la g ossesse, le tPA et l uPA d g ade t l IGFBP  i ula t (Bang and Fielder, 

1997). De surcroit, en 2012, Elzi et collaborateurs ont montré que le tPA, ais pas l uPA, li e 

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 sultats d o t e t ue l effet europrotecteur du tPA est diminué e  p se e d u  

i hi iteu  pha a ologi ue sp ifi ue de l IGF-1R, le picropodophyllin (PPP ; 100 nM) (Girnita et al., 

2004) (Article 1 ; Figure 6). De su o t, e  o ditio  d OGDréox, le PPP e p he le tPA d a ti e  la 

oie PI K/Akt/ TORC  et de di i ue  l autophagie (Article 1 ; Figure 5A, 5B, 5C et 5D). 

En résumé, dans notre modèle in vitro d’AVC is h i ue, le tPA protège les neurones de la mort 

e  di i ua t l’autophagie. Cet effet d pe d de la fa ult  du tPA à a tive  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 h poth ses s off e t  ous : 

Hypothèse 1 : Le tPA active IGF- R de a i e di e te. L IGF-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 récepteu   l EGF. 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 u e tude d i te a tio  liga d/ epteu  eposa t su  la 

spectroscopie des plasmons de surface. 

Hypothèse 2 : L a ti atio  d IGF-1R pourrait se faire indirectement et pourrait dépendre du clivage 

d IGFBP  pa  le tPA. Co e il a t  d it p de e t, le tPA est capable de dégrader IGFBP3 et 

d i dui e la li atio  d IGF (Elzi et al., 2012). Afin de vérifier cette hypothèse, il faudra incuber des 
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eu o es a e  du tPA e  o ditio  o t le et e  o ditio  d OGDréox puis récupérer le milieu afin 

d tudie  la d g adatio  d IGFBP  pa  te h i ue d i u o-empreinte. 

Hypothèse 3 : Le récepteur LRP6 serait capable de stabiliser le récepteur IGF-1R et de promouvoir 

son activité (Singh et al., 2013). D aut e pa t, le tPA a ti e ait LRP  pou  fa o ise  la pousse 

neuritique des progéniteurs neuronaux (Lee et al., 2014). Le tPA pourrait donc activer IGF-1R via 

LRP6. 

D aut e pa t, il serait i t essa t d tudie  le le du fa teu  de t a s iptio  p  da s l OGDréox. Ce 

dernier est gulateu  de l autophagie. Bien que certaines équipes démontrent son rôle pro-

autophagique, (Tasdemir et al., 2008) d aut es te te t de démontrer son rôle anti-autophagique 

(Goiran et al., 2018). L a ti atio  de l autophagie pa  p  est ajo itai e e t d pe da te de 

l i hi itio  de la oie TORC  via la régulation transcriptionnelle des gènes coda t l IGFBP  (Feng et 

al., 2007). De plus, suite  u  st ess ut itio el, l i hi itio  de TORC  peut se fai e de a i e 

indépendante de AMPK, notamment via p53 et/ou la voie IGF-1/Akt (Feng and Levine, 2010; Huang 

and Manning, 2009). 

 Le ôle de TORC  da s l’OGDréox 

Nous a o s o t  u  l i sta  de TORC , TORC  est i hi  e  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 

l a ti atio  d Akt (Guertin et al., 2006; Jacinto et al., 2006). L a ti atio  d Akt o t i ue ota e t 

 l i hi itio  de TSC , gulateu  gatif de TORC  (Inoki et al., 2002). 

O  pou ait ett e l h poth se u e  p se e de tPA l effet p o-survie de mTORC2 est restauré. 

Afin de v ifie  ette possi ilit  il se ait i t essa t d tudie  les p ot i es gul es pa  TORC  afi  

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 l a ti atio  de TORC  fa o ise 

l a ti it  de TORC  e  OGDréox. 

Un point marquant est que le récepteur mTORC2 est activé par des facteurs de croissances comme 

l i suli e et l IGF-1 ainsi que par la voie PI3K/Akt (Gan et al., 2011; Saxton and Sabatini, 2017; Sural-

Fehr et al., 2019). De su o t, TORC  est apa le d a ti e  IGF-1R (Yin et al., 2016). Il serait donc 

nécessai e d a al se  l effet d IGF- R su  l a ti atio  de TORC , puis de oi  si, en absence de 

mTORC2, le tPA p o eut toujou s l a ti atio  d IGF-1R (Figure 45). 

Figure 45 : Schéma de le neuroprotection du tPA dans 
l’OGD  
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 L’autophagie eu o ale da s l’is h ie ale : protecteur ou délétère ? 

L effet de l autophagie da s l is h ie ale est assez o t o e s . Ce tai es uipes 

d o t e t so  effet p ote teu  alo s ue d aut es uipes affi e t que son rôle est délétère.  

Ces diff e es pou aie t d a o d s e pli ue  pa  la o -spécificité des traitements utilisés. Par 

exemple, la wortmannin et la 3-MA sont des inhi iteu s de l e se le des PI K. Sachant que les 

PI K de lasse I fa o ise t l a ti atio  de TORC  et l i hi itio  de l autophagie et que les PI3K de 

classe III sont impliquées da s l i itiatio  de l autophagie, utilise  ces inhibiteurs des PI3K pour 

i hi e  l autophagie e se le pas t e la eilleu e st at gie. De plus, des p ot i es o e la 

Vps34 ou mTORC1 sont impliquées da s d aut es fo tio s ue l autophagie, Vps  est ota e t 

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). L i hi itio  de es p ot i es peut do  affe te  d aut es 

p o essus ue l autophagie et do  alt e  les sultats. D aut e pa t, la dose et la thode 

d ad i ist atio  des age ts pha a ologi ues peu e t aussi i flue  les effets o se s. Co e 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 

l autophagie da s l AVC is h i ue, de o eu  od les a i au  l le t o oagulatio , photo-

th o ose, l o lusio  des  a t es a otides o u es ou e o e l o lusio  de l ACM …  o t t  

utilisés et chaque modèle induit une lésion différente, ce qui peut expliquer la diversité des résultats 

(Fluri et al., 2015). L o lusio  de l ACM a e  u  fila e t est le modèle le plus utilisé dans les 

études. Ce od le i asif peut i dui e des l sio s de l e doth liu  et u e a tio  i fla atoi e 

e a e e o  o se e hez l Ho e. De plus, l o lusio  de l ACM peut t e t a sitoi e et e  

fo tio  du te ps d o lusio , le volume de lésion varie. Concernant les modèles in vitro, les 

diff e es o se es pou aie t s e pli ue  d j  pa  l utilisatio  de deu  t pes ellulai es 

différents : les lignées cellulaires PC12 et les cultures de neurones primaires. En effet, en 

comparaison aux neurones primaires, les cellules PC  e p i e t pas de epteu s NMDA 

fonctionnels (Edwards et al., 2007), e ui pou ait odifie  la po se  l OGD (Figure 43). De plus, 
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les neu o es p i ai es pou aie t po d e diff e e t  l OGD e  fo tio  de leu  atu atio  in 

vitro. 

En outre, il est difficile de répondre à la question « l autophagie est-elle délétère ou protectrice ? ». 

Su  u  pla  th o i ue, l autophagie de ait t e un processus protecteur da s l is h ie : l AVC 

induit un stress important dans la cellule conduisant notamment à une accumulation de protéines 

al epli es et  u e d sfo tio  ito ho d iale. L autophagie pe ett ait alo s de d g ade  les 

agrégats protéiques et les ito ho d ies e do ag es et de ta li  l ho ostasie ellulai e. Pa  

ailleu s, lo s ue la l sio  is h i ue est t op i po ta te, l autophagie pou ait t e a ti e e  

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 

l o ga ite (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 

p odu tio  d ATP. Également, ette d failla e e g ti ue peut t e  l o igi e de la o t ellulai e 

(Sentelle et al., 2012). 

Da s l’is h ie ale, le as ule e t e t e l’effet fi ue et l’effet d l t e d pe d ait 

do  de l’i te sit  de l’autophagie. 

Nous pou o s do  suppose  ue da s ot e od le, l OGDréox p o o ue u  e s d autophagie 

o duisa t  la o t ellulai e. Le tPA, lui, att ue ait l autophagie afin de permettre une clairance 

plus adaptée, en ne dégradant que les mitochondries endommagées et les agrégats protéiques. 

Ainsi, les o ga ites pou aie t est s i ta tes et l ho ostasie ellulai e se ait estau e. 

 Existe-t-il des liens entre le stress du RE et l’autophagie e  OGDréox? 

E  , ous a o s pu li  u  a ti le d o t a t ue l OGDréox induisait un stress du RE, via une 

aug e tatio  des oies de l UPR, ota e t l a e PERK/eiF α. L a ti atio  de et a e p o o ue 

notamment une augmentation des protéines en aval : ATF4, CHOP, GADD34 (Louessard et al., 2016; 

voir autres travaux: Article 4).  

Le st ess du RE et l autophagie so t deu  p o essus t s li s, d u e pa t pa e ue le RE se t de 

plateforme pour la formation des phagophores (Axe et al., 2008) et d aut e pa t pa e ue le st ess 
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du RE peut i dui e de l autophagie via les oies de l UPR (Thiebaut et al., 2018 ; voir autres travaux : 

Article 2). Par e e ple, lo s d u e a e e e  ut i e ts p o o ua t u  st ess du RE, ATF  et CHOP 

i duise t la t a s iptio  de g es li s  l autophagie B hir et al., 2013). De surcroît, au cours de 

l'hypoxie, ATF4 est stabilisé et peut faciliter l'élongation de l'autophagosome en augmentant 

l e p essio  de LC -II (Rzymski et al., 2010). Il a déjà été montré dans un modèle 

d is h ie/ epe fusio  u i  ue l i du tio  pha a ologi ue d u  st ess du RE activait 

l autophagie (Zhang et al., 2014).  

Da s ot e od le, l autophagie pou ait t e le sultat d u e a ti atio  des oies de l UPR. Pou  

vérifier cette hypothèse, nous pourrions inhiber pharmacologiquement le stress du RE ou la voie 

PERK/eiF2α et oi  si u e i hi itio  de l autophagie e  résulterait. 

Da s les t a au  de Louessa d et olla o ateu s, ous a o s gale e t d o t  u e  OGDréox, le 

tPA,  t a e s sa liaiso   G p  au i eau e a ai e, diminuait l a ti atio  d eiF α et 

l e p essio  d ATF , de CHOP et de GADD  (Louessard et al., 2016; voir autres travaux: Article 4). 

Le a is e i pli u  da s et effet este epe da t i o u. L a al se h d opho i ue 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), sugg a t ai si la p se e d u  o-récepteur. 

Fait i t essa t, il a t  d it u IGFBP  i te agissait a e  G p  pou  i dui e de l autophagie da s 

les lignées de cellules cancéreuses mammaires (Grkovic et al., 2013). Cette interaction est 

gale e t espo sa le d u e a ti atio  des oies de l UPR (Grkovic et al., 2013). 

Nous pourrions do  suppose  ue da s ot e tude, l OGDréox 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 l autophagie. E  p se e de tPA, IGFBP  se ait li  pa  la p otéase, dissociant Grp78 et 

IGF-1. Ce dernier pourrait alors activer IGF- R et i dui e l a ti atio  de la oie PI K/Akt/ TORC . 

Dans le futur, nous étudierons donc les liens stress du RE/autophagie da s l OGDréox, afin de voir si 

ces deux mécanismes sont i d pe da ts ou s ils sulte t d u  e sti ulus, et ota e t de la 

liaison Grp78/IGFBP3. Puis, nous étudierons si le tPA diminue le stress du RE via le même 

a is e ue l autophagie : IGF-1R/ PI3K/Akt/mTORC1.  
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 Les autres cellules du SNC 

Les astrocytes joue t u  le i po ta t da s l AVC is h i ue et il a t  d it u e  as 

d is h ie l autophagie aug e tait dans ces cellules. Cependant, le le du p o essus est pas 

e o e ie  d it. Il est do  i po ta t d tudie  l i pa t du tPA su  l autophagie et la survie 

astrocytaire, d auta t plus u ap s u e h po ie/is h ie, IGF-1 est augmenté dans les astrocytes 

et la i oglie p se ts da s la l sio . La i oglie est u  a teu  esse tiel de l i fla atio  da s 

l AVC is h i ue (Gluckman et al., 1992). Il est aujou d hui pas encore certain ue l is h ie 

cérébrale induise de l autophagie da s les ellules i ogliales. Nous pou io s do  sou ett e des 

cellules primaires microgliales à une OGDréox et étudier, dans un premier temps, le flux 

autophagique. 

E fi , l u e des o s ue es de la th o ol se a e  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 l i sta  de la i oglie, l i du tio  de l autophagie da s les ellules 

e doth liales est pas totale e t lai e. L uipe d E gelha dt a o t  ue l OGD i duisait pas 

d autophagie da s u e lig e de BMVECs (Engelhardt et al., 2015). À l i e se, Shi et collaborateurs 

o t o t  u e aug e tatio  de l autophagie da s les BMVECs p i ai es sou is  u e OGD (Shi et 

al., 2016). Bie  ue deu  tudes d o t e t u  effet fi ue de l autophagie e doth liale da s 

l is h ie ale, Li et olla o ateu s d o t e t ue l autophagie o t i ue  la 

pe a ilisatio  de la BHE suite  u e o lusio  de l ACM hez les sou is. Cette perméabilisation est 

due  l alt atio  des jo tio s se es et  la o t des ellules vasculaires (Li et al., 2013). 

Nous pou io s o se e  si l OGDréox i duit de l autophagie da s les ellules BMVECs p i ai es et si 

cette autophagie favorise la mort cellulaire. Puis, nous pourrions étudier le rôle du tPA dans ce 

p o essus d auta t plus ue l i je tio  i t a o e t i ulai e d IGF-1 atténue la perméabilité de 

la BHE i duite pa  u e o lusio  de l ACM hez le at (Bake et al., 2014) et u IGF-1R a la faculté de 

ai te i  l i t g it  de la barrière endothéliale en stabilisant les jonctions inter-endothéliales : VE-

PTP (vascular endothelial - protein tyrosine phosphatase) / VE-cadhérine (Liang et al., 2015). 
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Conclusion générale 

Cette tude a ait pou  ut d tudie  l effet du tPA su  les e e ts autophagi ues dans un 

modèle in vitro d is h ie ale. Pour la première fois, nous démontrons, que la sérine 

protéase tPA, utilisée comme traitement dans la thrombolyse, est capable de réduire l autophagie 

induite par un sevrage en oxygène et glucose, dans les neurones corticaux. Cette diminution 

d autophagie est eu op ote t i e. Afi  d i dui e et effet a ti-autophagique et neuroprotecteur, le 

tPA agît via le récepteur IGF- R et la oie PI K/Akt/ TORC . Jus u  aujou d hui, il a ait ja ais 

t  d o t  ue le tPA tait apa le d i dui e u  effet  t a e s e 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 

d u  lie  e t e 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.  

Bie  ue so  le soit e o e d attu, il est lai e e t ta li ue l autophagie est e a e bée dans 

les eu o es du pa e h e is h i . Cet e s d autophagie pou ait t e  l o igi e d u e 

dégradation trop importante des protéines et des organites cellulaires conduisant à une mort 

eu o ale ou a e t o se e da s les diff e ts od les d AVC ischémiques. En outre, il 

se le u u e att uatio  du p o essus d autophagie soit europrotecteur. Ainsi l ide tifi atio  de 

la voie IGF-1R/PI3K/Akt/mTORC1 dans les effets anti-autophagique et neuroprotecteur du tPA ouvre 

u  ha p d tude su  l utilisation 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 da s les diff e ts p o essus is e  pla e lo s de l is h ie cérébrale 

(stress du RE, excitotoxicité, apoptose, i fla atio …). 
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Article 2: Proteostasis during cerebral ischemia  

Audrey M. Thiebaut*, Elodie Hedou*, Stefan J. Marciniak, Denis Vivien, and Benoit D. Roussel. 

Titre: La protéostasie da s l is h ie ale 

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: l UPR 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 l autophagie dans une ischémie 

cérébrale. Nous soutenons l idée que lo s de l tude de l is h ie ale, il est i po ta t 

d i estigue  l e se le 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 beyond  

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 plasmi og e da s le t aite e t de l AVC : 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 d un 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 

death  

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: L a ti atio  de la p ot i e G p  e a ai e di i ue le st ess du RE et la o t eu o ale. 

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 l UPR est convertie en un signal de mort, qui repose sur sa 

branche PERK-eIF α. L a ti atio  e a e e de l UPR 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-eiF α. 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 l a ti atio  

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, e t e aut es,  u e aug e tatio  de l autophagie da s les eu o es. Bie  

ue l a ti atio  de l autophagie da s l AVC is h i ue soit aujou d hui un fait avéré, le rôle de 
l'activateur tissulaire du plasminogène (tPA ; di a e t utilis  da s la phase aigüe de l AVC 
is h i ue et eu o odulateu  du s st e e eu  e t al  a ja ais t  d it. Le tPA est u e 
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 ol ulai es du tPA da s l autophagie, ous 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 
l OGD i duit u e autophagie d l t e via u e di i utio  de l a e PI K/Akt/ TORC . Nous avons 
e suite tudi  l effet du tPA su  l autophagie i duite pa  l OGD. Nos résultats démontrent que le tPA 
protège les neurones de la o t i duite pa  l OGD e  duisa t l autophagie via l a ti atio  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-
autophagi ue du tPA, et d ide tifie  u  ou eau epteu  i le 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. 
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