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CDC Centre de Prévention et de Contréle des Maladies

CIN85 CBL- interacting protein of 85kDa
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INTRODUCTION

A. Le récepteur NMDA

La transmission synaptique est un processus clé dans le systeme nerveux central (SNC)
pour permettre le traitement et le stockage d’informations. La synapse est une région
spécialisée permettant la communication neuronale. La libération de neurotransmetteur par
I’élément pré-synaptique active des récepteurs spécifiques sur I’élément post-synaptique du
neurone. Dans le systéeme cérébral des mammiféeres, la transmission synaptique excitatrice est
principalement médiée par le glutamate. Ce dernier est un acide aminé non essentiel,
synthétisé par I'organisme qui ne franchit pas la barriere hémato-encéphalique (BHE). Le
glutamate active deux groupes différents de récepteur prénommés: les récepteurs
métabotropiques et les récepteurs ionotropiques (Dingledine et al. 1999; Pin and Acher 2002).
Les récepteurs métabotropiques sont plut6t responsables de la transmission synaptique dite
lente, impliquant divers types de seconds messagers tels que la phospholipase C et I'inositol
triphosphate qui activent des voies de signalisation. Par opposition, les récepteurs
ionotropiques assurent la transmission synaptique dite rapide puisque ce sont des récepteurs
canaux. Les récepteurs ionotropiques sont distingués par rapport a leurs propriétés
pharmacologiques en 3 sous-groupes. On catégorise les récepteurs a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-isoxazole-4-propionique acide (AMPA), les récepteurs kainate (KA) et les récepteurs
N-methyl-D-aspartate (NMDA). Ce chapitre se focalise sur les récepteurs NMDA, décrits pour
étre impliqués dans de multiples processus biologiques comme la plasticité synaptique et
I’excitotoxicité neuronale.

I. Composition

1. Structure

Le récepteur NMDA est un complexe tétramérique, c’est-a-dire qu’il résulte de I'assemblage
de quatre protéines, chacune constituant un monomere du récepteur-canal (Traynelis et al.
2010). Ces monomeéres existent sous plusieurs formes, issues de |'expression de genes
distincts, qui sont appelés sous-unités. A ce jour, 3 grandes familles de sous-unités ont été
identifiées : la sous-unité GIuN1, GIluN2 et GIuN3 (Moriyoshi et al. 1991; Monyer et al. 1992).
Ces sous-unités posseédent une structure de base commune. Pour que le récepteur soit
fonctionnel, il nécessite 'assemblage obligatoire de deux sous-unités GIuN1 associées a deux
sous-unités GIUN2 ou une combinaison de sous-unités GIuN2 et GIuN3 (Schorge and
Colguhoun 2003; Ulbrich and Isacoff 2007; Ulbrich and Isacoff 2008). Le récepteur NMDA est
constitué d’'un domaine amino-terminal extracellulaire (ATD, amino-terminal domain)
impliqué dans I'assemblage des sous-unités, d’un domaine de liaison a I'agoniste (ABD,
agonist binding domain) ou s’opére la liaison et la reconnaissance des agonistes. Il comporte
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aussi un domaine de 4 segments transmembranaires (M1 a M4), dont le segment M2 forme
une boucle réentrante qui constitue le canal ionique.

A l'extrémité C-terminale, il y a le domaine carboxy-terminal (CTD, carboxy-terminal
domain) impliqué dans le trafic du récepteur (Mayer 2006; Paoletti and Neyton 2007). La sous-
unité GIuN1 contient le site de liaison des deux co-agonistes, la D-sérine et la glycine et la
sous-unité GIuN2 contient le site de liaison au glutamate (Kleckner and Dingledine
1988)(Figure 1).

2. Les sous-unités

La sous-unité GIuN1 (autrefois dénommée NR1 ou 1) est la premiére sous-unité a avoir
été clonée (Moriyoshi et al. 1991). Elle est codée par un seul géne mais posséde 3 sites
d’épissages alternatifs, un a I’extrémité N-terminale (exon 5) et deux a I'extrémité C-terminale
(exon 21 et exon 22). Ces 3 sites d’épissages alternatifs d’ARN messager générent 8 isoformes
de la sous-unité GIuN1 toutes fonctionnelles (Dingledine et al. 1999). La sous-unité GIuN1 est
ubiquitaire puisque sa présence est nécessaire, bien que non suffisante pour former un
récepteur fonctionnel. Au cours du développement et a I'adge adulte, il existe une expression
régionalisée des isoformes de GIuN1 (Laurie et al. 1995). Méme si la sous-unité GIuN1 est
principalement exprimée dans le SNC, sa présence a aussi été détectée dans des régions et
des types cellulaires non cérébrales comme le cceur, les reins, le pancréas, les cellules
immunitaires et les cellules endothéliales (Inagaki et al. 1995; Leung et al. 2002; Sharp et al.
2003; Boldyrev 2005; Mashkina et al. 2010).

C’est en 1992 que les sous-unités GIuN2 ont été clonées (Kutsuwada et al. 1992; Monyer
et al. 1992). Les sous-unités GIuN2 sont codées par 4 génes différents, synthétisant les 4
isoformes GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C et GIuN2D. Ces isoformes partagent 50% d’identité de
séquence, et elles se distinguent de la sous-unité GIuN1 par la longueur de leur extrémité C-
terminale. Cette distinction des sous-unités GIUN2 est associée a la faculté des récepteurs
NMDA a interagir avec certains complexes intracellulaires qui dictent la mobilité membranaire
et la localisation cellulaire du récepteur (Paoletti 2011). L’association de ces sous-unités GIuN2
avec la sous-unité GluN1, leur confére des caractéristiques propres a chacune (activation,
conductance, probabilité d’ouverture du canal...) (Gielen et al. 2009). Par ailleurs, suivant le
stade de développement et la structure cérébrale concernée, les sous-unités GIuN2 sont aussi
exprimées différemment (Sanz-Clemente et al. 2013).

Enfin, les sous-unités GIUN3A et GIuN3B sont les dernieres a avoir été clonées (Ciabarra et
al. 1995). Ces deux sous-unités n’ont aucun site de liaison fonctionnel pour le glutamate, mais
elles peuvent lier les co-agonistes usuels, et a I'instar des sous-unités GluN2, elles forment un
récepteur hétéromérique fonctionnel en s’associant avec GIuN1 et GIuN2 (Chatterton et al.
2002; Yao and Mayer 2006). Cette sous-unité semble jouer un role important dans le
développement car la sous-unité GIUN3A est exprimée précocement (E15, 15°™¢ jour de
développement embryonnaire chez la souris) et son expression est maintenue jusqu’ au stade
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adulte (Ciabarra et al. 1995). En revanche, la sous-unité GIuN3B a une expression plus localisée
et est restreinte au stade adulte (Pachernegg et al. 2012).

Il. Lasignalisation du récepteur NMDA

1. Activation

L’activation du récepteur NMDA requiert la liaison de deux molécules de glutamate, d’ou
sa dénomination de récepteur glutamatergique (Witt et al. 2004), et de deux co-agonistes au
niveau des 4 domaines ABD (Paoletti et al. 2013). Deux acides aminés peuvent jouer cette
fonction de co-agonistes d’un point de vue pharmacologique; la glycine et la D-sérine, qui se
fixent sur le site glycine de la sous-unité GIuN1 (Johnson and Ascher 1987; Kleckner and
Dingledine 1988). Le récepteur NMDA se démarque aussi par le fait d’étre sélectivement
activé par le composé exogene qui lui a valu son nom : le N-méthyl D-aspartate. Au potentiel
de repos, le récepteur est bloqué par I'ion magnésium (Mg?*) qui se trouve expulsé lors de la
dépolarisation de la membrane (Crunelli & Mayer, 1984; Nowak et al., 1984, Figure 1). Le
récepteur NMDA est considéré comme un détecteur de coincidence d’activité, se justifiant
par la nécessité au préalable d’'une dépolarisation membranaire (Seeburg et al. 1995).

L'activation du récepteur NMDA peut aboutir a 'ouverture d’un pore dans le récepteur
(canal), permettant le passage sélectif de certains cations. Parmi ces cations, le récepteur
NMDA est perméable aux ions Na*, K* et Ca2*{¢itation} (\acDermott et al. 1986). La perméabilité
des récepteurs NMDA aux ions Ca?" est une des plus élevées parmi les récepteurs
ionotropiques (Mayer et al. 1984). En revanche, ils sont peu perméables aux ions Mg?*,
responsables d’une inhibition voltage dépendant. Le potentiel de repos d’un neurone est de -
70mV (millivolt) alors que le potentiel d’équilibre de I'ion Mg?* est proche de 0. Dés lors, au
repos, I'ion Mg?* bloque le pore du canal empéchant tout flux ionique et il n’est expulsé que
lors d’une dépolarisation membranaire. Le blocage de Mg?* et la perméabilité du Ca®* sont
tous les deux influencés par la composition en sous-unités. Les récepteurs composés de
GIuN2A et GIuN2B sont plus sensibles au blocage de I'ion Mg2+ (concentration d’inhibition a
50% (IC50) aux environs de 15uM a -70mV) que ceux composés de GIuN2C et GIuN2D (IC50 =
80uM) (Paoletti et al. 2013).

Au sein de la synapse, le glutamate diffuse dans la fente synaptique et se fixe sur le site
LBD (lysine binding domain) de la sous-unité GIuN2. Le glutamate possede une forte affinité
pour les récepteurs NMDA (ECsp < 5uM) (Paoletti et al. 2013), qui est supérieure a celle des
récepteurs AMPA et kainate (ECsp > 100 uM) (Attwell and Gibb 2005). En outre, le type de
sous-unité GIuN2B influe sur I'affinité. Pour exemple, I'affinité pour le glutamate est meilleure
lorsque la sous-unité GIuUN2B est présente par rapport a la sous-unité GIuN2A (Paoletti et al.
2013). Concernant les deux co-agonistes, la glycine et la D-sérine, ils se fixent sur le domaine
LBD de GIuN1. Le site de liaison est nommé site glycine, puisque historiquement c’est la glycine
qui a été décrite en premier comme co-agoniste (Johnson and Ascher 1987). Le récepteur est
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plus affin pour la D-sérine (ECso ~ 0.2uM) et la glycine (ECso ~ 0.05-0.5uM) que pour le
glutamate (Matsui et al. 1995; Priestley et al. 1995; Madry et al. 2007).

Enfin, I'activation du récepteur NMDA se cloture par une désactivation, c’est-a-dire que le
canal ionique adopte une conformation fermée malgré la présence des ligands. Cette
désactivation est assez lente et peut varier d’un facteur 30 en fonction de la sous-unité
(GIuN2A toff = 10 ms et GIuN2B toff = 300ms) (Paoletti et al. 2013). Cette cinétique de
désactivation est un paramétre important qui détermine la durée et le décours temporel des
courants synaptiques générés par les récepteurs NMDA (Lester et al. 1990). Enfin, leur activité
est sujette a de multiples modulations positives ou négatives par des composés
extracellulaires. Il s’agit le plus souvent de petites molécules, voire d’ions, et certaines d’entre
elles sont présentes de maniere endogene dans le SNC, tels que les protons (H*) ou les ions
zinc (Zn?*). Les récepteurs NMDA sont sujets a une inhibition partielle voltage-indépendante
par les protons H*, qui ne modifie pas I'affinité pour les agonistes principaux (Tang et al. 1990).
L'ion zinc est le second inhibiteur allostérique, dont le site d’action se situe entre les deux
lobes du domaine NTD des sous-unités GIuN2 (Choi and Lipton 1999). Les récepteurs NMDA
contenant la sous-unité GIuUN2A sont plus sensibles au ions Zn?* (ECso ~ 10-20nM) que ceux
contenant la sous-unité GIuN2B (ECso~2uM) (Williams 1996; Chen et al. 1997). Al'opposé, les
polyamines modulent positivement I’activité des récepteurs NMDA en augmentant |’affinité
du site co-agoniste pour ses ligands, permettant une potentialisation glycine-dépendante des
réponses NMDA (Paoletti 2011).
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Figure 1 : Structure du récepteur NMDA.

A, représentation schématique de la structure du récepteur NMDA qui se compose de 2 sous-unités
présentant un domaine ATD (domaine amino-terminal), un domaine ABD (domaine de liaison de
I’agoniste), plusieurs domaines transmembranaires (TMD) et du domaine C-terminal (CTD). B,
structure cristallographique du récepteur NMDA composé dans cette figure de 2 sous-unités GluN1a
et 2 sous-unités GIuUN2B. C, Sept sous-unités du récepteur NMDA ont été identifiées : GIuN1, GIuN2A-
GIuN2D et GIUN3A et GIuN3B. L’hétérogénéité des sous-unités est renforcée par I'épissage alternatif
des sous-unités GluN1 et GIuN3A. M1-M4 indiquent les segments membranaires. D’aprés Karakas &
Furukawa, 2014 et Paoletti et al., 2013

2. Régulation

a. Adressage membranaire

La synthése des récepteurs NMDA débute par des étapes de transcription et de traduction
des différentes sous-unités. La synthése de la sous-unité GluN1 est en excés, soutenant le fait
que l'expression de surface des récepteurs NMDA cérébraux dépendrait donc de la
biodisponibilité en sous-unités GIuN2 (Chazot and Stephenson 1997; Prybylowski et al. 2002).
Une fois traduites, 'assemblage des monomeéres s’opére dans le réticulum endoplasmique

(RE) ol des mécanismes empéchent I'exportation a la surface cellulaire de monomeéres ou de
complexes incomplets.
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Il semblerait que I'assemblage des sous-unités GIUN1 aux sous-unités GluN2 induise des
changements de conformation ou masque les motifs de rétention, ce qui favoriserait leur
sortie du RE (Qiu et al. 2009). A la suite de leur sortie, les récepteurs NMDA sont exportés a la
membrane plasmique par exocytose. Dans un premier temps, ces récepteurs sont en position
extra-synaptiques (Rao et al. 1998), et ce n’est que dans un second temps qu’ils migreront a
la synapse par diffusion latérale (Tovar and Westbrook 2002; Groc et al. 2004).

b. Endocytose

Avant la formation des synapses, les récepteurs NMDA migrent jusqu’a la surface cellulaire
par des cycles d’exo- et d’endocytose (Washbourne et al. 2002). La dynamique de mouvement
de ces récepteurs alterne constamment entre un état de mobilité et un état statique, qui
dépend de [I'agitation thermique, de la fixation d’éléments tels que les protéines
d’échafaudage, et les protéines d’ancrage aux sites synaptiques et extrasynaptiques (Choquet
and Triller 2013). L'endocytose des récepteurs NMDA implique la formation de vésicules
clathrine dépendantes via I'association avec le complexe adaptateur AP-2 (Roche et al. 2001;
Petralia et al. 2003). Cependant, I'internalisation des récepteurs NMDA par un mécanisme
indépendant des vésicules a clathrine a également été montré (Swanwick et al. 2009). A savoir
qgue l'internalisation des récepteurs NMDA peut étre stimulée par le glutamate en synergie
avec leur co-agoniste glycine (Nong et al. 2003). Cette stimulation d’internalisation entraine
une colocalisation du récepteur avec la machinerie cellulaire d’internalisation AP-2. La sous-
unité p du complexe AP-2 reconnait un signal basé sur une tyrosine Yxxp ou p correspond a
une chaine latérale hydrophobique (Ohno et al. 1995; Rapoport et al. 1997). L'interaction de
GIuN2A avec AP-2 se fait au niveau C-terminal (YKKM) et AP-2 reconnait le site YEKL sur la
tyrosine 1472 de GIuN2B. Pour GIuN2B, ce domaine est directement montré comme impliqué
dans l'internalisation, puisque les mutations Y1472F et Y1472A empéchent l'interaction avec
AP-2 et inhibe l'internalisation (Lavezzari et al. 2003). Concernant le site de GIuN2A, il ne
semble pas étre responsable de l'internalisation, c’est un motif di-leucine qui occupe ce réle
(Bonifacino and Traub 2003). Les transcrits de la sous-unité GIuN1 ayant le domaine CO
possédent des séquences signales suffisantes a I'internalisation du récepteur (Snyder et al.
2001).

Le mécanisme d’endocytose impliqué pour les sous-unités GluN3 est médié par la PACSIN1
(protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 1) et la syndapinl, une
protéine spécifique aux neurones qui controle I'endocytose clathrine dépendante. PACSIN1
se fixe a I'extrémité C-terminale de GIuN3A via son motif NPF (Pérez-Otafio et al. 2006).
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c. Recyclage ou dégradation

A la suite de l'internalisation, les protéines vont étre soit dégradées, soit recyclées pour
pouvoir retourner a la surface en empruntant les voies de trafic des endosomes (Grant and
Donaldson 2009). L'utilisation de protéine chimérique TacGIuN2, dans les lignées cellulaires
Hela, a permis de mieux comprendre le role spécifique des sous-unités GIuUN2A et GIuN2B dans
le devenir des récepteurs apres leur sortie des endosomes précoces. Les colocalisations avec
des marqueurs spécifiques de I'endosome montre que la sous-unité GIuN2A trafique
préférentiellement vers les endosomes tardifs, menant a sa dégradation alors que GIuN2B
tend plus a étre dans les endosomes de recyclage afin de retourner a la membrane (Lavezzari
et al. 2004). L'information nécessaire a ce ciblage sélectif est portée par le domaine C-terminal
de ces sous-unités. Cependant, les protéines impliquées dans les mécanismes de dégradation
et de recyclage ne sont pas bien connues. La protéine GIPC contient un domaine PDZ qui lui
permet de se fixer aux sous-unités GIuN2A et GIuN2B. L’étude de Yi en 2007 montre que GIPC
peut s’internaliser avec les protéines chimériques TacGluN2 et colocalise avec le récepteur
dans les endosomes de recyclage, augmentant ainsi I’expression du récepteur a la surface (Vi
et al. 2007). La protéine SNAP-23, localisée dans les épines dendritiques est aussi impliquée
dans le recyclage des récepteurs NMDA. Sur des cultures de neurones, |'utilisation d’ARN
interférant ciblant SNAP23 induit une diminution du nombre de récepteurs NMDA et AMPA 3
la surface du neurone. Ces résultats peuvent s’expliquer par une diminution du processus de
recyclage, impliquant alors la protéine SNAP-23 (Suh et al. 2010).

d. Régulation par les mécanismes de phosphorylation

Les récepteurs NMDA peuvent subir des modifications post-traductionnelles a I'extrémité
C-terminale qui vont jouer un réle dans leur régulation. Une de ces modifications est la
phosphorylation de résidus tyrosines et de résidus sérines/thréonines sur les sous-unités
GluN2 et GIuN1. Ces phosphorylations ont un role essentiel dans le trafic des récepteurs
NMDA, en permettant I'interaction avec des protéines cytosoliques qui dictent le trafic
intracellulaire, I'activité et la localisation des récepteurs. Ces phosphorylations peuvent étre
induites par de nombreuses protéines comme : la kinase cycline-dépendante 5 (cdk5), ’AMPc-
dépendante de la protéine kinase A (PKA), B (PKB), et C (PKC), et la calmoduline kinase Il
(CaMKIl). De nombreux sites de phosphorylations ciblant les tyrosines et les
sérines/thréonines ont été identifiés sur les sous-unités des récepteurs NMDA (Sanz-Clemente
et al. 2013; Wang et al. 2014).

<> GIuNL1 : ces sites de phosphorylations sont restreints aux résidus sérines (Lau
and Huganir 1995). Parmi les différents sites présents sur GluN1, les résidus sérines S890 et
S$896 sont des cibles de phosphorylations pour les isoformes PKC, PKCa et PKCy (Sanchez-Pérez
and Felipo 2005), et sont impliqués dans I'adressage membranaire (Scott et al. 2001). La
phosphorylation de S890 modifie la répartition de GluN1 a la surface membranaire (Tingley et
al. 1997). Quant aux résidus S896 et S897, une fois phosphorylés, ils entrainent une
augmentation de I'adressage membranaire des récepteurs NMDA en masquant un motif de
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rétention dans le RE (Scott et al. 2003). La PKA peut phosphoryler la sous-unité GluN1 au
niveau de la S897, ce qui potentialise les courants NMDA. Cet effet de potentialisation est
induit par un adressage synaptique plus important des récepteurs NMDA et par une
augmentation de leur perméabilité au Ca?* (Skeberdis et al. 2006).

Parmi les diverses sous-unités des récepteurs au glutamate, les sous-unités GIuN2A et
GluN2B sont celles qui ont la plus longue extrémité C-terminale comptant respectivement 630
et 650 acides aminés avec 25 résidus tyrosines (Salter and Kalia 2004). Les résidus tyrosines
sont les substrats des protéines tyrosine kinase (PTK). Parmi ces PTK, on retrouve Src et Fyn
qui sont des protéines modulatrices des récepteurs NMDA.

X GIuN2A : concernant les résidus sérines, elle posséde 2 sites qui peuvent étre
phosphorylés par la PKA (S900 et S929), et un site par Cdk5 (S1232) (Gardoni et al., 2001; Li et
al., 2001; Krupp et al., 2002). La PKC peut potentialiser les courants des récepteurs NMDA
composés de la sous-unité GIUN2A en phosphorylant les résidus S1291 et S1312 (Jones and
Leonard 2005). Les principaux sites tyrosines pouvant étre phosphorylés sont a I'extrémité C-
terminale de GIUN2A : Y842, Y1292, Y1325 et Y1387 (Zheng et al. 1998; Yang and Leonard
2001). La déphosphorylation du site Y842 de GIuN2A permet de réguler l'interaction des
récepteurs NMDA avec I'adaptateur AP-2, le complexe protéique impliqué dans I’endocytose
(Vissel et al. 2001).

X GIuN2B : cette sous-unité est phosphorylable sur la S1303 par CAMKII et la
S1480 est un site substrat pour la caséine kinase 2 (CK2) (Omkumar et al. 1996; Liao et al.
2001; Sanz-Clemente et al. 2010). La PKC potentialise aussi les courants des récepteurs
contenant la sous-unité GIuUN2B en phosphorylant les sérines S1303 et S1323, qui sont des
sites analogues a GIUN2A (Liao et al. 2001). Les principaux sites tyrosines de GIuN2B sont
localisés a I'extrémité C-terminale : Y1252, Y1336 et Y1472. Ces sites peuvent tous les 3 étre
phosphorylés par Fyn (Nakazawa et al., 2001, Figure 2). Fyn est connu pour étre un régulateur
majeur pour moduler les récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2B (Trepanier et al.
2012). Y1472 est un site de phosphorylation important puisqu’il est contenu dans un motif
d’internalisation (YEKL), qui se lie directement a 'adaptateur AP-2 (Roche et al. 2001; Lavezzari
et al. 2003). La phosphorylation d’Y1472 perturbe sa liaison a I’AP-2, conduisant a l'inhibition
de I'endocytose de GIUN2B. De plus, STEP (Striatal Enriched Tyrosine Phosphatase) est une
famille de protéine tyrosine phosphatase présente dans les synapses glutamatergiques,
pouvant modifier les phosphorylations des résidus tyrosines de GIuN2B (Salter and Kalia
2004). L'étude de Snyder en 2005 montre que lactivation des STEP induit une
déphosphorylation de Y1472 sur GIuN2B, amenant a une augmentation de I'endocytose
(Snyder et al. 2005).
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Par conséquent, le trafic des récepteurs NMDA est régulé a la fois par la phosphorylation
des résidus sérines/thréonines et tyrosines. Ces phosphorylations vont affecter
spécifiguement les récepteurs NMDA en fonction du site phosphorylé.

838 1474
gy . 1
Tyr842 Ser900 Ser929 Tyrl103 Ser1232 Tyrl267 Tyr1292 Tyr1325 Tyr1387 Serla16 Tyrld72

839 1487

N m C
Tyr981 Tyr1004 Tyrl252 Ser1303 Ser1323 Tyr1335 Tyr1472 Tyrl474 Ser1480

885 910

N GluN1 C

Ser890  Ser896 Ser897

Figure 2 : Les principaux sites de phosphorylation des sous-unités GluN1, GIluN2A et GIuN2B des
récepteurs NMDA.
Tyr : tyrosine, Ser : sérine, N : extrémité N-terminale, C : extrémité C-terminale.
Adaptée deSalter & Kalia, 2004; Wang et al., 2014.

3. Lalocalisation subcellulaire

Malgré quelques études qui rapportent que les sous-unités GIuN2 sont présentes au
niveau des sites présynaptiques (Corlew et al. 2008), les récepteurs NMDA sont
communément localisés aux sites postsynaptiques dans le SNC. GIuN2B a une affinité plus
élevée pour le glutamate que GIUN2A mais la libération de glutamate dans les neurones
adultes résulte en une plus forte activation de GIuUN2A par rapport a GIuN2B (Paoletti et al.
2013). Ces résultats a priori contradictoires sont probablement dus a une localisation
subcellulaire distincte de ces sous-unités. L’activation de GIuUN2A est plutét en faveur d’'une
localisation synaptique alors que GIuN2B serait plutét enrichi aux sites extrasynaptiques (Groc
et al. 2009). Ce modele s’appuie sur l'utilisation d’inhibiteurs sélectifs a GIuN2B tels que
I'ifenprodil, Ro-25-6981 ou CP101.606 (Sanz-Clemente et al. 2013). En effet, I'ifenprodil ne
bloque que 30 % des courants postsynaptiques excitateurs médiés par les récepteurs NMDA,
indiquant une prédominance de GIuN2A aux sites synaptiques (Sanz-Clemente et al. 2013). Le
blocage irréversible des récepteurs NMDA synaptiques par le MK801 démontre un pool de
récepteurs NMDA encore actifs et sensibles a I'ifenprodil, appuyant encore la présence de
GIluN2B aux sites extrasynaptiques (Kew et al. 1998). Pour autant, certaines études remettent
en cause cette répartition des sous-unités a la synapse, en montrant une sensibilité similaire
a l'ifenprodil aux sites synaptiques et extrasynaptiques (Harris and Pettit 2007).
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Sur des cultures de neurones, GIUN2A a été rapporté comme étant a la membrane
extrasynaptique (Thomas et al. 2006), et la présence GIuN2B au niveau synaptique. Dans tous
les cas, la répartition des sous-unités GIuN2 a la membrane n’est pas aussi simple, aussi fixe,
puisque ses sous-unités sont des structures dynamiques et mobiles, tout particulierement la
sous-unité GIuUN2B (Tovar and Westbrook 2002; Groc et al. 2006). GIuN2B posséde une
mobilité latérale au niveau membranaire qui lui permet de diffuser du site extrasynaptique
vers le site synaptique et vice-versa. Ce processus permet une régulation fine du nombre et
de la composition des sous-unités a la membrane (Groc et al. 2006).

Cette localisation subcellulaire des sous-unités GIuN2 peut étre régulée par des
interactions protéines-protéines au niveau de I'extrémité C-terminale des sous-unités GIuN2.
Par exemple, le motif de fixation PDZ présent sur la queue C-terminale de GIuN2A et GIuN2B
permet la fixation des protéines de la famille MAGUK (Membrane-Associated Guanylate
Kinase), qui sont des protéines d’échafaudage. La rétention de GIuN2B a la synapse requiert
la fixation a des protéines MAGUK alors que ce n’est pas le cas pour GIuN2A (Prybylowski et
al. 2005). Parmi ces protéines d’échafaudage, les plus fréquentes pour les récepteurs NMDA
sont PSD-95 (postsynaptic density 95) et SAP-102 (synapse-associated protein102) (Sans et al.
2000). La théorie d’une interaction différentielle entre les MAGUK et les sous-unités GIuN2A
et GIuN2B est controversée (Bard et al. 2010). Cette hypothése repose sur une association
préférentielle de GIUN2A avec PSD-95, et GIuN2B avec SAP-102, ce qui déterminerait la
localisation de ces sous-unités a la synapse (Sans et al. 2000; Al-Hallaq et al. 2007). Sur des
cultures de neurones, les récepteurs contenant GIuN2B sont plus mobiles, se déplacent plus
facilement a la synapse que ceux contenant GIuN2A (Groc et al. 2006). Une des explications
envisagées serait une phosphorylation du site de fixation PDZ sur GIuN2B, et pas sur GIuN2A,
par la CK2, ce qui empécherait I'association avec des protéines d’échafaudage et permettrait
a GIuN2B d’étre mobile (Chung et al. 2004; Sanz-Clemente et al. 2010). Cependant, la délétion
du domaine PDZ sur la sous-unité GIuN2A ne modifie pas les propriétés électrophysiologiques
de ces récepteurs NMDA comparée a la sous-unité GIuN2A sauvage (Barria and Malinow 2002;
Prybylowski et al. 2005). En revanche, la délétion entiere de I'extrémité C-terminale
intracellulaire de GIUN2A diminue I'expression synaptique de GIuN2A (Steigerwald et al.
2000). Ainsi, la stabilisation de la sous-unité GIuN2A a la synapse fait probablement intervenir
d’autres domaines de fixation protéique, que le site PDZ seul. La sous-unité GIuN2A se fixerait
a des protéines de la famille MAGUK indépendamment du domaine PDZ (Cousins et al. 2009;
Chenetal. 2011). De plus, le domaine extracellulaire des récepteurs peut aussi intervenir dans
le controle de la localisation subcellulaire des récepteurs NMDA. Par exemple, on peut citer le
récepteur éphrine, ou des composants de la matrice extracellulaire comme la reeline (Groc et
al. 2007).
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D’autre part, la ségrégation des récepteurs NMDA synaptiques et extrasynaptiques qui
contiendraient respectivement les sous-unités GIUN2A/GIUN2C et GIuN2B/GIuN2D a suggéré
gue ceux-ci ont des fonctions différentielles selon leur localisation (Rumbaugh and Vicini 1999;
Thomas et al. 2006). En 2002, les travaux de Hardingham et ses collaborateurs exposent un
modele selon lequel I'activation des récepteurs NMDA synaptiques est neuroprotectrice alors
que celle des récepteurs extrasynaptiques conduit a la mort neuronale (Hardingham et al.
2002). L'activation des récepteurs synaptiques induit I'expression du facteur transcriptionnel
CREB (cyclic-AMP response element binding), reconnu pour jouer un role dans la survie
neuronale. Cette activation bloque la transcription de génes pro-apoptotiques et oxydatifs
(APAF1, Puma). A contrario, I'activation des récepteurs extrasynaptiques inclut une
déphosphorylation de CREB et une activation de genes pro-apoptotiques, un exces d’influx
calcique a l'origine de la mort neuronale (Hardingham et al. 2002). Des études de Stanika et
ses collaborateurs en 2009 ont montré qu’une activation sélective des récepteurs NMDA
extrasynaptiques dans I"hippocampe permettait d’obtenir le méme degré de mort cellulaire
gu’une activation globale de toute la population de récepteurs (synaptiques et
extrasynaptiques) (Stanika et al. 2009). Cette activation des récepteurs NMDA
extrasynaptiques est impliquée dans des processus pathologiques telle que lischémie
cérébrale. Toutefois, le role exact et la composition en sous-unités GIuN2 dans I'effet délétere
des récepteurs NMDA extraynaptiques n’est pas bien établi.

lll.  Fonctions du récepteur NMDA

Au sein du SNC, les récepteurs NMDA ont une expression et une distribution ubiquitaire.
Il n’est alors pas surprenant qu’ils soient impliqués dans des processus physiologiques clés
comme la plasticité synaptique et qu’une dérégulation de leur activité soit responsable de
processus pathologiques tels que I'excitotoxicité.

1. Au cours du développement cérébral

Les récepteurs NMDA sont distribués dans tout le systeme nerveux central (SNC).
Toutefois, I'expression individuelle des sous-unités dépend a la fois de la région cérébrale et
du stade de développement. De fait, les sous-unités des récepteurs NMDA ont des profils
d’expression distinct, qui se chevauchent souvent, et qui leur conférent des fonctions
spécifiques dépendantes de la région cérébrale et du stade de développement (Figure 3).
L'expression de la sous-unité GIuN1 débute a E14, et méme si elle est exprimée uniformément
dans le SNC apres la naissance, il existe des différences d’expression entre les isoformes. Par
exemple, l'isoforme GIuN1 exprimant la cassette en N-terminale est restreinte au noyau
caudé, au thalamus et au cervelet (Laurie and Seeburg 1994). Toutefois, la signification
fonctionnelle de cette différence d’expression des isoformes GIuN1 n’est pas bien connue.

Contrairement a GIuN1, il y a 4 génes qui codent les sous-unités GIuN2 avec pour chacune
des sous-unités un profil d’expression spatio-temporel unique. GIUN2B est fortement
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exprimée au stade embryonnaire, avec une expression maximale vers P5-10 puis elle diminue
pour étre restreinte a I’age adulte au cerveau antérieur.

A l'inverse, a la naissance, I'expression de GIUN2A jusqu’alors indétectable apparait
graduellement a partir de la seconde semaine postnatale (P7). GIUN2A est présente dans le
néocortex, I'hippocampe, les bulbes olfactifs et le cervelet, pour finalement étre distribuée de
maniere ubiquitaire dans le SNC a I'age adulte (Monyer et al. 1994). L’expression de GIuN2C
n’apparait pas au stade embryonnaire ni postnatal précoce, mais n’est détectable qu’aux
alentours de P10-P11. GIuN2C est essentiellement retrouvée dans les cellules granulaires du
cervelet et dans une moindre mesure dans les bulbes olfactifs (Sanz-Clemente et al. 2013).
Enfin, GIUN2D tout comme GIuN2B, est exprimée dés le stade embryonnaire, avec un pic
d’expression a P7. Son niveau d’expression diminue a I'age adulte, GIuN2D est confinée au
niveau du diencéphale, du mésencéphale et de la moelle épiniére (Monyer et al. 1994;
Watanabe et al. 1994; Wenzel et al. 1996; Sanz-Clemente et al. 2013). Les sous-unités GluN3
ont aussi un pattern d’expression différentiel. GIUN3A a un pic d’expression dans les premiers
jours post-natales et a I’age adulte cette sous-unité n’est détectable que dans les bulbes
olfactifs (Henson et al. 2010). L’expression de GIuN3B augmente au cours du développement,
notamment dans les motoneurones (Nishi et al. 2001), et dans I'hippocampe (Wee et al.
2008), et elle est aussi exprimée dans le cortex cérébral ainsi que le cervelet (Wee et al. 2008).

P12 adulte

Figure 3 : profil d’expression spatio-temporel de
GluN1 et GluN2 chez le rat.

Hybridation in situ sur des sections horizontales de
cerveaux de rat a PO, P7, P12 et a I'dge adulte. Il s’agit
des profils d’expression des sous-unités GIuN1,
GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C et GIuN2D. D’aprés Sanz-
Clemente et al., 2013.
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De plus, il existe des différences d’expression des sous-unités au niveau subcellulaire. Par
exemple, la sous-unité GIuN1 est répartie en 2 pools : une population située a la membrane
plasmique qui s"assemble avec les sous-unités GIuN2 et GIuN3 et un second pool retenu dans
le RE avec une courte demi-vie (Huh and Wenthold 1999). Les sous-unités GIuN2 sont
principalement localisées a la membrane plasmique.

Par ailleurs, I'activité des récepteurs NMDA semble étre impliquée dans des formes de
plasticité dites structurales ; et plus particulierement dans la formation de nouveaux neurones
et de nouvelles synapses. Plusieurs études suggerent que I'activité des récepteurs NMDA
serait couplée a la neurogenese adulte, qui a lieu dans le gyrus denté de I'hippocampe
(Cameron et al. 1995; Nacher and McEwen 2006). L'administration d’antagonistes de ces
récepteurs in vivo entraine une diminution du nombre de nouveaux neurones tandis que
I'application de NMDA semble augmenter le taux de neurogenése (Contestabile 2000). De
plus, les récepteurs NMDA joueraient un role potentialisateur sur la migration des cellules
nouvellement formées puisque leur blocage diminue drastiquement le taux de migration des
cellules en grain du cervelet (Komuro and Rakic 1993) et des neurones corticaux (Hirai et al.
1999). L'origine et la nature des agonistes et co-agonistes qui permettent leur fonctionnalité
restent en revanche inconnues.

La synaptogenese est un processus au cours duquel les neurones établissent des contacts
synaptiques afin d’émettre des signaux vers d’autres neurones. Ce processus débute au cours
du développement embryonnaire (a partir de E18) et se poursuit aprées la naissance. Trés peu
de données suggérent une implication des récepteurs NMDA dans les étapes précoces de la
synaptogeneése, telles que la mise en contact per se des neurites, mais ces récepteurs semblent
nécessaires au raffinement et a la stabilisation des synapses. L’activité des récepteurs NMDA
aiderait a I'’émergence de protusions sur les dendrites en développement, ainsi qu’a la
formation d’une forme précoce de densité post-synaptique (Brooks et al. 1991; Fukaya et al.
1999; Contestabile 2000).

2. Plasticité synaptique

Une des grandes capacités de notre cerveau est de pouvoir stocker des informations et de
s’en souvenir, notamment grace aux processus de mémoire et d’apprentissage. Ces
phénoménes se traduisent par une augmentation importante et durable de [|'efficacité
synaptique aussi connue sous le nom de potentialisation a long terme (Long Term Potentiation
ou LTP) (Nabavi et al. 2014). Une seconde forme de plasticité synaptique existe sous le terme
de dépression a long terme (LTD, Long Term Depression). La LTP a été observée pour la
premiere fois en 1973 sur des hippocampes de lapin (Bliss and Lomo 1973), puis sa présence
a été démontrée au sein du cortex (Iriki et al. 1989), de I'amygdale et du striatum (Uno and
Ozawa 1991).
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Le récepteur NMDA est une des piéces maitresses de la plasticité synaptique,
processus considéré comme étant la base cellulaire de la mémoire et de I'apprentissage. Dés
lors I’étude du fonctionnement de ce récepteur NMDA et des acteurs qui le régulent sont
nécessaires pour appréhender au mieux ces phénomenes. La LTP et la LTD dépendant des
récepteurs NMDA sont les formes les plus répandus de plasticité synaptique, méme s’il existe
d’autres formes de plasticité indépendante des récepteurs NMDA. On distingue deux types de
LTP : la phase précoce de la LTP (early-LTP) et la phase tardive de la LTP (late-LTP). La phase
précoce dure de quelques secondes a quelques heures et I'efficacité synaptique repose sur
des mécanismes enzymatiques, mais sans intervention de synthése protéique. La phase
tardive persiste sur plusieurs jours et 'amélioration de I'efficacité synaptique repose sur la
synthése de protéines de novo (Bliss and Lomo 1973; Collingridge et al. 1983; Nicoll 2017).

Expérimentalement, I'induction de LTP nécessite I'application d’un protocole a haute
fréquence par plusieurs trains de stimulations tétaniques afin de stimuler les synapses
glutamatergiques. A la suite de cette stimulation a haute fréquence, le neurone présynaptique
libere une grande quantité de glutamate, qui a son tour active des récepteurs
glutamatergiques postsynaptiques (ionotropiques et métabotropiques). Dans un premier
temps, le glutamate active les récepteurs AMPA, provoquant une dépolarisation locale du
neurone postsynaptique. Cette dépolarisation est suffisante pour expulser les ions
magnésiums bloquant les récepteurs NMDA. Ces derniers s’activent et induisent une entrée
de calcium et de sodium, ainsi qu’une sortie d’ions potassium dans I'élément postsynaptique.
L'entrée d’ions calcium est un élément clé, responsable de l'induction de la LTP via une
activation d’un ensemble de cascades moléculaires conduisant au renforcement synaptique.
En effet, le fait de tamponner I'ion calcium par un chélateur de calcium tel que le BAPTA inhibe
I'induction de la LTP (Lynch et al. 1983). A l'inverse, I'augmentation de la concentration en
calcium permet d’induire une augmentation durable de la transmission synaptique. De plus,
cette entrée de calcium active CAMKII (Lisman et al. 2002), et implique d’autres kinases
comme la PKA, la PKC et les MAP (mitogen-activated protein) kinases (Figure 4; Hu et al., 1987;
Yasuda et al., 2003; Malenka & Bear, 2004). L'implication du récepteur NMDA dans I'induction
de la LTP a été révélée par l'utilisation d’antagonistes spécifiques de ces récepteurs, dont le
d-2-amino-5-phosphovalerate (AP5 ou APV). L'application de ces antagonistes empéche
I'induction de la LTP sans avoir aucun effet sur les potentiels post-synaptiques excitateurs
évoqués a faibles fréquences (Collingridge et al. 1983).
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Figure 4 : Schéma simplifié de la LTP au sein d’une synapse glutamatergique.
Lors d’une forte libération de glutamate, les récepteurs ionotropiques (NMDA et AMPA) et
métabotropiques (mGIuR) s’activent. L'ouverture du canal du récepteur NMDA provoque une entrée
massive de Ca*" et les récepteurs métabotropiques couplés a une protéine G provoquent la
mobilisation du Ca?* stocké dans le réticulum. La forte concentration intracellulaire de calcium active
des protéines kinases (PKA, PKC, CAMKII) qui a terme permettent la synthése de nouvelles protéines.

De nombreux groupes ont étudié I'influence des sous-types des récepteurs NMDA pour
initier les processus de plasticité synaptique. Massey et collaborateurs suggérent que la LTP
dépendrait de I'activation des récepteurs NMDA constitués de la sous-unité GIuN2A alors que
la LTD serait sous-tendue par I'activation des récepteurs extrasynaptiques contenant GIluN2B
(Massey et al. 2004). A I'inverse, la LTP peut étre induite chez des souris GIuN2A - dans
I’hippocampe, mais pas chez des souris GIluN2B /-, suggérant une induction de LTP plutdt sous
le controle de GIuN2B (Berberich et al. 2005; Weitlauf et al. 2005; Brigman et al. 2010).
D’autres travaux n’ont pas pu mettre en évidence une sous-unité particuliere et un des
modeles potentiels pour induire la plasticité dépendrait du rapport synaptique
GIuN2A/GIuN2B. L’étude de Xu montre que la diminution du rapport GIuN2A/GIuN2B favorise
I'induction de la LTP alors qu’une augmentation de ce rapport l'inhibe (Xu et al. 2009).
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Globalement, les données de la littérature ne permettent pas de déterminer le réle exact des
sous-unités GIuN2A et GIuN2B dans la LTP.

3. L’excitotoxicité

Cela fait plus de six décennies qu’il a été découvert que les injections systémiques de
glutamate chez la souris pouvaient détruire les tissus de la rétine dans les couches internes
(Lucas and Newhouse 1957), fournissant ainsi la premiére preuve des effets toxiques du
glutamate. Ces lésions ne sont pas restreintes a la rétine, mais concernent également des
structures centrales, le lien entre I'effet excitateur du glutamate et sa toxicité fait naitre le
concept d’excitotoxicité (Olney 1969). Ce terme appuyé par de nombreuses études menées in
vitro et in vivo repose sur la toxicité induite par la libération massive et incontrélée du
glutamate. Cette excitotoxicité conduit a la mort de type nécrotique. Il s’agit d’'une mort
prématurée et non programmée, qui se caractérise morphologiguement par une
augmentation du volume de la cellule, un gonflement et une dissolution des organelles. Il s’en
suit une rupture des membranes nucléaires et cytoplasmiques concomitantes a la dégradation
de I'acide désoxyribonucléique (ADN) par des endonucléases activées (Bicknell and Cohen
1995; Dong et al. 1997). Peu de temps apres, I'équipe de Choi démontre que les entrées de
calcium sont un médiateur clé de I'excitotoxicité du glutamate, et que I'afflux de calcium a
travers les récepteurs glutamatergiques de type NMDA est la principale source de calcium
« toxique » (Choi 1987; Choi 1988a; Choi 1988b). L’équipe de Tymianski confirme que I'entrée
de calcium par les récepteurs NMDA est particulierement efficace pour induire la mort
neuronale par rapport a I'entrée via d’autres canaux (Tymianski et al. 1993).

L’excitotoxicité du glutamate est observée dans des situations aigués, lors d’un
traumatisme neurologique cérébral tel que l'ischémie cérébrale. La contribution des
récepteurs NMDA a induit le développement d’antagonistes ciblant les récepteurs NMDA et
notamment la sous-unité GIUN2B. Malgré une amélioration de l'index thérapeutique, les
antagonistes ciblant GIuN2B n’ont pas encore été voués au succés en clinique (Mony et al.
2009). De plus, des niveaux élevés de glutamate de facon chronique pourraient contribuer a
la perte de synapses et de neurones étant impliqués dans des pathologies dégénératives telles
gue la maladie d’Huntington, la maladie de Parkinson et d’Alzheimer. A contrario, une
potentialisation de la signalisation NMDA serait bénéfique dans la schizophrénie (Moghaddam
and Javitt 2012).
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Le récepteur NMDA est un hétérotétramere composé de deux sous-unités GluN1
associées a des sous-unités GIuN2 et GIuN3. Son activation nécessite la liaison d’un agoniste,
le glutamate, ou un agoniste de synthése, le NMDA, ainsi que la liaison de co-agonistes, la
glycine ou la D-sérine. A la suite d’une dépolarisation membranaire, I'ion Mg?* est expulsé du
pore du canal, permettant entre autres I'influx d’ions Ca?*. Des mécanismes de dégradation
et de recyclage permettent de réguler la présence des récepteurs a la membrane, et la
phosphorylation des résidus tyrosines et sérines/thréonines sur les sous-unités permet de
moduler I'activité des récepteurs NMDA.

Ces sous-unités sont exprimées différentiellement dans le temps et dans |'espace avec
par exemple un switch d’expression de la sous-unité GIuN2B au stade embryonnaire pour la
sous-unité GIUN2A au stade postnatal. Ces mémes sous-unités seraient réparties de facon
hétérogene a la membrane, avec la présence de la sous-unité GIuN2A plut6t a la synapse et
celle de GIUN2B plutot aux sites extrasynaptiques. Fonctionnellement, les récepteurs NMDA

sont impliqués dans la plasticité synaptique et un exces d’influx calcique a travers ces
récepteurs est responsable de la mort de type excitotoxique.

The NMDA receptor is a heterotetramer composed of two GIuN1 subunits associated
with GIuN2 and GIuN3 subunits. Its activation requires the binding of its natural agonist,
glutamate, or a synthetics agonist, NMDA; and the binding of co-agonist such as glycine or D-
serine. After membrane depolarization, Mg?* is relieved from the pore, allowing Ca?* influx
through NMDA receptors among other ions. Degradation and recycling mechanisms regulate
the presence of receptors at the membrane. Also, phosphorylation of tyrosine and
serine/threonine residues on subunits is involved in the modulation of NMDA receptors
activity.

These subunits are differentially expressed over time and space, with for example a switch
of the expression of GIUN2B subunit (expressed at embryonic stages) for GIUN2A subunit
(expressed at postnatal stages). There is also a heterogeneous distribution at the membrane
with a GIuN2A localization preferentially at the synapse and GIuN2B localization at

extrasynaptic sites. Functionally, NMDA receptors are involved in synaptic plasticity and a
calcium influx excess through these receptors induces excitotoxic death.
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B. L'activateur tissulaire du plasminogene

L’activateur tissulaire du plasminogene (tissue type plasminogen activator, tPA) est
une glycoprotéine appartenant a la famille des sérines protéases découverte au 20°™¢ siécle
par sa présence dans la circulation sanguine. Elle a tout d’abord été étudiée pour sa propriété
fibrinolytique, c’est-a-dire qu’elle permet de cliver le plasminogene inactif en plasmine
permettant alors la dégradation du caillot de fibrine. Son activité protéolytique lui a valu d’étre
reconnue comme seul traitement pharmacologique pour la phase aigué des accidents
vasculaires cérébraux (AVC) ischémiques dés 1995 (NINDS 1995). Cette protéase siége
physiologiquement dans le compartiment vasculaire mais aussi dans le parenchyme cérébral
ou elle est exprimée dans diverses structures cérébrales (hippocampe, cortex, amygdale...)
ainsi que par de multiples types cellulaires (neurones, astrocytes...). Le tPA est une protéine
pléiotrope, capable d’interagir avec de nombreux récepteurs, I'impliquant dans diverses
fonctions physio-pathologiques qui seront développées dans cette seconde partie.

I. Historique

La découverte des différentes protéines intervenant dans la cascade fibrinolytique
endogene a permis de mettre au point la thrombolyse pharmacologique.

Durant la Grece antique, Hippocrate avait déja observé que le sang des personnes
décédées n’était pas coagulé. Mais cette observation oubliée fut redécouverte en 1761 par
Morgagni, qui nota lors de ses autopsies que le sang ne coagulait pas directement apreés le
déces (Morgagni 1761). Ironiquement, il menait des travaux en paralléle sur I'apoplexie (terme
médical historique de I’AVC) et ne pouvait se douter que de sa premiére observation naftrait
le traitement de référence sur les AVC deux cents ans plus tard. En 1838, Denis observa la
dissolution spontanée du sang (Denis 1838) mais ce n’est qu’en 1844 qu’Andral avanca l'idée
gue le sang se reliquéfiait ce qui a constitué les prémisses du systéme fibrinolytique (Andral
1845). En 1889, Denys et De Marbaix furent les premiers a postuler I'existence d’une enzyme
fibrinolytique endogéne « dormante » (Denys and de Marbaix 1889) et Dastre inventa le
terme de fibrinolyse en 1893 (Dastre 1893).

Par la suite en 1902, Conradi démontra qu’il était possible de dégrader les caillots
sanguins par I'ajout d’extrait de différents organes (Conradi 1902). Puis, Hedin identifia une
activité protéolytique dans la fraction globuline du sérum, fraction qui fut identifiée plus tard
comme contenant le plasminogéne, précurseur de la plasmine (Hedin 1903; Christensen and
Macleod 1945).

Pour la premiére fois, en 1952 Tage Astrup et Agnete Stage furent les premiers a isoler
et solubiliser (partiellement) I'activateur tissulaire du plasminogene, le tPA (appelé alors
« fibrinokinase ») (Astrup and Stage 1952). Cependant, la protéine fut difficile a purifier, et ce
n’est qu’en 1979 que le tPA est purifié et caractérisé par les travaux de Binder a la fois dans la
circulation sanguine, et dans I'utérus grace aux travaux de Rijken, qui avait besoin de 5 kilos
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d’utérus humain pour isoler et purifier 1Img de fibrinokinase (Binder et al. 1979; Rijken et al.
1979). Rebaptisé « activateur tissulaire du plasminogéne », le tPA est alors purifié a partir de
surnageants de cultures de cellules de mélanome humain grace aux travaux conjoints de
Collen et Rijken en 1981, permettant ainsi sa caractérisation (Rijken and Collen 1981).

La poursuite du progres est telle que la premiere administration de tPA chez 'Homme
est réalisée en 1981 par Weimar pour traiter deux patients victimes de thrombose de la veine
rénale. Deux ans plus tard, en 1983, Pellica parvient a réussir le clonage du tPA, ouvrant la
voie a la production de tPA recombinant par les cellules eucaryotes (Pennica et al. 1983). La
production a grande échelle de tPA recombinant mise en place sur des lignées de cellules
ovariennes de hamster chinois (CHO-Chinese Hamster Ovaries) a permis de réaliser les
premiers essais cliniques. Ainsi, la méme année, la premiére étude clinique est menée sur des
patients souffrant d’infarctus du myocarde. En 1995, le succés d’une étude clinique conduit a
I"'utilisation du tPA comme agent fibrinolytique lors de la phase aigué d’'un AVC ischémique
(NINDS 1995). Méme apres 25 ans, il reste le seul agent pharmacologique autorisé lors de la
phase aiglie d’'un AVC ischémique.

II. La structure du tPA

Le tPA est la protéine issue de I’encodage du géne plasminogen activator tissue type
(PLAT) situé sur le chromosome 8 chez I’'Homme (Tripputi et al. 1986). Le premier transcrit
issu de ce gene va engendrer trois ARNm dont seul un isoforme sera protéolytiquement actif.

Le tPA est une glycoprotéine qui appartient a la famille des sérines protéases. Celui-ci
est synthétisé sous la forme d’une chaine polypeptidique de 527 acides aminés avec une
masse moléculaire de 69kDa (Pennica et al. 1983). L’acces a la séquence nucléotidique du tPA
a permis d’identifier 17 ponts disulfures permettant le maintien de sa structure
tridimensionnelle ainsi que des sites de glycosylations. En effet, le tPA posséde un site d’'O-
glycosylation sur la thréonine®! (Harris et al. 1991) ainsi que trois sites de N-glycosylations
dont deux sont constitutifs : un sur I'asparagine (Asn)’ et un autre sur I’Asn**®, La troisiéme
N-glycosylation est variable et se situe sur I’Asn*®*, De ces 3 sites résultent I'existence de deux
glycoformes du tPA : le tPA de type | avec les trois N-glycosylations et le tPA de type Il avec
seulement les deux N-glycosylations constitutives (Pohl et al. 1984). La glycosylation sur
I’Asn'® (tPA de type |) diminue la capacité du tPA a cliver le plasminogéne et a se lier a la
fibrine (Berg et al. 1993).

Concernant sa structure, le tPA est constitué de cinq domaines répartis en une chaine
lourde (chaine A) située en amino-terminale et une chaine légere (chaine B).
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Chaine lourde :

¢ Le domaine Finger est appelé ainsi par analogie au premier domaine Finger de la
fibronectine. Il permet la fixation du tPA a la fibrine conduisant a la formation d’'un complexe
ternaire avec le plasminogene (Kagitani et al. 1985). Par ce domaine, le tPA se lie également a
des récepteurs membranaires, notamment avec les récepteurs aux lipoprotéines de faible
densité (Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein, LRP) (Bu et al. 1992) et 'annexine
Il (Hajjar and Reynolds 1994).

+ Le domaine EGF présente une forte homologie avec le facteur de croissance
épidermique (epidermal growth factor, EGF). Il peut par ce domaine activer les récepteurs a
I'EGF (Ortiz-Zapater et al. 2007). Le site d’O-glycosylation, situé sur ce domaine, est associé a
sa recapture et a sa dégradation par les hépatocytes (Hajjar and Reynolds 1994).

¢ Le domaine Kringle 1 se caractérise par la présence d’un site actif ayant une forte
affinité pour la lysine (Lysine Binding Site, LBS) et possede deux sites aminés aromatiques
(Tryptophane?*? et Tryptophane?>3) formant une poche dans la structure tertiaire du tPA. Le
role exact du Kringle 1 est mal connu compte tenu de la non-fonctionnalité du site LBS. Ce
domaine serait impliqué dans la recapture et la clairance du tPA par les cellules endothéliales
hépatiques via le récepteur au mannose grace a la glycosylation de I’Asn!” (Kuiper et al. 1996).
Il aurait également un réle dans I'inhibition de la prolifération des cellules endothéliales (Kim
et al. 2003).

¢ Le domaine Kringle 2 dispose quant a lui un site de liaison a la lysine fonctionnel lui
permettant de se lier et d’activer des protéines telles que le plasminogene, la sous-unité GIuN1
des récepteurs NMDA, le facteur de croissance dérivé des plaquettes (platelet-derived growth
factor-CC, PDGF-CC) (Fredriksson et al. 2004; Lopez-Atalaya et al. 2008). Ce domaine peut
également se fixer a la fibrine mais avec une affinité plus faible que le domaine Finger.

La chaine légere ne possede qu’un seul domaine : le domaine catalytique. Ce dernier
permet de convertir le plasminogéne en plasmine grace a la présence d’une triade catalytique
actif contenant les acides aminés Histidine3%?, Aspartate3’! et Sérine*’® (Figure 5).
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Figure 5 : Structure et fonction du tPA.
Le tPA est synthétisé sous une forme simple chaine (sc-tPA) et peut étre clivé sous une forme double
chaine (tc-tPA). Le tPA est constitué de 5 domaines répartis sur une chaine lourde et une chaine
légeére, 3 sites de glycosylations et 17 ponts disulfures. Adaptée d’aprés Hébert et al., 2016.

Cette sérine protéase existe sous deux formes actives distinctes : une forme native,
simple chaine (single chain tPA ou sc-tPA) et une forme double chaine (two chain tPA ou tc-
tPA) (Rijken and Collen 1981). La conversion du sc-tPA en tc-tPA s’effectue par I’hydrolyse de
la liaison peptidique reliant I'Arginine?’> a I'lsoleucine?’®, les deux parties de la protéine
restant reliées I'une a I'autre par un pont disulfure établi entre les deux cystéines appartenant
a chacune des deux chaines (Lamba et al. 1996). Cette hydrolyse s’effectue par I'action
d’autres protéases comme la plasmine (Wallén et al. 1982) ou les kallikréines (Ichinose et al.
1984).

La majorité des sérines protéases sont synthétisées sous une forme simple chaine
zymogene, c'est-a-dire dépourvue d’activité enzymatique et ce n’est qu’a la suite de leur
clivage en forme double chaine qu’elles deviennent actives. Cependant, le tPA est une sérine
protéase particuliere car elle est active sous ses deux formes (Hoylaerts et al. 1982). En
présence de fibrine, les deux formes ont la méme activité fibrinolytique (Thelwell and
Longstaff 2007). Néanmoins, en absence de fibrine, le tc-tPA posséde une activité cinq fois
supérieure a celle du sc-tPA (Wallén et al. 1982; Petersen et al. 1988). D’autre part, le role
différentiel de ces deux formes de tPA sera évoqué dans une prochaine partie.




Introduction — L’activateur tissulaire du plasminogéne

lll.  Expression du tPA

1. Expression périphérique du tPA

Comme cela a été énoncé dans I'historique, le tPA a été identifié en premier lieu dans
la circulation sanguine (Binder et al. 1979). Depuis, la présence d’une activité de tPA a été
observée dans de nombreux organes tels que les reins, les poumons, le cceur, la prostate ainsi
que l'utérus, organe a partir duquel il a été purifié dans les années 80 (Albrechtsen 1957; Rouf
et al. 1996). Son expression est souvent associée a un remodelage tissulaire et vasculaire,
comme lors de la mise en place de 'endomeétre (Lockwood and Schatz 1996).

2. Expression du tPA dans la circulation

Dans le compartiment plasmatique, il est principalement synthétisé et libéré par les
cellules endothéliales sous sa forme simple chaine et circule a une concentration d’environ
70pM (Levin and Loskutoff 1982; Angles-Cano et al. 1985). Le tPA est retrouvé en grande
partie dans les micro-vaisseaux (<100um de diametre) (Levin and del Zoppo 1994; Levin et al.
1997). Sa localisation précise au sein des cellules endothéliales n’est pas encore bien définie,
mais des études ont montré que le tPA semble étre stocké au sein des corps Weibel-Palade,
siege connu pour contenir le facteur de von Willebrand (von Willebrand Factor, VWF) (Huber
et al. 2002).

La libération du tPA par les cellules endothéliales peut se faire de deux fagons : de
maniere constitutive ou en réponse a un stimulus spécifique. Cette sécrétion de tPA peut étre
stimulée par des facteurs de la cascade de la coagulation ou par I’hypoxie (Diamond et al.
1989; Emeis et al. 1997). Ce mécanisme physiologique est important notamment pour
empécher la formation d’un thrombus occlusif (Osterlund et al. 2002).

3. Expression régionale du tPA dans le systéme nerveux central

L’expression du tPA au sein du SNC est mise en évidence pour la premiere fois en 1981.
Soreq et Miskin détectent du tPA chez les rongeurs, au niveau de I'’endothélium vasculaire
tapissant les vaisseaux cérébraux mais aussi dans des neurones (Soreq and Miskin 1983). Puis,
en 1993, Sappino et collaborateurs caractérisent I’expression du tPA chez le rongeur et chez
I'Homme, au cours du développement et a I'age I'adulte.

Chez la souris adulte, ils rapportent que le tPA est présent au sein du cervelet, de
I’'hippocampe, du cortex et du striatum (Figure 6, Sappino et al., 1993). De facon intéressante,
le niveau de synthese des ARNm ne corréle pas toujours avec son activité enzymatique. Par
exemple, bien que I'on retrouve des ARNm dans la totalité de I'hippocampe, aucune activité
enzymatique n’est détectée dans la région CA1 (Come d’Ammon 1). Les auteurs suggérent
alors la présence d’inhibiteurs de I'activité protéolytique du tPA dans ces structures
cérébrales.
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Figure 6 : Localisation du tPA dans le SNC.

(A) Localisation des ARNm du tPA par northern blot dans différentes régions cérébrales chez la souris.
(B) Activité protéolytique du tPA, détectée par zymographie in situ. (C) Coupe coronale d’un cerveau
de souris coloré au crésyl violet. (D) Coupe coronale représentant 'ARNm du tPA détecté par
hybridation in situ. (E) Activité protéolytique du tPA détectée par zymographie in situ, apparait dans
les zones noircies par la lyse du substrat dans I’hippocampe, I’hypothalamus, I'amygdale et les tissus
méningés. (A : amygdale, H : hypothalamus ; DG : gyrus denté ; CA (1-2-3) : Come d’Ammon). Adaptée
de Sappino et al., 1993.

Chez I’embryon de souris, les quantités d’ARNm codant le tPA dans différentes régions
(prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale) varient au cours du développement. Par
exemple, dans le cervelet I'expression des ARNm du tPA est faible pendant les 17 premiers
jours de gestation (E17), puis un pic est observé durant la premiére semaine aprés la naissance
(P1aP7), pourrevenir a des niveaux d’expression normale a I’age I'adulte (Figure 7; Friedman
& Seeds, 1995)

Chez 'Homme, Teesalu et collaborateurs ont détecté par une technique d’hybridation
in situ, des ARNm du tPA dans les régions cérébrales citées précédemment mais également
dans de nombreuses autres régions telles que les plexus choroides, le tronc cérébral,
I’hypophyse, la moelle épiniere et les différents noyaux thalamiques (Teesalu et al. 2004).

De récents travaux réalisés au sein du laboratoire ont permis d’identifier les
différentes régions corticales murines capables d’exprimer le tPA. Parmi celles-ci, on retrouve
le cortex rétrosplénial, somatosensoriel primaire, périrhinal et piriforme, avec environ 10 a
15% de neurones exprimant du tPA dans ces régions (Louessard et al. 2016).
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Figure 7 : Expression spatio-temporelle du tPA chez des embryons de souris.

Cette étude a été réalisée en utilisant des embryons de souris transgéniques sur lesquels le promoteur
du tPA a été fusionné a la séquence bactérienne du géne de la B-galactosidase. L’expression de la -
galactosidase (en bleu) devient le rapporteur de I'expression du tPA. (A) Vue latérale, (B) vue dorsale
d’embryons a 8,75 jours de vie embryonnaire (E8,75). A ce stade, la seule région exprimant du tPA est
le mésencéphale, au niveau des neuromeéres (ms2). (C) Vue latérale a E9 avec une zone marquée au
niveau du mésencéphale, du rhombencéphale (h) et des nerfs craniens. (D) vue latérale, (E) section
sagittale a E10,5 montrant I'expression des ARNm du tPA et aussi a (F) E11,5, (G) E12,5, (H) vue dorsale
a E12,5, (1) vue latérale a E13,5, (J) vue frontale d’'un embryon a E15,5. A ces différents stades, le tPA
est exprimé au niveau du prosencéphale, du mésencéphale, du rhombencéphale, de la moelle épiniére
et des nerfs craniens. h : rhombencéphale ; ms2 : neuroméres du mésencéphale; sc : moelle épiniéere;
s: prosencéphale; V, VII, IX, X: crétes neurales des nerfs trijumeaux (V), faciaux (Vii),
glossopharyngiens (IX) et vagues (X). D’aprés Carroll et al., 1994.

4. Expression cellulaire du tPA dans le systéme nerveux central

Al’échelle cellulaire, le tPA est exprimé par la majorité des types cellulaire du SNC. En effet,
la présence du tPA est observée au sein des neurones (Salles and Strickland 2002), des
astrocytes (Toshniwal et al. 1987), des oligodendrocytes (Correa et al. 2011), et de la microglie
(Siao et al. 2003). A ces différents types cellulaires s’ajoutent les mastocytes (Sillaber et al.
1999), les péricytes (Yamamoto et al. 2005), et les épendymocytes (Figure 8; Ware et al.,
1995).
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Figure 8 : Expression du tPA par les différents types cellulaires du SNC chez la souris adulte.

Immunohistochimie sur coupe de cerveau de souris aprés injection de colchicine (inhibiteur du
transport neuronal). En rouge, il s’agit de 'immunomarquage positif du tPA présent au sein des fibres
moussues de I'hippocampe chez des souris tPA Wt (a) et absent chez des souris déficientes en tPA
(b). Le double marquage montre une expression du tPA au niveau des mastocytes, des
épendymocytes, des péricytes, de la microglie, des cellules endothéliales, des oligodendrocytes, des
astrocytes et des neurones. Adaptée de Louessard et al., 2016.

R/

* Les neurones : le tPA est synthétisé et localisé dans les dendrites et les synapses (Shin
et al. 2004). Le tPA n’est pas sécrété de maniéere constitutive mais continu dans des vésicules
a coeurs denses au niveau des épines dendritiques (Parmer et al. 1997). Une dépolarisation
neuronale conduit a sa libération par un mécanisme d’exocytose dépendant du Ca%* (Pittman
1985). Par ailleurs, il semble que le tPA ne soit pas exprimé dans tous les neurones. Une
caractérisation neurochimique, par une technique d’électrophysiologie et de single cell PCR, a
permis d’établir que 10% des neurones enregistrés sont caractérisés par la présence d’ARNm
du tPA et a la fois des ARNm spécifiques aux neurones glutamatergiques. Plus précisément, la
localisation de ces neurones « tPA-ergiques » sont au niveau des couches corticales IV et V/VI
du cortex somatosensoriel (Louessard et al. 2016).

¢ Les astrocytes : une fois libéré dans la fente synaptique par les neurones, le tPA peut
étre recapturé par les astrocytes via les récepteurs LRP (Cassé et al. 2012). Les astrocytes
synthétisent et libérent du tPA précédemment capturé afin de réguler la quantité de glutamate
présent a la synapse. Ce mécanisme est dépendant de la voie de signalisation de la PKC a la
suite de I'activation des récepteurs kainates membranaires (Cassé et al. 2012). La clairance du
tPA au sein du SNC pourrait étre expliquée par ce mécanisme astrocytaire. Enfin, Hultman et
collaborateurs ont montré que la libération du tPA a lieu lorsque les astrocytes sont activés,
suggérant leur potentielle implication dans des processus pathologiques (Hultman et al. 2008).

¢ Les oligodendrocytes : I'expression du tPA dans les oligodendrocytes de corps calleux
de souris jeunes (1-2 mois) a été mise en évidence par Correa et collaborateurs en 2011 (Correa
et al. 2011), cependant il est principalement retrouvé dans les oligodendrocytes matures et
son expression diminue au cours du vieillissement (Correa et al., 2011).
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* La microglie : elle est également capable de synthétiser du tPA (Tsirka et al. 19953;
Rogove et al. 1999). La libération de ce dernier est impliquée dans I'activation microgliale
engendrant alors des processus inflammatoires et des processus de neurodégénération (Siao
et al. 2003).

IV. Régulation de I'expression du tPA

1. Dans le compartiment vasculaire

Chez 'Homme, la demi-vie du tPA dans la circulation sanguine est de 3 a 6 minutes
(Verstraete et al. 1985). Cette courte demi-vie s’explique par plusieurs mécanismes dont
I'absorption rapide du tPA par le foie. Cette clairance s’effectue par endocytose, grace a des
récepteurs membranaires situés sur les hépatocytes et sur les cellules endothéliales
hépatiques. Plusieurs récepteurs sont impliqués dans cette recapture : les récepteurs au
mannose (Kuiper et al. 1996), les récepteurs LRP (Yepes et al. 2003), ainsi qu’une voie
dépendante des galectines (Nagaoka et al. 2002).

Le second mécanisme est I'inhibition rapide du tPA par I'inhibiteur de I'activateur du
plasminogene de type | (PAI-1, plasminogen activator inhibitor 1). PAI-1 est considéré comme
I'inhibiteur physiologique principal des deux activateurs tissulaires du plasminogéne, le tPA et
I"'uPA (urokinase plasminogen activator). PAI-1 est exprimé dans les cellules endothéliales et
peut aussi bien inhiber les formes simples chaines que les formes doubles chaines du tPA
(Ki=108-107 M. S1; (Thelwell and Longstaff 2007). Cette inhibition se décompose en deux
étapes; une étape de fixation stable au site catalytique et une étape de fixation aux domaines
Kringle 2 et Finger bloquant alors I'interaction entre le tPA et la fibrine (Kaneko et al. 1992).
De plus, au niveau hépatique les récepteurs au mannose interviennent dans I’élimination du
tPA via une fixation sur son domaine Kringle 1 (Asn''’) (Lucore et al. 1988; Noorman et al.
1998). Les récepteurs LRP ou les récepteurs de la macroglobuline-a2 se lient aussi au tPA via
le domaine Finger et/ou EGF-like. Ces récepteurs reconnaissent le tPA libre mais aussi les
complexes tPA-PAI-1 (Orth et al. 1992). Enfin, I'étude de Chandler montre que les complexes
tPA-PAI-1 sont éliminés plus lentement de la circulation que le tPA libre (Chandler et al. 1997).

2. Dans le systeme nerveux central

a. Larecapture astrocytaire

Parmi les mécanismes d’élimination du tPA cérébral, il a été suggéré que les astrocytes
étaient responsables de la clairance du tPA extracellulaire dans le SNC par un processus de
recapture (Fernandez-Monreal et al. 2004). Les astrocytes internalisent le tPA extracellulaire
de facon constitutive par un processus d’endocytose dépendant de la dynamine et de la
clathrine. Cette endocytose implique l'interaction entre le domaine Finger du tPA et le
récepteur d’endocytose LRP1. Ce tPA internalisé va étre soit dégradé en transitant via les
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lysosomes ou soit subir un processus de recyclage. En effet, les astrocytes peuvent libérer le
tPA internalisé aux dépends du glutamate. Sur les astrocytes, la présence des récepteurs
kainates agissent comme des senseurs de la régulation extracellulaire du glutamate et
inhibent alors le recyclage du tPA en activant la PKC (Cassé et al. 2012).

b. Les inhibiteurs du tPA

Déja mentionné précédemment, Sappino et collaborateurs en 1993 avaient détecté
des ARNm du tPA dans I"hippocampe mais aucune activité protéolytique n’avait été retrouvé
dans la région CA1, suggérant fortement la présence d’inhibiteurs de I'activité protéolytique
dans cette région (Sappino et al. 1993). Plus tardivement, ces inhibiteurs ont été identifiés
comme des molécules appartenant a la famille des serpines.

Les serpines sont des inhibiteurs dits « suicides » ou a usage unique et sont caractérisés
par une boucle, appelée boucle du centre réactif (reactive center loop, RCL) qui permet la
fixation sur les protéases. Elles peuvent étre présentes sous une forme dite stable, inhibant
I'activité de la protéase ou sous une forme latente, empéchant alors I'interaction (Huntington
et al. 2000; Silverman et al. 2001).

Actuellement, les seules serpines capables d’inhiber le tPA au niveau du SNC sont : PAI-
I, la neuroserpine (NS), et la protéase nexine-1 (Sprengers and Kluft 1987).

Tout comme pour le compartiment vasculaire, la serpine PAI-1 est majoritairement
responsable de la régulation du tPA dans le SNC. Les astrocytes sont la source majeure de PAI-
1 et son expression astrocytaire a été mise en évidence aussi bien in vitro qu’in vivo (Presta et
al. 1990; Buisson et al. 1998; Hino et al. 2001). Bien que débattu, PAI-1 est aussi exprimé au
niveau neuronal (Hino et al. 2001). En conditions physiologiques, PAI-1 est exprimé a de tres
faibles concentrations dans les neurones et les astrocytes mais est surexprimé dans les
astrocytes en conditions pathologiques. En effet, dans le cadre de modéles murins d’AVC, la
production/libération accrue de PAI-1 tendrait a réduire la mort neuronale de type
excitotoxique (Docagne et al. 1999).

Le second inhibiteur majeur du tPA dans le cerveau est la neuroserpine (NS).
Contrairement a PAI-1, en conditions physiologiques celle-ci est présente en grande quantité,
et est exprimée majoritairement par les neurones, bien que les astrocytes puissent aussi
I'exprimer (Osterwalder et al. 1996; Docagne et al. 1999). Dans le SNC, le tPA et la
neuroserpine sont trés souvent co-exprimés, renforcant l'idée que le tPA soit la cible
physiologique de cette serpine (Teesalu et al. 2004). Le mécanisme d’inhibition de la NS n’est
pas conventionnel puisque contrairement a PAI-1 qui forme des complexes trés stables avec
leur cible (demi-vie de plusieurs semaines), la demi-vie des complexes impliquant la NS est
d’une dizaine de minutes (Ricagno et al. 2009). Apres la formation du complexe NS/tPA, le tPA
peut hydrolyser la boucle réactive (RCL) de la NS empéchant le complexe de se stabiliser et
libérant alors le tPA qui retrouve son activité (Carlson et al. 2016).
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La NS inhibe préférentiellement le tc-tPA contrairement a PAI-1 qui inhibe
indifféremment les deux formes de tPA (Barker-Carlson et al. 2002). Ces études menées in
vitro, montrent que la cinétique de formation des complexes tc-tPA/NS est plus rapide que
celle des complexes sc-tPA-NS. Cependant, ces complexes sc-tPA/NS sont plus stables dans le
temps (Hastings et al. 1997). A noter que la NS est trés peu présente dans le compartiment
sanguin, rendant son implication sur le tPA vasculaire négligeable. Ainsi, la NS peut étre défini
comme un inhibiteur transitoire de I’activité enzymatique de cette protéase.

La nexine-1 aussi nommée SERPINE2, est capable d’inhiber a la fois les activateurs du
plasminogéne (uPA et tPA) et la plasmine (Scott et al. 1985). Dans le parenchyme cérébral,
cette serpine est exprimée par les cellules gliales et les neurones (Gloor et al. 1986) et jouerait
un role dans la LTP au sein de I’hippocampe. Une surexpression ou une absence de nexine-1
est a I'origine de phénomene épileptique in vitro et in vivo (Luthi et al. 1997; Meins et al.
2001). La nexine-1 est aussi retrouvée en abondance autour des vaisseaux cérébraux et plus
particulierement au niveau des cellules musculaires lisses et des pieds astrocytaires (Junge et
al. 2004).

V. Les fonctions du tPA

1. Les fonctions du tPA vasculaire

a. Lafibrinolyse

Un mécanisme physiologique de I’"hémostase, présent dans la circulation sanguine,
permet d’empécher l'installation mais surtout I'extension du caillot en détruisant les
polyméres de fibrine, il s’agit de la fibrinolyse. Ce processus cloture la coagulation sanguine
afin de reperméabiliser les vaisseaux sanguins réparés et d’éviter la formation de thromboses
(Gebbink 2011).

L'enzyme clef de ce processus est la plasmine, qui est directement capable
d’hydrolyser les chaines de fibrine en fragments. La plasmine est une sérine protéase sécrétée
par le foie sous la forme d’une pro-enzyme inactive : le plasminogéne (Collen and Lijnen 1991).
Une fois générée par le clivage protéolytique du plasminogene, la plasmine est rapidement
inhibée par des serpines présentes en quantités importantes dans le plasma: l'a2-
antiplasmine, I'a2-macroglobuline et nexine-1.
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Ceci expligue que l'injection intraveineuse de plasmine qui avait été initialement envisagée
pour induire la thrombolyse n’est pas fonctionnée, car la plasmine injectée est directement
neutralisée par ses inhibiteurs. De ce fait, les fibrinolytiques qui sont ou ont été utilisés
reposent sur le méme principe : activer le plasminogene en plasmine (Zorio et al. 2008).

Cellules endothéliales

Plasminogéne Plasmine Fibrine a g@@

ay-antiplasmine

Figure 9 : Mécanisme de la fibrinolyse endogéne.

Le tPA est sécrété par les cellules endothéliales, et est ensuite libéré dans la circulation sanguine. Le
tPA clive le plasminogéene circulant en plasmine a proximité du caillot de fibrine. La plasmine peut alors
dégrader la fibrine et ainsi lyser les caillots. La régulation de la fibrinolyse se fait grace a I'inhibiteur de
la plasmine (a2-antiplasmine) et PAI-1 (inhibiteur du tPA).

Physiologiquement chez I’'Homme, il existe deux activateurs du plasminogéne : le tPA
(synthétisé principalement par les cellules endothéliales) et I'urokinase (uPA, initialement
identifié dans I'urine ou il est sécrété). In fine, leur action est identique mais chacune présente
des caractéristiques différentes. En I'absence de cofacteurs, le tPA est un mauvais activateur
du plasminogéne mais en présence de fibrine, son activité est multipliée par 100 (Hoylaerts et
al. 1982). En effet, la fibrine contient deux sites proches : I'un permettant la liaison avec le tPA
via son domaine Finger et Kringle 2, I'autre site pouvant fixer un ou plusieurs domaines Kringle
du plasminogéne. Ces trois partenaires forment ainsi un complexe ternaire au sein duquel la
capacité du tPA a cliver son ligand est nettement augmentée. Ce complexe permet d’activer
le plasminogene spécifiquement au niveau du thrombus, en épargnant celui circulant. Par ce
mécanisme, la plasmine est partiellement protégée de ses inhibiteurs et peut induire la
fibrinolyse efficacement (Figure 9; Zorio et al., 2008). De plus, la plasmine peut a son tour
activer la forme simple chaine du tPA en une forme double chaine et comme décrit
précédemment les deux formes ont une activité comparable en présence de fibrine (Rijken et
al. 1982).

Par ailleurs, I'autre activateur du plasminogéne, 'uPA posséde une affinité moindre
pour la fibrine par rapport au tPA. Des formes recombinantes d’activateurs du plasminogene
(natives ou modifiées) ont été développées pour dissoudre les caillots et avoir une spécificité
plus importante avec la fibrine que celle que posséde le tPA.
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Il s’agit notamment de la ténectéplase et de la rétéplase, qui ont été utilisées chez des patients
atteints de maladies thromboemboliques telles que les infarctus du myocarde ou les AVC
ischémiques (Thiebaut et al. 2018). Toutefois, a I'heure actuelle seule 'utilisation du tPA est
approuvée pour le traitement des AVC ischémiques en phase aigiie (NINDS, 1995).

b. Le tPA et la barriere hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est une barriére physiologique sélective qui
sert de filtre entre le compartiment sanguin et le parenchyme cérébral. La BHE se compose
des cellules endothéliales cérébrales, des péricytes, de la glie et des neurones, participe au
maintien de I’homéostasie cérébrale. Dans un contexte pathologique comme I'AVC
ischémique, l'intégrité de la BHE est altérée, pouvant conduire a sa rupture de la BHE. La
perméabilité de la BHE est en partie attribuée aux métalloprotéinases matricielles (MMPs),
responsables de la dégradation des jonctions serrées et de la lame basale (Yang et al. 2007).

En conditions pathologiques, le tPA est un acteur qui modifie I'intégrité de la BHE. Le
tPA en s’associant avec les récepteurs LRP situés sur les astrocytes périvasculaires induit une
augmentation de la perméabilité de la BHE. Cette interaction provoque une rétraction des
pieds astrocytaires de la lame basale et s’ensuit une ouverture de la BHE (Yepes et al. 2003;
Polavarapu et al. 2007). Plus précisément, I'utilisation d’un antagoniste bloquant le récepteur
LRP1 empéche I'extravasation du Bleu Evans dans le parenchyme cérébral, traduisant une BHE
intacte et montrant que ce mécanisme est dépendant des récepteurs LRP1 (Yepes et al. 2003).

Les MMPs contribuent au remodelage tissulaire par la dégradation des protéines de la
matrice extracellulaire et participent a I'ouverture de la BHE. Le tPA est capable d’activer les
MMP-2,3 et 9, qui fragilisent les jonctions serrées, altérent la lame basale et favorisent alors
I’ouverture de la BHE (Lijnen 2001; Suzuki et al. 2009). De plus, sur des modeles d’ischémies
cérébrales chez le rat, I'injection intraveineuse de tPA associée a un inhibiteur a large spectre
des MMPs (le BB-94) réduit significativement I'incidence de transformation hémorragique
(Sumii and Lo 2002). D’ailleurs, des études cliniques ont montré que chez I’'Homme le taux de
MMP-9 sanguin est corrélé au risque de transformation hémorragique apres thrombolyse
(Montaner et al. 2001).

Un second mécanisme d’ouverture de BHE implique l'interaction du tPA via son
domaine Kringle 2 et son domaine catalytique avec le facteur de croissance PDGF-CC (platelet
derived growth factor). Le tPA est capable de cliver le PDGF-CC qui devient actif et se fixe sur
le récepteur PDGFR-a situé sur les péricytes et les astrocytes, conduisant a une ouverture de
la BHE (Fredriksson et al. 2004; Su et al. 2008). Pour compléter, la co-injection de Gleevec®
(Imatinib, un inhibiteur du récepteur PDGF) et de tPA réduit les risques de transformation
hémorragique du tPA (Wahlgren et al. 2017).
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2. Lathrombolyse pharmacologique du tPA dans I'infarctus cérébral

a. Son principe

Le déficit neurologique a la suite d’'un AVC survient bien souvent sans symptomes
avant-coureur (mais peut étre précédé d’accidents vasculaires transitoires (AlT)), et ce déficit
peut étre directement maximal ou connaitre une aggravation rapide (défaillance des
collatérales artérielles, sténose artérielle pré-occlusive). Le patient va alors connaitre une
amélioration avec régression progressive de ses déficits ou une aggravation directe des
déficits du tableau neurologique (accompagnée parfois de défaillance extra-neurologiques). Il
existe un lien entre le déficit neurologique objectivé lors de I'examen clinique et le territoire
cérébral en cause (corrélation anatomo-clinique). Les symptomes d’un AVC sont nombreux :
perte de conscience, perte d’équilibre, engourdissement et affaiblissement d’une partie du
visage, d’un bras, d’une jambe ou d’une partie du corps, difficulté a s’exprimer ou a
comprendre...

Apres les premiers symptdmes d’'un AVC, le patient est pris en charge aux urgences ou
la suspicion d’AVC va étre confirmée ou non. Pour cela, I'imagerie par résonnance magnétique
(IRM) et la tomodensitométrie sont des outils de diagnostics, considérés comme les méthodes
de référence en neuro-imagerie multimodale d’urgence (Smith and Rowland Hill 2018). L'IRM
est I'examen le plus performant pour montrer précocement les signes d’ischémie récente et
le protocole d’urgence convient d’utiliser des séquences courtes comme la diffusion, le FLAIR
ou I’écho de gradient. L'imagerie permet d’identifier les patients susceptibles de bénéficier de
la thrombolyse intraveineuse et/ou d’une seconde technique, la thrombectomie mécanique,
tout en excluant les patients dont la forme d’atteinte n’est pas ischémique.

La thrombolyse pharmacologique consiste a lyser (désagréger) le thrombus/embole
qui obstrue les vaisseaux sanguins pour permettre une reperfusion. Ce traitement permet de
reproduire artificiellement le phénoméne physiologique de la fibrinolyse. Il s’agit d’injecter
par voie intraveineuse du tPA sous forme recombinante (Actilyse®), pouvant étre accompagné
d’un traitement anticoagulant ou antiagrégant plaquettaire.

L‘injection de tPA induit le clivage du plasminogéne en plasmine, une enzyme
endogene capable de dégrader la fibrine qui est le constituant majeur du caillot. Le
plasminogene produit par le foie (principalement), une fois activé en plasmine est rapidement
inhibée par des serpines présentes en grandes quantités dans le plasma : I'a2-antiplasmine,
I'a2-macroglobuline et la nexin-1. Ainsi, les stratégies fibrinolytiques se sont basées sur
I'activation du plasminogéne en plasmine au contact du thrombus.
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b. Les essais cliniques

Les tout premiers essais cliniques se sont focalisés a utiliser le tPA comme traitement
lors d’infarctus du myocarde (Wilcox et al. 1988). En 1958, Sussman et Fitch ont montré
I'efficacité de la plasmine pour désobstruer une artére carotide interne (Sussman and Fitch
1959). De nombreux agents thrombolytiques ont été testés parmi lesquels on peut citer : la
streptokinase (protéine synthétisée par plusieurs espéeces de streptocoques ayant la propriété
de se lier au plasminogéne humain), le tPA recombinant, la pro-urokinase, I'urokinase et le
desmotéplase (protéine issue de la salive de chauves-souris vampires capable d’activer le
plasminogéne) (Figure 10).

En 1995, I'étude de la National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS
1995) a permis de montrer I'effet bénéfique de la thrombolyse par l'injection intraveineuse
de tPA recombinant. L'étude comptait 333 patients qui recurent soit un placebo soit le tPA
recombinant a la dose encore utilisée actuellement de 0,9 mg/kg (ajustée au poids, 10% en
bolus et 90% en infusion pendant 1 heure). Le traitement pouvait étre administré dans les 3
heures apres le début des symptomes, et le déficit des patients étaient réduit d’environ 11 a
13%. Toutefois, le tPA augmentait significativement le risque hémorragique cérébrale
symptomatique de 6,4% chez les patients traités versus 0,6% chez les patients ayant recu le
placebo, sans pour autant modifier la mortalité a 3 mois (NINDS 1995). C’'est a la suite de cet
essai clinique que le tPA a été autorisé comme traitement de la phase aigué lors d’AVC
ischémiques dans la plupart des pays et dans les 3 heures aprés le début des symptémes.
Cependant, son utilisation était limitée a certains critéres dépendant de la sévérité de I'AVC,
de parametres biologiques (glycémie, pression artérielle) et de I’dge du patient (inférieur 80
ans).

En 2008, I'étude European Cooperative Acute Stroke Study (ECASS) Ill a permis
d’étendre la fenétre thérapeutique a 4h30 au lieu des 3 heures apres le début des symptomes
(Hacke et al. 2004). L'étude IST-3 démontre que les patients traités jusqu’a 6 heures apres
I’apparition des symptomes ont un effet bénéfique a 6 mois mais au prix d’'une augmentation
de la mortalité au 7™ jour aprés le traitement (IST-3 2012). Enfin, en 2019, I'essai clinique
EXTEND a suggéré que l'utilisation du tPA seul pouvait étre étendue jusqu’a 9 heures apres le
début de I'AVC ischémique (Campbell et al. 2019). Cependant, cette fenétre thérapeutique
reste a I’heure actuelle de 4h30.
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Figure 10 : Les différents activateurs du plasminogéne.
Les activateurs du plasminogéne sont classés selon leur forme eucaryote ou recombinante. lIls
possedent divers domaines de structures, d’inhibiteurs, de voies d’administrations et de temps de
demi-vie. Ces activateurs peuvent étre présents sous forme simple chaine (SC), double chaine (TC),
avec une affinité plus ou moins importante avec la fibrine (FS).
K : domaine Kringle. TXA : acide tranexamique. EACA : acide e-aminocaproique. (-) : pas d’affinité pour
la fibrine. (+) affinité faible. (++) affinité modérée. (+++) affinité forte. D’apres Thiebaut et al., 2018.

c. Les limites de la thrombolyse pharmacologique

Le traitement des AVC ischémiques par le tPA présente néanmoins certaines limites.
En effet, le taux de recanalisation apres traitement est globalement assez faible. Selon une
revue du Calgary Stroke Program, incluant 1341 patients, le taux de recanalisation aiglie dans
les 2 heures suivant I'administration du tPA est de moins de 35% (Bhatia et al. 2010). Ce faible
taux dépend du délai d’administration, de la circulation des collatérales, de la localisation
(distale ou proximale) du thrombus, de sa nature et de sa taille (sil est supérieur a 8mm alors
il a 3% de chance d’étre lysé) (Riedel et al. 2011). Une des stratégies consiste a améliorer
I'efficacité du tPA en réduisant I'action de ces inhibiteurs. Cela a conduit au développement
du ténectéplase, un tPA recombinant muté qui a une demi-vie plus élevée et une meilleure
résistance pour son inhibiteur PAI-I (Figure 10). L'étude de Campbell montre un meilleur taux
de reperfusion chez les patients traités avec du ténectéplase comparé au tPA (22% versus
10%) alors que dans une autre étude, il n'y a pas de différence en terme d’efficacité, de
mortalité et de récupération fonctionnelle entre les deux groupes traités (Logallo et al. 2017;
Campbell et al. 2018).

L'utilisation du tPA augmente le risque d’hémorragie parenchymateux symptomatique
(NINDS 1995). L’étude Wardlaw en 2001 a révélé que le risque d’hémorragies cérébrales était
4 fois plus élevé chez des patients traités avec du tPA, urokinase, streptokinase ou
desmotéplase par rapport aux patients n’ayant recu aucun traitement (Wardlaw 2001).
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Certaines études ont cherché a diminuer le risque d’hémorragie induit par le tPA. Comme il a
été décrit précédemment, le tPA peut déstabiliser et augmenter la perméabilité de la BHE et
le risque d’hémorragie (Su et al., 2008). Il a été montré que la prévalence de la transformation
hémorragique dépend de la dose de tPA administrée. Une dose faible (0.6mg/kg) induit 1% de
transformation hémorragique alors qu’une dose standard (0.9mg/kg) en entraine 2,1%
(Anderson et al. 2016). L'étude TARGET-STROKE montre qu’une réduction du délai
d’administration du tPA réduit la prévalence de transformation hémorragique (Fonarow et al.
2014).

De plus, la composition des thrombi varie et contient pas seulement de la fibrine, ce
qui peut expliquer l'inefficacité de la thrombolyse dans certains cas. En effet, les thombi
peuvent aussi étre riches en plaquettes, ce qui a permis le développement de stratégies
ciblant spécifiguement les protéines des agrégats plaquettaires (Le Behot et al. 2014). Parmi
ces protéines, des stratégies thérapeutiques se sont focalisées sur ADAMTS-13 (a desintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin motifs) (Denorme et al. 2016) et le facteur de
VWEF en utilisant notamment la N-acétylcystéine pour cliver le VWF (Martinez de Lizarrondo
etal 2017).

Enfin, une stratégie couplant la thrombolyse intraveineuse et la thrombectomie est
utilisée a ce jour.

d. La thrombectomie

La thrombectomie est une technique endovasculaire qui consiste a retirer
mécaniquement le thrombus. Sous contréle radiologique, il est introduit un filament au bout
duquel est fixé un stent (ressort métallique) qui remonte de |'artére fémorale jusqu’au
vaisseau cérébral obstrué. Au moment du retrait, le stent s'ouvre et permet la capture du
caillot pour qu’il soit ensuite retiré afin de permettre la recanalisation.

L’essai clinique de MR CLEAN en 2015 a montré un effet bénéfique de la
thrombectomie seule ou précédée d’un traitement au tPA, modifiant alors la prise en charge
des AVCischémiques. Elle améliore I'efficacité du traitement au tPA qui peut alors étre injecté
jusqu’a 6 heures aprés le début des symptomes, avec une meilleure évolution neurologique
gue le traitement pharmacologique seul (Berkhemer et al. 2015). Une récente méta-analyse
a confirmé que le double traitement réduisait la mortalité, permettait une meilleure
recanalisation et récupération fonctionnelle en comparant au traitement tPA seul (Mistry et
al. 2017). La thrombectomie est réalisée chez des patients dont I'occlusion est localisée dans
une grosse artére de la circulation antérieure et selon les critéres d’éligibilité utilisés, entre 3
et 22% des patients sont admissibles pour ce traitement endovasculaire (Figure 11; Rai et al.,
2017; Mokin et al., 2019).



Introduction — L’activateur tissulaire du plasminogéne

Pour conclure, la stratégie endovasculaire est devenu le traitement de référence
depuis 2016 et le nombre de patients en bénéficiant a été multiplié par presque 4 entre 2011
et 2016 en France (1222 a 4589)(Bracard et al. 2016). Cependant, son utilisation est limitée a

la taille des vaisseaux.

A B
Thrombolyse Thrombectomie

Modified Rankin Scale Score

mo ml H2 m3 4 5 6
No symptoms Death

Oegradaton
products

Intervention 6 2

Modified Rankin Scale (N=233)
0-1 2-3 4-5 Death il i
Placebo | 26 | 25 [ 27 [ 21 ] . 1
Control 12 2
(N=267)
t-PA | 39 21 [ 23 | 17

Percentage of Patients
Patients (%)

Figure 11 : Evaluation fonctionnelle par I’échelle de Rankin chez des patients victimes d’AVC
ischémique.

L’échelle de Rankin est une échelle d’évaluation globale du handicap a 6 niveaux avec le 1° niveau
correspondant a pas de handicap significatif en dehors de symptémes éventuels et le 6™ niveau au
déces.

(A) La thrombolyse est induite par injection de tPA recombinant (Actilyse®) qui permet de dégrader le
caillot sanguin. L'échelle compare I'effet de la thrombolyse induite par le tPA versus le placebo issu de
I’étude NINDS. (B) L'échelle compare les patients ayant eu une thrombectomie versus le groupe
témoin, issu de I'essai MR CLEAN. Adaptée de NINDS, 1995; Berkhemer et al., 2015.

3. Les fonctions physiologiques du tPA dans le systéme nerveux central

a. tPA et développement cérébral

i.  tPA et migration cellulaire
Au cours du développement cérébral, la migration des neurones immatures jusqu’a
leur destination finale est un processus complexe et une étape critique pour la mise en place
des circuits neuronaux (Hatten 1999). Ce processus finement régulé s’articule autour d’une
étape de prolifération cellulaire, de différenciation et de migration. Si une de ces étapes est
dérégulée, cela pourra induire des dysfonctionnements cérébraux (Rakic 1988).
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Au niveau du cervelet, la mise en place des cellules granulaires immatures se fait
durant les trois premiéres semaines apres la naissance (Komuro and Yacubova 2003; Consalez
and Hawkes 2013). Les neurones granulaires vont migrer de la couche granulaire externe vers
la couche moléculaire en terminant par la couche granulaire interne.

Les travaux de Krytosek et Seeds ont montré que le tPA peut étre sécrété au niveau
des prolongements des cellules granulaires du cervelet au cours du développement (Krystosek
and Seeds 1981). Dans cette méme structure, les niveaux d’ARNm du tPA suivent une
évolution paralléle a la migration neuronale avec une valeur élevée a sept jours postnataux et
qui redescend lorsque les neurones ont atteint leur emplacement définitif (Friedman and
Seeds 1995). L'effet du tPA sur la migration neuronale est mis en lumiére par les travaux de
Seeds et collaborateurs en 1999. Les souris déficientes en tPA présentent une accumulation
de cellules granulaires dans la couche moléculaire du cervelet qui est la conséquence d’une
migration neuronale retardée en comparaison a leurs homologues sauvages (Seeds et al.
1999). Les auteurs montrent également que ’ARNm du plasminogéne est trés exprimé dans
les différentes couches composant le cervelet au cours du développement. Ils postulent alors
qgue l'effet du tPA sur la migration neuronale cérébelleuse serait dépendante de I'activation
de la plasmine et de sa capacité a dégrader la matrice extracellulaire (Seeds et al. 1999;
Basham and Seeds 2001).

De plus, deux études menées au sein du laboratoire montrent également que le tPA
influence la migration cellulaire (Leonetti et al. 2017; Pasquet et al. 2019). La premiere étude
de Leonneti et collaborateurs montre que le tPA intervient dans la migration des progéniteurs
d’oligodendrocytes au cours du développement, via un mécanisme dépendant de I’activation
des récepteurs a I'EGF (Leonetti et al. 2017; Pasquet et al. 2019). La seconde étude montre
qgue lors de la corticogenése, chez des souris déficientes en tPA, il y a un retard de migration
des progéniteurs de neurones a E16 qui s’accumulent alors dans la zone intermédiaire. Cet
effet dépend de I'activation des récepteurs NMDA présents a la surface des cellules de la glie
radiaire (Figure 12 ; Leonetti et al., 2017; Pasquet et al., 2019).
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Figure 12 : Le tPA est un acteur de la corticogenése.

A gauche, il s’agit d’'images représentatives obtenues par microscopie confocale qui montrent la
distribution des cellules neuronales électroporées (marquage RFP en rouge) avec un
immunomarquage au DAPI (bleu) sur du cortex de souris tPA WT et tPA KO a E16. Le tPA produit est
relaché par des progéniteurs de neurones, promeut la maturation des cellules de la glie radiaire via
une activation des récepteurs NMDA exprimés a leur surface. L’absence de tPA neuronal affecte la
disposition et I'orientation de la glie radiaire, sans impacter la fixation des pieds sur la surface piale.
Un déficit global en tPA ou une délétion conditionnelle du tPA neuronale a E14 conduit a un retard de
migration principalement a E16. Ce phénoméne induit une stratification altérée des couches corticales
[I-1V et V chez I'adulte. Adaptée de Pasquet et al., 2019.

ii.  tPA et pousse neuritique
Lors du développement du SNC, les neurones immatures commencent a établir des
connexions entre eux et émettent des prolongements appelés cbnes de croissance.
L’élongation du cone de croissance, qui formera I'axone du neurone mature, est guidée par
I'ensemble des signaux et interactions cellulaires présents au sein de son environnement. Le
tPA semble étre impliqué dans I"élongation de I'axone et la mise en place de I'arborisation
dendritique.

Au niveau du cone de croissance, le tPA est sécrété et active alors le plasminogéne en
plasmine ainsi que des MMPs. Ces protéases nouvellement formées détruisent localement la
matrice extracellulaire, induisant la pousse neuritique (Pittman et al. 1989; Garcia-Rocha et
al. 1994).
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Des études ont montré que l'inhibition du tPA ou son absence induit un blocage de la
croissance axonale, alors que I'addition de tPA exogene ou sa surexpression augmente la
pousse neuritique (Pittman et al. 1989; Baranes et al. 1998; Lee et al. 2007). De plus, des
travaux de Lee en 2014 ont montré qu’un traitement au tPA sur des cultures de neurosphéres,
entrainait une augmentation de la phosphorylation des récepteurs LRP5/LRP6 ainsi qu’une
activation de la voie de signalisation Wnt-B-caténine, induisant I’extension de neurites (Lee et
al. 2014). Enfin, Li et collaborateurs ont démontré que le tPA régule le développement et la
survie des cellules de Purkinje au niveau du cervelet. Chez un modéle de souris présentant des
dégénérescences des neurones de Purkinje, un exces de tPA entraine une dérégulation de
I’épaisseur corticale, un défaut de mise en place des dendrites et une synaptogenese
anormale (Li et al. 2013).

b. Le tPA et la plasticité synaptique

Comme il a été décrit dans le chapitre précédent, la plasticité synaptique est un processus
qui peut étre régulé par les récepteurs NMDA. Des données de la littérature montrent que le
tPA joue également un réle dans la plasticité synaptique.

L'expression du tPA dans le cerveau adulte est plus localisée qu’au cours du
développement, il se concentre dans I‘hippocampe, I'amygdale, le cortex et le cervelet
(Sappino et al., 1993 ; Teesalu et al., 2004). En 1993, Qian et collaborateurs montrent une
augmentation des ARNm du tPA, a la suite d’une activation des neurones hippocampiques
(aprés simulation haute fréquence ou exécution de taches) (Figure 13; Qian et al., 1993).
L'implication de cette protéase dans la plasticité synaptique est renforcée par I'utilisation
d’inhibiteurs et de souches de souris transgéniques. L'utilisation d’un inhibiteur du tPA (PAI-1
ou tPA-stop) affecte la mise en place de la LTP alors que I'ajout de tPA potentialise ce
processus (Baranes et al. 1998). Des souris déficientes en tPA possédent une diminution de la
phase tardive de la LTP sans affecter la phase précoce ce qui se traduit par des déficits
d’apprentissage (Frey et al. 1996; Pawlak et al. 2002). A I'inverse, in vivo, une surexpression
de tPA dans les neurones améliore les performances dans les tests d’apprentissage et de
mémorisation, en lien avec une augmentation de la LTP (Madani et al. 1999). De plus, il existe
un role différentiel du tPA selon sa forme. En 2012, I'étude de Parcq et collaborateurs montre
gue seul le sc-tPA est capable d’induire de la LTP (Parcq et al. 2012).
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Figure 13 : Synthése d’ARN messager du tPA a la suite d’une activation neuronale chez le rat.
Hybridation in situ des ARNm du tPA dans I'hippocampe de rat en condition normale, aprés une
stimulation électrique et aprés utilisation du MK801 (inhibiteur irréversible des récepteurs NMDA).
D’apres Qian et al., 1993.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l'influence du tPA dans les
processus de LTP :

v' Par son interaction avec les récepteurs NMDA (Qian et al. 1993).

v’ Par sa fixation sur les récepteurs LRP, et de facon préférentielle sur I'isoforme LRP1.
Cette interaction contribuerait a I’établissement de la LTP en activant des voies de
signalisation dépendantes de la PKA (Zhuo et al. 2000).

v Indirectement en convertissant le plasminogéne en plasmine qui a son tour va :

-dégrader la matrice extracellulaire favorisant la formation de nouvelles
synapses (Baranes et al. 1998).

-convertir le pro-BDNF (en anglais, brain-derived neurotrophic factor) en BDNF
mature. Il s’agit d’'un facteur neurotrophique nécessaire a I'établissement de la LTP.
L'ajout de BDNF mature sur des tranches hippocampiques réverse les déficits en LTP
tardive observés chez les souris déficientes en tPA (Pang and Lu 2004).

v' Par sa capacité a cliver la protéine reeline au niveau de son domaine EGF-like. La
reeline est co-exprimée avec le tPA dans I'hippocampe et elle intervient dans la
régulation de I'activité synaptique (Krstic et al. 2012; Trotter et al. 2014).
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c. tPA et processus cognitifs

La mémoire représente la capacité a se souvenir d’expériences passées,
I’apprentissage désigne un processus qui va modifier notre comportement et nous permettre
de nous adapter a diverses situations en fonction de notre vécu. Cependant, a une échelle
plus microscopique, le stockage ou le rappel d’un souvenir se fait grace a I’établissement d’un
réseau de neurones permettant de relier et d’activer différentes aires cérébrales entre elles.

Le tPA est exprimé dans I'hippocampe, qui est une région clé pour ces processus, ou il
a été démontré comme important dans la mémoire spatiale (Calabresi et al. 2000). Lors de
taches de reconnaissance d’objets et de places, les souris déficientes en tPA présentent des
déficits d’exploration et de mémaoire spatiale (Calabresi et al. 2000; Benchenane et al. 2007).
L'interaction du tPA avec les récepteurs NMDA semble étre la clé du mécanisme, puisqu’une
immunisation contre la sous-unité GIuN1 chez des souris sauvages montrent les mémes
déficits de mémoire spatiale que chez les souris déficientes en tPA (Benchenane et al. 2007).
Plus précisément, I'inhibition de I'interaction entre le tPA la sous-unité GIuN1 n’induit pas de
déficit de mémoire spatiale chez des souris déficientes en GIUN2D. Ces résultats démontrent
gue l'influence du tPA sur la mémoire spatiale implique une interaction avec les récepteurs
NMDA associés spécifiquement a la sous-unité GIuN2D (Obiang et al. 2012).

Le tPA est également exprimé dans I'amygdale qui est une structure importante dans
I'anxiété, la réponse au stress et la peur. Plusieurs études montrent que les souris déficientes
en tPA ont un comportement moins anxieux que les souris sauvages (Pawlak et al. 2003; Matys
et al. 2004). Le tPA participe a I'acquisition et la rétention d’indices dans un contexte de peur
(Huang et al. 1996; Calabresi et al. 2000). De plus, des souris déficientes en neuroserpine
(inhibiteur du tPA cérébral) ont un comportement plus anxieux que leurs homologues
sauvages (Madani et al. 2003).

4. Implications pathologiques du tPA dans le systeme nerveux central

a. tPA et modulation glutamatergique

La premiere mise en évidence de I'implication du tPA dans I’excitotoxicité est établie
par Tsirka en 1995. L'équipe révele que le tPA induit une mort neuronale suite a l'injection
intra-hippocampique dans les champs CA1, CA2 et CA3 d’agonistes glutamatergiques (acide
kainique, agoniste des récepteurs KA ; acide quisqualique, agoniste des récepteurs AMPA ;
acide quinolinique, agoniste des récepteurs NMDA). Les souris déficientes en tPA sont plus
résistantes a la dégénération neuronale induite par ces agonistes glutamatergiques (Tsirka et
al. 1995a). Dans un second temps, ils montrent que l'injection de tPA et ensuite d’acide
kainique chez ces souris déficientes restaure la mort neuronale observée chez les souris
sauvages. En revanche, un co-traitement d’acide kainique avec PAI-I (I'inhibiteur du tPA)
protege les neurones d’une mort excitotoxique chez des souris sauvages (Figure 14; Tsirka et
al., 1996). Mais, I'’équipe montre aussi que des souris déficientes en plasminogéne sont
résistantes a la neurodégénération induite par le kainate (Tsirka et al. 1997).
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Leur hypothése est que I'effet du tPA reposerait sur I’activation du plasminogéne en plasmine,
a l'origine de la neurodégénération observée dans I’hippocampe.

——
T AL

Figure 14 : Premiéres preuves de I'implication du tPA dans I’excitotoxicité.
(A) L'injection d’agoniste au systeme glutamatergique dans I'hippocampe n’induit pas de mort
neuronale chez les souris déficientes en tPA (tPA”"). KA : acide kainique ; Quis : acide quisqualique ;
Quin : acide quinolinique. (B) La co-injection de tPA avec de I'acide kainique chez les souris déficientes
en tPA (tPA7") restaure la mort neuronale. Mais, la co-injection de PAI-I avec I'acide kainique n’induit
pas de dommages neuronaux chez des souris sauvages. Adaptée de Tsirka et al., 1995, 1996.

Les effets excitotoxiques observés étaient localisés dans I'hippocampe et a la suite
d’une injection d’acide kainique. C'est en 2001, au sein de notre équipe que les premiers liens
directs du tPA avec les récepteurs NMDA sont mis en évidence sur des cultures primaires de
neurones corticaux. L'étude montre que le tPA est capable de cliver la sous-unité GIuN1 des
récepteurs NMDA. Ce clivage, induit une augmentation d’influx calcique et potentialise la mort
neuronale induite par le NMDA. Cette étude conclut que I'augmentation d’influx calcique
dépend de I'activité protéolytique du tPA et du clivage de la sous-unité GluN1 (Nicole et al.
2001). Plus précisément, en 2004, nous démontrons que ce clivage est localisé au niveau de
I’arginine 260 de la sous-unité GIuN1 (Figure 15 ; Fernandez-Monreal et al., 2004). L utilisation
de technique de cristallographie et de résonnance de surface plasmonique (SPR) permet de
suggérer que le tPA se fixe d’abord a une des sous-unités GluN1 du récepteur via le LBS de son
domaine Kringle 2. Cela conduit a la présentation de son domaine catalytique a I’arginine 260
de la seconde sous-unité GIuN1 et induit son clivage (Lopez-Atalaya et al. 2008). De plus, le
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tPA se lie a I'extrémité N-terminal de la sous-unité GluN1 au niveau de lysine'’® (Lesept et al.

2016).
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Figure 15 : Le tPA clive la sous-unité GIuN1 au niveau de I’arginine 260.
(A) En imagerie calcique, sur des cellules HEK 293 transfectées avec la sous-unité GIuN1 et la sous-
unité GIuUN2A mutée ou non. En présence de la mutation de I'alanine 260 (NR1R2260A) le tPA ne
potentialise pas les récepteurs NMDA induit avec du NMDA. (B) Des préparations membranaires issues
de cultures de neurones corticaux qui ont été incubées avec du domaine amino-terminal (ATD) de la
sous-unité GluN1 et du tPA ou du tPA stop (domaine protéolytique inactif). Le tPA clive la sous-unité
GluN1 aux dépends de I'activité protéolytique du tPA. D’aprés Fernandez-Monreal et al., 2004.

Des études se sont focalisées a déterminer la localisation et la composition des
récepteurs NMDA, qui interviendraient dans I'effet pro-excitotoxique du tPA. Les travaux de
Baron en 2010 ont démontré que le blocage des récepteurs NMDA avec du PPDA (inhibiteur
spécifique de la sous-unité GIuN2D) empéche I'effet délétére du tPA sur la mort neuronale
induite par le NMDA. La pré-stimulation des récepteurs NMDA synaptiques n’induit pas I'effet
potentialisateur du tPA, concluant alors que la sous-unité GIuN2D est plutot extrasynaptique
(Baron et al. 2010). L'implication de la sous-unité GIuN2D dans I'effet de potentialisation
induite par du NMDA est également retrouvée par Jullienne et collaborateurs (Jullienne et al.
2011). Cependant, sur des cellules HEK transfectées avec les sous-unités GIuN1 et GIuN2A,
I'effet potentialisateur du tPA sur I'influx calcique est toujours présent (Fernandez-Monreal et
al., 2004). Ainsi, il semblerait que ce soit la localisation extrasynaptique des récepteurs NMDA
contenant la sous-unité GIuN2 plutot que la composition en sous-unité elle-méme qui soit
nécessaire a la potentialisation d’influx calcique. En 2016, une étude de notre équipe a montré
que la fixation du tPA sur la lysine Y8 de la sous-unité GluN1 induit une augmentation de la
dynamique des récepteurs NMDA extrasynaptiques, responsables de I'influx calcique délétere
du tPA en conditions de sur-activation du récepteur NMDA (Lesept et al., 2016).

D’autre part, en condition ischémique, le tPA peut étre une arme a double tranchant.
Dans le compartiment intravasculaire, il participe a la lyse du thrombus alors que dans le
compartiment intra-parenchymateux, le tPA potentialise la mort neuronale de type
excitotoxique. En 1999, Wang et collaborateurs montrent qu’aprés une occlusion de I'artere
cérébrale moyenne (ACM), les animaux déficients en tPA ont des volumes de lésions réduits
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de 50% par rapport aux animaux sauvages. L’injection intra-parenchymateuse de tPA induit
une augmentation du volume de lésion chez ces animaux (Wang et al. 1998). A l'inverse,
I’étude de Wu et collaborateurs en 2013 montre in vivo et in vitro que le tPA diminue la mort
neuronale de type excitotoxique. Ce mécanisme est indépendant de I’activité protéolytique
du tPA est nécessite les récepteurs synaptiques contenant la sous-unité GIuUN2A qui active
alors la voie Erk(1/2)-CREB-ATF3 (cAMP response element binding-protein-activating
transcription factor 3) (Wu et al. 2013). Dans notre équipe, des stratégies ont été développées
afin d’empécher l'interaction du tPA avec les récepteurs NMDA. En effet, une stratégie
d’'immunothérapie avec un anticorps (Glunomab) dirigé contre le domaine N-terminal de la
sous-unité GIuN1 des récepteurs NMDA a été mise au point afin d’empécher la fixation du tPA
sur cette sous-unité. Dans un modele d’ischémie thromboembolique, I'injection de cet
anticorps par voie intraveineuse abolit les effets délétéres du tPA et permet d’étendre la
fenétre thérapeutique de la thrombolyse (Figure 16; Macrez et al., 2011). Au sein du méme
modeéle, I'injection seule de I'anticorps Glunomab permet aussi de réduire le volume de Iésion
(Macrez et al. 2011). Il a également été mis au point un « tPA optimisé » ou tPA-K2* qui a son
site LBS modifié dans le domaine Kringle 2. Le tPA-K2* ne peut pas interagir avec les
récepteurs NMDA, et ne potentialise pas la mort neuronale induite par le NMDA in vitro (Parcq
etal. 2013).
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Figure 16 : Le blocage de I'interaction du tPA avec les récepteurs NMDA réduit la mort neuronale in
vivo et in vitro.

(A) Apres une occlusion de I’ACM, I'injection intraveineuse de I'anticorps (aATD-NR1) dirigée contre
I’ATD de la sous-unité GIuN1 réduit le volume de lésion avec ou sans injection de tPA. (B) En imagerie
calcique, le co-traitement de tPA et d’anticorps réduit I'influx calcique médié par le NMDA. (C) In vitro,

I'anticorps bloque la mort neuronale de type excitotoxique. D’apres Macrez et al., 2011.
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En 2012, une étude réalisée au laboratoire démontre que le sc-tPA et le tc-tPA exercent
un effet différentiel sur la signalisation glutamatergique in vivo et in vitro. In vivo, le tc-tPA n’a
pas d’effet pro-excitotoxique suite a I'injection intra-striatale de NMDA. A contrario, le sc-tPA
en se fixant sur la sous-unité GIuN1 potentialise I'influx calcique et la mort neuronale de type
excitotoxique. De plus, sur des neurones corticaux, alors que le sc-tPA active la voie Erk(1/2),
le tc-tPA diminue significativement cette activation (Figure 17; Parcq et al., 2012). Par ailleurs,
le sc-tPA et le tc-tPA peuvent activer les récepteurs a I'EGF. Cependant, I'utilisation de
I’AG1478, un inhibiteur des récepteurs a 'EGF montre que seul le tc-tPA induit une diminution
de I'influx calcique aux dépends de ces récepteurs (Bertrand et al., 2015). Le mécanisme précis
expliquant les effets opposés du sc-tPA et du tc-tPA sur la signalisation glutamatergique ne
sont pas encore trés bien compris. Cependant, certains facteurs comme la dose de tPA
administrée, le type et le modéle de neurone étudié pourraient expliquer ces effets opposés.

A
__ 140 NMDA ~ 140 NMDA
32 3 |
% x 100 s 5 100
S& €
- <E 60
~ 60 T T E TR
é S NMDA + sctPA 9 3 NMDA + tc-tPA
zZg 2 n=126 <§ 20 n=132
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Time (min) Time (min)
B C
6
20 c _E 5
§ &
g 15 884
Z £ 10 X 2 2
Q™ o
E7) 5 we 1
3 =0
0 —
NMDA = - *+ + ¢ PEK-Z 38 &8 =—
SCtPA + - - 4+ - Erk total S Soe = ==
tctPA - + - -  + NMgA -+ o+ o+
-y - - - - sc-tPA - - + -
@ & & @& @& tctPA - - -+

Figure 17 : Effet différentiel du sc-tPA et du tc-tPA sur la signalisation glutamatergique.
(A) Etude en imagerie calcique sur des neurones corticaux que le sc-tPA induit une augmentation de
I'influx calcique a travers les récepteurs NMDA alors que le tc-tPA ne potentialise pas les récepteurs
NMDA. (B) Volume de Iésion apreés une injection intra-hippocampique de NMDA montre que le tc-tPA
diminue ce volume et donc diminue la mort excitotoxique. (C) Le sc-tPA active la voie erk(1/2) alors
gue le tc-tPA diminue son activation par rapport au NMDA seul. Adaptée de Parcq et al., 2012.

L'activation des récepteurs NMDA par le tPA peut aussi s’effectuer indirectement, par
le biais d’autres récepteurs comme les récepteurs LRP. Samson et collaborateurs montre que
la potentialisation de la signalisation des récepteurs NMDA requiert le tPA actif
protéolytiguement, mais n’implique pas le clivage de la sous-unité GIuN1 ou encore la
présence du plasminogene. Selon cette étude, la potentialisation induite par le tPA est médiée
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par le récepteur LRP (Samson et al. 2008). Une seconde étude publiée aussi en 2008 précise
qgue la suractivation des récepteurs NMDA par le tPA implique le récepteur LRP1. Sur des
neurones hippocampiques et des cellules HT22, le tPA induit un influx de calcium mais cette
réponse est supprimée lorsque les cellules sont prétraitées avec RAP (inhibiteur de LRP1). lls
proposent alors I’'hypothese que le tPA en activant LRP1 induit le recrutement de la protéine
d’échafaudage PSD-95, formant un pont entre les récepteurs NMDA et LRP1. La mutation de
PSD-95 diminue fortement la phosphorylation de Erk(1/2) et donc I'activation des récepteurs
NMDA (Martin et al. 2008).

Certaines études rapportent que c’est la plasmine qui serait responsable du clivage de
la sous-unité GIuN1 (Samson et al. 2008). En bref, les données existantes de la littérature ne
permettent pas d’établir le mécanisme précis par lequel le tPA potentialise I'influx calcique a
travers les récepteurs NMDA (présence de cofacteurs, de certaines sous-unités et de leur
localisation...). A contrario, I'injection intra-striatale de NMDA sur une souche de souris T4
exprimant faiblement le tPA diminue le volume de lésion par rapport a la souche sauvage.
L’étude montre que le tPA protege de la mort excitotoxique induite par le NMDA. Cette
neuroprotection serait via [l'activation de la sous-unité GIuN2A et de Ila voie
Erk(1/2)/CREB/ATF3 (Wu et al. 2013). De plus, dans un contexte d’ischémie mais dans des
modeles non exposés a une stimulation induite avec du NMDA, le tPA peut étre
neuroprotecteur. Par exemple, I'étude de Wu en 2012, montre que lorsque le tPA active la
voie Akt/mTOR(mammalian target of rapamycin)/HIFla (hypoxia inducible factorl a), il
conduit a une neuroprotection et a une augmentation de la recapture du glucose (Wu et al.
2012). Invitro, sur un modeéle de privation d’oxygene et de glucose, le tPA est neuroprotecteur
en inhibant le stress du réticulum endoplasmique (Louessard et al. 2017). Sur un modele
d’occlusion de I'artére carotide commune, le tPA augmente |'épaisseur de la densité post-
synaptique. De ce fait, le tPA pourrait promouvoir une réponse adaptative au stress
métabolique et protéger la densité post-synaptique des effets néfastes de |'ischémie
(Jeanneret et al. 2016). De plus, le phénomene de protéostasie (équilibre entre la synthese
protéique et la dégradation) est modulé par le tPA lors d’'un AVC ischémique. L’utilisation d’un
traitement tPA avec un inhibiteur du protéasome est neuroprotecteur sur un modele
d’ischémie focale chez le rat (Zhang et al. 2010). Ainsi, dans le contexte physiopathologique
de I'AVC, I'impact précis de l'interaction du tPA sur les récepteurs NMDA et son effet pro-
excitotoxique dans le parenchyme n’est pas compléetement éclairci.

b. tPA et apoptose

En complément de la potentialisation de la mort excitotoxique, le tPA influence la mort
de type apoptotique. Des études divergent quant au role plutdt pro ou anti-apoptotique du
tPA. Selon I'étude de Liu en 2004, le tPA est pro-apoptotique sur des cellules endothéliales
cérébrales soumises a une hypoxie ainsi que sur des neurones corticaux traités au NMDA (Liu
et al. 2004). Il a également été montré qu’une activation microgliale conduit a la libération de
tPA qui déclenche a son tour une cascade apoptotique neuronale. L'ajout d’inhibiteur
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protéolytique du tPA, PAI-I ou tPA stop réduit la mort neuronale apoptotique (Flavin et al.
2000).

D’autres études suggerent un role anti-apoptotique du tPA sur les neurones et les
oligodendrocytes. Tout d’abord, en 2006, Liot et collaborateurs montrent sur des neurones
corticaux que le tPA réduit la mort apoptotique induite par privation de sérum. Cet effet, est
médié par une réduction du clivage de la caspase 3 (protéine majeure de I'apoptose), est
indépendante de son activité protéolytique et des récepteurs LRP (Figure 18; Liot et al., 2006).
Il a également été rapporté que le tPA active la voie PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) /Akt
afin de protéger les oligodendrocytes de I'apoptose : ce phénoméne permettrait de réduire
les dommages de la substance blanche (Correa et al. 2011). L’exposition de propofol sur des
neurones hippocampiques induit de I'apoptose, et un prétraitement avec du tPA réduit
I'apoptose neuronale induite (Liang et al. 2016). Enfin, I'inhibition endogéne de tPA par la

neuroserpine active la mort neuronale apoptotique aprés un traumatisme cranien (Zhao et al.
2019).

Il semblerait que différents récepteurs soient a l'origine de l'effet du tPA sur
I'apoptose. Certaines études ont rapporté une activation des récepteurs a I'lannexine Il (Lee et
al. 2007), des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuUN2A (Echeverry et al. 2010).
D’autres suggérent plutét une activation des récepteurs a I'EGF (Correa et al. 2011; Henry et
al. 2013; Bertrand et al. 2015; Lemarchand et al. 2016).
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Figure 18 : Le tPA protege les neurones de I’apoptose induite par une privation de sérum.
En (A), le pourcentage de mort neuronale sur des cultures de neurones corticaux agés de 7 jours, suite
a un sevrage de 24H et une dose réponse de tPA. En (B), western blot montrant que le tPA induit une
diminution dose-dépendante du clivage de la caspase 3 (Liot et al., 2006).

c. tPAetinflammation

Le tPA peut également moduler la réponse inflammatoire en intervenant un peu
comme une cytokine intracellulaire. Le tPA promeut I'activation microgliale en conditions
excitotoxiques, indépendamment de son activité protéolytique (Rogove et al. 1999; Gravanis
and Tsirka 2005). Lors d’une lésion excitotoxique, les animaux déficients en tPA présentent
une mort neuronale réduite mais également une moindre réaction microgliale (Rogove et al.,
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1999). Cet effet est médié par la liaison du tPA sur les récepteurs a I'annexine Il microgliaux
(Siao and Tsirka 2002). La microglie activée libére des cytokines inflammatoires et du tPA,
amplifiant la réponse inflammatoire et la toxicité neuronale (Siao et al. 2003).

En 2009, le groupe de Zhang et Yepes suggere que l'effet du tPA sur I'activation
microgliale est di a une interaction avec les récepteurs LRP. Sur un modele d’ischémie
cérébrale, les souris déficientes en récepteurs LRP microgliaux ont un cedéme cérébral réduit
et un taux de MMP-9 moins élevé. L’administration exogéne de tPA chez des souris tPA /-
augmente I'activation microgliale mais pas chez les souris déficientes en LRP, suggérant bien
une implication de ces récepteurs sur la réponse inflammatoire en condition d’ischémie
(Zhang et al. 2009).

Lors d’une inflammation, le tPA augmente aussi 'activation des neutrophiles. Le tPA
peut promouvoir la transmigration des neutrophiles via I’activité de la MMP-9. Il peut induire
la dégranulation des neutrophiles par une activation de la voie PI3K/Akt et la voie Erk(1/2),
libérant des MMP-9, MMP-8, et de |"élastase (Rosell et al. 2008; Carbone et al. 2015). Mais le
récepteur responsable de ces effets n’a pas été identifié.
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Pour résumer cette seconde partie, le tPA est une protéase physiologiquement présente dans
I'organisme, avec des fonctions diverses et parfois opposées qui dépendent de nombreux
facteurs (types cellulaires, doses, modeles, ...). Elle est présente dans le systéme vasculaire,
synthétisée essentiellement par les cellules endothéliales et dans le systéme nerveux central
ou elle est exprimée dans de multiples structures cérébrales (I’hippocampe, 'amygdale, le
cortex...) et types cellulaires (neurones, astrocytes...).

Sous sa forme recombinante, le tPA est utilisé comme traitement pharmacologique pour sa
propriété thrombolytique lors d’AVC ischémiques.

Dans le compartiment cérébral, le tPA est impliqué a la fois dans des processus physiologiques
liés au développement cérébral et cognitif mais aussi dans des processus pathologiques en
induisant entre autres des phénomeénes inflammatoires, de la mort pro-excitotoxique, de la
neuroprotection et une altération de la BHE.

Le tPA se comporte comme un modulateur de la neurotransmission glutamatergique de type

NMDA avec des effets différentiels entre le sc-tPA et le tc-tPA. Enfin, le tPA peut interagir avec
divers récepteurs post-synaptiques (LRP, NMDA, EGF) et étre recapturé par les astrocytes.

To summarize this second part, tPA is a physiologic protease involved in many functions within
the organism. It is expressed in the vascular system by endothelial cells, but is also found in
the central nervous system where it is synthetized in multiple cerebral structures
(hippocampus, amygdala, cortex...) and cellular types (neurons, astrocytes...).

Under its recombinant form, tPA is used as the pharmacologic treatment for ischemic stroke
due to its fibrinolytic properties.

In the cerebral compartment, tPA is involved in both physiologic processes such as cerebral
and cognitive development, and pathologic processes like inflammatory phenomena, pro-
excitotoxic death, neuroprotection and the alteration of blood-brain-barrier.

tPA acts like a glutamatergic modulator of NMDA receptors. Moreover, the sc-tPA and the tc-
tPA have differential effects on the glutamatergic neurotransmission. Finally, tPA can interact

with several post-synaptic receptors (LRP, NMDA, EGF) and can be recaptured by astrocytes.
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C. Le récepteur MET et son ligand, 'HGF

I.  Généralités sur le récepteur MET

1. Sa découverte

C'est en 1984 que I'équipe de Cooper décrit pour la premiere fois le récepteur MET. Ce
dernier est découvert dans la lignée d’ostéosarcome humain HOS traitée par un carcinogéne
chimique (Cooper et al. 1984). A la suite de ce traitement, un réarrangement chromosomique
induit la fusion du gene TPR (Translocated Promoter Region) avec le géne MET. La protéine
issue de cette fusion posséde le domaine kinase de MET et le site de dimérisation de TPR et
induit I'activation constitutive de la protéine chimére. L'ADNc de ces cellules a permis d’isoler
la séquence TPR-MET qui se caractérise par un réarrangement chromosomique entre le
chromosome 1925 codant le gene TPR et le chromosome 7 q21-31 codant une protéine
jusgu’alors inconnue. Tandis que le géne TPR code une protéine du nucléopore avec un
domaine de dimérisation, la protéine inconnue possede un domaine a activité tyrosine kinase,
fortement similaire aux récepteurs tyrosine kinase (RTK). Le récepteur tire son nom de |'agent
carcinogene qui a permis sa découverte : le N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (Park et al.
1986).

2. Du gene a la structure de la protéine

Le gene humain codant le récepteur MET est localisé sur le chromosome 7 (bande 7
g21-g31). ll a une longueur de 120 kDa contenant 21 exons entrecoupés de 20 introns (Lin et
al. 1998). A la suite de sa traduction, le récepteur est présent sous la forme d’un précurseur
de 150kDa. Puis, il va subir des modifications post-traductionnelles dont une N-glycosylation
donnant un précurseur de 170kDa (Giordano et al. 1989). Pour terminer sa maturation, le
précurseur est clivé par la furine donnant alors la protéine composée de deux sous-unités a
de 50 kDA et d’une sous-unité B de 140 kDa (Tempest et al. 1988).

Le récepteur MET est donc un hétérodimére transmembranaire dont les chaines a et
B sont reliées par des ponts disulfures. L'extrémité extracellulaire contient la chaine a dans
son intégralité, tandis que la chaine B a une région extracellulaire en N-terminale, un domaine
transmembranaire qui permet I'ancrage du récepteur ainsi qu’une région intracellulaire en C-
terminale. Si on énumere les différents domaines du récepteur MET, il contient 6 domaines
extracellulaires et un domaine intracellulaire.

Rl

+* Au sein de la région extracellulaire :

- Le domaine SEMA posséde des homologies avec les domaines des sémaphorines et
des plexines qui sont une famille de protéines secrétées ou associées a la membrane
décrites pour leur role dans le développement neuronal. C'est le seul domaine qui est
formé de la chaine a et B (Stamos et al. 2004).

- Le domaine PSI (Plexins Semaphorins and Integrins) suit le domaine SEMA et il
possede également des homologies de séquence avec le domaine des plexines, des
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sémaphorines ainsi que des intégrines. Il est contenu dans la chaine B. Ce domaine
pourrait fonctionner comme un module de lien pour orienter correctement le domaine
SEMA et permettre une fixation correcte du ligand.
- Les 4 domaines IPT (Immunoglobulin-like region in Plexin and Transcription factors)
qui sont des domaines homologues aux immunoglobulines. Ces domaines sont
connectés a I’hélice transmembranaire qui relie le domaine extracellulaire au domaine
intracellulaire.
+» La région intracellulaire est composée d’une partie juxtamembranaire qui a pour réle
de réguler négativement des sites de régulation comme la sérine 975. Il contient le domaine
a activité tyrosine kinase qui se décompose en une région catalytique activant I’activité kinase
et un site d’accueil multifonctionnel. La région catalytique contient les tyrosines 1234 et 1235
et le site d’accueil multifonctionnel contient les tyrosines 1349 et 1356 (Figure 19; Schiering
et al., 2003; Montagne et al., 2014).

Figure 19 : Représentation du récepteur MET.
(A) Les différents domaines de structures du
récepteur MET. S : domaine SEMA ; C: domaine
riche en cystéine; Ig: domaine
immunoglobuline; K: domaine kinase. (B)
Structure tridimensionnelle des domaines de
MET. D’apreés Birchmeier et al., 2003.
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ll.  Généralités sur I'HGF/SF

1. Sa découverte

La découverte de I’hepatocyte growth factor ou scatter factor (HGF/SF) a été faite par
deux équipes différentes a 3 ans d’intervalle ce qui explique sa double nomination. En 1984,
I’équipe de Nakamura a pu isoler un facteur mitogéne a partir de plasma de rats partiellement
hépatectomisés qui induit la prolifération des hépatocytes ; 'HGF (Nakamura et al. 1984).

Puis, en 1987, I'’équipe de Stocker isole a partir de fibroblastes embryonnaires une
protéine capable d’augmenter et de disperser les cellules épithéliales c’est a dire de dissocier
les cellules pour qu’elles puissent ensuite migrer. Ainsi, cette cytokine se fait nommer facteur
de dispersion (SF) (Stoker et al. 1987). Le récepteur MET est orphelin de son ligand jusqu’en
1991 ou il est établi que ces deux facteurs sont en fait qu’un seul et méme facteur (séquences
codantes identiques, activités biologiques interchangeables...) et gu’ils agissent via un méme
récepteur, MET (Bottaro et al. 1991; Naldini et al. 1991; Weidner et al. 1991).

2. Du gene a la structure de la protéine

Le géne de I'HGF/SF est situé sur le chromosome 7 (bande g21.1) et couvre environ
70kb avec 18 exons et 17 introns (Seid et al. 1991). L'HGF/SF est une glycoprotéine d’abord
sécrétée sous la forme d’un précurseur inactif simple chaine, le pro-HGF. Pour devenir
biologiquement actif, le pro-HGF est clivé au niveau de I'arginine 494 et la valine 495(Naldini
et al. 1992). Ce clivage peut étre effectué par I'activateur de I’'HGF (HGFa) qui est I'activateur
le plus efficace, mais aussi par la matriptase, I'hepsine et le facteur de coagulation (Xlla)
(Shimomura et al. 1995; Owen et al. 2010). La littérature diverge concernant le clivage du pro-
HGF via les activateurs du plasminogene (uPA et tPA) (Mars et al. 1993; Zamolodchikov et al.
2019). Le clivage induit alors un hétérodimére fonctionnel composé d’une chaine a de 69 kDa
et d’'une chaine B de 34 kDa reliée par un pont disulfure (Gherardi et al. 2012).
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Figure 20 : Représentation de ’'HGF/SF.
(A) Les domaines de structure de 'HGF/SF. a et B font référence aux sous-unités qui sont présentes
apres le clivage protéolytique. N : domaine amino-terminal ; K1-K4 : domaine kringle 1 a 4 ; SPH:
domaine homologue aux sérines protéases. (B) Structure cristallographique des 6 domaines de
I"'HGF/SF. D’apres Birchmeier et al., 2003.

L’analyse de la séquence HGF/SF a montré une homologie de séquence de 38% avec le
plasminogene (Lokker et al. 1992). Cette protéine est composée de 6 domaines : a I'extrémité
N-terminale est présente la sous-unité a qui contient un domaine en épingle a cheveux
(Hairpin loop) avec un site de liaison de haute affinité a ’héparine et 4 domaines Kringle (K1 a
K4 stabilisés les uns aux autres par des ponts disulfures). La chaine 8 est constituée a elle seule
du domaine SPH (serine protease homology) a I'extrémité C-terminale. Ce domaine est
apparenté au domaine catalytique des sérines protéases mais I’"HGF/SF est dépourvu d’activité
enzymatique a cause de mutation dans sa séquence génomique (Figure 20; Birchmeier et al.,
2003).

Pour une écriture plus simplifiée, il sera employé le terme HGF a la place de HGF/SF
dans la suite du manuscrit.

lll.  La signalisation du couple MET/HGF

1. LUactivation du récepteur MET

a. Interactions entre ’HGF et MET

Le pro-HGF peut se lier au récepteur MET mais il est dans I'incapacité d’en induire son
activation (Lokker et al. 1992). L'interaction de I'HGF sur le récepteur MET implique d’une part
le domaine N-K1 et SPH de I'HGF, et d’autre part le domaine SEMA de MET (Stamos et al.
2004). Un second site potentiel de fixation a été décrit entre le domaine N-K1 de I'HGF et les
domaines IPT3 et IPT4 de MET (Basilico et al. 2008). La liaison de I’'HGF induit sa dimérisation
grace a une interaction téte-béche mais également la dimérisation de MET et son activation
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(Figure 21; Gherardi et al., 2006). A noter, que I'HGF peut également se fixer sur les
protéoglycanes avec une forte affinité, ce qui a pour conséquence de le piéger et limite sa
biodisponibilité in vivo (Hartmann et al. 1998).

La dimérisation de MET provoque sa trans-autophosphorylation sur les tyrosines 1234
et 1235 situés dans le domaine kinase (Naldini et al. 1991; Longati et al. 1994). Ces tyrosines
sont essentielles pour l'activation du récepteur et favorise la phosphorylation de deux
tyrosines supplémentaires : tyrosine 1349 et 1356 localisées sur la partie C-terminale du
récepteur. Ces deux tyrosines participent au recrutement de protéines adaptatrices qui sont
indispensables pour la transduction du signal in vitro et in vivo (Maina et al. 1996a; Tulasne et
al. 1999). Ces protéines adaptatrices possédent un domaine Src homology-2 (SH2), un
domaine phosphotyrosine binding (PTB) ou un MET binding domain (MBD) (Pelicci et al. 1995;
Schaeper et al. 2000). Ces domaines permettent la fixation de protéines a activité kinase et
phosphatase, permettant de réguler la signalisation de MET. Apres I'activation de MET, la
tyrosine 1003 est phosphorylée au niveau de la région juxtamembranaire. Cette tyrosine est
considérée comme inhibitrice puisqu’elle permet le recrutement d’une ubiquitine ligase
responsable de la dégradation du récepteur MET. Le domaine juxtamembranaire contient un
second site de régulation négative au niveau de la sérine 985. La phosphorylation de celle-ci
diminue la phosphorylation des tyrosines du récepteur MET (Gandino et al. 1994). Enfin,
d’autres tyrosines sont potentiellement phosphorylables : les tyrosines 1194, 1313 et 1365
(Maulik et al. 2002; Cristiani et al. 2005).
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Figure 21 : Base structurale de I'interaction HGF/MET.
(A) Structure de 'HGF. (B) Représentation de I'interaction de 'HGF/MET engageant le domaine N et
K1 et la sous-unité B de I'HGF ainsi que le domaine SEMA de MET. (C) Structure cristallographique de
I’association entre la chaine B de I'HGF et le domaine SEMA-PSI de MET. (D) Structure
cristallographique du domaine kinase et d’'une partie du domaine juxtamembranaire de MET. En rouge
et bleu, il s’agit des changements structurels de la boucle d’activation entre son état actif (en rouge)
et son état inactif (en bleu). D’aprés Sakai et al., 2015.
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b. Les partenaires intracellulaires

Les tyrosines phosphorylées (Tyr 1349 et Tyr 1356) vont permettre la propagation du
signal en recrutant des protéines adaptatrices qui vont amplifier le signal ou l'orienter, et
induire I'activation de voies de signalisation spécifique. Les principales protéines partenaires
sont : Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), Gabl (Grb2-associated binder 1), SHC
(SH2 domain-containig transforming protein), SHP2 (SRC homolgy 2 domain-containing
phosphatase 2) STAT3 (signal transducer and activator of transciption 3) ou encore PI3K
(Figure 22 ; Trusolino et al., 2010).

% Gabl

Gab1 se fixe directement sur la Tyr 1349 du récepteur MET grace a son domaine MBD
ou il s’associe indirectement sur la Tyr 1356 via Grb2 (Lock et al. 2000). La protéine Gab1 une
fois fixée, s’active par phosphorylation et sert de plateforme pour recruter d’autres protéines
telles que P13k, Crk (CT10 regulator kinase), PLC (phospholipase C), ou SHP2. Cette derniere
reconnait les tyrosines situées sur la partie C-terminale de Gabl. La protéine SHP2 se
phosphoryle alors et active la voie Ras/MAPK qui est essentielle pour la morphogeneése de
branchement (Maroun et al. 2000; Schaeper et al. 2000). Outre 'HGF, Gab1 est activé par de
nombreux facteurs de croissance comme I'EGF, le NGF (nerve growth factor), I'insuline ou
certaines interleukines (IL-3 et IL-6). La fonction de Gabl semble essentielle dans la
signalisation de MET car des embryons de souris déficientes en Gab1 présentent les mémes
différences phénotypiques que des embryons déficients en MET (taille de foie réduite et
défaut de migration des cellules précurseurs de myoblastes) (Sachs et al. 2000).

% Grb2

La protéine Grb2 est la seconde protéine adaptatrice importante dans la transmission
du signal en aval de MET. Elle est composée d’'un domaine SH2, qui se lie directement sur la
Tyr 1356, encadré par 2 domaines SH3 essentiels pour le recrutement d’autres protéines de
signalisation (Songyang et al. 1994). Grb2 a aussi la possibilité de se lier de facon indirecte a
MET via la protéine SHC, elle-méme recrutée au niveau des deux tyrosines 1349 et 1356
(Pelicci et al. 1995). SHC est considéré comme un amplificateur de réponse car il augmente les
possibilités de Grb2 de se lier a MET (Pelicci et al. 1995). L'adaptateur Grb2 est connu pour
s'associer au facteur d’échange de nucléotides SOS (son of sevenless), activant la voie
Ras/MAPK. Cette protéine permet aussi le recrutement de la protéine Gab1l et de la protéine
CBL (Casitas B-cell lineage) qui intervient dans l'internalisation du récepteur MET. De plus,
Grb2 semble influer dans la myogenése tardive. En effet, alors que la mutation des tyrosines
1349 et 1356 est létale, I'étude de Maina montre que la mutation de la Tyr 1356 permet un
développement du foetus a terme mais avec une masse musculaire des membres réduite et
un déficit généralisé des fibres secondaires aboutissant au décés peu de temps apres la
naissance (Maina et al. 1996b).
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s SHP2

SHP2 est une des protéines tyrosine phosphatase (PTP) impliquée dans la signalisation
de MET. SHP2 se fixe indirectement sur MET par l'intermédiaire de Gab1l, ce qui permet
I’activation conformationnelle de SHP2 et I'induction des voies Ras et MAPK. Méme si la
présence de SHP2 n’est pas essentielle pour I’activation de ces voies, elle permet de maintenir
leur activation (Maroun et al. 2000; Cunnick et al. 2002). Le mécanisme de cette activation
maintenue serait dG a une inhibition de RasGAP, I'inhibiteur de la voie Ras (Montagner et al.
2005). Ainsi, SHP2 n’exerce pas d’activités inhibitrices sur la signalisation de MET,
contrairement a ce que I'on pourrait attendre de par son potentiel tyrosine phosphatase. De
plus, la voie Gab1/ SHP2 est décrite dans des processus biologiques tels que la morphogenése
et la régénération du foie (Bard-Chapeau et al. 2006). SHP2 est également considéré comme
un oncogene puisque des mutations sporadiques ont été retrouvées dans certains cancers
(Ostman et al. 2006). Parmi les autres PTP participant a la régulation de MET, il faut également
citer : PTP1B (protein-tyrosine phosphatase 1B), la TCPTP (T-cell phosphatase) ou encore DEP-
1 qui est un récepteur tyrosine phosphatase (Palka et al. 2003; Sangwan et al. 2008).

% SHC
SHC est une protéine adaptatrice qui se fixe sur les deux tyrosines 1349 et 1356
phosphorylées du récepteur MET (Pelicci et al. 1995). SHC recrute le complexe Grb2/SOS et
active la voie Ras/MAPK qui permet la prolifération cellulaire. De plus, SHC pourrait également
recruter Gabl et Gab2 (Gu et al. 2000; Ong et al. 2001). Le recrutement de SHC par la protéine
fusion TPR/MET est nécessaire a son activité transformante (Saucier et al. 2002).

< STAT3
La protéine STAT3 est également recrutée directement par son domaine SH2 sur la Tyr
1356 de MET ou indirectement via Gab1l. STAT3 activé par phosphorylation se dimérise, se
transloque dans le noyau et se comporte comme un facteur de transcription en favorisant la
morphogenese et la tumorigenése (Boccaccio et al. 1998; Cramer et al. 2005; Kermorgant and
Parker 2008).

Ainsi, dans cette partie, il est décrit une liste non exhaustive de protéines de
signalisation intervenant directement ou indirectement apres I'activation du récepteur MET.
Mais, au sein de cette signalisation, certains partenaires protéiques vont étre retrouvés de
facon récurrente (Gabl et Grb2) alors que d’autres ne vont étre impliqués que dans un
contexte cellulaire particulier.

2. Lesvoies de signalisation

La réponse cellulaire suite a I'activation de MET repose sur une cascade de protéine de
signalisation qui permettent I’activation de voies de signalisation dont les voies Ras/MAPK et
PI3k/Akt (Trusolino et al. 2010).
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La voie Ras/MAPK est la voie majeure activée dans la signalisation HGF/MET, celle-ci
est tres bien décrite dans la littérature. Cette voie peut étre activée par de nombreux
récepteurs, menant a l'activation de facteurs de transcription qui favorisent I'expression de
génes induisant la prolifération cellulaire. Apres la fixation de Grb2 sur MET, cette protéine
recrute a son tour la protéine SOS qui se fixe sur le domaine SH3 de Grb2. SOS stimule
I’échange d’un GDP en GTP dans la boucle effectrice de la protéine Ras ce qui la stabilise et
I'active, permettant le rapprochement de Raf a la membrane plasmique afin d’étre activée par
phosphorylation. Ainsi, Raf induit I'activation en cascade de Mek et de Erk, dernier maillon de
la chaine (McKay and Morrison 2007). Erk est transloqué dans le noyau et active des facteurs
de transcription tels que Fos, Jun et Myc, régulant entre autres le cycle cellulaire et la
prolifération (Paumelle et al. 2002; Turjanski et al. 2007).

La voie PI3k/Akt est la seconde voie majeure impliquée dans la signalisation de MET.
PI3k est une enzyme composée d’une sous-unité catalytique (p110) et d’une sous-unité
régulatrice (p85). PI3k se fixe directement a MET par la sous-unité p85 qui posséde un
domaine SH2, ou par lintermédiaire de Gabl. PI3k une fois recrutée, permet Ia
phosphorylation de phospho-inositols membranaires : PIP2 (Pl,3,4-biphosphate) en PIP3
(P13,4, 5 triphosphate). PIP3 sert de ligand pour recruter la protéine Akt a la membrane, une
sérine/thréonine kinase qui intervient dans la survie et la prolifération cellulaire. En effet, Akt
inhibe la protéine pro-apoptotique Bad (BCL2-associated agonist of cell death), et active
MDM2 (murine double-minute p53 binding), une ubiquitine ligase qui va séquestrer p53 et
s’opposer a l'arrét du cycle cellulaire. La protéine Akt peut libérer le facteur NF-kB impliqué
notamment dans la prolifération et I'angiogenése (Furlan et al. 2011; Brotelle and Bay 2016).

Par ailleurs, les voies de signalisation sont interconnectées entre elles. Par exemple, la
voie des MAPK peut aussi étre activée par la PLCy qui est équipée d’'un domaine SH2. Et Ras
n’active pas exclusivement les MAPK mais peut activer également P13k et PLCE (phospholipase
Ce) (Hennessy et al. 2005).
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A la suite de Iactivation du récepteur MET par son agoniste I'HGF, MET se dimérise et
s’autophosphoryle au niveau de diverses tyrosines. Il s’en suit un recrutement de protéines
adaptatrices comme Gab1l et Grb2 qui a leurs tours recrutent des partenaires protéiques (Shc, Crk,
PI3k, PLCy, SHP2...) conduisant a des réponses biologiques telles que I'invasion, la migration ou encore
la prolifération cellulaire.

3. La régulation du récepteur

a. Internalisation de MET

Aprés stimulation par I'HGF, le récepteur MET est rapidement internalisé par
endocytose, une des étapes clé de la régulation avant la dégradation et/ou le recyclage. Le
récepteur MET phosphorylé recrute une ubiquitine ligase E3, CBL qui va promouvoir
I"'ubiquitinylation du récepteur. Ce recrutement se fait soit directement par I'association du
domaine kinase de CBL et de la Tyr 1003 de MET ou soit indirectement par son association a
Grb2 via son domaine riche en proline (Peschard et al. 2001). Ce recrutement permet la
formation d’'un complexe entre MET, CBL, I'endophiline et CIN85 (CBL- interacting protein of
85kDa), initiant I'endocytose clathrine-dépendante (Petrelli et al. 2002). Ce complexe permet
de modifier les phospholipides membranaires, d’induire une courbure de la membrane
plasmique et de former le manteau de clathrine. Il s’en suit une invagination de la membrane
qui forme la vésicule d’endocytose, initiant alors l'internalisation de MET (Petrelli et al. 2002).
Par ailleurs, I'étude de Korhan en 2014 montre que le récepteur MET peut également étre
internalisé par une voie clathrine-indépendante, par I'intermédiaire de la cavéoline (Korhan
etal. 2014).
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Au cours de son internalisation, MET continue d’activer certaines voies de
signalisation. En effet, lorsque MET est présent dans les endosomes précoces, il active les
protéines Erk1/2, leur relocalisation au niveau des points focaux d’adhésions, favorisant la
migration (Kermorgant et al. 2004). Ensuite, lorsque MET est délocalisé dans les endosomes
périnucléaires, il recrute et transloque STAT3 dans le noyau qui peut jouer son role de facteur
de transcription. Fait intéressant, lorsque I'internalisation de MET est bloquée, cela provoque
une inhibition de la phosphorylation de Erk et de STAT3 (Kermorgant and Parker 2008).

Alors que l'internalisation est traditionnellement décrite pour stopper la signalisation,
dans I'exemple de MET, cette signalisation ne s’effectue pas seulement a la membrane
plasmique mais se poursuit au cours de l'internalisation. Le recrutement préférentiel de
certains effecteurs est a I'origine de la spécificité du signal de MET, au dépend de sa
localisation (Kermorgant and Parker 2005).

b. Dégradation et recyclage de MET

A la suite de l'internalisation, le récepteur MET est dirigé vers les endosomes précoces
ou il recrute la protéine HRS (HGF regulated tyrosine kinase substrate), capable de reconnaitre
et d’interagir avec I'ubiquitine. La protéine HRS permet de guider le récepteur MET vers les
différentes étapes de maturation de I'’endosome et forme avec d’autres protéines le complexe
ESCRT (endosomal sorting complex required for transport). Ce complexe permet la formation
d’un endosome multivésiculaire qui évolue en endosome tardif. Ce dernier fusionne avec un
lysosome dont I'acidité est nécessaire pour I'activité des enzymes qui induisent la dégradation
du récepteur MET endocyté (Figure 23; Hammond et al., 2003; Abella et al., 2005).

Par opposition, dans le compartiment endosomal, le récepteur MET peut retourner a
la membrane par un processus de recyclage. Dans les endosomes de tri, MET peut s’associer
a la protéine GGA3 (golgi-localized y-ear-containng Arf-binding protein3) via |'adaptateur Crk.
L'extinction de la protéine GGA3 montre une inhibition du recyclage au profit d’une
augmentation de la dégradation de MET. Cette extinction induit aussi une réduction de
I'activité de Erk, qui résulte par une diminution de la migration cellulaire. Ainsi, le recyclage
de MET participe aussi au contréle de la signalisation du récepteur (Parachoniak et al. 2011;
Lefebvre et al. 2012).
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Figure 23 : Le récepteur MET : de sa signalisation a sa dégradation.
Aprées stimulation par son ligand I'HGF, MET se dimérise et s’autophosphoryle. Il recrute des protéines
adaptatrices dont Gabl et Grb2. La protéine CBL vient se fixer sur la Tyr 1003 pour permettre
I"'ubiquitinylation et ainsi I'internalisation de MET. Dans les endosomes, MET peut toujours activer les
voies de signalisation. De la méme maniére dans les endosomes périnucléaires, MET favorise la
translocation de STAT3. Dans les endosomes, MET peut suivre la voie de la dégradation induite par le
lysosome ou la voie de recyclage en s’associant avec la protéine GGA3.
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IV. Les fonctions du couple MET/HGF

1. Au cours du développement des organes périphériques

L'expression de MET et de I'HGF au cours de I'embryogenése révele un schéma
d’expression qui varie en fonction du stade du développement. Leur expression conjointe est
retrouvée précocement pendant la gastrulation (6,5 a 7™ jour de développement) chez la
souris au sein du mésoderme et de I'endoderme, suggérant un mode d’action autocrine. Par
la suite, pendant I'organogenése (8-10°™¢ jour de développement) leur co-expression n’est
retrouvée que dans de rares zones que sont le tube neural, les somites et le coeur. Dans le
reste de I'embryon et jusqu’a la fin du développement, le patron d’expression de ces deux
geénes est distinct : I'HGF est exprimé dans les tissus mésenchymateux alors que MET est
exprimé dans les tissus épithéliaux, indiquant plutot un mode d’action paracrine du récepteur
(Jung et al. 1994). Ainsi, la signalisation de MET favorise la morphogenése de plusieurs organes
tels que le rein, le foie, le placenta, la glande mammaire, les testicules, le pancréas et les
poumons. De plus, MET et I'HGF sont aussi importants dans le développement du systeme
nerveux, par des effets de survie, de différenciation et de croissance axonale, mais aussi dans
le développement du cervelet et la mise en place des muscles squelettiques antérieurs (Maina
and Klein 1999; leraci et al. 2002; Prunotto et al. 2004).

Dans les années 1990, l'invalidation du géne MET ou de I'HGF a permis de confirmer
gue le couple joue un role essentiel dans les processus de développement embryonnaire et
dans les interactions épithélium-mésenchyme. De fait, I'invalidation de ces génes est létale in
utero a 15 jours de développement et les embryons MET 7~ et HGF 7~ ont des altérations
phénotypiques similaires. Les embryons présentent un défaut de développement du
trophoblaste qui forme la partie foetale du placenta, c’est ce qui est a 'origine de la létalité
(Figure 24; Bladt et al., 1995; Schmidt et al., 1995; Uehara et al., 1995). Leur taille de foie est
aussi réduite s’expliquant par une baisse de la survie et de la prolifération des hépatocytes
(Schmidt et al. 1995). Ils ont également une altération de la répartition des cellules
musculaires, due a une baisse de la migration des précurseurs myoblastiques (Bladt et al.
1995; Schmidt et al. 1995).

Plus tardivement dans les années 2000, des expériences de knock-out (KO)
conditionnelles de MET ont permis de mieux comprendre son implication au cours du
développement. Par exemple, I'invalidation de MET inhibe le bon développement alvéolaire
des poumons et réduit le nombre de néphrons ainsi que la taille du rein (Ishibe et al. 2009;
Calvi et al. 2013). Au sein du SNC, son extinction génétique peut conduire a une perte d’un
sous-groupe de motoneurones (Lamballe et al. 2011). Lors d’'une hépatectomie partielle ou
un rein abimé, I’'HGF stimule la morphogenése de branchement dans le foie et le rein chez
I'adulte (Balkovetz and Lipschutz 1999; Huh et al. 2004). Ainsi, au cours du développement, le
couple HGF/MET est indispensable pour I'organogenése et I’homéostasie tissulaire (foie, rein,
poumon).
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Figure 24 : Implication du couple HGF/MET au cours du développement embryonnaire et chez
I'adulte.
En A, apparence externe d’embryon sauvage HGF* et d’embryon HGF’ & E13.5 montrant les
anomalies de formation du placenta. A droite, il s’agit d’'une image représentative du foie issu des
mémes souches d’animaux avec une réduction de la taille du foie chez les embryons HGF’". En B,
I’extinction conditionnelle de MET dans le foie de souris adulte inhibe la régénération hépatique.
D’apres Schmidt et al., 1995; Huh et al., 2004.

2. Au cours du neurodéveloppement

L’étude de Jung en 1994 démontre par hybridation in situ que les transcrits de MET et
de I'HGF sont exprimés dans le cerveau de souris adulte et en développement (Jung et al.
1994). L'expression de I'HGF et MET au sein du SNC débute a E12 et E13 respectivement (Jung
et al. 1994; Achim et al. 1997). L'ARNm de I’"HGF est principalement localisé dans les neurones
de I'hippocampe, du cortex, et des cellules granulaires du cervelet, alors que ’ARNm de MET
est plus spécifiquement restreint a I'aire CA1 de I’hippocampe, au cortex et au septum (Jung
et al. 1994; Thewke and Seeds 1999; Korhonen et al. 2000). Fonctionnellement, les neurones
répondent a la signalisation HGF/MET par une augmentation rapide de la transcription du
géne c-Fos (Jung et al. 1994).

La carte d’expression du transcrit MET montre un faible niveau de son expression au
stade prénatal (E16.5) puis son expression augmente a la naissance et atteint un pic
d’expression a P7. Ensuite, I'expression de MET est relativement stable pendant la seconde
semaine post-natale puis décline fortement a P21 pour se maintenir a de faibles niveaux
d’expression a I'age adulte (Figure 25; Judson et al., 2009). L'étude révele que les pics
d’expression de MET coincident avec les périodes de prolongement des neurites et de
synaptogenése, suggérant un rble fonctionnel de MET dans le développement de la
connectivité du cerveau. De plus, I'expression de MET pendant cette période est présente
dans I'hippocampe, le néocortex et les régions limbiques sous-corticales (Judson et al. 2009).
Dans ces régions, MET est exprimé par des neurones a projections excitateurs et in vivo il n’y
a pas de preuve reportée de son expression dans les interneurones (Eagleson et al. 2011).

Ce couple influence différents événements neurodéveloppementaux, incluant
I'induction neurale, la morphogenése des neurones (synaptogeneése et développement des
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dendrites) et le guidage axonal. La signalisation de MET module la croissance des dendrites et
la formation des synapses. En effet, in vitro, sur des neurones hippocampiques, un traitement
a I’'HGF augmente la longueur des dendrites, le nombre de branchement et la densité
synaptique (Eagleson et al. 2016). Cette activation de MET engage les voies Ras/MAPK et
PI3k/Akt (Eagleson et al. 2016). Streit en 1995 montre que pendant la gastrulation, 'HGF est
exprimé dans le nceud de Hensen d’embryons de poussins. Sur des cultures d’épiblastes issues
d’embryons de poussins, le traitement a I'HGF permet a ces cellules d’adopter une
morphologie neuronale et d’exprimer aussi des marqueurs neuronaux (Streit et al. 1995). Les
auteurs suggerent que I'HGF joue un rdle dans les premiéres étapes de I'induction neurale,
probablement en induisant ou en maintenant la capacité de I'épiblaste a répondre aux signaux
neuronaux.

Le développement du cervelet a principalement lieu apres la naissance, impliquant des
processus de prolifération cellulaire et de migration. L'HGF et MET sont co-exprimés lors du
développement du cervelet (leraci et al. 2002). MET est localisé sur les précurseurs des cellules
granulaires et la mise en culture de ces cellules montre une prolifération cellulaire induite par
le traitement a I’'HGF. L'utilisation d’une souche de souris MET mutée (incapable de fixer Grb2)
met en évidence une réduction de la taille du cervelet et une diminution de la prolifération
des cellules granulaires, démontrant I'implication de I'axe HGF/MET dans le développement
du cervelet (leraci et al. 2002).

Par ailleurs, la signalisation MET semble influencer le systeme sensorimoteur. En effet,
I"'HGF promeut le développement de neurones sensoriels en coopérant avec le facteur NGF.
Cette coopération permet d’activer la croissance axonale et d’augmenter le nombre de
neurites des neurones sensoriels (Maina et al. 1997). De plus, 'HGF se comporte comme un
facteur chemo-attractant qui permet de guider les axones des motoneurones et de
promouvoir leur survie durant leur développement (Ebens et al. 1996). L'HGF agit comme un
facteur neurotrophique pour les motoneurones, et un des mécanismes potentiels évoqué
pour permettre une croissance optimale des axones des neurones ganglionnaires serait via un
mécanisme autocrine de ’'HGF (Judson et al., 2009; Peng et al., 2013).

L'expression spatio-temporelle de MET impacte donc sur les processus
neurodéveloppementaux du systéeme cérébral. La survenue d’altérations de |’expression de
MET peut modifier le bon développement cérébral et conduire alors a divers troubles
comportementaux et psychiatriques.
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Figure 25 : Profil d’expression de MET dans le neurodéveloppement.
A, western blot représentant I'expression protéique de MET dans le cortex antérieur, postérieur et le
cervelet chez des souris sauvages de E16 a I’age adulte (P90). B, le profil d’expression de MET montre
un pic pendant la période périnatale correspondant a la croissance neuronale et la synaptogenése.
Puis, la protéine MET est réduite pour permettre la maturation des circuits cérébraux et la plasticité
synaptique. D’apres Judson et al., 2009; Peng et al., 2013.

3. La dérégulation de MET dans la tumorigenése

Malgré I'existence de mécanismes de régulation, la dérégulation de I'expression ou de
la signalisation de MET et de I'HGF est une caractéristique décrite dans de nombreux types de
cancers humains. Ses dérégulations sont multiples mais les principales causes sont : une
mutation de MET, une surexpression de I'HGF ou I'activation constitutive du récepteur. Dans
certains cancers, ses altérations sont associées a un mauvais pronostic.

a. Les différents types de dérégulation de '’HGF/MET

De nombreux types de cancers humains sont associés a une dérégulation de MET et de
son ligand. Pour ne citer que les grandes catégories, il y a les carcinomes, les sarcomes de
muscles squelettiques et de tissus mous ainsi que les leucémies (le site www.vai.org/Met/

répertorie la liste des cancers impliquant MET et I’'HGF). Plus de 1200 mutations de MET ont
été répertoriées et sont regroupées sur le site COSMIC (catalogue of somatic mutations in
cancer). Cependant, méme si ces mutations sont présentes dans certains cancers, toutes les
mutations ne sont pas systématiquement impliquées dans les processus oncogéniques. |l est
nécessaire de vérifier si ces mutations ont un role fonctionnel dans la tumorigenése. Certains
« hotspots » sont présents sur la séquence de MET, notamment au niveau du domaine kinase,
juxtamembranaire et plus rarement dans le domaine extracellulaire.

C'est en 1997, dans un carcinome rénal papillaire héréditaire que la premiere
mutation de MET est identifiée, reliant alors MET aux cancers (Schmidt et al. 1997). Puis, la
présence de mutations du domaine kinase de MET dans les cancers des voies aérodigestives
est démontrée (Jeffers et al. 1998). Il est fréquemment retrouvé certaines mutations telles
que la D1228N, la Y1230C et la M1250T qui conduisent a une activation constitutive du
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récepteur sans ligand (Jeffers et al. 1997; Joffre et al. 2011). Des travaux de knock-in chez des
souris ont évalué le potentiel tumorigéne de chaque mutation (Graveel et al. 2004). |l s’avere
gue chaque mutation conduit a un profil de tumeur différent, suggérant que chague mutation
affecte ses propres cibles cellulaires ou agit distinctement sur I'activité du récepteur. Il est
aussi décrit des mutations dans la région juxtamembranaire, qui est une région importante
dans la régulation des fonctions catalytiques. Les mutations les plus fréquentes sont R970C,
P991S et T992I retrouvées dans 3 a 10% des cancers pulmonaires (Krishnaswamy et al. 2009;
Tyner et al. 2010; Boland et al. 2013). Par ailleurs, le séquencage complet d’échantillons de
cancers du poumon identifie le saut de I'exon 14 dans le transcrit de MET (Kong-Beltran et al.
2006). En 2015, I'équipe de Frampton analyse le génome de 38 028 tumeurs et en identifie
221 présentant un saut de I'exon 14 avec 126 séquences différentes (Frampton et al. 2015).
L'exon 14 est situé dans la région juxtamembranaire de MET, le saut de cet exon induit une
région tronquée et une endocytose compromise, qui méne a une accumulation du complexe
HGF/MET a la surface et donc a une activation prolongée de la signalisation (Gherardi et al.
2012; Lee et al. 2014). La prévalence de ce saut d’exon est retrouvée dans 3% des
adénosarcomes pulmonaires, 0,4% des gliomes cérébraux et divers autres types de cancer
(Frampton et al. 2015). La présence du saut de I'exon 14 peut promouvoir a elle seule
I'oncogeneése, ce qui en fait une cible thérapeutique (Frampton et al. 2015; Pilotto et al. 2017).
La région extracellulaire n’est pas épargnée par des mutations, généralement localisées dans
le domaine SEMA qui participe a la liaison de 'HGF. La mutation la plus fréquente est la N375S
retrouvée dans les cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC). Toutefois, son
implication dans la tumorigenése est controversée. Cette mutation pourrait étre issue d’un
simple polymorphisme puisqu’elle existe aussi dans la population asiatique et n’est pas
associée a un risque de cancer (Liu et al. 2012; Shieh et al. 2013).

Une autre dérégulation est la surexpression de MET, fréquemment observée dans
certains cancers. Par exemple, MET est surexprimé dans 10 a 70% des cancers gastriques (Di
Renzo et al. 1995; Huang et al. 2001; Tang et al. 2004; An et al. 2014), dans 20 a 70% des
cancers du sein (Ghoussoub et al. 1998; Camp et al. 1999; Nakopoulou et al. 2000) et jusqu’a
80% dans les cancers rénaux (Natali et al. 1996). Cette surexpression peut étre dii a une baisse
de la dégradation et donc a une surexpression de MET a la membrane. Certains facteurs
environnementaux peuvent induire une surexpression. Par exemple, en situation d’hypoxie,
le facteur HIF1la est libéré et se fixe sur la région promotrice de MET pour en augmenter son
expression (Hara et al. 2006). D’autre part, la suractivation de MET est associée a une
surexpression génique du récepteur (Cooper et al. 1984). Cette amplification génique peut
étre définie par un ratio MET/CEP7 (nombre de copies de MET/ nombre de copies sur le
chromosome 7) supérieur a 2 (Burel-Vandenbos et al. 2017). De nombreuses lignées
cellulaires ont cette surexpression qui est responsable d’une activation continue de I'activité
kinase indépendamment de I'HGF (Smolen et al. 2006; Lutterbach et al. 2007). Cette
dérégulation est souvent associée a un mauvais pronostic, dans les gliomes par exemple,
I’'amplification de MET n’est observée que dans tumeurs de grade IV (Kwak et al. 2015).
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Le récepteur n’est pas le seul a subir des dérégulations, 'HGF est aussi retrouvé comme
étant surexprimé dans divers cancers, et est également associé a un mauvais pronostic (Ujiie
et al. 2012). Le dosage de sérum de patients atteints de cancers tels que les gliomes ou les
cancers du poumon montre une quantité importante d’'HGF (Arrieta et al. 2002; Toiyama et
al. 2009). L'HGF est sécrété par les cellules du stroma (action paracrine) mais il semble que
dans le cas d’un environnement tumoral, la sécrétion de I'HGF puisse étre autocrine. C'est le
cas dans les lignées cellulaires issus de gliomes humains ; U87MG et U118 (Rosen et al. 1996;
Koochekpour et al. 1997).

D’autre part, des réarrangements chromosomiques issus de la fusion entre le
récepteur MET et une protéine ont été rapportés. En effet, en 2014, la fusion entre MET et le
géne PTPRZ1 (receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta 1) est découverte en
séquencant I’ARN tumoral de patients atteints de glioblastomes (Bao et al. 2014). D’autres
études sont venues étayer le nombre de protéines fusions ; MET-TFG (Trk-fused gene), MET-
CLIP2 (CAP-Gly domain containing linker protein 2) pour n’en citer que deux (International
Cancer Genome Consortium Pedbrain Tumor Project, 2016). Dans la plupart des fusions, le
domaine kinase de MET fusionne avec I'extrémité N-terminale de la protéine, qui forment des
protéines chimeéres constitutivement actives. Pour rappel, la découverte de MET est issue du
réarrangement chromosomique responsable de la formation de I'oncogéne TPR-MET (Cooper
etal. 1984).

b. Les stratégies thérapeutiques

Diverses stratégies thérapeutiques ont pour cible de bloquer la signalisation induite
par MET. Ces stratégies se focalisent sur le blocage de l'interaction HGF/MET, soit via des
antagonistes ou des anticorps neutralisant I’'HGF ou soit en bloquant I'activité kinase de MET
par des inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI, tyrosine kinase inhibitor) (Figure 26).

Les TKls sont des petites molécules qui se fixent de maniere compétitive sur les sites
de liaison de I'ATP des récepteurs a activité tyrosine kinase ce qui bloque leur activation.
Certains TKls sont spécifiques a une seule cible alors que d’autres ont un spectre plus large
(Scagliotti et al. 2013). C’est le cas du crizotinib, un TKI multi-cible spécifique a la fois de MET,
du récepteur VEGF et de ROS1 (Camidge et al. 2014). Ce traitement a été approuvé par la FDA
(Food and Drug administration) dans les CBNPC (Malik et al. 2014). Les tumeurs qui
contiennent une mutation dans I’exon 14 de MET sont aussi sensibles au traitement TKls, avec
par exemple le capmatinib (Heist et al. 2016) et le glesatinib (Schrock et al. 2016). L’étude
PROFILE-1001 montre une amélioration de la survie avec le crizotinib dans le cas de patient
atteint d’'un CBNPC accompagné de la présence du saut de I'’exon 14 de MET. Des inhibiteurs
sélectifs de MET sont également utilisés. C'est le cas du SU11274 qui est aussi un TKI. Il bloque
la signalisation de MET et inhibe des événements biologiques comme |la motilité cellulaire et
la morphogeneése de branchement (Wang et al. 2003). Il inhibe spécifiguement MET et n’a pas
d’effet sur 'EGFR, FGFR1 ou PDGFRp. Le JNJ-38877605 est aussi un puissant inhibiteur sélectif
de l'activité kinase de MET (Benvenuti et al. 2011). Il se fixe aux sites ATP de MET et il a
démontré une activité antitumorale dans des modeéles de glioblastomes et de cancers
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gastriques et de la prostate. Mais, il induit une toxicité rénale causée par la formation de
métabolites (Lolkema et al. 2015). Ces 2 derniers inhibiteurs ont été utilisés dans mon étude.

Le récepteur MET et I'EGFR sont tous deux des récepteurs a activité tyrosine kinase qui
partagent un réseau de signalisation similaire. Une amplification de MET est une forme de
résistance dans les thérapies anticancéreuses ciblant I'EGFR avec des TKI (EGFR-TKI) (Bean et
al. 2007; Engelman et al. 2007). L'activation de MET peut alors compenser l'inhibition de
I'EGFR. Quand ces facteurs de croissance sont combinés, un effet additif sur la prolifération
cellulaire est observé in vitro dans des cancers CBNPC (Puri and Salgia 2008). Ceci suggere
gu’une combinaison avec des inhibiteurs de MET et de I'EGFR-TKI pourrait avoir des effets
synergiques anti-tumoraux. Cette combinaison est appliquée en clinique spécifiqguement chez
des patients résistants a 'lEGFR-TKI.

Il existe une variété d’inhibiteurs de MET incluant les anticorps monoclonaux, les TKls,
des molécules qui vont cibler le site d’interaction avec I’'HGF ou encore I'activité kinase de
MET. Parmi les anticorps anti-MET, on peut citer Onartuzumab (MetMab), un anticorps
monoclonal humain qui reconnait le domaine SEMA de MET et bloque sa liaison a I'HGF
(Merchant et al. 2013). L'Emibetuzumab est un anticorps monoclonal anti-MET empéchant
aussi la fixation de I'HGF sur MET mais il conduit a une internalisation et une dégradation de
MET (Scagliotti et al. 2017). Le JNJ-61186372 se fixe sur le récepteur MET et 'EGFR pour
bloquer la fixation de leur ligand. Il est utilisé dans essais clinique chez des patients ayant par
exemple des mutations de I'EGFR ou une résistance a 'EGFR-TKI (Emdal et al. 2017).

De nombreuses études cliniques et précliniques ont développé des anticorps
monoclonaux afin d’empécher I'activation de I'HGF ou de neutraliser sa fixation sur MET. Le
Rilotumab et le Ficlatuzumab sont des anticorps qui se fixent a I'HGF sur la chaine B.
L'efficacité thérapeutique est évaluée dans des études cliniques en comparant un traitement
déja efficace a des traitements combinés. Par exemple, I'essai clinique en phase Il évalue
I'efficacité du ficlatuzumab en comparant le gefitinib (inhibiteur de I'activité kinase de I'EGFR)
seul ou combiné au ficlatuzumab chez des patients ayant un CBNPC (Mok et al. 2016). De
nombreuses études utilisent des traitements combinés notamment entre un traitement
ciblant I'EGFR et un ciblant MET pour diminuer les phénoménes de compensation.

Ainsi, le récepteur MET est un oncogene impliqué dans de nombreux cancers chez
I'Homme. De nombreuses thérapies combinent plusieurs traitements avec par exemple un
traitement ciblant I'EGFR (EGFR-TKI) et un ciblant MET pour limiter les résistances
thérapeutiques. Des résultats encourageants d’essais cliniques montrent la nécessité de
développer des thérapies ciblées et «a la carte» sur des populations de patients
sélectionnées.
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Figure 26 : Principaux mécanismes de dérégulations de I’axe HGF/MET.
Les mécanismes variés de la dérégulation de I'axe HGF/MET comportent une surexpression de
MET/HGF, une altération génique (point de mutation, amplification et fusion). De multiples molécules
ont été développées ciblant MET (TKI, anticorps anti-MET, antagoniste) et I'HGF (anticorps anti-HGF).
Adaptée de Liang & Wang, 2020.

V. Limplication du récepteur MET et NMDA dans les troubles du
spectre autistique

1. Les troubles du spectre autistique
a. Définition

Le mot autisme vient du grec ancien autos signifiant « soi-méme ». En 1911, le
psychiatre suisse Eugen Bleuler propose ce terme pour désigner I'état de repli des patients
souffrant de schizophrénie. Le terme autisme réapparait 30 ans plus tard, en 1943 a Baltimore
par I'américain Leo Kanner. Ce dernier, utilise ce terme pour décrire un tableau clinique
similaire, a savoir des comportements d’indifférence sociale et de troubles affectifs chez 11
enfants verbaux et non verbaux (Kanner 1943). A la méme période, en 1944 mais de fagon
indépendante, le pédiatre autrichien Hans Asperger publie sa seconde thése dans laquelle il
décrit un groupe d’enfants et d’adolescents souffrant de déficits en communication ainsi
gu’un schéma de comportement répétitif et restrictif (Asperger 1944). Méme si le tableau
clinique dépeint est similaire entre les deux, les enfants décrits par Asperger different de ceux

de Kanner dans le fait qu’ils n’ont pas de retards dans le développement cognitif ou dans celui
du langage. Asperger et Kanner sont considérés comme les deux pionniers de I'autisme.
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Ce n’est qu’en 1980, que I'autisme infantile est apparu dans le Manuel diagnostique et
statistique des troubles mentaux (DSM) en tant que catégorie diagnostique distincte (Pichot
and Guelfi 1983) DSM-IIl ; Association américaine de psychiatrie (AAP) ou APA pour
Association psychiatry of America, 1980). En 1994, la DSM-IV catégorise I'autisme de maniere
plus générale par des troubles envahissants du développement (TED) incluant aussi d’autres
sous-catégories (Cooper 2001). La nouvelle publication du DSM-V en 2013 introduit deux
modifications importantes pour le diagnostic d’autisme. Premierement, des modifications
dans la nomination et la nomenclature ont été apportées. En effet, la DSM-V élimine les sous-
catégories de TED et introduit la notion de spectre. Les troubles du spectre de I'autisme (TSA)
incluent le trouble autistique, le syndrome d’Asperger et le TED-non spécifié et excluent le
syndrome de Rett et le trouble désintégratif (DSM-5 2015). La seconde modification est la
définition des symptémes pour les critéres de diagnostic. Sous la DSM-IV, les symptomes
étaient répartis en 3 domaines et ils sont a présent divisés qu’en deux domaines.

Actuellement, selon I'AAP, les TSA se définissent par un déficit persistant de la
communication sociale et linteraction dans différents contextes ainsi que par des
comportements répétitifs, ou encore, par des activités ou centres d’intéréts restreints. Si les
manifestations surviennent habituellement pendant la petite enfance, elles peuvent
également apparaitre a un age plus avancé, lorsque la demande sociale excéde les capacités
des personnes (Association 2013; DSM-5 2015).

Lorsqu’il est fait référence a une altération de la communication sociale, celle-ci peut
se manifester par une difficulté dans la réciprocité sociale et émotionnelle. Par exemple, la
personne a des difficultés a amorcer et suivre une conversation, une conduite sociale
anormale, ou des troubles dans l'initiation sociale. Il peut également y avoir une altération
dans les comportements de communication non verbale (langage expressif absent ou limité,
usage rare ou nul des gestes appropriés). De plus, la personne peut présenter une difficulté a
établir et a maintenir des relations sociales qui correspondent a son niveau de
développement.

Le second domaine de symptomes fait référence aux centres d’intéréts restreints ou
aux comportements répétitifs. Il peut s’agir entre autres, d’un discours ou de mouvements
répétitifs ou stéréotypés, d’'une adhérence inflexible a des régles, des actes routiniers. Il s’agit
aussi de comportements ritualisés, d’un besoin excessif de constance, ils sont résistants au
changement méme insignifiant. lls peuvent manifester un intérét limité sur lequel la personne
se focalise de facon anormalement intense, comme dans le cas d’une préoccupation ou d’un
attachement pour un objet inhabituel. Il peut s’agir d’'une hyper- ou d’'une hyporéactivité
sensorielle telle qu’une indifférence a la douleur ou une réponse inhabituelle a certains sons
et textures. Enfin, il peut aussi étre observé des attraits pour des aspects de I'environnement
sensoriel, se manifestant par des comportements tels que toucher ou sentir des objets, une
fascination pour la lumiére et les objets qui tournent (Poirier and Rivieres-Pigeon 2013).
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Bien que les TSA ne comptent que deux domaines fonctionnels déficitaires, ces
variations neurodéveloppementales peuvent s’exprimer par un large éventail de symptomes.
Le tableau clinique du TSA varie en fonction des capacités cognitives de I'individu, du niveau
de langage atteint et de I’age. L’APA définit plutot trois niveaux de sévérité selon le niveau de
soutien dont a besoin I'individu présentant un TSA.

De plus, de multiples problemes de santé sont liés au TSA, I'épilepsie qui est étudiée
depuis longtemps pour vérifier sa relation causale ou son existence avec le trouble. Les
problémes gastro-intestinaux et la maladie cceliaque en font partie. L’hygieéne de vie, incluant
I'alimentation, I'obésité, et le sommeil sont des difficultés décrites chez les personnes ayant
un TSA. Il est également rapporté que les troubles anxieux, le trouble déficitaire de I'attention
avec ou sans hyperactivité ainsi que les troubles de I’humeur peuvent étre associés au TSA.
Enfin, la déficience intellectuelle, les troubles du comportement, la dysphasie et la dyspraxie
peuvent I'accompagner. Les personnes présentant un TSA forment un groupe hétérogene tant
par la variabilité dans la manifestation des symptomes et le degré de fonctionnement que par
la présence ou l'absence de conditions médicales, psychologiques ou psychiatriques
associées. A savoir qu'un TSA ne se guérit pas, il s’agit d’une condition
neurodéveloppementale avec laquelle la personne évoluera toute sa vie (Poirier and Rivieres-
Pigeon 2013).

b. Prévalence, étiologie et facteur de risque

Ces derniéres années, il y a eu un intérét grandissant pour cette pathologie qui est
probablement di a I'augmentation du taux de la prévalence de ce trouble. Le nombre
d’enfants diagnostiqués a fortement augmenté dans I'ensemble des pays industrialisés ces 20
derniéres années. Au début des années 2000, environ 1 enfant sur 2000 recevait le diagnostic
de TSA (Fombonne 2003). Aujourd’hui, la prévalence du TSA est estimée entre 1 a 2% de la
population générale en fonction des études (Kim et al. 2011; Christensen et al. 2018). Aux
Etats-Unis en 2014, les données du Centre de Prévention et de Controle des Maladies (CDC)
estiment la prévalence a 1 enfant sur 68, quel que soit le groupe racial, ethnique ou socio-
économique (basé sur les données de 2010 de 11 communautés américaines) (Maenner
2020). Cependant, la maladie est plus fréquente chez les garcons que chez les filles, avec 4
garcons atteints pour 1 fille (DSM-V, 2015; Maenner, 2020). En France, selon I'INSERM et le
secrétariat d’Etat auprés du ministre chargé des personnes handicapées, la prévalence
actuelle est de 1 naissance sur 100, et 650 000 personnes vivraient avec une condition du
spectre de l'autisme. Le sexe-ratio est de 4 garcons pour 1 fille et environ la moitié des
personnes présentent une déficience intellectuelle.

Les raisons de cette hausse de la prévalence sont débattues par la communauté
scientifique. Elle peut s’expliquer par I'élargissement des critéres diagnostiques, mais
également par une connaissance croissante et une amélioration dans l'identification et la
détection des individus présentant un TSA. Toutefois, la sous-estimation antérieure de
personnes atteintes de TSA par manque de campagnes de prévention et d’information peut
aussi étre un facteur a prendre en compte.
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L’ensemble des causes des troubles du spectre autistique demeure encore inconnu.
Cependant, la recherche a pu fournir quelques pistes qui pourraient étre associées au TSA.
Tout d’abord, plusieurs études prouvent I’existence d’une base génétique (Miles 2011). Divers
facteurs génétiques sont probablement en cause dans I'étiologie du TSA et de multiples
marqueurs génétiques pourraient étre associés aux diverses trajectoires phénotypiques du
TSA. L'implication génétique dans ce trouble est apportée par I'étude des jumeaux. En effet,
chez des jumeaux monozygotes, le taux de concordance du diagnostic est de 70 a 90% alors
gue ce taux est de 0 a 14% chez des jumeaux dizygotes (Lichtenstein et al. 2010). Ces résultats
indiquent que I'apport de la génétique se situerait entre 70 et 90% et qu’il reste encore 10 a
30% de variance a expliquer. Une étude de 2010 estime que le taux de récurrence du TSA d’un
individu dans une fratrie est de 10.9%, ce qui est largement au-dessus du taux de prévalence
d’environ 1% dans la population générale (Constantino et al. 2010). Ces résultats appuient
I'idée selon laquelle il n’y a pas un géne mais plusieurs génes qui sont susceptibles d’étre a
I'origine du trouble. Les scientifiques s’entendent sur le fait que le TSA a pour origine un
modele complexe impliquant de multiples genes qui interagissent avec I'environnement de
plusieurs fagons. Il s’agit de genes candidats qui augmentent le risque d’apparition mais ne
suffisent pas, a eux seuls, a causer le trouble (Cuccaro et al. 2003). Des études ont entrepris
des analyses du génome pour identifier les génes candidats susceptibles d’accroitre le risque
de TSA. Les aberrations chromosomiques retrouvaient les plus fréquentes sont en position :
79, 15q, 17q, 22q, 24q (Yang and Gill 2007). De nombreux génes défectueux ont été identifiés
comme étant impliqués dans les TSA ; parmi eux, il y a : Neuroligines 3 et 4, Neurexin 1, SHANK
3, PTEN, MECP2 et MET (Campbell et al. 2008). Le site internet SFARI (Simons Foundation
Autism Research Initiative) est une base de données qui répertorie et met a jour les génes
impliqués dans les TSA (sfari.org). Malgré la quantité de recherche dans le domaine et
I’amélioration technologique, seul 6 a 15 % des personnes atteintes d’'un TSA ont recu un
diagnostic génétique (Miles 2011).

Par ailleurs, bien que la base génétique soit appuyée par diverses études, il est
probable que des facteurs environnementaux interagissent avec le génotype pour
occasionner un TSA. Etant donné que ce dernier est un trouble développemental, caractérisé
par un déclenchement précoce, l'influence des facteurs environnementaux se présentent
sGrement lors des périodes prénatales et périnatales. Les défis liés a I‘environnement au cours
de la grossesse sont la cause probable de modifications épigénétiques nocives pour le
développement du cerveau du foetus. Des études sont parvenues a identifier certains facteurs
de risques prénataux et périnataux pour le TSA. Comme risque attribuable a I’enfant, on peut
citer : sexe masculin, hypoxie néonatale, le fait d’étre un premier né, un age gestationnel de
moins de 35 semaines et un faible poids a la naissance (Guinchat et al. 2012). Les facteurs
attribuables aux parents sont entre autres: la rubéole maternelle, la réponse immune
prénatale atypique, I’dge avancé au moment de procréer (39 ans pour le pere et 35 ans pour
la mere), le fait pour la mere d’étre fumeuse, de présenter ou d’avoir dans le passé une
maladie auto-immune, une histoire d’allergie ou un diagnostic psychiatrique (Guinchat et al.
2012).
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Malgré des progrés dans la compréhension des facteurs génétiques,
environnementaux et développementaux qui sous-tendent au TSA, il existe toujours des zones
d’ombre. Le défi principal reste I'hétérogénéité étiologique du TSA, qui contribue a la
complexité de son tableau clinique.

2. Le gene humain MET, facteur de risque dans les TSA

Comme il a été évoqué dans le chapitre précédent, les TSA ont une composante
génétique. Parmi les multiples génes candidats, il y figure le gene MET et le gene GRIN2B
(Campbell et al. 2006; Myers et al. 2011).

Le géne humain MET (OMIM 164860 ; chromosome 7q31) est reporté pour la premiere
fois comme un facteur de risque de I'autisme par I'équipe de Campbell en 2006 en se basant
sur des études d’association pangénomique. Ces études ont pour but d’identifier la
surexpression de variations génétiques chez des individus atteints de TSA par rapport a une
population controle (Campbell et al. 2006). En se basant sur les observations menées avant
I’étude, MET s’est avéré étre un géne candidat. Premiérement, le gene est localisé sur le
chromosome humain 7931, une zone d’intérét dans les études du génome des TSA (IMGSAC
1998; Yonan et al. 2003). Ensuite, la signalisation MET médie la croissance et I’extension des
neurites et contribue au développement cérébral (Maina et al. 1997; Gutierrez et al. 2004).
Cette signalisation joue un réle dans les fonctions immunitaires et la réparation
gastrointestinale, qui sont toutes deux des fonctions altérées dans certains cas de TSA (Tahara
et al. 2003; Arthur et al. 2004). Enfin, des études développementales convergentes indiquent
un hypomorphisme (diminution de I’expression du gene) de MET et de sa signalisation dans le
cortex, résultant en une migration anormale des interneurones, et une diminution de la
prolifération des cellules granulaires du cervelet (leraci et al. 2002; Powell et al. 2003;
Eagleson et al. 2005).

L’étude de Campbell analyse le gene MET chez plus de 1200 familles dont une des
personnes est atteinte d’autisme. L'étude révele une forte association génétique d’un allele
commun « C» sur un promoteur (rs1858830 « C») au sein de la région régulatrice
transcriptionnelle 5’ du géne MET chez plus de 200 familles atteintes d’autisme (Campbell et
al. 2006). Chez des familles dont plus d’un enfant est autiste, la modification allélique est
encore plus importante. Toutefois, cette variation allélique est fonctionnelle, et est associée
a des phénotypes spécifiques chez des individus atteints de TSA. Le polymorphisme de
nucléotide simple « G » en « C » induit une diminution de 50% de I'activité promotrice de MET
qui est corrélée au facteur de risque des TSA (Campbell et al. 2006). Les facteurs de
transcription SP1 et PC4 (codant pour SUB1) se fixent spécifiqguement a la séquence
promotrice de MET, mais leur fixation serait altérée, ce qui diminuerait son activité
transcriptionnelle (Campbell et al. 2006). En 2007, une seconde étude examine le niveau
d’expression de MET sur du tissu post-mortem provenant du lobe temporal de personnes
autistes et de personnes controles.
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L’étude révele une diminution du transcrit de MET et de son expression protéique chez les
individus autistes comparés aux individus controles (Campbell et al. 2007).

Par la suite, d’autres études génétiques menées sur différentes populations
confirment que le gene MET est un facteur de risque de I'autisme. En 2009, I'équipe de Sousa
trouve une corrélation positive entre le promoteur rs38845 et les TSA. Cependant, I'étude ne
montre pas de corrélation entre I'alléle variant « C » du promoteur rs1858830 et les TSA
(Sousa et al. 2009). Une seconde étude se basant sur deux cohortes retrouve la présence de
I’allele variant «C » dans la cohorte TSA mais pas dans la cohorte de personnes présentant des
troubles envahissants de développement (Jackson et al. 2009). Dans le méme temps, une
cohorte de TSA au sein d’'une population japonaise révele un autre polymorphisme de
nucléotide simple (simple nucleotide polymorphism, SNP) localisé dans I'intron 1, rs38841, qui
est associé au risque de TSA (Thanseem et al. 2010). Pour conclure, en combinant les résultats
issus des différentes cohortes, les études démontrent toutes une association entre le gene
MET et les TSA indépendamment de la variation génétique.

L'allele « C» de MET est enrichi chez des enfants autistes qui ont également des
troubles gastro-intestinaux (Gl) (Campbell et al. 2009). Cette association TSA et troubles Gl
montre une altération plus importante de la communication sociale. Ces observations sont en
accords avec une augmentation des déficits sociaux et des troubles du langage chez les
personnes autistes (Campbell et al. 2009). Par ailleurs, certaines études montrent que les TSA
sont associés a I'environnement extérieur. L’étude de Volk montre une interaction entre le
génotype MET avec l'alléle variant « C », I'exposition a des niveaux élevés d’air pollué et le
risque d’avoir des TSA. En effet, les enfants qui ont I’alléle variant et dont les meres ont été
exposées pendant leur grossesse a un environnement fortement pollué ont un risque plus
important d’étre atteint de TSA (Figure 27; Volk et al., 2014).

Toutes ces données supportent l'idée selon laquelle une réduction ou un
hypomorphisme de MET constitue un facteur de risque des TSA. Cependant, la présence de
I'allele variant dans la région promotrice de MET ne suffit pas a diagnostiquer un TSA.
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Figure 27 : La présence de I'alléle variant dans la séquence promotrice de MET est un facteur de
risque des TSA.

Le polymorphisme nucléotidique simple du « G » en « C» dans la région promotrice de MET est
responsable d’une diminution de 50% de I'activité du promoteur. Du haut a gauche, au bas a droite :
chez le génotype C/C, il est retrouvé une réduction du transcrit et de la protéine MET dans le cortex
temporal. Des études de neuroimagerie chez ’'THomme montre une réduction de la densité de matiére
gris dans les zones corticales exprimant MET et une altération fonctionnelle et structurelle chez les
individus possédant l'allele C/C. L'examen comportemental de sous-groupes de TSA révéle un
enrichissement en alléle C/C chez les enfants qui ont des troubles de communication sociale et des
problémes gastrointestinaux (Gl). Dans le systéme immunitaire, chez les individus avec le génotype
C/C, il y a une activation de certaines cellules immunes, induisant une réduction de I'expression de
I'interleukine 10 (IL-10). De plus, I'allele C/C est enrichi chez les méres qui produisent des anticorps
reconnaissant des protéines cérébrales foetales associées au TSA. Enfin, il y a une augmentation du
risque de TSA chez les enfants ayant I'allele C/C et dont les méres ont été exposées pendant la
grossesse a des niveaux élevés de pollution de I'air. D’aprés Eagleson et al., 2016.

3. Association du géne humain GRIN2B avec les TSA

Le gene GRIN2B (chromosome 12p13) codant la sous-unité GIuN2B des récepteurs
NMDA a été identifié comme un gene candidat pour la prédisposition au TSA en 2011. L’équipe
de Myers cherche a identifier des variations génétiques rares chez 285 patients atteints de
TSA et de schizophrénie (Myers et al. 2011). L'étude révele 3 genes MAP1A, CACNAIF et
GRIN2B sur lesquels il est constamment retrouvé un excés de mutations non-sens dans une
ou deux des cohortes (TSA et schizophrénie) (Myers et al. 2011). Plusieurs sites de mutation
ont été rapportés sur GRIN2B dans différentes cohortes de TSA. L'équipe de Tarabeux est la
premiere a identifier une mutation de novo de GRIN2B chez des personnes ayant un TSA
(Tarabeux et al. 2011). Puis consécutivement, I’équipe de O’Roak identifie 3 mutations de novo
entrainant une perte de fonction de la protéine et une mutation faux-sens sur GRIN2B. Une
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premiere étude s’intéresse a 209 familles présentant des cas de TSA sporadiques. Le
séquencage de I'exome montre une mutation faux-sens affectant GRIN2B chez les cas de TSA
(O’'Roak et al. 2012b). La seconde étude séquence 44 genes candidats dont le gene GRIN2B
chez 2 446 personnes atteintes de TSA. Parmi ces génes candidats, 6 genes dont GRIN2B
présentent des mutations récurrentes de novo chez la cohorte TSA comparé a 762 individus
non TSA. En effet, le gene GRIN2B posséde 4 sites de mutations dont 3 induisent une altération
de la fonction pour la protéine GIuN2B (O’Roak et al. 2012a).

D’autres populations ayant un TSA mettent en évidence une variation génétique de
GRIN2B. Yoo et collaborateurs rapportent chez une population coréenne, 5 SNP situés sur le
méme haplotype de GRIN2B chez les personnes atteintes de TSA (Yoo et al. 2012). De plus,
une cohorte familiale comprenant 1 945 sujets (TSA et contréles) issue de la population
chinoise démontre une association entre 19 SNP de GRIN2B et le risque de TSA. Parmi ces 19
SNP, 11 sont localisés dans la méme zone sur le génome et 6 SNP ont le méme haplotype
GCGCG qui se retrouve fortement associé au TSA (Pan et al. 2015). Ces deux études différentes
retrouvent 2 mémes SNP variants (rs 1805247 et rs 1805522) sur GRIN2B. (Yoo et al. 2012;
Pan et al. 2015). Le risque de TSA semble étre associé aux variations génétiques communes
chez les TSA qui pourraient étre regroupées sur le méme haplotype de GRIN2B.

Par ailleurs, a I’échelle cellulaire et moléculaire, I'étude de 3 variants de GIuN2B a
I'extrémité C-terminale (51413L, L1422F et S1450F) chez le rongeur montre une dysfonction
de fixation pour la protéine PSD-95. Le site S1413L correspond au S1415 chez 'Homme qui est
un variant retrouvé chez certaines personnes atteintes de TSA et les sites L1422F et S1450F
correspondent respectivement a L1424F et S1452F qui sont des variants présents chez
certaines personnes schizophrénes (Myers et al. 2011; Tarabeux et al. 2011). Seule la mutation
S1413L induit une diminution d’expression a la surface de GIuUN2B et une densité d’épines
dendritiques moins importante (Liu et al. 2017). En revanche, les 3 mutations ne présentent
pas de modifications des propriétés fonctionnelles des récepteurs NMDA suggérant que les
déficits observés seraient dd a la réduction du trafic de GIuN2B a la synapse. De plus, la sérine
1413 semble étre importante pour la localisation ainsi que la régulation de I’activité de GIuN2B
(Liu et al. 2017).

Avant 2011, d’autres études avaient déja mis en évidence des associations entre le
géne GRIN2B et la schizophrénie (Ohtsuki et al., 2001) ainsi que les troubles obsessionnels
compulsifs (Arnold et al. 2004).

De facon intéressante, I'’étude du réseau protéique de MET identifie 72 candidats en
se basant sur des analyses d'immunoprécipitation et de spectrométrie de masse. Parmi ces 72
protéines, 9 sont des candidats associés a des troubles neurodéveloppementaux dont figure
le géne GRIN2B (Figure 28; Xie et al., 2016).
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O Candidats TSA dans 'interactome MET O Autres candidats aux troubles neurodéveloppementaux
dans l'interactome de MET

Q Candidats au TSA et troubles bipolaires dans

Q Autres candidats aux troubles neurodéveloppementaux
I'interactome MET

dans le réseau

D Candidats au TSA, schizophrénie dans @ Autres protéines dans l'interactome de MET
I'interactome de MET
. Candidats au TSA dans le réseau ° Autres protéines dans le réseau

Figure 28 : L'interactome de MET est un réseau enrichi a des protéines associées a des troubles
neurodéveloppementaux.
Au sein de linteractome de MET, il y a 8 geénes candidats associés a des troubles
neurodéveloppementaux dont la protéine GIuN2B. Puis, il y a ensuite des protéines secondaires qui
sont aussi en lien avec des troubles neurodéveloppementaux, parmi lesquels on retrouve le récepteur
a 'EGF. Ces protéines ont été identifiées a partir de GeneMania. Adaptée de Xie et al., 2016.
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4. Les modeles animaux dans les troubles du spectre autistique

Le TSA est un trouble développemental persistant avec de multiples facteurs de risque.
Parmi eux, des composantes génétiques et environnementales ont été suggérées sans pour
autant connaitre I'étiologie exacte. Toutefois, la forte concordance entre les jumeaux
monozygotes suppose une importante part de composante génétique, encourageant le
développement de modeéles animaux, avec la souris et le rat pour sujets principaux. Ces
modeles s’averent étre des outils utiles afin de tester les découvertes épidémiologiques,
d’améliorer les traitements et d’étudier les mécanismes biologiques sous-jacents aux
comportements spécifiques du TSA. Une large variété de modele sont décrits comme étant
des modeles de TSA, et certains criteres de validité sont utilisés pour juger de la pertinence
d’un modele ciblant les troubles psychiatriques. Premiérement, il s’agit de la validité
apparente qui se référe au degré de similarité phénoménologique entre le comportement du
modele animal et le symptome d’intérét humain. Puis, la validité constructive fait référence a
la capacité du modele animal a reproduire les processus dysfonctionnels cognitifs et/ou
comportementaux du désordre psychiatrique (Robbins and Sahakian 1979; Belzung and
Lemoine 2011). Le critére étiologique, qui peut étre inclus dans la catégorie de validité
constructive, définit I'existence d’étiologies identiques entre le phénoméne humain et le
modele animal. Cette validité est difficile a vérifier car les causes d’'une maladie psychiatrique
sont bien souvent méconnues, le but du modele étant justement de les établir. Le dernier
critére est celui de la validité prédictive, se définissant comme la capacité du modeéle a
identifier des drogues pouvant avoir un potentiel thérapeutique pour traiter un désordre
psychiatriqgue humain (Willner 1984).

Le modeéle animal idéal de TSA doit inclure des analogies au trois symptomes
principaux, a savoir : des altérations d’interaction sociale, des déficits en communication et
des comportements stéréotypés. Afin d’évaluer les comportements d’interaction sociale chez
le rongeur, il peut étre utilisé le test des 3 chambres, aussi connu comme le test d’interaction
social de Crawley (Moy et al. 2004; Nadler et al. 2004). Il permet d’accéder de maniere
guantitative a la sociabilité et a la préférence a la nouveauté sociale. Dans un premier temps,
ce test consiste a introduire une souris étrangere dans un des cotés de la chambre et de laisser
le champ libre a la souris sujet de visiter les 3 compartiments de la chambre. On mesure alors
le temps que la souris sujet passe avec la souris étrangére, comparé au temps passé dans la
chambre vide. Une seconde souris étrangére est introduite dans le compartiment vide de la
chambre, ce qui permet d’accéder au critére de préférence a la nouveauté sociale en
mesurant le temps passé avec la seconde souris comparé a celui passé avec la souris familiére
(lwata 2019). Le temps de « sniffing » est aussi un parametre a quantifier, et celui-ci doit
corréler avec le temps passé dans chacun des compartiments de la chambre.

Les déficits en communications et les troubles du langage sont des caractéristiques
fondamentales dans le diagnostic des TSA. Bien que les rongeurs n’aient pas de facultés de
langage, I'espece présente néanmoins des mécanismes de communication sociale. En effet,
les rongeurs sont capables d’émettre des signaux auditifs, incluant des vocalises a ultrasons,
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des signaux sociaux olfactifs comme le dépo6t de phéromones dans I'environnement. Une
méthode bien caractérisée pour évaluer linteraction en communication sociale est
I'enregistrement des vocalises a ultrasons émises par les nouveau-nés lorsqu’ils sont en
dehors du nid. En effet, ils émettent des appels de « détresse » correspondant a des ultrasons
de I'ordre de 50 a 80kHz qui peuvent étre détectés par leur parent. Le test standard consiste
a séparer quelgques minutes le nouveau-né entre P2 a P12 du nid, et d’enregistrer via un
microphone ses vocalises a ultrasons afin de les quantifier. De faibles niveaux de vocalises
chez le nouveau-né permet de détecter des déficits d’interaction en communication (Branchi
et al. 1998; Baranek 2002). L'enregistrement des vocalises chez des souris adultes qui
émettent peu ou pas de vocalises lors de la séparation avec leurs petits peut s’interpréter
comme un déficit d’attachement. De plus, la seconde approche pour étudier la
communication sociale chez les rongeurs est focalisée sur la communication olfactive. Des
tests olfactifs d’habituation et de déshabituation permettent de mesurer I'intérét a des
nouveaux stimuli olfactifs et I'intérét décroissant face aux mémes stimuli répétés. L' utilisation
d’un coton imbibé d’une litiere sale contenant des souris étrangeres est une des facons
d’évaluer I'intérét pour les odeurs, les phéromones sont en lien avec la communication et la
sociabilité.

Les comportements stéréotypés peuvent étre évalués par la piscine de Morris et le T-
maze. La piscine de Morris est un test d’apprentissage consistant a localiser une plateforme
cachée dans une piscine circulaire. La souris doit retrouver la localisation de la plateforme
cachée et dans un second temps apprendre la localisation de la nouvelle plateforme. La
difficulté a distinguer la nouvelle position de la plateforme nécessite des capacités
d’apprentissage mais pourrait aussi étre interprétée comme une résistance au changement.
Pour le T-maze, il s’agit d’évaluer si la souris alterne bien entre les 3 bras du T-maze. S’il y a un
défaut d’alternance entre les bras, cela peut signifier un déficit de mémoire de travail ou une
certaine rigidité cognitive. Des tests d’actimétrie ou des tests quantifiant I'auto-toilettage, le
« circling » ou encore les sauts permettent également d’évaluer les comportements
stéréotypés moteurs chez la souris.

En complément de ces tests, de nombreux autres tests ciblant les symptémes associés
au TSA peuvent étre effectués. Parmi ces symptomes, il est fréquemment décrit de I'anxiété,
de [l'agressivité, des troubles du sommeil, des crises d’épilepsie dont certains tests
correspondants sont récapitulés dans le tableau ci-dessous (Figure 29).
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Déficits comportementaux principaux Tests comportementaux

Déficit d’interaction social * Approche social face a une souris
étrangeére/reconnaissance sociale/ préférence pour la
nouveauté sociale : 3 chambres

* C(Critére de nidation

* Evaluer la sociabilité des souris juvéniles (P21)

Déficit de communication sociale * Vocalise a ultrasons (nouveau-nés et chez I'adulte)
* Testolfactif

Comportements stéréotypés et intéréts restreints | * Actimétrie

* Y-Maze/T-maze (alternance spontanée)
* Auto-toilettage

* Circling/ Saut

Symptdmes associés Tests comportementaux

Anxiété * Openfield
*  O-maze
* Barnes Maze
Retard intellectuel * T-maze
* Piscine de Morris
Agressivité * Resident-Intruderattack
* Testdu tube pour la dominance sociale
Dépression * Nage forcée
Trouble du sommeil * Observation en vidéo du temps de sommeil et de
I'activité
Réponses idiosyncrasiques a des stimuli * Sursaut de I'animal avec des tests sonores ou tactiles
sensoriels * Testdu scotch ( défaut d’attention, de négligence)

Figure 29 : Tableau non-exhaustif des tests comportementaux en lien avec le phénotype autistique
chez la souris.

Puisque le TSA est une pathologie complexe, présentant des symptémes multiples et
variés, force est d’admettre que certains symptomes tels que les déficits de langage ne
peuvent pas étre transposés chez les modeles de rongeur. Toutefois, de multiples analogies
symptomatiques peuvent étre étudiées dans des tests comportementaux chez la souris. Il est
nécessaire d’étudier toutes les facettes du spectre de I'autisme avant de prétendre avoir un
modeéle relevant. Ces modéles animaux sont indispensables afin d’explorer d’anciennes et de
nouvelles hypothéses dans le domaine des TSA.
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Le récepteur MET est un récepteur a activité tyrosine kinase avec pour seul agoniste I'HGF.
Cette liaison induit la dimérisation de MET et son auto-transphosphorylation sur des résidus
tyrosines (Y1234 et Y1235). La propagation du signal permet le recrutement de protéines
adaptatrices telles que Gab1l et Grb2. Il s’en suit alors I'activation des voies de signalisation
Ras/MAPK et PI3k/Akt. Le couple MET/HGF est indispensable pour l'organogeneése et
I’'homéostasie tissulaire de certains organes périphériques mais il intervient aussi durant le
développement.

La dérégulation de I'expression ou de la signalisation de MET et de I'HGF est une
caractéristique décrite dans de nombreux types de cancers humains. Ainsi, des stratégies
thérapeutiques sont développées afin de bloquer la signalisation de I'axe HGF/MET via des
anticorps, des antagonistes et des TKls.

Outre son implication en oncologie, le geéne MET est reporté pour étre un facteur de risque
dans les troubles du spectre autistique, tout comme le gene GRIN2B. Concernant MET, c’est
une mutation au sein de sa séquence promotrice, a I'origine d’'un hypomorphisme du gene

MET qui en fait un gene candidat au TSA. En ce qui concerne GIuN2B, il s’agit de mutations
génétiques qui sont retrouvés significativement chez des personnes atteintes d’'un TSA.

MET is a tyrosine kinase receptor activated by its agonist, HGF. This binding induces MET
dimerization and its auto-transphosphorylation on tyrosine (Y1234/1235) residues. This
phosphorylatio induces the recruitment of adaptor proteins such as Gab1 and Grb2, leading
to the activation of Ras/MAPK and PI3k/Akt signaling pathways. The MET/HGF couple is
involved in organogenesis and tissue homeostasis of some peripheral organs but also during
development.

Dysregulations of its expression or signaling is described in many types of human cancers.
Accordingly, some therapeutic strategies are developed in order to block the HGF/MET axis
signaling via antibodies, antagonists and TKils.

Besides its implication in oncology, MET gene is reported to be a risk factor in autism
spectrum disorder (ASD), as the GRIN2B gene. Regarding MET, mutations present in its
promoter sequence are responsible of MET hypomorphism, making it a strong candidate for
ASD. About GIuN2B, genetic mutations are found in patients affected by ASD
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Le TSA est un trouble neurodéveloppemental qui se définit par un déficit persistant de
la communication sociale et de linteraction dans différents contextes ainsi que par des
comportements répétitifs, ou encore, par des activités ou centres d’intéréts restreints.
L’étiologie de cette pathologie est encore inconnue mais I'existence d’une base génétique
semble étre une composante importante a étudier. Le géne GRIN2B et le géne MET sont deux
geénes candidats figurant comme facteur de risque dans les TSA (Campbell et al. 2006; Myers
etal 2011).

L'HGF est le ligand du récepteur MET et partage 38% d’homologies avec le
plasminogeéne (Lokker et al. 1992). La sérine protéase tPA active le plasminogéne en plasmine.
Toutefois, la littérature diverge quant a la capacité du tPA a convertir le pro-HGF en HGF
mature (Mars et al. 1993; Zamolodchikov et al. 2019). Il a aussi été montré que le tPA peut
activer des récepteurs a activité tyrosine kinase, les récepteurs a I'EGF (Bertrand et al. 2015).
Ces derniers appartiennent également a la famille Erbb3, tout comme les récepteurs MET.

D’autre part, au sein du parenchyme cérébral, des travaux de notre équipe ont montré
gue le tPA augmente la signalisation calcique des récepteurs NMDA activés via une fixation et
un clivage de la sous-unité GIuN1 (Nicole et al. 2001; Fernandez-Monreal et al. 2004; Lopez-
Atalaya et al. 2008). Le tPA existe sous deux formes, une forme dite « simple chaine » (sc-tPA)
et une forme dite « double chaine » (tc-tPA). L'étude de Parcq est collaborateurs a montré un
effet différentiel de ces tPA sur la mort neuronale de type excitotoxique. En effet,
contrairement au sc-tPA, le tc-tPA ne potentialise pas la mort neuronale de type excitotoxique
induite par du NMDA (Parcq et al. 2012). De fagon intéressante, les deux formes de tPA
activent les récepteurs a I'EGF mais seul I'effet du tc-tPA sur la signalisation calcique serait aux
dépends de ces récepteurs (Bertrand et al. 2015).

A la suite de ces travaux, les objectifs de ma thése font suite a ces questions :

Comment ces tPA modulent-ils différentiellement la signalisation glutamatergique ? Le
récepteur MET est-il un partenaire impliqué dans ce mécanisme ?

Si oui, quel est le mode d’action des deux formes de tPA sur ce partenaire ? De quelle(s)
facon(s) le récepteur MET pourrait-il moduler la signalisation glutamatergique ?

Des souris déficientes en tPA (tPA Null) ont été générées au laboratoire, quelles sont les
caractéristiques comportementales et génétiques de ces souris tPA Null ? Présentent-
elles des analogies phénotypiques avec les TSA ?

Ces travaux ont donné lieu a la rédaction d’une publication : « Tissue type plasminogen
activator dependant crosstalk between MET and NMDA receptors containing GIuN2B :
possible involment in autism spectrum disorders ».
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RESULTATS

ARTICLE: “TISSUE TYPE PLASMINOGEN ACTIVATOR DEPENDANT CROSSTALK BETWEEN MET
AND NMDA RECEPTORS CONTAINING GLUN2B: POSSIBLE INVOLVEMENT IN AUTISM
SPECTRUM DISORDERS”.

Titre : L'activateur tissulaire du plasminogéne module la signalisation NMDA en impliquant le
récepteur a activité tyrosine kinase MET avec un possible réle dans les troubles du spectre
autistique.

Contexte bibliographique : Le tPA est une sérine protéase exprimée dans le SNC, couramment
utilisée sous sa forme recombinante dans le traitement des AVC ischémiques a la phase aiglie.
Son activité thérapeutique est basée sur l'activation du plasminogéne en plasmine. En
conditions physiologiques, le tPA est synthétisé et relaché sous sa forme simple chaine (sc-
tPA) et est converti en une forme double chaine (tc-tPA). Outre, son rdle dans la conversion
du plasminogéne en plasmine, le tPA interfere avec de nombreux récepteurs incluant les
récepteurs NMDA. De maniére intéressante, il a été décrit un réle différentiel entre ces deux
formes de tPA. En effet, il a été rapporté sur des modeéles expérimentaux que seul le sc-tPA
est pro-excitotoxique en potentialisation I'influx calcique a travers les récepteurs NMDA. En
paralléle, la fixation de I'HGF sur le récepteur MET induit une activation de type tyrosine
kinase. La structure de I'HGF partage 38% d’homologies avec le plasminogéne. In vitro, il a été
reporté que I'uPA et le tPA peuvent convertir le pro-HGF en HGF mature. Toutefois, la
littérature diverge quant a la capacité de conversion du tPA Nous avons étudié si I'axe
HGF/MET interfére avec les deux formes de tPA et si cet axe peut moduler la signalisation des
récepteurs NMDA.

Matériels et méthodes : Nous avons utilisé des cultures primaires de neurones corticaux (DIV
12-13) sur lesquelles nous avons réalisé des traitements au sc-tPA, au tc-tPA et a I’'HGF afin
d’étudier la signalisation neuronale.

Résultats : Nous avons montré que seul le tc-tPA active les récepteurs MET, conduisant a un
rapprochement a la surface neuronale des récepteurs NMDA et MET. De plus, nous mettons
en évidence que le tc-tPA induit une diminution de la phosphorylation de la sous-unité GIuN2B
et une dégradation de cette méme sous-unité. Par ailleurs, nous avons observé sur des souris
déficientes pour le tPA (tPA Null) des caractéristiques comportementales et génétiques en lien
avec les troubles du spectre autistique.

Conclusion : Ces résultats permettent de mieux comprendre le réle du tc-tPA sur la
signalisation neuronale en impliquant dans ce mécanisme le récepteur MET.
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ABSTRACT

We observed that tissue-type plasminogen activator (tPA)-deficient mice display reduced
MRNA levels of the MET proto-oncogene tyrosine kinase receptor both in the entorhinal cortex
and the amygdala, two brain structures implied in social and emotional behaviours. We then
demonstrated in neurons, that only the two chains form of tPA (tc-tPA) activates MET
receptors, leading to the formation of proximal complexes with N-Methyl-D-Aspartate receptors
(NMDARSs). By activating MET, tc-tPA leads to a selective endocytosis and proteasome-
dependent degradation of GIUN2B subunit-containing NMDARs. Accordingly, tc-tPA leads to
a down regulation of neuronal NMDARs signalling, a process prevented by blockers of MET
and mimicked by MET agonists. Interestingly, while MET and GIuN2B are two genes candidate
linked to autism spectrum disorders in human, we revealed that tPA-deficient mice display
autistic-like features and MET deregulation. Altogether, these data propose that tc-tPA plays
a key role in autistic-like behaviours by a mechanism involving a crosstalk between MET and
GIuN2B-containing NMDARS.

Key words: Autism spectrum disorders, tissue-type Plasminogen Activator, NMDA receptor,
MET receptor

Abbreviations: DIV: days in vitro; GIUN1: NMDA receptor subunit 1; HGF: hepatocyte growth
factor; LTP: long term potentiation; NMDARs: N-methyl-D-Aspartate receptors; PLA: proximity
ligation assay; sc-tPA: single-chain tissue-type Plasminogen Activator; tc-tPA: two-chain
tissue-type Plasminogen Activator; ASD: autism spectrum disorders; RRSB: repetitive,
restricted and stereotyped behaviours; USV: ultrasonic vocalizations; FST: forced swimming

test.
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INTRODUCTION

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a widespread serine protease, expressed in
the central nervous system (CNS)*2, and is currently used under its recombinant form in the
treatment of thromboembolic diseases including stroke®. Its therapeutic activity relies on the
activation of plasminogen into active plasmin®. tPA is synthetized and released as a single-
chain form (sc-tPA) that is processed into a two-chain form (tc-tPA) within the circulation®,
however, both forms display the same fibrinolytic activity . Extending its functions above the
conversion of plasminogen into plasmin, tPA interferes with a variety of neuronal receptors,
including N-Methyl-D-Aspartate receptors (NMDARs)’. Interestingly, only the sc-tPA was
reported to promote NMDARSs signalling in experimental models®®. At the opposite, the tc-tPA

was reported to decrease neuronal NMDARs signalling®.

Hepatocyte growth factor (HGF) and its receptor MET are present in the CNS'°. Binding
of HGF to MET results in tyrosine kinase activation!!. The structure of HGF shares 38% of
sequence homology with plasminogen'?. The pro-HGF is converted to its active form by a
plasmin-dependent extracellular proteolytic processing®. It has also been reported in vitro that
both uPA and tPA, as well as factor XIl, were able to activate pro-HGF*1¢, However, a
controversy is present in the literature about the capacity of tPA to activate pro-HGF into its

active form?17:18,

In cultured neuronal cells, HGF enhances neurite extension and branching, maturation
of the dendritic spine and membrane translocation of NMDARs!®2°, HGF induces
phosphorylation of the GIuN2B subunit of NMDARs? and endorses neuronal survival®l.
Interestingly, HGF enhances NMDA currents and synaptic plasticity in the hippocampus, as
well as synaptic long-term potentiation (LTP) in the CA1 region of the hippocampus in vitro?>23,
Accordingly, the HGF-MET axis contributes to the activity-dependent regulation of

physiological learning and memory performance in the adult brain?.

Numbers of neurological and psychiatric diseases are linked to malfunction of NMDARSs
during brain development and in adulthood®. For instance, schizophrenia and autism
spectrum disorders (ASD)?%2?" are associated with either the presence of NMDARs auto-
antibodies and/or missence variants of its regulatory GIuN2B subunit?®-3t, Mutations of other

neuronal receptors have been reported to contribute to ASD, including MET3233,

In the present study, we have observed that tPA-deficient mice displayed autism-like
behaviours, a phenotype associated with reduced levels of MET mRNA in the amygdala and
the entorhinal cortex, two brain structures involved in social and emotional behaviours®*-2¢. To
explain these observations, we revealed that tc-tPA is capable to activate neuronal MET

leading to a proteasome dependent down-regulation of the GIuN2B subunit-containing
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NMDARSs and subsequent signalling. All together, these data propose that the neuronal serine
protease tPA may contribute to autistic-like behaviours by an original mechanism involving a
tc-tPA-dependent crosstalk between NMDARs and MET.

MATERIAL AND METHODS
Ethical statement

Experiments were performed in accordance with French ethical laws (act no. 87-848;
Ministere de I'’Agriculture et de la Forét) and European Communities Council Directives of
September 22, 2010 (2010/63/UE) guidelines for the care and use of laboratory animals, and
were approved by the local and regional ethics committees (authorisation code CENOMEXA
0113-03). All efforts were made to limit animal suffering. None of the experimental procedures
induced animal mortality. All experiments were performed following the ARRIVE guidelines
(www.nc3rs.org.uk), including randomization for the administration of test substances as well
as analyses that were performed in a blinded manner. Male mice were housed on a 12-h light
(7 a.m.)/dark (7 p.m.) cycle with ad libitum access to water and rodent chow (10 mice per

cage).
Chemicals

(5R,10S)-(-)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-iminemaleate (MK-
801; 0924) and N-methyl-D-aspartate (NMDA; 0114) were purchased from Tocris (Pittsburgh,
USA). Human tPA (Actilyse®) was from Boehringer Ingelheim (Paris, France). tPA buffer was
34.84 mg/mL arginine, 10.72 mg/mL phosphoric acid, 0.1 mg/mL Tween 80. Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), poly-D-lysine, glutamine, cytosine 3-D-arabinoside (Ara-
C), glycine, foetal bovine serum, horse serum, sodium chloride (NaCl), HEPES, potassium
chloride (KCI), calcium chloride (CaCl,), magnesium sulfate (MgSQO,), sodium phosphate
monobasic (NaH:PO.), D-glucose, sodium dodecyl sulfate (SDS), trizma base, trizma
hydrochloride, paraformaldehyde, sucrose, bovine serum albumin (BSA), Triton X-100, anti-
rabbit (A0545) peroxidase antibody, protease inhibitor cocktail (P8340), phosphatase inhibitor
cocktail (P5726) and Lactacystin (CAS1258004) were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). Phosphate-buffered saline solution (PBS; 14190-094), Pierce BCA Protein
Assay Kit (23225) ECL-Plus detection system (32132) and lipofectamine® 2000 reagent was
purchased from Thermo Fisher Scientific (lllkrich-Graffenstaden, France). Lactate
dehydrogenase (LDH) detection kit (11644793001) were purchased from Roche Diagnostics
(Meylan, France). Series S CM5 sensor chips and HBS-EP buffer (10mM buffer with 2.7mM
KCI, 150mM NaCl, 5mM EDTA and 0.05% surfactant P20, pH 7.4), Amine Coupling Kit [1-
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ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide
(NHS); 1.0M ethanolamine (pH 8.5)], immobilization buffer (Maleate Buffer pH 6.5),
regeneration solutions (Ethanolamine 1M pH 8.5, for analysis) were purchased from GE
Healthcare Life Science (Uppsala, Sweden).

RNA-sequencing

RNA-sequencing and analysis have been performed by the company Helixio (Saint-Beauzire,
France). Three RNA-seq libraries per population (three biological replicates) were prepared
using the TruSeq Stranded mRNA sample Prep kit (lllumina, San Diego, CA, USA) and
sequenced on an lllumina GAlIx sequencer as 75 bp paired reads by Hybrigenics-Helixio
(Clermont-Ferrand, France). Samples were quantified with Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo
Fischer) and checked with Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher). Libraries were prepared with
three kits: NEBNext Ultra Il Directional Library prep Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA), NEBNext Poly(A) mRNA Isolation Module (New England Biolabs) and NEBNext
Multiplex Oligos (New England Biolabs). Sequencing was done with NextSeq 500 (lllumina).
Data were processed with Bcl2fastq (lllumina). Raw data were checked with FastQC
(Babraham Institute, Cambridge, UK). 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).
Tests have been performed between supplied conditions. FPKM values were calculated for
each transcript in each sample (geometric library normalization, pooled dispersion method).
Analyses 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.
Preparation of sc-and tc-tPA

Sc- and tc-tPA were prepared from Actilyse® (Boehringer Ingelheim). Sc-tPA was obtained by
dialysing the commercial solution in HEPES buffer (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid, 0.3 M, pH 7.4, Sigma-Aldrich) using dialysis cassettes (Slide-
A-Lyzer® 10K; ThermoScientific). Tc-tPA was prepared by overnight incubation of Actilyse®
with plasmin-coupled Sepharose 4B at 37°C, followed by two hours of incubation with
aprotinin-coupled Sepharose 4B at room temperature to eliminate traces of free plasmin. Then,
tc-tPA was dialyzed in HEPES buffer (0.3 M, pH 7.4, Sigma-Aldrich) using the same dialysis
cassettes as for sc-tPA preparation. Finally, sc-tPA (i.e. dialyzed Actilyse®) and tc-tPA

preparations ratio were controlled by sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel



Résultats

electrophoresis (SDS-PAGE; 10% polyacrylamide gels) with coomassie blue staining, and the

amydolytic activity has been checked by spectrozyme assay.
Neuronal cell cultures

Culture of cortical neurons were prepared from foetal mice (embryonic day 14) as previously
described!®1192 Cortices were dissected and mechanically dissociated in DMEM, seeded on
24 well plates or on dishes previsouly coated with poly-D-lysine (0.1mg/mL; Sigma-Aldrich
P6407) and laminin (0.02mg/mL; Life Technologies 23017-015). Cells were cultured in DMEM
(Sigma-Aldrich D5671) supplemented with 5% foetal bovine serum (Sigma-Aldrich F9665), 5%
horse serum (Sigma-Aldrich H1138) and 2 mM glutamine (Sigma-Aldrich G3156). Cultures
were maintained at 37 °C in a humidified 5% CO, atmosphere. Cytosine [-D-arabinoside
(10 ymol/l; Sigma-Aldrich C1768) was added after 3 day in vitro (DIV) to inhibit glial
proliferation. Treatments were performed after 12—13 DIV for NMDA-mediated neurotoxicity

assays, calcium imaging experiments, immunoblottings.
Astrocytes cultures

Cortical astrocyte cell cultures were prepared from 1 to 3 days postnatal mice. Cerebral
cortices were dissected and dissociated in DMEM. Then, cells were plated in DMEM
supplemented with 10% fetal bovine serum, 10% horse serum and 2 mM glutamine on poly-
D-lysine (0.1 mg/ml) and laminin (0.02 mg/ml)-coated T75 Flasks. The medium was changed
two times weekly until the cell reach confluence, after cells were maintained in DMEM
supplemented with 5% fetal bovine serum, 5% horse serum and 2 mM glutamine. To maintain
neuronal cells without serum (glio-conditioned medium), astrocytes cultures are incubated over
night with Neurobasal Medium supplemented with 0.4 mM glutamine, 2% B27 supplement 50X
and penicillin streptomycin (10,000 IU/ml; 10,000 UG/ml).

Hypodense neuronal cultures

Primary cultures of cortical neurons were prepared from fetal mice (embryonic day 14) as
previously describe!®1%2, Cortices were dissected and dissociated in DMEM and plated
(250 000 cell/l mL) on glass bottom microwell dishes (MatTek Corporation, P35G-1.5-14-C,
Ashland, MA, USA) earlier coated with poly-D-lysine (0.1mg/ml) and laminin (0.02mg/ml). Cells
were cultured in Neurobasal Medium supplemented with 0.4 mM of glutamine, 2% B27
supplement 50X, 10% horse serum and penicillin/streptomycin (10 000 IU/ml; 10 000 UG/ml).
After 1 hour, media were replaced by conditioned medium (Neurobasal Medium supplemented
with 0.4 glutamine, 2% B27 supplement 50X and penicillin/streptomycin (10 000 IU/ml; 10 000
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UG/ml) obtained from primary cultures of astrocytes. Cultures were maintained at 37 °C in a
humidified 5% CO, atmosphere. Cytosine B-D-arabinoside (10 umol/l; Sigma-Aldrich C1768)
was added after 3 DIV. Cultures have been used for neuronal transfection and

immunocytochemistry.
Proximity ligation assay

The proximity ligation assay was performed using the Duolink In Situ Kit (Olink Bioscience,
Uppsala, Sweden) according to the manufacturer's instructions with the following
modifications: cell dishes were treated with buffer, rHGF, sc-tPA and tc-tPA for 1 hour, then
fixed with paraformaldehyde/4% sucrose. PLA probe incubation was 2 hours and amplification
step was extended to 2 hours. Blocking (1 hour at room temperature) and primary antibody
(overnight at 4 °C) incubations were performed in a 4% bovine serum albumin and 0.2% Triton
X-100 solution. Goat anti-GIuN1 (1:250; Santa-Cruz Biotechnology sc-1467, Dallas, TX, USA)
and rabbit anti-MET (1:250; Santa-Cruz Biotechnology sc-161) were diluted in the blocking
solution. The anti-rabbit (+) PLA probe (1:5) along with an anti-rat (=) probe (1:100) were
diluted in the blocking solution. A Goat anti-rat (Jackson Immuno Research Inc., Suffok, UK)
was used to make a probe anti-rat according to the manufacturer's instructions using the
Duolink Probemaker (Olink Bioscience,Uppsala, Sweden). Slides were mounted in a mounting
medium containing DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) and 0.1% deparaphenylene-diamine
diluted in phosphate-buffered saline and glycerin. The negative control represents the PLA
without primary antibodies. Ten stacks of picture (0.40 um per section) were taken from 10
different areas of every well with a confocal inverted microscope (Leica SP5, Leica, Nanterre,
France). Imaris—modeling: A “cell function” analysis was performed in order to label neuronal
cell bodies, then the “spot” function was used to detect positive PLA puncta prior counting.
This procedure was performed blinded by using a Z stack-projection from 10 independent
areas per condition and per experiment of a total of 4 independent experiments. This procedure
was performed blinded by using a Z stack-projection from 10 independent areas per condition
and per experiment of a total of 4 independent experiments. Concerning the quantification, for

each area, the quantity of punctua has been subtracted to the mean quantity of buffer.
Crossed immunoprecipitation assays

Supernatants from TNT buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl and 0.5% Triton X-100)-
lysed cultured cortical neurons (13 DIV) (100 pg of total proteins) were incubated overnight at
4°C with an antibody (raised against the GIuN1 subunit of NMDAR (1ug, Santa-cruz
Biotechnology, Dallas, USA, sc-1467). This antibody was coupled to protein G-sepharose

beads as described by the manufacturer (GE Healthcare, Buc, France) for immunoprecipation
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procedures, including repeated washes in TNT buffer. Then, immunoprecipitated proteins were
separated by 10% SDS-PAGE and immunoblots were revealed with either an antibody raised
against total GIuN1 (Santa-Cruz Biotechnology, sc-1467, diluted 1:1000) or an antibody raised
against total MET (R&D systems, Noyal Chaétillon sur Seiche, France, AF527, diluted 1: 1000)
by following the procedure described above (see « Immunoblotting » section).

Calcium video microscopy

Experiments were performed at room temperature on the stage of an inverted calcium
microscope (Leica DMI6G000B, Nanterre, France) equipped with a 150 W Xenon high stability
lamp and a Leica 40x, 1.3 numerical aperture epifluorescence oil immersion objective. Fura-2
ratio images were acquired with a Digital CMOS camera (ORCA-Flash2.8 C11440-10C,
Hamamatsu, Japan) and digitized (2048*2048) using Metafluor® 6.1 software (Universal
Imaging Corporation). Cultures were transferred into a serum-free HEPES-buffered saline
solution (HBBSS: NaCl 116mM, KCI 5,4mM, CaCl2 1,8mM, MgS0O4 0,8mM, HEPES 12mM,
NaH2PO4 0,34mM, D-Glucose 5,5mM, NaHCO3 25mM, Glycine 10uM) at DIV 12 and loaded
with Fura-2-AM (10uM; Invitrogen, Life Technologies F1201, Saint Aubin, France) diluted in
pluronic acid (Life Technologies P-3000MP) for 45 min at 37°C. The Ca?* bound form of Fura-
2 gets excited at 340nm, the Ca?" unbound form at 380nm and both recorded at 510nm.
Neurons were washed with HBBSS flux and NMDA stimulations (2 X 25uM for 30s) were
applied using a peristaltic pump. Prior a second run of NMDA stimulations, neurons were
incubated for 45 min with either sc-tPA (300nM), tc-tPA (300nM), recombinant HGF (50ng/mL;
rHGF; Gibco, Life Technologies PHG0254, Saint Aubin, France) , DO-24 antibody (50ng/mL;
agonist of MET)%, JNJ-38877605 (500nM; antagonist of MET)% or SU11274 (2uM; inhibitor
of MET activation; Selleckchem S1080, Houston, TX, USA)®! or Glunomab® (antagonist of the
action of tPA on the GIuN1 subunit of NMDAR)®%1% alone or in combination, as mentioned in
the legend of the corresponding figures. For each cell, the area under curve (AUC)
corresponding to the intracellular calcium influx induced by NMDA (ratio 340/380) was
calculated before (AUCb) (mean of the two first NMDA stimulations) and after treatment
(AUCa) (mean of the two second post-treatment stimulations). We then compared, for each
cell, the amount of NMDA-induced calcium influx after treatment with the NMDA-induced
calcium influx recorded before treatment. Thus, each cell is its own control with an expression
of the modification of the NMDA-induced calcium influx due to the treatment or their excipient
performed between the two rounds of stimulations, expressed as a percentage of response to
treatments (% of responsiveness). % of responsiveness= [(AUC)a/(AUC)b]*100 with (AUC)a :
sum of area under curve of Fura-2 ratio during both NMDA stimulations after treatment and

(AUC)b : sum of area under curve of Fura-2 ratio during NMDA stimulations before treatment.
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Surface plasmon resonance.

SPR experiments were performed on a Biacore T200 (GE Healthcare) at 25°C. HBS-EP buffer
was filtered through a 0.45um membrane filter and degassed prior to use. First, recombinant

Human HGF R / MET Fc chimera were immobilized on the chip surface by amine coupling.
Briefly, recombinant MET receptor was diluted to 20pug/mL in 5mM Maleate solution at pH 6.2.
The diluted MET protein was soon covalently immobilized to a flow cell of CM5 sensor chip via
primary amine group, using standard Amine Coupling Kit. HGF, sc-tpA, tc-tpA were then

analyzed in a “Single Cycle kinetics” (SCK) models over the MET immobilized chip.

The affinity (KD) and kinetics parameters (ka and kd) of HGF, sc-tpA and tc-tpA over MET
were determined by using series of proteins dilutions in a “Single Cycle Kinetics” (SCK) model.
HGF, sc-tpA and tc-tpA, as the analytes, were diluted in HBS-EP buffer with concentrations
ranging from 0.6nM to 50nM for HGF and from 25nm to 2000nM for sc-tpA and tc-tpA, which
flowed over the immobilized MET and the obtained response units (RUs) were recorded. The
flow rate was at 30uL/min with 120s for binding and 600s for dissociation. Then, the sensor
chip surface was regenerated with Ethanolamine 1M, pH 8.5 for 30s. The dissociation
equilibrium constant, KD, and kinetics parameters, kd and ka, were determined by direct curve

fitting of the sensorgrams to a Langmuir 1:1 model of interaction.

Neuronal transfection

Transfections were performed at 11 DIV on hypodense neuronal cultures. Neuronal cultures
were washed with HEPES and Bicarbonate Buffered Salt Solution (HBBSS; composition in
calcium video microscopy section) prior an 8 hours incubation in the presence of pCDNA5-
GFP plasmid and lipofectamine® 2000 containing HBBSS. Then, HBBSS is replaced by

regular media as described above (hypodense neuronal cultures section).

Immunocytochemistry

Hypodense neuron cultures (13 DIV) were used to visualize neural extensions. Cultures
treated with tc-tPA (300nM) for 10 or 30 min and washed with HBBSS. Neurons were fixed in
paraformaldehyde 4% for 20min at room temperature, washed in PBS (0.1M) followed by a 1
hour blockage in PBS supplemented either with BSA 4% and 0.3% Triton X100 for the
permeability conditions or either with BSA 4% for the surface experiments. A rabbit anti-
GluN2B N-term antibody (Alomone Labs, AGC-003, diluted 1:500) was incubated overnight at
4°C. Neurons were subsequently rinsed 3 times with PBS (0.1M) and were incubated 1 hour
at room temperature with an Alexa-Fluor 488-conjugated anti-rabbit secondary antibody

(Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA, 1:800). The specificity of the
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immunoreactions was tested using a negative control procedure, i.e. the omission of primary
or secondary antibodies. Immunocytochemistry were examined with a Leica TCS SP8 confocal
/STED microscope 3x microscope with an oil-immersion 100x, 1.44-N.A objective and further
processed using ImageJ software (NIH; Bethesda, MD, USA). The number of punctua per
100um on dendrites was calculated with the plugin”Trackmate”.

Immunoblotting.

Immunoblottings were performed from treated-cortical neurons (DIV12/13). Cells were
dissociated in ice-cold TNT buffer (50 mMTris-HCI, pH 7.4, 150 mMNacCl, and 0.5% Triton X-
100) supplemented with a cocktail of protease and phosphatase inhibitors. Debris were
removed by centrifugation (12,000 x g at 4°C, 20min). Protein quantification was performed
according to the BCA method. Proteins (20 pg) were resolved on polyacrylamide gel under
denaturing conditions and transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane. Membranes
were blocked with Tris-buffered saline (10 mM Tris and 200 mM NaCl, pH 7.4) containing 0.1%
Tween 20 and 1% BSA for 1h at room temperature. Blots were incubated overnight with
primary antibodies at 4°C. The primary antibodies used were anti-phospho-MET (Y1234/1235)
(Santa Cruz Biotechnology, sc-101736, diluted 1:1000), anti-Met (R&D systems, AF527,
diluted 1:1000), anti-HGF (Invitrogen, SBF5, diluted 1:1000), anti-GIuN2B (abcam, ab65783,
diluted 1:1000), anti-phospho-GIuN2B (Y1474) (abcam, ab194923, diluted 1:1000), anti-
GIuN2A (Y1325) (abcam, ab16646, diluted 1:1000), anti-GIuN2A (abcam, ab14596, diluted
1:1000), anti-GIuN1 (Santa-Cruz Biotechnology, sc1467, diluted 1:1000), anti-actin ( Sigma-
Aldrich, A2066, diluted 1:1000). This step was followed by incubation with the appropriate
peroxydase-conjugated secondary antibody which were goat anti-rabbit (Sigma, A05445,
diluted 1:50000), rabbit anti-goat (Sigma, A8919, diluted 1:160000). Immunoblots were
revealed with an enhanced chemoluminescence ECL-Plus immunoblotting detection system

and imaged in an Image Quant LAS 4000 Device (GE Heathcare, Orsay, France).
Generation of transgenic mice

tPAlox/lox mice were generated as previously described (Pasquet et al., 2018). tPA Null mice
were generated by the Mouse Clinical Institute (ICS, lllkrich, France). Briefly tPA /X mice
(C57BL6J background) in which exon 3 is flanked by loxP sites (see Pasquet et al., 2019)
were crossed with CMV-Cre mice to induce cre-mediated excision of the third exon in germline.
Mice were genotyped by PCR analysis and southern blots, using tail genomic DNA samples,

for the presence of loxP sequences.
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Behavioural assays

C57BL/6J tPA Null mice and their corresponding WT littermates (tPA+/+) were used in this
study. The mice were housed in standard polypropylene cages (22 x 37 x 19 cm, Charles
River, L’Arbresle, France; 5 mice per cage) containing nesting material and cardboard tubes.
These housing conditions were designed to meet animal welfare and to allow for the
expression of natural behaviors. The mice were maintained in a temperature and humidity-
controlled room (12-hour light/dark inverted cycle) and had free access to water and food
(Animal care facilities: Centre Universitaire de Ressources Biologiques (CURB), Caen
Normandy University, France; approval n°® A14118015). All the experiments were performed
between 8AM-5PM in a room with dim illumination (6 Ix). All behavioural tests were performed
by an investigator blinded of the genotype. Our experimental methodology consisted of
investigating the major (social disabilities and RRSB) and associated (learning deficits,
depressive-like behavior) autistic criteria by means of a range of behavioral tests: ultrasonic

vocalizations recordings, actimetry, T-maze and forced swimming test (see below).

Ultrasonic vocalizations. Ultrasonic vocalizations (USV) from pups were recorded on postnatal

days P2 to P12. Each pup was separated from its mother and placed in a soundproof chamber
for 5 min (23 x28 x 18 cm; Imetronic®, Pessac, France). The chamber was equipped with an
ultrasound microphone (Avisoft Ultrasoundgate, condenser microphone capsule CM16/CMPA,
Avisoft Bioacoustics, Germany) placed 20 cm above the floor, and sensitive to frequencies of
10-250 kHz. USV were recorded using Avisoft recorder software (version 4.2; sampling rate of
250 kHz, format 16 bit). For acoustical analysis (number and duration of calls), recordings were
transferred to SASLab Pro software (version 5.2; Avisoft Bioacoustics) and a fast Fourier
transformation was conducted (256 FFT-length, 100% frame, Hamming window, and 75% time

window overlap).

Actimetry- Rearing activity was quantified by using a rack of eight activity cages equipped with
vertical infrared beams located across the cage (Imetronic®). Mice were placed in individual
acrylic chambers (30 x 20 x 20 cm) for 30 min. The number of vertical movements was
determined by breaks in movement-sensitive photo-beams that were then converted into
locomotor activity counts. The frequency of rearing is an indicator of motor repetitive

behaviours?”.
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T-maze- To assess learning performance, we used a T-maze which required the use of distal
landmarks to orientate properly*>=*’. The standard T-maze used in this study was constructed
of white plastic with three identical arms (31 x 8 x 15 cm; BMP Chaudronnerie, Bretteville-sur-
Odon, France). Extra-maze distal cues were suspended on the black curtains of the room walls
at a distance of 123 cm from the maze (from the top of the cues to the center of the maze).
The behavioral procedure consisted of an acquisition phase during which one randomly-
chosen arm of the T-maze was closed with a guillotine door. Each mouse was then placed in
the start arm, the head facing away from the center of the maze, and allowed to freely visit the
accessible parts of the maze (Arm 1/Arm 2) for 5 min. Spatial performance was assessed
through the comparison of the number of visits made in each arm (considered only when the
mouse passed two-thirds of the arm). It has been shown that control mice examine the two
arms equivalently, therefore indicating the built of a spatial representation of the environment

by processing of remote spatial cues.

Forced swimming test (FST)- This test is the gold standard to screening depression-related

behavior of rodents*®1%, Mice were gently placed in a glass cylinder (9 cm in diameter, 30 cm
high) filled with 20 cm of water (£25°C) for a single 6-min exposure. After intense escape-
directed behavior (i.e. swimming, climbing), animals stop struggling and show passive
immobile behavior. Duration of immobility was recorded during the last 4 min of the test. This

test reflects behavioral despair.

Statistics

Data have been analysed with GraphPad Prism software. Shapiro-Wilk tests were used to
ensure a normal distribution. Parametric data were analyzed for significance using one way or
two-way ANOVA. Datasets with non-normal distributions were analysed using two-tailed
Mann-Whitney U tests or Kruskal-Wallis tests. Significance levels were defined as * P < 0.05,
** P <0.01, ** P <0.001, *** P < 0.0001.
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SUPPLEMENTARY

PCR GENOTYPING

Mouse genomic DNA was isolated from tail biopsies following overnight digestion at 55°C in a
solution of directPCR Lysis Reagent (Viagen Biotech), followed by heat inactivation. PCR was
performed using the primer pairs to distinguish the tPA wild type and tPA Null mice. Sequence
of primers used are : Lf/Lr: Lf 5-GGGTTGAGGTTAAGAACCAGTTTAGGG-3’; reverse Lr 5'-
TCGGCACATGGCTAGTGGATTTAA-3 which generate a 0.219kb band; Lf/lLxr Lxr 5-
GTATAGCATACATTATACGAAGTTATCTGCAG-3" which generate a 0.217kb band; Lf/Er2
Er2 5- GGTGAGAGCCCAGGAATACCTAGATGA-3’ which generate a 1.3kb band.

Excitotoxic neuronal death.

Neurons (12-13 DIV) were rinsed three times with serum-free medium (DMEM) supplemented
with glycine (20 uM), excitotoxicity was induced by exposure to NMDA (10 uM) in serum-free
DMEM supplemented with 20 uM of glycine for twenty-four hours (Roussel et al., 2011). NMDA
was applied alone or in the presence of either sc-tPA (300nM), tc-tPA (300nM), recombinant
HGF (50ng/mL; rHGF), anti-HGF blocking (50ng/mL; sc-1356)'%°, DO-24 antibody (50ng/mL;
agonist of MET)%3, JNJ-38877605 (500nM; antagonists of MET)% or SU11274 (2uM; inhibitor
of MET activation)®! alone or in combination, as mentioned in the legend of the corresponding
figures. Twenty-four hours later, neuronal death was quantified by measurement of lactate

dehydrogenase (LDH) released from damaged cells'*.
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RESULTS

Downregulation of MET in tPA Null mice. tPA is known to interfere with a large number of
signalling pathways, but translational investigations related to tPA effects are poor. Here, a
new strain of tPA-deficient mice (tPA Null) has been used (see methods section). This strain
was generated by targeting the exon-3 of the Plat (tPA) gene using a Cre-mediated deletion
on a C57/BL6NTac background (supplementary 1) to avoid off-targeted mutations due to the
129-derived ES background previously described for the tPA-deficient mice used so far in the
literature®’. Using this new model of tPA-deficient mice, whole RNA sequencing and KEGG
pathway analysis were performed from several brain structures (hippocampus, amygdala,
prefrontal cortex, parietal cortex and entorhinal cortex) of adult mutant mice (8-10 weeks) and
their wild-type (WT) littermates (Fig. 1). 62 genes were differentially expressed in the
hippocampus between tPA Null mice and WT mice (18 up-regulated and 44 down-regulated;
Fig. 1a,f n = 3 tPAWT and tPA Null mice), 86 in the amygdala (39 up-regulated and 47 down-
regulated; Fig. 1b,g, n = 3 tPA WT and tPA Null mice), 110 in the prefrontal cortex (31 up-
regulated and 79 down-regulated; Fig. 1c,h n=3tPAWT and tPA Null mice), 154 in the parietal
cortex (91 up-regulated and 63 down-regulated; Fig. 1d,i n = 3 tPAWT and tPA Null mice) and
185 in the entorhinal cortex (29 up-regulated and 156 down-regulated; Fig. 1e,j n = 3 tPAWT
and tPA Null mice). Among these genes differentially expressed, one as retained our attention,
MET, which was significantly down-regulated in both the amygdala (- 31.71%, P = 0.00065)
and the entorhinal cortex (-29.33%, P = 0.0008) (Fig. 1k), two structures reported to play key

roles in psychiatric disorders38=°,
tPA-deficient mice demonstrate autistic-like behaviours.

As MET is a candidate gene linked with ASD in human®?, and because MET is deregulated in
tPA null cerebral structures involved in ASD (Fig. 1), we sought to determine the ASD-like
phenotype in these mice. ASD symptoms are a range of heterogeneous neurodevelopmental
disorders but two-core affected domains are considered to be hallmarks of the disease*: i)
impaired social communication and interaction, ii) repetitive, restricted and stereotyped
behaviours (RRSB). In addition, individuals with ASD present, in some cases, associated
symptoms such as mental retardation and mood disorders. We thus first assessed social
abilities of our tPA null mice through scoring separation-induced ultrasonic vocalizations (USV)
in pups on postnatal days 2 to 12. WT mouse pups showed USV with a normal developmental
course**2 emerging shortly after birth, peaking at around P8, and then decreasing at around
P10 (Fig. 2a; tPAWT: P = 0.0091). Interestingly, tPA Null pups emitted significantly fewer USV
than tPA control pups along the tested postnatal period, especially between the postnatal days
2 and 6 (Fig. 2a; P2: -56 %, P = 0.0482, tPA WT: n = 20; tPA Null: n = 20; P6: -61.5%, P =
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0.015, tPA WT: n = 19, tPA Null: n = 20). Moreover, mutant pups spent less time calling than
their littermates control (Fig. 2b; P2: -64%, P = 0.0215, tPAWT: n = 20; tPA Null: n = 20; P4: -
9%, P = 0.0227, tPA WT: n = 20, tPA Null: n = 20 and P6: -66%, P = 0.0129, tPAWT: n = 19,
tPA Null: n = 20). These results show social disabilities in tPA Null mice, a recurrent feature of
autistic-like phenotype (Fig. 2g). We then assessed RRSB in mice by scoring for the repetition
of spontaneous behaviours using activity boxes. RRSB are considered as repetitive motor
behaviours, apparently purposeless, with insistence on sameness*?-#4, We found a main effect
of genotype on rearing behaviour, tPA Null mice displaying significantly higher number of
vertical movements than control mice over the 30-minutes period of the test (Fig. 2c, at 10
minutes, +81.98 % P = 0.0196, at 30 minutes, +113.38%, P = 0.0274; tPA WT: n = 12; tPA
Null: n =15). This prolonged rearing behaviour evidences perseverative phenotype in mutant
mice, an important RRSB symptom exhibited by patients with ASD (Fig. 2g). To investigate
whether associated symptoms such as mental retardation were also affected in tPA-deficient
mice, we next assessed learning performance in our model by using a T-maze which required
the use of distal landmarks*~*’. Mice were placed in the “start” arm of the apparatus and
allowed to visit the two accessible arms (arm 1, arm 2) for 5 min. A mouse with good spatial
abilities analyses in a strictly similar way the different spaces of the maze to build a
representation of the environment. Control animals visited the two accessible arms equally
(Fig. 2d and 2e; P > 0.05, n = 10), therefore indicating good acquisition performance. On the
contrary, tPA Null mice visited more often in the arm 1 relative to arm 2 (Fig. 2d; +21.41%, P
=0.0234; tPAWT: n = 10; tPA Null: n = 14). In addition, they spent more time in the arm 1 than
in the other arm (Fig. 2e; +144.14%, P = 0.002; tPA WT: n = 10; tPA Null: n = 14). In other
words, using two measures of acquisition performance, we found that mutant animals showed
impaired learning capabilities (Fig. 2g), similarly to some autistic individuals. Finally, we
subjected the animals to the forced swimming test (FST) to determine whether tPA Null mice
have deficits in emotional behaviours. FST is a useful behavioural assay validated for
assessing depression-related behaviour of rodents*®4°, The FST revealed that mutant mice
showed higher duration of immobility compared with WT mice (Fig. 2f; +27.46 %, P = 0.0418,
tPA WT: n = 13; tPA Null: n = 15). These data imply that tPA Null mice show symptoms of
depression (Fig. 2g), disorders also encountered in ASD. Overall, these behavioural tests
demonstrate that tPA Null mice have social disabilities and RRSB, learning deficits and

depressive disorders, all autistic-like features.

tPA isoforms (sc-tPA and tc-tPA) differentially regulate MET neuronal activation.
Because it was reported that the two forms of tPA, sc-tPA and tc-tPA may display differential
neuronal functions®®, we have here tested these two forms on MET signalling. Although tc-tPA
induced the phosphorylation of MET (+156% of phosphoMET/B-actin, P = 0.0476; +171% of
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phospho/total, P = 0.0022; n = 6 from 6 independent treated cultures), sc-tPA slightly
decreased it (-22% of phosphoMET/actin, P = 0.0476; -22% of phospho/total, P = 0,0476; n =
6 from 6 independent treated cultures) (Fig. 3a,c). Control experiments confirmed the
activation of MET under HGF exposure (+217% of phosphoMET/B-actin, P = 0.0022; +284%
of phosphof/total, P = 0,0022; n = 6 from 6 independent treated cultures) (Fig. 3a,c).
Importantly, we reversed HGF-induced MET phosphorylation with the specific inhibitor of MET
activation, JNJ-38877605, (-68.15% compared to HGF of phosphoMET/B-actin, P = 0.0495, -
69.02% compared to HGF of phospho/total, P = 0.0495; n = 3 from 3 independent experiments
(Fig. 2d,f). To note, the expression of total MET did not vary with sc-, tc-tPA, and HGF
treatments (98%, 88%, 90%, 104% of control for sc-tPA, tc-tPA, HGF, and HGF + JNJ
respectively, ns = non-significant; n = 6 and n = 3 for HGF + JNJ) (Fig. 3b,e).

There is controversy in the literature about the conversion of pro-HGF into HGF by tPA?*8, Here
we tested the abilities of the two forms of tPA (sc-tPA and tc-tPA) to induce the conversion of
pro-HGF into HGF. As shown in batches (Fig. 4a), both forms of tPA are inefficient for
activating the pro-HGF; while FXII, a positive control® does (representative blots of 3
independent experiments). We then tested if tPA could directly bind to MET by using Surface
Resonance Plasmonic (SPR) (Fig 4b). Increasing doses of sc-tPA, tc-tPA, and HGF were used
on immobilized MET receptors. HGF bound to MET in a dose dependent manner with a Kd =
2.5 108M as expected. There is no SPR signal with sc-tPA and tc-tPA. The data are
inconsistent with the fact that they could trigger a biological activity through this receptor. Thus,
up to now, we failed to identify exactly how tc-tPA can activate MET signalling.

MET and NMDA receptors form complexes at the neuronal surface. tPA has already been
intensively described as interfering with NMDARSs signalling®°. Interestingly, the two forms of
tPA have opposite effects on NMDARs signalling: while sc-tPA promotes it by increasing
calcium influx, tc-tPA decreases it® (Fig. 8a). As only tc-tPA promotes MET signalling, we have
investigated whether MET and NMDARs could form complexes. In order to demonstrate an
interaction between the two receptors, we performed co-immunoprecipitation assays. The
GIluN1 subunit co-immunoprecipitated with MET receptor (Fig. 5a, representative blots of 3
independent experiments), confirming the presence of MET/NMDARs complexes under basal
conditions. Then, we performed a proximity ligation assay (PLA) to determine whether
MET/NMDARs complexes were present at the neuronal surface. PLA performed in cultured
neurons showed a significant number of MET/NMDARs complexes (GIUN1/MET) along
neurites (Fig. 5b, representative pictures of 5 independent neuronal cultures). There was
virtually no PLA signal in the absence of either primary antibody or the PLA probe. Next, we
investigated whether treatment with sc-tPA or tc-tPA influenced the formation of
MET/NMDARs complexes. PLA showed that tc-tPA, when added to the culture medium,
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increased the number of MET/NMDARs complexes at the cell surface (+42%, P = 0.0456 when
compared to control and +119% when compared to sc-tPA, P <0.0001; n = 29 for tPA buffer,
n = 29 for tc-tPA (300 nM) from 5 independent neuronal cultures). (Fig. 5b,c). On the contrary,
sc-tPA significantly inhibited complex formation (-35%, P = 0.0127; n = 29 from 5 independent
neuronal cultures) (Fig. 5b,c). Control experiments in the presence of HGF, also led to an
increased formation of MET/NMDARs complexes (+138%, P = 0.0086 when compared to
control, n = 18 for both HGF buffer and HGF from 5 independent neuronal cultures). (Fig. 5b,c).

tc-tPA dependent MET signalling promotes the endocytosis and degradation of
neuronal GluN2B-containing NMDA receptors. We have then investigated whether tPA
isoforms may also differentially influence NMDARs signalling through MET receptor. Sc-tPA
had no effect on GIuN2B phosphorylation (Fig. 6a and corresponding densitometry Fig. 6b) (-
1.2%, -21.4%, -15.2% of phospho-GIuN2B compared to control at 10, 30, and 60 minutes
respectively, P : ns; n =5 from 5 independent neuronal cultures), nor on total GIuN2B (Fig. 6a
and corresponding densitometry Fig. 6¢) (-4%, -21.37%, -10.35% of total GIuN2B compared
to control at 10, 30, and 60 minutes respectively, P : ns; n =5 from 5 independent neuronal
cultures). On the contrary, tc-tPA induced an early (from 10 minutes to 60 minutes) and
dramatic down-regulation of phospho-GIuN2B (Fig. 6d and corresponding densitometry Fig.
6e) (-44.26%, -53.18%, -46.61% of control at 10, 30, and 60 minutes respectively, P = 0.0139;
n = 4 from 4 independent neuronal cultures) and total GIuUN2B subunits of NMDARs (Fig.6d
and corresponding densitometry Fig. 6f) (-53.69%, -27.84%, -49.54% of control of total GIuN2B
at 10, 30, and 60 minutes respectively, P = 0.0139; n = 4 from 4 independent neuronal
cultures). Levels of both phosphorylated and total GIUN2A subunits of NMDARs were not
affected by tPA treatments (Fig. 6a-f). Also, a moderate but significant reduction of the common
GluN1 subunit of NMDARs was also observed 10 minutes after tc-tPA exposure but was not
significant at 30 and 60 minutes (Fig. 6d,f) (-9.46%, -2.78%, -21% of GIuN1 at 10, 30, and 60
minutes respectively, P = 0.0139; n = 4 from 4 independent neuronal cultures). As expected
sc-tPA did not influence GIuN1 (Fig. 6a,c) (-0.9%, -0.8%, -22.2% of GIuN1 at 10, 30, and 60
minutes respectively, P : ns; n = 5 from 5 independent neuronal cultures). Importantly, the tc-
tPA-induced down-regulation of phospho-GIuN2B subunit-containing NMDARs is reversed
(from 10 minutes) by the presence of the specific inhibitor of MET phosphorylation, JNJ-
38877605 (Fig. 5g-h) (+35.2% of phospho-GIuN2B compared to tc-tPA, P = 0.0433; n = 4 from
4 independent experiments). Altogether, these data suggest a tc-tPA dependent endocytosis
and degradation of GIuN2B-containing NMDARs, mediated by MET signalling. In order to
validate this hypothesis, similar experiments were performed in the presence of the Lactacystin
(5uM), an inhibitor of the proteasome (Fig. 7a). Our data reveal that tc-tPA led to a down-
regulation of GIuUN2B-containing NMDARs (-30.95% of total GIuN2B compared to control, P =
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0.0286) (Fig. 7a), an effect reversed by the presence of the Lactacystin, incubated 2 hours
before tc-tPA treatment.(Lactacystin and tc-tPA: +24.49% of total GIuN2B compared to tc-tPA
alone , P <0.0286; n = 4 from 4 independent experiments (Fig.7a). Parallel experiments using
immunocytochemistry of surface versus total GIuN2B, confirmed a tc-tPA dependent
endocytosis and degradation of GIuN2B-containing NMDARs. Experiments in permeabilized
conditions with tc-tPA treatment decrease total GIUN2B at 10 minutes (-77.39% compared to
control, P < 0.0001) and at 30 minutes (-51.42% compared to control, P = 0.0257; n = 11
neurons for control, n = 6 neurons for tc-tPA at 10 minutes and n= 12 neurons for tc-tPA at 30
minutes, from 3 independent neuronal cultures) (Fig 7e) (Experiments in no permeabilized
conditions with tc-tPA and the same experiments for sc-tPA are in progress; (Fig. 7a-g in

preparation for final manuscript).

tc-tPA-dependent MET signalling controls NMDA receptors-mediated calcium influx. As
previously reported®, addition of tc-tPA to neuronal cultures media decreased the NMDA-
induced calcium influx (-10.66%, P < 0.001; n = 98 from 3 independent neuronal cultures),
while sc-tPA treatment was stimulatory (+27.29%, P < 0.001; n = 77 from 3 independent
neuronal cultures) (Fig. 8a and 8c; corresponding mean Fig. 8b and 8d). Interestingly, the
specific MET inhibitor, INJ-38877605, reversed the inhibitory effect of tc-tPA (-10.66%, for tc-
tPA alone versus +26.6% for tc-tPA + JNJ-38877605, P < 0.001; n = 98 from 3 independent
neuronal cultures) (Fig. 8a and corresponding mean Fig. 8b). Similar results were obtained
with another MET inhibitor, SU11274, which competes with the ATP binding site within the
MET activation loop 5152 (-11.24% for tc-tPA alone versus +8.30% for tc-tPA + SU11274, P <
0.0001) (supplementary 2). Accordingly, addition of rHGF (Fig. 8c and corresponding mean
Fig. 8d) or DO-24 (a monoclonal antibody agonist of MET®3) (supplementary 2) did not affect
the action of tc-tPA, but reduced the stimulatory effect of sc-tPA on NMDARs signalling
(+27.44% for sc-tPA alone versus +14.69% for sc-tPA + rHGF, P < 0,001; n = 93 for sc-tPA
and n = 89 for sc-tPA and rHGF from 3 independent neuronal cultures; Fig. 8c and 8d; and
+31.57% for sc-tPA alone versus +3.30% for sc-tPA + DO24, P < 0,001; n = 86 for sc-tPA and
n = 94 for sc-tPA and DO-24 from 3 independent neuronal cultures; (supplementary 2).
Altogether, these data demonstrate dual effects of tPA isoforms, with sc-tPA promoting
NMDARs signalling while tc-tPA reduced it. Importantly, the effect of tc-tPA depends of MET
and involves a downregulation of membrane GluN2B-containing NMDARS by a proteasomal
degradation process. Similarly, rHGF prevented the potentiation of NMDA-mediated calcium
influx by sc-tPA and the MET agonist DO-24 antibody completely blocked the stimulatory effect
of sc-tPA (Supplementary 2). The blockage of MET activation by JNJ-38877605 (Fig. 8a,b) or
SU11274 (Supplementary 2a and 2b) did not affect the potentiating effect of sc-tPA. To

reinforce this concept of a differential effect of tPA isoforms on NMDAR signalling, we decided
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to combine sc-tPA with increasing concentrations of tc-tPA and to evaluate the corresponding
NMDA-induced neuronal calcium influx (Supplementary 3a and 3b). In agreement with our
above data, tc-tPA counteracted the effect of sc-tPA on NMDAR signalling (-22.26% at 100nM
of tc-tPA, -32.74% at 200nM of tc-tPA and -33.20% at 300nM of tc-tPA, P < 0.0001). We then
investigated whether the tc-tPA dependent MET signalling also influenced the NMDAR-
mediated neuronal death. As previously reported®, sc-tPA promotes NMDA-induced
excitotoxicity (+20.86%, P = 0.025) and tc-tPA does not promote NMDA-induced excitotoxicity
(-1.69%, ns) (Supplementary 4a). In agreement with the above data, inhibition of MET by the
JNJ-38877605 (Supplementary 4b) and the SU11274 (Supplementary 4d), converted the slight
but significant inhibitory effect of tc-tPA to pro-excitotoxic effects (+14.46% for tc-tPA + JNJ-
38877605, P =0.0253 (n = 7 from 7 independent experiments); +18.81% for tc-tPA + SU11274,
P =0.0472; n = 5 from 5 independent experiments). Thus, as expected, sc-tPA potentiated
NMDA-induced excitotoxicity was also prevented by co-application of either rHGF
(Supplementary 4a) (+20.86% for sc-tPA alone versus -3.73% for sc-tPA + rHGF, P =0.0374;
n = 6 from 6 independent experiments) or by the agonist MET antibody DO-24 (Supplementary
4c) (+25.31% for sc-tPA alone versus -0.73% for sc-tPA + DO-24, P = 0.0472; n =5 from 5

independent experiments).
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DISCUSSION

We provide here the first demonstration that the neuronal serine protease tPA plays a role in
autistic-like behaviours in mice, by controlling a crosstalk between MET and GIuN2B subunit-
containing NMDARSs. We thus evidence of a novel function of tPA in the CNS, and particularly
of the two-chains form, tc-tPA, that acts on two targets: MET and GIuN2B-containing NMDARS;
two genes reported by SFARI (Simons Foundation Autism Research Initiative) for their strong
implication in ASD in human (https://gene.sfari.org/database/gene-scoring). We also
demonstrate that this mechanism relies on the formation of proximal complexes between MET
and NMDARs at the neuronal surface, a process promoted specifically by tc-tPA, that leads to
a proteasomal degradation and to a subsequent down-regulation of the total number of surface

GluN2B-containing NMDARSs and finally to alterations of NMDARSs signalling.

A number of studies demonstrated the physical interaction between NMDAR subunits and
other receptors, including Dopamine D1 receptor (D1R)**, VEGF receptor (VEGFR2)*, and
Ephrin-B2%¢57, These complexes are dynamically regulated by ligands, which mutually modify
receptor functions®®°°. For example, uncoupling DIR/NMDAR complexes in the hippocampus
impairs NMDARs-dependent LTP and working memory®°. Ligand-dependent activation of
VEGFR2 induces a rapid redistribution of GIUN2B at synaptic sites influencing the
consolidation of emotional memory®s. In patients with encephalitis, anti-NMDARs antibodies
alter the dynamic retention of synaptic receptors by reducing the interaction between the
extracellular domains of the NMDARs and Ephrin-B2%. Here, we provide evidence that tc-tPA
leads to a connection between NMDARs and MET at the neuronal surface, and that the
dynamic of these interactions plays a critical role in the control of NMDARs signalling and
neuronal fate. These data are in agreement with recent reports supporting that genes encoding
for NMDARs subunits are part of the interactome of MET, with roles in the modulation of
synapses formation®', and also associated with neurodevelopmental disorders such as
ASD®2%3, Accordingly, the NMDARs antagonist, DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid, was

reported to interfere with the pro-survival effect of HGF on cultured neurons®.

Like all the members of the plasminogen activator family, the secreted sc-tPA is processed
into tc-tPA by plasmin or kallikrein®-%, However, sc-tPA is an unusual zymogen that does not
require proteolytic processing to be activated, but relies on the presence of an allosteric
regulator, such as fibrin®. It has been reported that sc-tPA, but not tc-tPA, promotes NMDARS
signalling and neurotoxicity in cortical neurons®”¢8, Here, we provide a mechanistic explanation
of this differential function of the two forms of tPA. We demonstrate that, although tc-tPA
prompts the formation of proximal complexes between MET and NMDARS, sc-tPA promotes

their disruption. Interestingly, we also demonstrated that tc-tPA enhances MET signalling,

101




Résultats

leading to an increased endocytosis and degradation of GIuN2B-containing NMDARs and
subsequent down-regulation of NMDARs-mediated signalling and excitotoxicity. Notably,
recombinant HGF (or the MET agonist DO-24 antibody, mimicking the ligand), completely
prevents sc-tPA-induced NMDAR signalling and neurotoxicity in vitro.

Since MET has been discovered, many signalling pathways and assembling proteins have
been identified downstream of the receptor. It is now well described that MET can directly
binds®, or indirectly through the protein Gab1°, to Shp2: a non-receptor tyrosine phosphatase.
Interestingly, mutations in Shp2 gene PTPN11 are linked to cognitive impairment, such as
memory deficit. A possible explanation of this, could be the important role of the regulation of
Src-family kinases (SFKs) by Shp2™. Indeed, SFKs are crucial for controling NMDARs-
mediated synaptic transmission and plasticity’?, thus learning and memory. In fact, disrupting
the balance of Shp2 (gain or loss of function, such as in Noonan and Leopard syndromes) will
affect memory and NMDARs signalling and functions’. This is confirmed in Shp2 deficient
mice, where the addition of a Src family kinase inhibitor reversed the phosphorylation of
GIuN2B, restored basal synaptic transmission, and rescued the contextual fear memory deficit
of the deficient animals’. Our results are in line with these findings, where activation of MET
by tc-tPA leads to a downregulation of GIuN2B-containing NMDARSs signalling by targeting and
degrading them. We also identified a cognitive impairment in our tPA deficient mice, associated
to a reduction of MET expression in the amygdala and the entorhinal cortex. This is also in
frame with data showing that SFKs are important triggers of the reduction of GIuN2B-
containing NMDARSs surface expression and synaptic plasticity in the brain.

tPA is known to mediate signalling through a set of receptors and/or binding proteins including
the Low Density Lipoprotein Related Receptors (LRPs), annexin-Il, Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) and NMDARs, among others™. Although there is a consensus about the
capacity of tPA to modulate NMDAR signalling and functions, some opposite results are
reported in the literature®®’¢. When it interacts with the GIUN2A subunit, tPA activates either
the Akt/mTOR/p70S6K/HIF1a signalling pathway, leading to neuroprotection and to an
increase of glucose uptake’” or the Erk1/2/CREB/ATF3 signalling pathway to decrease
excitotoxicity’®. tPA was also reported to interact’ and possibly cleave the GIuUN2B subunit of
NMDAR leading to change its pharmacological properties. GIuN2B-dependent effects were
associated with influence of tPA on acute stress® and on seizures induced by alcohol
withdrawal™. The sc-tPA was reported to interact with the GIuN1 subunit of NMDARs either
directly®® or through LRP18! to promote NMDARSs signalling and excitotoxicity. Our present
study may reconciliate all these data. Indeed, we evidence here that sc-tPA and tc-tPA
differentially influence NMDARs signalling, with the sc-tPA leading, as previously reported®’,

to a broad activation of NMDARS, due to its ability to bind the common GIuN1 subunit®, and
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the tc-tPA leading to a specific down-regulation of GIuN2B-containing NMDARS, a mechanism

dependent of MET activation.

MET is a susceptibility gene for ASD®. Accordingly, genetically altered mice with a kinase-
inactive MET display autistic like behaviours associated with profound deficits in neural
development, synaptic transmission, and plasticity®384. Interestingly, variants of GRIN2B gene
encoding the GIuN2B subunit of the NMDARSs have been also reported in neurodevelopmental
disorders, including language, motor and learning deficits, and in autistic patients®1-¢°, Although
clinical phenotypes have shown GRIN2A variants (GIUN2A) associated with an epileptic
phenotype, GRIN2B variants were more often associated with neurodevelopmental
disorders®®’. ASDs are also associated with mutations of neurobeachin (NBEA), a protein
involved with KIF21B in local recycling of GIuN2B-containing NMDARs®. To determine the
possible role of tPA is ASD, we investigated the functional consequences of the tPA deletion
by using a behavioral screening system based on a battery of tests believed to reflect autistic-
like behaviors in rodents*®. We first show reductions of USV in the mutant pup mice. Similar
social defects have been reported in other ASD models®. USV are important markers of
mother-pup social interaction and communication in response, for example, to maternal
separation, as well as indicators of early neurobehavioural development®%t, Our results thus
demonstrate deep early deficits in social relations when tPA is lacking, indicating a major
autistic-like feature in tPA Null mice. We then examined the possible presence in these mice
of another major diagnostic symptom of autism, namely the repetitive motor behaviors*’. The
tPA Null mice exhibited exacerbated rearing behavior relative to their WT littermates. The
frequency of rearing is an indicator of spontaneous motor activity and arousal state, which
normally decreases in the course of the environmental familiarization®?°%. The phenotype
exhibited by our mutant mice that abnormally over-explored the environment indicates
perseverative behavior, a hallmark diagnostic symptom of ASD. Mutant mice also recapitulate
two other associated symptoms of ASD, learning disabilities and depressive-like behavior.
Indeed, tPA Null mice showed acquisition impairment of the characteristics of the selective
spaces of the maze, indicating a failure in the built of spatial representation of the environment
by processing of remote spatial cues. Such cognitive dysfunction has previously been found
with other learning tasks in ASD models®*®°. Deletion of tPA also induced behavioural despair
in the forced swimming test. This behavior, classically conceptualized as a depressive-like
behavior in mice®, is in line with reports of depression in some autistic individuals®’. In sum,
our behavioural analysis demonstrate an autistic-like phenotype in tPA Null mice characterized
by aberrant social communication, expression of repetitive behaviors and associated

symptoms such as learning defects and depressive-like behavior. Not only observed
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symptoms are multiple and in addition, they include mandatory core criteria diagnostic like in

humans, providing face validity of the tPA Null mouse model.

The expression of tPA has been described in many regions of the brain parenchyma, including
the amygdala 899 with tPA involved in mechanisms controlling anxiety-like behaviourg®1%
When present in the entorhinal cortex, tPA is known to control spatial learning, especially when
landmarks are distal versus proximal®. In this study, we reveal in mice lacking tPA decreased

levels of MET, specifically in these two brain areas.

Altogether, our preclinical data reveal a new function of tPA with possible involvement
in the control of autistic-like behaviors, the consequence of a differential role of its sc and tc
forms, with the tc-tPA capables to activate MET, thus promoting the formation of complexes
with GIuN2B-containing NMDARSs, their endocytosis and proteosomal down regulation of the
neuronal surface, and subsequent reduced signaling.
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Résultats

Figure 1. RNA sequencing analysis demonstrates downregulation of MET gene from
tPA Null.

(a-e), Volcano plot of log. fold change versus significance (-logio(g-value)) for a pairwise
comparison of transcripts between tPA WT and tPA Null mice within 5 cerebral structures. a,
hippocampus with 18 genes up-regulated and 44 genes down-regulated. b, amygdala with 39
genes up-regulated and 47 genes down-regulated. c, prefrontal cortex with 31 genes up-
regulated and 79 genes down-regulated. d, parietal cortex with 91 genes up-regulated and 63
genes down-regulated, e, entorhinal cortex with 29 genes up-regulated and 156 genes down-
regulated. Heatmaps representing RNA sequencing gene expression which are up and down-
regulated by using a z-score scale in f hippocampus, g amygdala, h prefrontal cortex, i parietal
cortex, j entorhinal cortex. k, Representation of z score of MET gene in 5 cerebral structures
shows a significant downregulation of MET gene in amygdala and entorhinal cortex in tPA Null
mice. RNA-sequencing experiments originate from 3 tPA WT animals and 3 tPA Null. Analysis
and statistical analysis were performed by Helixio. Data are represented as mean = SEM; * P
< 0.05, ** P<0.01, ** P < 0.001 indicate significantly different between tPA WT and tPA Null.
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Figure 2. tPA Null mice demonstrate autistic-like behaviors.

a, Evaluation of the behavioral phenotype of tPA knockout mice (tPA Null) and of their wild-
type littermates (tPA WT). (a, b), Ultrasonic vocalization recordings: nipawt = 19; Nipa nur = 20.
c, Actimetry: neawr = 12; neana = 15. (d, €), T-maze: npawr = 10; Nipana = 14. f, Forced
swimming test: npawt = 13; Nnpanur = 15. g, Summary of autistic-like features in tPA Null mice.
Friedman test (a), Mann-Whitney U-tests (a-c), Wilcoxon signed-rank tests (d-e), Unpaired t-
test (f). Data are represented as mean + SEM, * P < 0.05, ** P < 0.01, P < 0.01.



Résultats

400 - = 200 - 400 *%
o

s

" -
3004 = o & 300 - it
°
| ®

200 200

a
%
a
o o
. 1wed el Ee T
o ° 5 *
° (3
100 " 100 4
a
a °
o T T 0 T T T 0
3 v - & - 47
& K P é’,@ gs c’o& v(‘ls a

X
o ~
pMET
Y1234 |"'- e . _I»us MET ‘h — i—{—m Y1234 ‘-— - - --P“

pMET / B-actin
(percentage of control)
-
MET / B-actin
(percentage of control)
pMET | MET
[percentage of contral)

i

& &

P-actin i |~‘“ BaCtin | e S S— — }»42 MET ‘h — -Fuo
d e f
: 600 d
800
200=
ns
500+ * — 500 .
3 3 3
=€ o = 2 a0
28 EQ 58
8= 8e ==
=] o -
‘E"é’. 3004 g.g’, 100 E_J ) 3
g} & 52
55 [ 25 200
= 5 200 =3 g -
g g g
100 = 1004
- [ 0=
HGF (50ngiml) - * + HGF (50ng/ml) - + + HGF (50ngiml)
JNJ-3B8TT605 (500nM) - - + JNJ-3BBTTE05 (500nM) - . + JNJ-3B887T605 (500nM)

pMET 145 pPMET
e T Lo T

B-actin 42 B-actin 42 MET
145

Figure 3. The tc-tPA activates MET receptors.

(a, b, ¢), Representative and quantification of western blot from primary cultures of cortical
neurons (12-13 DIV) were subjected to 1 hour either sc-tPA or tc-tPA (300nM) or HGF
(50ng/ml) prior immunoblotting with antibodies directing against phospho-MET Y1234 and total
MET. a, Quantification of corresponding ratio of phospho-MET on actin. b, Quantification of
corresponding ratio of total MET on actin. (c), Quantification of corresponding ratio of phospho-
MET on total MET. (d,e,f) Representative and quantification of western blot from primary
cultures of cortical neurons (12-13 DIV) were subjected to 1 hour either HGF (50ng/ml) alone
or either with JNJ-38877605 (500nM) prior immunoblotting with antibodies raised against
phospho-MET Y1234 and total MET. d, Quantification of corresponding ratio of phospho-MET
on actin. (e) Quantification of corresponding ratio of total MET on actin. f, Quantification of
corresponding ratio of phospho-MET on total MET. Data are represented as mean + SEM n =
6 (a, b, c)and n =3 (d,e,f), * P <0.05; *, P < 0.01 indicate significantly different from the
corresponding control by Mann-Whitney test, , * P < 0.05; #* P < 0.01 indicate significantly
different between treatments with Mann-Whitney test.
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Figure 4. The tc-tPA activates MET receptors independently of Hepatocyte Growth
Factor (HGF) conversion.

a, tc-tPA does not convert Pro-HGF in mature HGF. Pro-HGF (150 nM) was incubated at 37°C
for 4 h without proteases (lane 1) or with 5,2 nM FXlla (internal control), 150nM tc-tPA and
150nM sc-tPA. Immunodetection of aHGF after incubation. Representative images of three
independent experiments are presented. b, Resonance surface plasmon does not reveal of
interaction of sc-tPA and tc-tPA on MET receptor. Five increasing doses (20nM, 60nM, 200nM,
600nM, 2uM) of sc-tPA and tc-tPA have been applied on fixed MET receptor and no SPR
signal have been detected. HBS is the buffer used for the immobilization of MET receptor.
Recombinant HGF has been used as control (0,5nM, 1,5nM, 5nM, 15nM, 50nM) showing an
increase of SPR signal with an affinity (Kd) of 2,5x108M.
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Figure 5. NMDAR and MET form complexes at the neuronal surface modulating by sc-
tPA, tc-tPA and HGF.

a, Immunoprecipitations with GIUN1 antibody revealed by western blot against either MET or
GIuN1 antibodies on primary cultures of cortical neurones (representative blot of three
independent experiments). b, Representative confocal microscopy images of PLA staining on
primary cultures of cortical neurons treated tPA buffer, HGF buffer, sc-tPA (300nM), tc-tPA
(300nM) and recombinant HGF (50ng/ml) for 45min. Magenta fluorescent profiles represent
regions of PLA signal amplifications denoting MET and NMDAR proximity. ¢, Quantitative
analysis of MET/NMDAR PLA signals. N = 18 concerning conditions HGF buffer and HGF N =
18 and for tPA buffer, sc-tPA (300nM), tc-tPA (300nM) N = 29 from five independent cultures.
(Data are represented as mean + SEM; * P < 0.05, ** P < 0.01 and **** P < 0.0001 indicate
significantly different from the corresponding control by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney
tests).
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Figure 6. The tc-tPA (300nM) induces a decrease on GIuN2B phosphorylation (Y1474)
and total GIUN2B involving MET receptor.

a, Representative western blot b, and analysis mean density of the band for pGIuN2A (Y1325)
and pGIuN2B (Y1474) on cultures of cortical neurons incubated with sc-tPA (300nM) on time-
dependent (10-30-60 minutes; n = 5 independent experiments). No significant difference with
sc-tPA. ¢, Analysis mean density of the band for total GIUN2A, total GIUN2B and total GIuN1
(n = 5 independent experiments for GIUN2B and GIuN1, n = 3 for GIUN2A). No significant
difference with sc-tPA. d, Representative western blot. e, Analysis mean density of the band
for pGIUN2A (Y1325) and pGIuN2B (Y1474) on cultures of cortical neurons incubated with with
tc-tPA (300nM) on time-dependent (10-30-60 minutes; n = 4 independent experiments for
GIuN2B (Y1474) and n = 7 for pGIuN2A (Y1325) at 10-30minutes and n = 4 at 60minutes. The
analysis reveals that tc-tPA induces a decrease of pGIUN2B (Y1474) at 10-30 and 60 minutes.
f, Analysis mean density of the band for total GIUN2A, total GIluN2B and total GIuN1 (n = 4
independent experiments for GIuN2B and GIuN1, n = 7 for GIuN2A at 10-30minutes and n = 4
at 60minutes). tc-tPA significantly decreases total GIuUN2B at 10-30 and 60 minutes and total
GluN1 at 10 minutes. g, Representative western blot (h), and analysis mean density of the
band for pGIUN2B (Y1474) after treatment on cortical neurons with tc-tPA (300nM) for 10 min
alone or in combination with INJ-38877605 (500nM). JNJ-38877605 significantly reverses the
level of pGIUN2B (Y1474) (n = 4 independent experiments for pGIuN2B (Y1474). All data are
represented as mean + SEM, * P < 0.05 compared to corresponding control and # P < 0.05
compared to treatments; Mann-Whitney test. ns = non-significant.
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Figure 7: The tc-tPA induces an early degradation of GIuN2B

Pre-treatment for 2 hours with the Lactacystin (5uM) on cortical neurons (13 DIV) and 10
minutes of tc-tPA (300nM) treatment with or without Lactacystin. a, Representative western
blot, and analysis mean density of the band for total GIuUN2B. The tc-tPA with Lactacystin
significantly reverse the level of GIuUN2B compared to tc-tPA alone. n = 4 independent
experiments. All data are represented as mean + SEM, * P < 0.05; indicate significantly
different from the corresponding control by Mann-Whitney test. # P < 0.05 indicate significantly
different between treatments by Mann-Whitney test. b, Timeline of the immunocytochemistry
experiments. ¢, Representative images of cortical neurons (13 DIV) using for
immunocytochemistry experiments. Scale bar = 50uM. d, in preparation. e, tc-tPA (300nM)
significantly decreases total GIUN2B in permeabilized conditions at 10 and 30 minutes. n =11
neurons and 16 dendrites for control, n = 6 neurons and 14 dendrites for tc-tPA 10 minutes
and n = 12 neurons and 15 dendrites for tc-tPA 30 minutes. * P < 0.05; **** P < 0.0001 indicate
significantly different from the corresponding control by Kruskal-Wallis test. f and g, in
preparation. Scale bar = 10uM.
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Figure 8. Inhibition or activation of the HGF-MET axis controls the tPA-dependent
NMDA receptor-mediated neuronal calcium influx.

Calcium video imaging performed on primary cultures of cortical neurons (13 DIV). After control
NMDA stimulations (25 mM) used as baseline, neurons were incubated for 45min with (a,b)
JNJ-38877605 buffer + tPA buffer (control, n = 88 cells), INJ-38877605 (500nM; n = 91 cells),
sc-tPA (300nM; n = 77 cells) and tc-tPA (300nM; n = 98 cells) alone or combined with JNJ-
38877605 (n = 82 cells and n = 98 cells respectively. (c,d), HGF buffer + tPA buffer (control, n
= 96 cells), rHGF (50ng/mL; n = 91 cells), sc-tPA (300nM; n = 93 cells) and tc-tPA (300nM; n
= 100 cells) alone or combined with rHGF (n = 89 cells and n = 88 respectively). Percentage
of stimulation or inhibition after incubation were calculated for each individual cell and reported
as the percentages of responsiveness for each group (n = 3 independent experiments, mean
+ SEM). #, indicates significant difference for the comparison of pre- and post-incubation
responses by Wilcoxon signed-rank test (P < 0.0001). **** indicates significantly different from
the corresponding control by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (P < 0.0001).
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Supplementary 1: Genetic validation of tPA Null mice.

a, Generation of tPA Null mice leads to a deletion of exon 3 which is the first coding exon for
tPA gene. b, Genetic validation of tPA gene deletion by PCR genotypage. A Lox P site is
surrounded of Lf and Lr primers which generate a PCR fragment of 219 base pairs concerning
tPA WT allele and which is absent for tPA Null allele. No modification for the size of PCR
fragments between Lf and Lxr primers. PCR fragments between Lf and Er2 primers are of
1303 base pairs concerning tPA WT allele and 411 base pairs for tPA Null allele.
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Supplementary 2: Activation with DO-24 or the inhibition with SU11274 of the HGF-
MET axis controls the tPA-dependent NMDA receptor-mediated neuronal calcium
influx.

Calcium video imaging performed on primary cultures of cortical neurons (12 DIV). After control
NMDA stimulations used as baseline, neurons were incubated for 45min with (a,b), SU11274
buffer + tPA buffer (control, n = 78 cells), SU11274 (2uM; n = 93 cells), sc-tPA (300nM; n =
118 cells) and tc-tPA (300nM; n = 108 cells) alone or in combination (n = 111 cells and n =121
cells respectively). Each dot represents one cell. (c, d), DO-24 buffer + tPA buffer (control, n
= 95 cells), DO-24 (50ng/mL; n=88 cells), sc-tPA (300nM; n=86 cells) and tc-tPA (300nM; n =
100 cells) alone or combined with DO-24 (n = 94 cells and n = 86 cells respectively). Each dot
represents one cell. (b,d), Percentage of stimulation or inhibition after incubation were
calculated for each individual cell and reported as the percentages of responsiveness for each
group (n = 3 independent experiments, mean £ SEM). #, indicates significant difference for the
comparison of pre- and post-incubation responses by Wilcoxon signed-rank test (P < 0.0001).
**** indicates significantly different from the corresponding control by Kruskal-Wallis and
Mann-Whitney tests (P < 0.0001).
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Supplementary 3: sc-tPA and tc-tPA activate two different and opposite signaling
pathways..

(a,b), Calcium video imaging performed on primary cultures of cortical neurons (12-13 DIV).
a, After control NMDA stimulations used as baseline, neurons were incubated for 45min with
buffers of tPAs (n = 90 cells), sc-tPA and tc-tPA (300nM; n = 83 cells and n = 92 cells
respectively) or with sc-tPA (300nM) combined with tc-tPA (100nM, n = 82 cells; 200nM, n =
82 cells buffer; 300nM, n = 77 cells). Each dot represents one cell. b, Percentage of stimulation
or inhibition after incubation were calculated for each individual cell and reported as the
percentages of responsiveness for each group (n = 3 independent experiments, mean + SEM)
(+30.23% for sc-tPA, -11.65% for tc-tPA and +7.97% for sc-tPA + tc-tPA 100nM, -2.51% for
sc-tPA + tc-tPA 200nM and -2.97% for sc-tPA + tc-tPA 300nM). #, indicates significant
difference for the comparison of pre- and post-incubation responses by Wilcoxon signed-rank
test (P < 0.0001). **** indicates significantly different from the corresponding control by
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (P < 0.0001).
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Supplementary 4: The blockage or the MET activation affects the potentiation of
NMDA-mediated neuronal death.

Neuronal death was assessed on primary cultured cortical neurons (12-14 DIV) by measuring
LDH release in the bathing media after 24 hours exposure to NMDA (10uM), sc-tPA (300nM)
and tc-tPA (300nM) alone or combined with a, rHGF (50ng/mL; n = 6, mean £ SEM) or b, JNJ-
38877605 (500nM; n =7, mean £ SEM), ¢, DO-24 (50ng/mL; n =5, mean = SEM), d, SU11274
(2uM; n = 5, mean = SEM). *, indicates significantly different from the corresponding control
by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (P < 0.05).
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DISCUSSION

Article: Tissue type plasminogen activator dependent crosstalk between MET
and NMDA receptors containing GIuN2B: possible involvement in autism
spectrum disorders.
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L’étude de Parcq et collaborateurs a été la premiere a décrire des effets différentiels
entre le sc-tPA et le tc-tPA sur la signalisation glutamatergique. Au cours de ce travail de these,
nous avons pu identifier un nouveau récepteur partenaire au tPA, le récepteur MET. En effet,
sur des cultures primaires de neurones corticaux, seul le tc-tPA active les récepteurs MET, a
priori indépendamment d’une conversion du pro-HGF en HGF. Le tc-tPA et I’'HGF recrutent
massivement le récepteur MET a la membrane, a proximité des récepteurs NMDA. A I'inverse,
le sc-tPA diminue la proximité entre ces deux récepteurs. De plus, le tc-tPA induit une
diminution de la phosphorylation de GIuN2B (Y1474) dépendante de I'activation du récepteur
MET. Il est également responsable d’une dégradation précoce de la sous-unité GIuN2B.

D’autre part, I'étude transcriptomique menée sur des souris déficientes en tPA (tPA Null)
a révélé une diminution du nombre de transcrits MET dans I'amygdale et le cortex entorhinal.
De facon intéressante, les génes codant la sous-unité GIuN2B et le récepteur MET sont deux
génes candidats identifiés comme facteur de risque dans les TSA. L'étude comportementale
sur les souris tPA Null montre des déficits comportementaux caractéristiques des TSA.
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l.  Implication du récepteur MET dans Ila signalisation
glutamatergique

1. Activation du récepteur MET par le tc-tPA

La conversion du pro-HGF en HGF mature par le tPA est initiée en 1993 par I'équipe de
Mars et collaborateurs. En radiomarquant du pro-HGF avec de I'iode 125, ils montrent que le
tPA et I'UPA convertissent le pro-HGF en HGF aprés une heure d’incubation a 37°C (Mars et al.
1993). En revanche, nos résultats n‘ont pas permis de démontrer cette conversion en
présence de sc-tPA et de tc-tPA aprés 4 heures d’incubation a 37°C. Nos données sont en
accords avec la littérature récente, et notamment avec la publication de I'équipe de
Zamolodchikov en 2019. Dans leur étude, la technique utilisée est celle que nous avons
employée. Celle-ci repose sur l'incubation a 37°C de pro-HGF recombinant en présence de
tPA, spécifiquement de tc-tPA, durant 18 heures. Comme le montre la figure ci-dessous,
aucune forme mature d’"HGF n’est détectée (Figure 30, Zamolodchikov et al. 2019). A partir
de ces résultats, différentes hypothéses peuvent étre suggérées pour expliquer I’activation du
récepteur MET par le tc-tPA. Premierement, comme il a été évoqué dans I'introduction, les
deux formes de tPA sont capables de convertir le plasminogene en plasmine, possédant a titre
de rappel 38% d’homologies avec 'HGF (Lokker et al. 1992). L’hypotheése aurait été que le tc-
tPA clive le plasminogene en plasmine, qui lui clive a son tour le pro-HGF. Mais, comme prouvé
en 1995 par I'équipe de Shimomura, la plasmine ne convertit pas le pro-HGF en HGF, mais elle
est capable d’induire un clivage protéolytique du pro-HGF en de multiples fragments,
aboutissant a sa dégradation (Shimomura et al. 1995).
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Figure 30 : Conversion du pro-HGF en HGF mature.
En A, représentation d’un western blot montrant que I'HGF activateur (HGFA) et le BFXlla
peuvent convertir le pro-HGF en HGF. En présence de tc-tPA (tPA dans la figure) et de
thrombine, le pro-HGF n’est pas converti (Zamolodchikov et al. 2019). En B, il s’agit d’un
western blot représentant aussi la conversion du pro-HGF en HGF en présence de I'"HGF
activateur (HGFA) et de I'aFXlla. L'urokinase ne montre pas de conversion et la plasmine
clive protéolytiquement le pro-HGF en plusieurs fragments (Shimomura et al. 1995).
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Il est également possible que le mécanisme dépende d’un troisieme partenaire, que le
tc-tPA activerait et qui cliverait le pro-HGF. En imagerie calcique, I'utilisation d’un anticorps
bloquant de I'HGF avec du tc-tPA potentialise I'influx calcique, réversant alors I'effet exercé
par le tc-tPA seul (Figure 31) Des tests de conversion en incubant du pro-HGF et du tc-tPA sur
nos neurones corticaux vont étre réalisés. Nous récupérerons ensuite le surnageant et
évaluerons par immunoempreinte la présence d’"HGF. Il est possible que le tc-tPA ait besoin

d’une surface d’activation ou d’un autre partenaire pour convertir le pro-HGF.
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Figure 31 : Effet de I'anticorps HGF bloquant sur la signalisation glutamatergique et la mort

a, b, en imagerie calcique sur des cultures de neurones corticaux (DIV 12), aprés une stimulation
contrdle avec du NMDA (25uM) utilisée comme baseline, les neurones sont incubés pendant 45 min
avec soit le buffer (n=76), I'anticorps HGF bloquant (50ng/ml ; n=80), le sc-tPA (300nM ; n=96), le tc-
tPA (300nM ; n=96) seul ou combiné avec I'anticorps HGF bloquant (50ng/ml; n=99 et n=106
respectivement). Les résultats montrent que I'HGF bloquant n’influe pas sur le sc-tPA mais réverse
I’effet du tc-tPA seul sur la signalisation glutamatergique*p<0.05, ****p<0.0001 indique la différence
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Par ailleurs, notre seconde hypothese se base sur I'action du tc-tPA sur un premier
récepteur, qui a son tour activerait le récepteur MET. Un candidat potentiel est le récepteur a
I’'EGF, appartenant aussi a la famille des tyrosines kinases, et les deux récepteurs sont des
membres de la famille ERBB et plus spécifiquement ERBB2 et ERBB3 (Engelman et al. 2007).
La coopération entre ces deux récepteurs est déja établie dans la littérature, essentiellement
en utilisant des cultures de lignées cancéreuses. Yamamoto et collaborateurs ont observé que
la phosphorylation du récepteur MET peut se faire par I'une des tyrosines kinases du récepteur
a I'EGF, la protéine adaptatrice SHC. Il s’agirait d’une activation directe du récepteur MET par
le récepteur a I'EGF par transphosphorylation (Yamamoto et al. 2006). Une seconde étude
suggere que les protéines signalétiques MAPK activées par le récepteur a 'EGF augmente le
recrutement de MET a la membrane et active sa phosphorylation (Breindel et al. 2013). |l
s’agirait donc dans cette étude d’une activation indirecte du récepteur MET par le récepteur
a 'EGF (Breindel et al. 2013). Nous savons que le sc-tPA et le tc-tPA possédent un domaine
EGF-like et nous avons montré par la technique de SPR que les deux formes de tPA peuvent
se fixer sur le récepteur a I'EGF avec une affinité (Kd) légerement plus importante pour le tc-
tPA (Figure 32)
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Figure 32 : Sensorgramme représentant la fixation de I’EGF, du sc-tPA et du tc-tPA sur le récepteur
a 'EGF par la technique de SPR.

Mesure d’interaction a 5 concentrations différentes d’EGF, de sc-tPA, de tc-tPA sur le récepteur a I'EGF

immobilisé. La solution d’"HBS sert de contréle négatif.
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En se basant sur la méme hypotheése, un second récepteur a activité tyrosine kinase,
I"lGF-1R (insulin growth factor 1 receptor) serait également une piste éventuelle. En effet, ce
récepteur partage des homologies structurales avec le récepteur a I'EGF notamment des
domaines riches en cystéines (Garrett et al. 1998). Des études essentiellement dans le
domaine de la cancérologie montrent une coopération de la signalisation de MET et de la
signalisation d’IGF-1R. Par exemple, dans les cellules du carcinome pancréatique, il est
retrouvé une surexpression de ces deux récepteurs et les co-traitements avec leurs agonistes
respectifs ('HGF et I'lGF-1 (insulin growth factor 1) agissent en synergie pour induire la
migration et I'invasion tumorale. Une « down-regulation » de MET inhibe quasi complétement
les effets de migration et d’invasion médié par I'lGF-1 seul (Bauer et al. 2006). L’agoniste de
I'lGF-1R est I'IGF-1 dont I'activité biologique est modulée par six IGFBP humaines (insulin-like
growth factor binding protein). Le complexe majoritairement retrouvé est un complexe
tertiaire composé d’IGFBP-3, IGF-1 et d’une sous-unité « acide labile ». De maniére
intéressante, en 2012, Elzi et collaborateurs ont montré que le tPA, mais pas I'uPA, clive
IGFBP3 dans une lignée de cellules tumorales mammaires (human breast adenocarcinoma cell
line) et dans les cellules HEK (human embryonic kidney) (Elzi et al. 2012). Une étude non
publiée de notre laboratoire retrouve également ce clivage sur des cultures de neurones
corticaux en présence de tPA mais sous sa forme simple chaine. On ignore si le tc-tPA est en
mesure de cliver IGFBP3, et s’il s’avére que ce soit effectivement le cas, cela n’expliquerait pas
la différence d’activation entre les deux formes de tPA sur le récepteur MET.

Ainsi, malgré ces différentes hypothéses, nous ne pouvons pas déterminer
actuellement par quel mécanisme le tc-tPA active le récepteur MET.
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2. Le couple de récepteurs MET et NMDA

Notre étude a mis en évidence par co-immunoprécipitation que les récepteurs MET et
NMDA peuvent former des complexes a la surface neuronale (Papier ; Figure 5a). Cependant,
le nombre de ces complexes semble relativement faible et ne varie pas en fonction des
traitements (sc-tPA, tc-tPA et HGF) (Figure 33). En revanche, I'utilisation de la technique de
PLA (proximity ligation assay) met en évidence une augmentation de la proximité des
récepteurs NMDA et MET a la membrane aprés traitement au tc-tPA et a ’'HGF (Papier ; Figure
5b et c). Al'inverse, le sc-tPA diminue la proximité de ces récepteurs (Papier ; Figure 5b et c).
La PLA s’est focalisée sur la sous-unité GluN1, et a donc ciblé tous les récepteurs NMDA. Fait
intéressant, sur des cultures de neurones hippocampiques, le récepteur MET est retrouvé
dans les synapses excitatrices et colocalise avec la sous-unité GIuN2B et la protéine
adaptatrice PSD-95. Un traitement a 'HGF augmente I'expression a la synapse de GIuN2B, de
CAMKII et de la sous-unité GluAl des récepteurs AMPA (Tyndall and Walikonis 2006). Sur des
cultures de neurones (DIV 14), il a été montré via |’ utilisation de la PLA, une augmentation de
la proximité des récepteurs MET et NMDA contenant la sous-unité GIuN2B apres 10 minutes
de traitement a I’'HGF (Figure 33 ; Xie et al. 2016).
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Figure 33 : Interaction et proximité des récepteurs MET et NMDA a la surface neuronale.

En A, sur des cultures primaires de neurones corticaux (DIV 13), il a été effectué une co-
immunoprécipation (IP) aprés traitement au sc-tPA (300nM), tc-tPA (300nM) et a 'HGF (50ng/ml)
pendant 1 heure. Les complexes entre les récepteurs MET et NMDA sont déja présents en condition
basale. No ab: no antibody correspond au contréle négatif pour lequel il n’y a eu aucun ajout
d’anticorps. En B, image représentative et quantification de PLA sur des neurones corticaux (DIV 14)
ciblant le récepteur MET et la sous-unité GIuN2B apres traitement a I'HGF a 5, 10 et 30 minutes. A 10
minutes, I'HGF augmente significativement la proximité entre les récepteurs NMDA contenant la sous-
unité GIuN2B et les récepteurs MET. B, d’apreés Xie et al. 2016.

3. L'axe HGF/MET sur la signalisation glutamatergique

Au sein des neurones corticaux les récepteurs MET et NMDA forment des complexes
en conditions basales, mais peuvent également se rapprocher physiquement en fonction de
certains stimuli comme a la suite d’un traitement a I’'HGF ou au tc-tPA. Mais quelle en est
'implication ?
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Nos résultats montrent que le tc-tPA (300nM) diminue la phosphorylation de GIuN2B
sur la tyrosine 1474 (Papier ; Figure 6d et e). Puisque les récepteurs MET sont des récepteurs
a activité tyrosine kinase, nous souhaitions déterminer si cet effet était dépendant de MET.
L’utilisation de tc-tPA avec le JNJ-38877605, inhibiteur sélectif de MET, réverse le niveau de
phosphorylation de GIuUN2B par rapport au tc-tPA seul. Quel serait le mécanisme permettant
cette déphosphorylation ?

Pour rappel, I'activation du récepteur MET induit la phosphorylation des résidus
tyrosines 1234/1235 situés dans le domaine kinase et favorise la phosphorylation de deux
tyrosines supplémentaires : Tyr1349 et Tyr1356. Ces dernieres permettent le recrutement de
protéines adaptatrices dont des protéines tyrosines phosphatases telles que SHP2 qui se fixe
indirectement sur MET, par l'intermédiaire de la protéine adaptatrice Gab1 (Maroun et al.
2000). Il faut mentionner que la régulation des récepteurs NMDA peut dépendre de kinases
de la famille SRC pouvant étre a leurs tours activées par SHP2 (Zhang et al. 2004). De maniére
intéressante, la perturbation de I'équilibre de SHP2 (gain ou perte de fonction) affecterait la
mémoire et la signalisation des récepteurs NMDA (Cesarini et al. 2009). Chez des souris
déficientes en SHP2, I'ajout d’un inhibiteur kinase de la famille SRC réverse la phosphorylation
de GIuN2B, restaure la transmission synaptique basale et abolit le déficit de mémoire de peur
contextuel présent chez les animaux déficients en SHP2 (Yan et al. 2017). En lien avec ces
données, nous pourrions envisager de déterminer par immunoempreinte si cette tyrosine
phosphatase intervient dans notre signalisation neuronale aprés traitement au tc-tPA.

Par ailleurs, une hypothése qui n’a pas été réfutée serait que le tc-tPA interagisse
directement avec les récepteurs NMDA. D’apres les données de Fernandez-Monreal et ses
collaborateurs, le mécanisme d’action du sc-tPA qui est proposé est une fixation primaire via
son domaine Kringle 2, sur la lysine'’® de la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA. Aprés la
fixation, le sc-tPA présente son domaine catalytique a l'arginine 260 de la seconde sous-unité
GluN1 et induit le clivage (Fernandez-Monreal et al. 2004; Lopez-Atalaya et al. 2008; Lesept et
al. 2016). Nous pourrions envisager que le tc-tPA puisse se fixer sur la lysine!’® mais de par
une conformation tridimensionnelle différente de celle du sc-tPA ne puisse pas présenter son
domaine catalytique. L’action du tc-tPA reposerait alors sur I'activation des récepteurs MET et
sa fixation sur les récepteurs NMDA avec pour finalité un effet biologique commun qui est
I’'absence de potentialisation des récepteurs NMDA induite par le tc-tPA.

Par ailleurs, est-ce que le récepteur MET peut moduler la signalisation glutamatergique ? En
imagerie calcique, I'utilisation du JNJ-38877605 et d’un second inhibiteur, le SU11274 induit
la potentialisation de la signalisation des récepteurs NMDA et réverse alors |'effet du tc-tPA
seul (Figure 8b et Supplementary 2d). Il est intéressant de mentionner que la présence
individuelle de ces 2 inhibiteurs potentialise les récepteurs NMDA par rapport a la condition
controle (Figure 8b et Supplementary 2d). Ces résultats pourraient signifier que le récepteur
MET exerce un tonus inhibiteur en condition physiologique. La présence des complexes
MET/NMDA aurait pour fonction de diminuer I'influx calcique. Les récepteurs MET pourraient
influencer par exemple sur les propriétés biophysiques des récepteurs NMDA, comme la
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probabilité d’ouverture et de fermeture, leur conductance, la sensibilité envers leurs
agonistes et co-agonistes... Dans notre étude, le récepteur MET est neuroprotecteur puisqu’il
intervient dans le mécanisme d’action du tc-tPA. De plus, le tc-tPA en présence de JNJ-
38877605 augmente la mort neuronale excitotoxique induite par le NMDA en comparant au
traitement tc-tPA seul (Supplementary 4).

En imagerie calcique, I'HGF ne potentialise pas I'influx calcique, tout comme le tc-tPA
(Figure 8d). La présence du tc-tPA et de I'HGF n’induit pas d’effet synergique, suggérant alors
un mécanisme d’action similaire. Le tc-tPA serait un composant HGF-like. Un co-traitement
avec du sc-tPA et de I'HGF diminue significativement I'effet pro-excitotoxique du sc-tPA,
mettant en évidence deux mécanismes distincts pouvant intervenir sur la signalisation
glutamatergique. De plus, l'utilisation d’un anticorps bloquant de I'HGF a tendance a
potentialiser les récepteurs NMDA, de la méme facon que le JNJ-38877605 et le SU11274.
L’ajout de cet anticorps bloquant en présence de tc-tPA augmente l'influx calcique et la mort
neuronale de type excitotoxique (Figure 31 ; Figure 34)
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Figure 34 : Effet de I’anticorps HGF bloquant sur la mort neuronale de type excitotoxique.

Sur des cultures de neurones corticaux, la mort neuronale est mesurée via la libération de LDH dans
le milieu apres 24 heures d’exposition a 10uM de NMDA, (n=7 expériences indépendantes). L'anticorps
HGF-bloquant n’influence pas la mort de type excitotoxique induite par le sc-tPA mais augmente la
mort par rapport au tc-tPA. *p<0.05 indique la différence significative par rapport au contréle avec le
test de Mann-Whitney.

Ces résultats, pour lesquels I'HGF exercerait un role protecteur contre I'excitotoxicité
sont en accords avec la littérature, En 2002, I'équipe de Hossain montre que le traitement a
I’'HGF sur des neurones granulaires augmente leur viabilité face a I'excitoxocité induite par le
NMDA en activant la voie PI3K/Akt (Hossain et al. 2002). Une seconde étude montre
également une neuroprotection de 'HGF contre |’excitotoxicité induite par du NMDA sur des
neurones hippocampiques. L'effet de I’'HGF serait d{i au blocage partiel de I'activation de la
caspase 3, protéine pro-apoptotique, et de I'inhibition de la translocation de I’AIF (apoptosis
inducing factor) dans le noyau (Ishihara et al. 2005).
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II. Le tPA dans les troubles du spectre autistique

1. Les données comportementales chez les tPA Null

L’étude comportementale menée sur les animaux tPA Null révele divers déficits
comportementaux. Premiérement, le test des vocalises a ultrasons montre un déficit de
communication précoce chez les tPA Null qui est mis en évidence par une durée et un nombre
d’appels réduits par rapport a leurs homologues sauvages. Les nouveau-nés tPA Null seraient
moins sensibles lorsqu’ils sont séparés de leur mere, ces résultats seraient également en lien
avec un trouble de I'attachement. Si I'on souhaite transposer chez I'Homme, certains parents
dont les enfants sont atteints de TSA ont déclaré avoir eu des bébés dits « faciles » qui
pleuraient treés peu (Frith 1991).

Un second critére essentiel caractéristique au TSA est la présence de comportements
restreints et stéréotypés. Le test d’actimétrie permet d’évaluer de nombreux paramétres et a
montré un nombre plus important de mouvements verticaux pouvant étre interprétés comme
des comportements spontanés a caractere répété. Nous avons également étudié le toilettage,
la fouille et le saut, qui sont des paramétres pouvant étre évalués afin de mettre en évidence
des comportements répétitifs et stéréotypés. Toutefois, nous n’avons observé aucune
différence significative pour ces différents parameétres (Figure 35). Mais, chez les personnes
atteintes de TSA, il a été rapporté une large variété de comportements répétitifs moteurs
comme le fait de se gratter, d’agiter le bras ou encore de se balancer. De ce fait, chez les souris
tPA Null, il semblerait que leur stéréotypie motrice se caractérise par une activité verticale
plus importante. Ces données soulignent I'intérét de réaliser des tests comportementaux
différents afin de s’assurer de la présence ou de I'absence d’un trait comportemental.
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Figure 35 : Tests comportementaux chez les tPA Null pour évaluer les comportements répétés
moteurs.
Nous avons introduit les deux souches de souris dans une nouvelle litiere durant 5 min afin de
d’enregistrer leur comportement par caméra GoPro. En A, le test d’auto-toilettage (grooming) ne
montre aucune différence entre les deux génotypes. La méme conclusion s’impose concernant le
nombre de saut (B) ainsi que la fouille (digging) au sein de la litiere non-familiere (C). N=13 tPA WT ;
N=18 tPA Null, ns=non significatif en utilisant un test de Mann-Whitney.

D’autre part, parmi I'éventail de symptomes du spectre autistique, les animaux tPA
Null ne présentent que certaines caractéristiques. En effet, le trouble de sociabilité est un
critere essentiel dans la symptomatologie du TSA et peut étre évalué chez le rongeur grace au
test des 3 chambres (évoqué dans I'introduction).

Nous avons évalué le temps de « sniffing » et montré que les animaux tPA Null n’ont
pas de déficit de sociabilité, ils présentent un intérét social et une préférence pour la
nouveauté sociale (Figure 36).
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Figure 36 : Test des 3 chambres évaluant la sociabilité sur la souche de souris tPA Null.

Aprés 5 minutes d’habituation, il est introduit une souris étrangere dans un des compartiments de la
chambre et on évalue le temps de « sniffing » pendant les 5 premieres minutes du sujet. Puis, dans le
compartiment vide, il est introduit une nouvelle souris étrangére et on mesure aussi le temps de
« sniffing » afin de déterminer si la souris discrimine bien le second étranger. De la méme fagon, les
deux génotypes ont un temps de « sniffing » plus important dans la phase de sociabilité ainsi que dans
la phase de préférence a la nouveauté sociale. N=18 tPA WT ; N=18 tPA Null avec un test de Wilcoxon :
** n<0,01.

2. Le tPA et les symptOmes associés au TSA

En complément, nos résultats ont montré des déficits associés au TSA comprenant un
déficit d’apprentissage et un comportement a caractere dépressif (Figure 2). En effet, ce sont
deux symptomes associés présents chez certaines personnes atteintes de TSA (Steinhausen
and Metzke 2004; Gegelashvili 2019).

Parmi les nombreux symptémes associés au TSA, I'épilepsie est un des facteurs de
risque dont le lien avec les TSA a été bien étudié. Chez les sujets atteints de TSA, la prévalence
de I'épilepsie est évaluée selon les études entre 5 et 40% (Canitano 2007). Ces taux sont
nettement supérieurs a ceux observés dans la population générale qui sont proches de 1 a 2%
(Christensen et al. 2018). La relation entre les deux est complexe et la signification
physiopathologique de leur association reste peu claire. De maniére intéressante, au cours de
leur étude sur la plasticité synaptique en 1993, Qian et collaborateurs ont observé une
surexpression de tPA au niveau de I'hippocampe, 1 heure aprés l'induction de crises
d’épilepsie (Qian et al. 1993). De plus, il a été observé que les souris déficientes en tPA sont
protégées de I'apparition de convulsions aprés I'administration systémique de
pentylénetétrazole ou d'acide kainique (Tsirka et al. 1995b). Ces résultats suggérent
fortement que l'activité du tPA régule l'excitabilité neuronale de maniére a modifier la
sensibilité aux crises. Les travaux de Yepes ont démontré par la suite que le tPA endogene est
impliqué dans la généralisation des crises épileptiques induites chez les rongeurs apres une
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injection d'acide kainique au niveau de I'amygdale et que cette activité est indépendante du
plasminogéne (Yepes et al. 2002). Les auteurs ont également montré que l'activité du tPA ainsi
gue I'expression de NS sont augmentées au niveau de I'amygdale dans les 10 minutes apres
I’'administration d'acide kainique. Lorsque la NS est injectée dans |'hippocampe avant
I'administration d’acide kainique dans I'amygdale, la progression et la généralisation des crises
sont atténuées. La NS étant un inhibiteur du tPA au niveau du parenchyme, ces résultats
soutiennent donc I'hypothése selon laquelle le tPA serait impliqué dans la propagation des
convulsions. Ces données pourraient mettre en avant que le tPA est en lien avec un 3°™me
symptdéme associé au TSA.

En complément, de nombreux autres tests pourraient étre entrepris afin d’approfondir
les repéres neurodéveloppementaux des nouveau-nés tPA Null. Par exemple, nous pourrions
réaliser le réflexe de retournement qui se définie comme la capacité motrice pour un
nouveau-né a étre en mesure de se retourner sur ses pattes. L'age moyen d’apparition de ce
réflexe chez les rongeurs est P5 (Feather-Schussler and Ferguson 2016). L'apparition de
I’ouverture bilatérale des yeux chez le nouveau-né permet de s’assurer de I'éveil de I'animal
(Feather-Schussler and Ferguson 2016).

3. Les données génétiques chez les tPA Null

Puisque de nombreuses données soutiennent I'implication de facteurs génétiques
dans I’étiologie du TSA, nous avons souhaité étudier les génes pouvant étre dérégulés au sein
de notre souche de souris tPA Null (Constantino et al. 2010; lossifov et al. 2012). Notre étude
a permis de révéler de nombreux géenes « up » et « down » régulés grace a l'analyse du
séquencage d’ARN sur les animaux tPA Null (Papier, Figure 1). Cette analyse a été menée sur
les 5 structures cérébrales suivantes : I’hippocampe, le cortex entorhinal, I'amygdale, le cortex
préfrontal et le cortex pariétal. Le gene MET ressort significativement comme étant « down »
régulé dans le cortex entorhinal et 'amygdale. En revanche, le séquencgage d’ARN ne montre
pas de variation du nombre de transcrit pour le géne GRIN2B parmi ces 5 structures. Pour
autant, cela ne signifie pas obligatoirement que le géne GRIN2B n’est pas impacté. En effet,
I'analyse a été effectuée sur 3 animaux de chaque souche agée de 8 semaines. Cependant, la
variation du transcrit peut étre présente a un stade plus précoce, en stade prénatale par
exemple, étant donné que la protéine GIUN2B est fortement présente deés le stade
embryonnaire (Monyer et al. 1994). Puisque les nouveau-nés tPA Null ont un déficit de
communication qui est présent dés le 2™ jour post-natal (Papier, Figure 2a,b), il serait
intéressant d’étudier le niveau protéique de GIuN2B et de MET en immunoempreinte du stade
embryonnaire jusqu’a P12. Ces données nous permettraient de savoir si la sous-unité GIuN2B
et/ou le récepteur MET sont impliqués en complément du tPA dans ce déficit.
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Le TSA est une pathologie neurodéveloppementale qui peut intervenir lors des
processus de neurogeneése et de synaptogenése. Des données de la littérature ont montré que
le récepteur MET et GIUN2B peuvent influencer ces processus. A titre d’exemple, une étude
de 2008 montre qu’un traitement a I’'HGF sur des cultures de neurones hippocampiques
augmente la longueur des dendrites primaires (Lim and Walikonis 2008). L’étude de Qiu en
2014 a rapporté que la signalisation du récepteur MET est impliquée dans la croissance
neuronale et la maturation fonctionnelle des synapses glutamatergiques. |l est montré que la
perte de fonction de MET altére le développement des synapses en diminuant le nombre de
dendrites, leur longueur et la densité des épines dendritiques (Qiu et al. 2014). De plus, la
délétion génétique de MET accélere la maturation développementale en induisant un switch
plus rapide de la sous-unité GIuUN2B en GIuN2A (Qiu et al. 2014). De fagon similaire, la sous-
unité GIuN2B peut jouer un réle sur la morphologie des neurones. L’étude d’un variant de
GluN2B retrouvé chez des personnes atteintes de TSA (S1415L correspondant a S1413L chez
la souris) montre une réduction du nombre d’épines dendritiques (Liu et al. 2017). La délétion
conditionnelle cortico-hippocampique de GIuN2B montre aussi une réduction d’épines
dendritiques et est associée a un déficit d’apprentissage (mémoire de travail et de référence
dans 'espace) (Brigman et al. 2010).

Afin d’approfondir les résultats en lien avec les TSA, et apres avoir révélé des déficits
fonctionnels, il serait intéressant d’étudier si les tPA Null ont également des modifications
neuronales structurelles. Similairement aux études sur MET et GIuN2B dans des cultures de
neurones tPA Null transfectés avec un plasmide GFP, nous pourrions étudier la morphologie
des neurones (le nombre de synapses, de dendrites et leur longueur, la morphologie des
épines...). Sur des souches déficientes en tPA différentes de la souche tPA Null, il a déja été
montré dans I'amygdale, que les souris déficientes en tPA ont un nombre plus important
d’épines et que cet effet est plus prononcé lorsque les souris sont soumises a un stress (Bennur
et al. 2007)(Figure 37). Cette différence de densité pourrait étre un indicateur de mauvaises
connections synaptiques engendrant des déficits de connectivité ou des problemes
d’inhibitions. De plus, des enregistrements en électrophysiologie pourraient également étre
réalisés sur des neurones tPA Null et leurs homologues sauvages dans le but de comparer leurs
propriétés électrophysiologiques.
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Figure 37 : L'invalidation du géne du tPA réveéle une densité synaptique plus importante dans
I’'amygdale.
(A) Le graphique montre un nombre de synapse plus élevé chez les tPA-/-. (B) L’analyse segmentaire
du nombre d’épines présent tous les 10um du soma neuronal jusqu’a la fin de la branche dendritique
réveéle une augmentation de la proportion d’épines proches du soma chez les tPA -/-. (C) Image
représentant un segment issu d’une branche primaire d’une dendrite chez les tPA WT et -/-. D’aprés
Bennur et al., 2007.

Pour résumer, la caractérisation comportementale des animaux tPA Null a permis de
révéler des déficits de communication précoce et un comportement stéréotypé moteur, qui
sont au coeur des symptoémes définissant le TSA. L'originalité de notre étude est que nous ne
nous sommes pas focalisés uniguement sur un gene qui serait impliqué dans les TSA mais
notre mécanisme implique 2 geénes reconnus MET et GRIN2B (base SFARI) pour étre des
candidats a risque dans les TSA (Campbell et al. 2006; lossifov et al. 2015). Pour autant, nous
savons que notre modele d’animaux tPA Null ne constitue pas un modele parfait des TSA mais
il N"en demeure pas moins qu’il possede a la fois des données comportementales et
génétiques qui sont en analogies avec cette pathologie neurodéveloppementale.

Ill. Influence du tPA sur la signalisation glutamatergique

1. Rdle du sc-tPA et du tc-tPA sur la sous-unité GIuN2B

Sur des cultures de neurones corticaux, notre étude montre que le tc-tPA diminue le
niveau de phosphorylation de GIuN2B sur la tyrosine 1474 ainsi que le niveau de GIuN2B total,
cet effet est présent des 10 minutes de traitement. En revanche, nous n’avons pas mis en
évidence de différence concernant les niveaux de phosphorylation de GIUN2A pour le tc-tPA
(Figure 6d,e). Concernant le sc-tPA, aucune différence n’a été détectée pour GIuN2A et
GIuN2B (Figure 6a,b,c). Notre étude s’est limitée a un seul site de phosphorylation pour les
sous-unités GIuN2A et GIuN2B.
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Toutefois, comme il a été décrit dans la partie NMDA de l'introduction, de nombreux
autres sites tyrosines peuvent étre phosphorylées sur ces deux sous-unités, pouvant étre
associées a des effets différents.

Sachant que le sc-tPA interagit avec les récepteurs NMDA et posséde un effet pro-
excitotoxique, on aurait pu s’attendre a avoir une modification des niveaux de
phosphorylation des sous-unités GIuN2. D’ailleurs, I'étude de Wu en 2013 a montré une
augmentation de la phosphorylation de GIuN2A (Tyr 1325) a 1H dés 5nM de tPA (simple
chaine) qui est le méme site de phosphorylation que nous avons étudié. La méme étude
montre également que le tPA (simple chaine) augmente la phosphorylation de GIuN2B sur la
tyrosine 1472 de fagon dose dépendante a partir de 200nM aprés 1heure de traitement (Wu
et al. 2013). Ce site tyrosine qui est proche du site que nous avons étudié contient le motif
d’internalisation YEKL. Il serait alors intéressant d’envisager de regarder si les deux formes de
tPA influent sur le niveau de phosphorylation de ce site tyrosine. Puisque nos résultats
mettent en évidence une dégradation de GIuN2B et donc une endocytose de ce récepteur, de
maniere cohérente, nous devrions avoir une différence de phosphorylation.

D’autre part, dans un contexte d’exposition chronique a I'alcool, le tPA et les récepteurs
NMDA sont surexprimés au sein du systéme limbique (Pawlak et al. 2005). L'injection de tPA
chez les souris ‘alcoolisées’ et déficientes en tPA augmente la gravité des crises d’épilepsie.
Cet effet est bloqué par I'administration d'ifenprodil, un inhibiteur spécifique de la sous-unité
GIuN2B du récepteur NMDA. Dans cette étude, une co-immunoprécipitation issue
d’homogénats de cultures hippocampiques montre une interaction du tPA spécifiqguement
avec la sous-unité GIuN2B.

Dans notre étude, le tc-tPA induit une dégradation de la sous-unité GIuN2B et nous
savons que le tc-tPA ne potentialise pas l'influx calcique a travers les récepteurs NMDA.
Cependant, notre étude ne démontre pas directement si I’effet du tc-tPA sur la signalisation
glutamatergique est le fruit d’'une diminution de la phosphorylation de GIuN2B. Pour cela, de
la mutagenese dirigée ciblant la tyrosine 1474 de la sous-unité GIuN2B en réalisant ensuite de
I'imagerie calcique pourrait étre envisagée. En effet, cela nous permettrait d’évaluer si
I’'absence de potentialisation de la signalisation glutamatergique induite par le tc-tPA implique
spécifiguement la sous-unité GIuN2B via un mécanisme de déphosphorylation de la tyrosine
1474. |l est intéressant de mentionner que sur des cellules HEK transfectées avec la sous-unité
GluN1 et GIuN2A, le sc-tPA maintient son augmentation d’influx calcique a travers les
récepteurs (Fernandez-Monreal et al. 2004). |l serait alors plausible que I'effet du tc-tPA sur
la sous-unité GIuN2B ait une fonction neuronale que nous n’avons pas encore mise en lumiere.

2. Effet pro-excitotoxique du tPA dans le contexte physiopathologique de
I’AVC

Lors d’'un AVC ischémique, I'excitotoxicité est une des composantes de la cascade
délétére. La défaillance énergétique a la suite de I'ischémie conduit au dysfonctionnement
cérébral de la pompe Na*/K*, a I’entrée massive de calcium dans le neurone et a une libération
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importante de glutamate dans la fente synaptique. Le relargage important de glutamate dans
la fente synaptique entraine une hyperactivation des récepteurs NMDA, AMPA et kainate
post-synaptiques, causant une entrée de calcium dans les neurones et une dépolarisation
massive. Ces événements en cascade provoquent une mort cellulaire de type nécrotique et
apoptotique (Ndountse and Chan 2009).

Lors d’un AVC ischémique, 'administration de tPA recombinant a permis de montrer un
effet bénéfique grace a son action fibrinolytique (NINDS 1995). Il a également été montré in
vitro par application de NMDA sur des cultures de neurones corticaux que le tPA est pro-
excitotoxique (Nicole et al. 2001). Cet effet reposerait sur le clivage de la sous-unité GIuN1 par
le tPA, responsable d’une augmentation d’influx calcique et de la potentialisation de la mort
neuronale induite par le NMDA (Nicole et al. 2001). Ces données de la littérature amenent a
se poser différentes questions : in vivo, comment l'interaction du tPA avec les récepteurs
NMDA affecte la pathophysiologie de I’AVC ? Est-ce que la suractivation des récepteurs NMDA
est suffisante pour induire les effets négatifs/positifs du tPA dans I’AVC ?

Autant de questions dont les réponses peuvent varier en fonction des modéles animaux
et expérimentaux utilisés, des doses de tPA administrées ou une combinaison de ces facteurs.
Notre modele d’excitotoxicité repose sur un traitement avec du NMDA sur nos cultures
pendant 24 heures, suivi d’'un dosage de la lactate déshydrogénase afin d’évaluer la mort
neuronale. C'est sur ce type de modeéle qu’il a été mis en évidence I’ effet pro-excitotoxique
du sc-tPA et I'effet différentiel entre le sc-tPA et le tc-tPA (Nicole et al. 2001; Parcq et al. 2012).
Cependant, il convient d’étre prudent sur I'extrapolation des données de ce modele a la
physiopathologie de I'ischémie cérébrale. En effet, ce modele provoque une sur-activation
d’un seul type de récepteur glutamatergique, ne prend pas en compte 'activation d’autres
récpeteurs et voies de signalisation. Or, ce modéle est réalisé uniquement sur des neurones
et donc I'effet physiologique d’élimination du tPA et de sa recapture par les astrocytes est
masqué (Cassé et al. 2012). De plus, nous avons étudié le tPA a une forte dose de 300nM et
uniquement sur des neurones corticaux.

Sur un modele in vitro d’ischémie cérébrale consistant a sevrer en oxygéne et en glucose
(OGD, oxygen and glucose deprivation) les neurones, le tPA protége les neurones de la mort
en diminuant le stress du réticulum endoplasmique (Louessard et al. 2017) et en permettant
une recapture du glucose (Wu et al. 2012). Dans I'étude de Wu et collaborateurs, I'effet
neuroprotecteur du tPA en OGD est dépendant de I'activation d’HIF-1a et de mTOR, un
répresseur de |‘autophagie (Wu et al. 2012). In vivo, sur un modele d’ischémie
thromboembolique, I'injection de tPA diminue le volume de lésion. Mais sur le méme modéle,
I'injection de I'anticorps Glunomab® dans la circulation, bloquant spécifiquement l'interaction
du tPA avec la sous-unité GIuN1, réduit le volume de |ésion et bloque les effets déléteres du
tPA tout en permettant d’étendre la fenétre thérapeutique de la thrombolyse (Macrez et al.
2011). De plus, dans un modele d’encéphalite auto-immune expérimentale, I'injection de
Glunomab® en intraveineux diminue l'ouverture de la BHE et linfiltration des cellules
inflammatoires. On peut alors se demander si I’effet protecteur observé du Glunomab® dans
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le modele d’ischémie cérébrale n’est pas dépendant de la BHE en impliquant les récepteurs
NMDA des cellules endothéliales(Macrez et al. 2016). Si la part délétére du tPA sur les
récepteurs NMDA neuronaux n’est qu’une faible composante par rapport a son implication
sur les autres récepteurs et acteurs cellulaires environnants. Les modeles in vitro et in vivo
rapportant un effet délétere du tPA via les récepteurs NMDA sont basés soit sur une injection
intra-striatale de NMDA au préalable ou une stimulation des neurones avec du NMDA (Nicole
et al. 2001; Parcq et al. 2012; Wu et al. 2013). On peut donc se questionner quant a la
composante excitotoxique du récepteur NMDA seul dans I'ischémie ? In vitro, dans le modeéle
d’excitotoxicité induit par du NMDA, le tPA est pro-excitotoxique. /n vivo, dans un modéle
thromboembolique, l'injection de Glunomab® en présence de tPA est protectrice en
diminuant le volume de Iésion (Nicole et al. 2001; Macrez et al. 2011). In vitro, en OGD, le tPA
diminue la mort neuronale et un co-traitement avec du Glunomab ®et du tPA accentue
d’autant plus cet effet neuroprotecteur (Figure 38).

Figure 38 : En OGD, le tPA diminue la mort
neuronale, et I’ajout du Glunomab® accentue
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De plus, il faut souligner que in vivo le clivage de la sous-unité GIuN1 par le tPA n’a jamais
été montré. Toutefois, ces modeles animaux apportent des informations mécanistiques utiles,
alors que les données cliniques restent encore amoindries et contradictoires. En effet, une
étude cas-témoins incluant 2327 personnes victimes d’AVC montre une association de la
thrombolyse via le tPA et la survenue de crise d’épilepsie chez 1,2% des patients dans les 7
premiers jours aprés leur AVC (Alvarez et al. 2013). Cependant, cette association n’est pas
retrouvée dans toutes les études. Par exemple, ni I'analyse rétrospective de 302 patients et ni
la méta-analyse comptabilisant 4362 personnes ayant eu un AVC n’a identifié d’association
entre le tPA et I'épilepsie a la suite d’'un AVC (Keller et al. 2015; Lekoubou et al. 2017). En
complément, la différence entre le sc-tPA et le tc-tPA sur la signalisation glutamatergique a
justifié la mise en place de I’étude clinique OPHELIE. Cette étude réalisée dans 13 centres en
France, a permis d’inclure 1004 patients victimes d’AVC ischémiques et ayant bénéficié de la
thrombolyse par le tPA (Leys et al. 2016). L'intérét de I'étude était de mettre en relation le
devenir clinique des patients en fonction du ratio sc/ (sc+tc) des formes de tPA qu’ils leur
avaient été administrées lors de la thrombolyse. Les résultats n‘ont pas corrélé le ratio
sc/(sc+tc) recu a la mortalité ou au handicap a trois mois de I'ischémie. Le ratio ne modifiait
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pas I'apparition des crises d’épilepsie mais I'analyse post-hoc menée sur les patients ayant eu
une crise d’épilepsie a montré qu’ils avaient recu un haut ratio sc/(sc+tc) (supérieur a 80.5%).
Les patients ayant recus les plus bas ratios étaient plus sujets aux transformations
hémorragiques (Leys et al. 2016). En I'absence d’études cliniques supplémentaires pour
appuyer celle d’Alvarez et ses collaborateurs, il semblerait que la thrombolyse induite avec le
tPA ne soit pas associée a I’épilepsie.

En réunissant les différents résultats, il semble donc qu’il y ait bien une composante tPA
et récepteurs NMDA qui soit pro-excitotoxique in vitro. Mais, ce modele in vitro ne prend pas
en compte les autres effets des récepteurs NMDA et la fonction du tPA sur les autres acteurs
moléculaires et cellulaires. Dans le cadre de I'ischémie, cette composante pro-excitotxique est
présente mais ne semble pas étre un effet majoritaire au regard de I'important bénéfice de la
reperfusion induite par le tPA. Toutefois, I'utilisation d’un anticorps bloquant cette intéraction
montre que I'on peut toujours améliorer I'effet du tPA dans le contexte ischémique. Enfin,
puisque les cellules endothéliales expriment le tPA et les récepteurs NMDA, il serait
intéressant de savoir si le mécanisme décrit sur les neurones corticaux est transposable sur ce
type cellulaire, ce qui ouvrirait de nouvelles perspectives d’études.
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Conclusion

CONCLUSION

L’'ensemble de mes travaux de thése a contribué a mieux comprendre le mécanisme
d’action des deux formes de tPA au niveau neuronal en impliquant un nouveau partenaire, le
récepteur MET.

Cette étude nous permet de montrer que seul la forme double chaine du tPA active la
signalisation du récepteur a activité tyrosine kinase, MET. Cette activation est indépendante
d’une fixation directe sur le récepteur MET et d’une conversion du pro-HGF en HGF mature
mais nous n’avons pas encore élucidé par quel mécanisme cette activation se produit-elle.
Nous montrons que I'effet du tc-tPA sur la signalisation glutamatergique est dépendante de
MET grace a l'utilisation d’inhibiteurs sélectifs. De plus, nous révélons une proximité des
récepteurs NMDA et MET a la surface neuronale pouvant étre régulée par les deux formes de
tPA ainsi que I’'HGF. Le tc-tPA diminue le niveau de phosphorylation de GIuN2B et induit une
dégradation de cette méme sous-unité. En revanche, nous ne mettons pas en évidence d’effet
du sc-tPA sur les sous-unités GIUN2A et GIuN2B.

En paralléle a cette signalisation, I'étude comportementale menée sur des souris
déficientes en tPA (tPA Null) a révélé des déficits comportementaux caractéristiques dans les
TSA. En complément, I'étude génétique et la signalisation du tc-tPA impliquent deux cibles :
MET et GIuN2B, dont leurs genes sont reportés dans la base SFARI pour étre des genes
considérés comme facteurs de risque dans cette pathologie neurodéveloppementale. Notre
étude ouvre des perspectives pour de futurs travaux afin de mieux décrire et comprendre le
role du tPA dans les TSA.
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Résumé : L'ischémie cérébrale est une pathologie complexe impliquant une cascade de
mécanismes cellulaires qui dérégulent la protéostase et conduisent a la mort neuronale. La
protéostasie fait référence a I'équilibre entre synthése de la protéine, repliement, transport
et dégradation de la protéine. Dans le cerveau, la protéostase joue un roéle clé dans
I'apprentissage et la mémoire en contrdlant la synthése et la dégradation des protéines. Deux
voies importantes sont impliquées dans la régulation de la protéostase: 'UPR et la macro-
autophagie (appelée ci-dessous autophagie). Les deux sont nécessaires a la survie des cellules.
Cependant, leur durée d'activation excessive ou leur intensité peuvent conduire a la mort
cellulaire. De plus, I'UPR et 'autophagie peuvent s'activer et se potentialiser mutuellement
aggravant les lésions ischémiques. Une meilleure compréhension de I'autophagie et du stress
du RE permettra d'élaborer des stratégies thérapeutiques pour les AVC, a la fois pendant la
phase aigué et pendant la période de récupération. Cette revue résume les dernieres avancées
thérapeutiques impliquant le stress du RE ou I'autophagie dans une ischémie cérébrale. Nous
soutenons l'idée que lors de I'étude de I'ischémie cérébrale, il est important d’investiguer
I'ensemble des processus régissant la protéostasie, plutot que de se concentrer sur le stress
du RE ou l'autophagie de maniére isolée.
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Cerebral ischemia is a complex pathology involving a cascade of cellular mechanisms,
which deregulate proteostasis and lead to neuronal death. Proteostasis refers to the
equilibrium between protein synthesis, folding, transport, and protein degradation.
Within the brain proteostasis plays key roles in learning and memory by controlling
protein synthesis and degradation. Two important pathways are implicated in the
regulation of proteostasis: the unfolded protein response (UPR) and macroautophagy
(called hereafter autophagy). Both are necessary for cell survival, however, their over-
activation in duration or intensity can lead to cell death. Moreover, UPR and autophagy
can activate and potentiate each other to worsen the issue of cerebral ischemia.
A better understanding of autophagy and ER stress will allow the development of
therapeutic strategies for stroke, both at the acute phase and during recovery. This
review summarizes the latest therapeutic advances implicating ER stress or autophagy
in cerebral ischemia. We argue that the processes governing proteostasis should be
considered together in stroke, rather than focusing either on ER stress or autophagy
in isolation.

Keywords: stroke, autophagy, ER stress, proteostasis, mTOR

Abbreviations: 3-MA, 3-methyladenine; AMP, adenosine monophosphate; AMPAR, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptor; AMPK, AMP-activated protein kinase; ATF4, activating transcription factor 4; ATF6,
activating transcription factor 6; Atg, autophagy-regulated; Atgl6L1, Atgl6-like 1; ATP, adenosine triphosphate; Baf,
bafilomycin; BBB, blood-brain barrier; BCAo, Bilateral cerebral artery occlusion; Bcl-2, B cell lymphoma 2; BiP, binding
immunoglobulin protein; BMVECs, brain microvascular endothelial cells; CA, cornu ammonis; CHOP, CCAT/enhancer
homologous protein; CICR, calcium-induced calcium release; CMA, chaperone-mediated autophagy; CREB, cAMP response
element binding protein; CSE, cerebrospinal fluid; DAPK1, death-associated protein kinase 1; eIF2a, eukaryotic translation
initiation factor 2a; ER, endoplasmic reticulum; ERAD, ER-associated protein degradation; FIP200, focal adhesion kinase
family interacting protein of 200 kDa; FOXO1, forkhead box O1; GABARAP, Y-aminobutyric acid receptor-associated
protein; GADD34, growth arrest and DNA damage inducible 34; GATE-16, Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa;
GFAP, glial fibrillary acidic protein; GFP, green fluorescence protein; Grp78, Glucose regulated protein 78; HI, hypoxia-
ischemia; HIF-1a, hypoxia-inducible factor-1a; hsc70, heat-shock cognate protein of 70 kDa; IP3R, inositol trisphosphate
receptor; IPC, ischemic preconditioning; IRE1, inositol-requiring enzyme 1; JNK1, Jun N-terminal kinase 1; LAMP2A,
lysosomal-associated membrane protein 2A; LC3, light chain 3; miR-9a-5p, micro-RNA-9a-5p; mTOR, mammalian target
of rapamycin; mTORCI, mammalian target of rapamycin complex 1; NF-kB, Nuclear factor-kB; NMDA, N-methyl-D-
aspartate; OGD, oxygen and glucose deprivation; P70S6K, P70 ribosomal protein S6 kinase; PE, phosphatidylethanolamine;
PERK, protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; PI3P, phosphatidylinositol
3-phosphate; pMCAO, permanent model of middle cerebral artery occlusion; Rheb, Ras homolog enriched in brain; RIP1K,
receptor-interacting protein 1 kinase; SERCA, sarcoendoplasmic reticular calcium-ATPase; SGK, serum and glucocorticoid
kinase; siRNA, small interfering RNA; SNAP29, synaptosomal-associated protein 29; SNARE, soluble N-ethylmaleimide-
sensitive-factor attachment protein receptor; SQSTM1, sequestosome 1; STX17, syntaxin 17; tMCAo, transient MCAo; tPA,
tissue-type plasminogen activator; TSC1/2, tuberous sclerosis complex 1 and 2; TSC2, tuberous sclerosis complex 2; ULK1,
Unc-51-like kinase; UPR, unfolded protein response; VAMPS, vesicle-associated membrane protein 8; VPS15, vacuolar
protein sorting 15; VPS34, vacuolar protein sorting 34; XBP1, X-box bonding protein 1.

Frontiers in Neuroscience | www.frontiersin.org 1

June 2019 | Volume 13 | Article 637



Thiebaut et al.

Autres travaux

Proteostasis During Cerebral Ischemia

INTRODUCTION

Cerebral ischemia is a major cause of adult mortality and
disability in developed countries. It is characterized by a
reduction of cerebral blood flow, leading to a dramatic drop
of energetic supply, altered cellular homeostasis and finally
cell death (Doyle et al, 2008; Yepes et al, 2009). Several
pathways leading to neuronal death are activated during ischemic
events. Historically, glutamate receptor-mediated excitotoxicity,
apoptosis and inflammation have been shown to be important
parts of ischemia-mediated neuronal death (Dirnagl et al., 1999).
More recently, ER stress via the UPR (Roussel et al., 2013)
and autophagy (Liu et al.,, 2010) pathways, either at the acute
phase or during recovery, has received much attention in the
stroke research field.

To date, only two therapeutic approaches are available
to promote reperfusion during ischemic stroke: the recent
mechanical clot removal (endovascular thrombectomy),
and thrombolysis by tPA (Thiebaut et al., 2018). Of note,
tPA administration is often combined with endovascular
thrombectomy, especially in patients with large vessel occlusion
(Berkhemer et al., 2015). However, both treatments have their
own limits: tPA has a narrow therapeutic window (4.5 h after
stroke onset) (Hacke et al., 2008), presents a risk of hemorrhagic
transformation and has a low recanalisation rate (National
Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-Pa Stroke
Study Group, 1995; Thiebaut et al., 2018); while endovascular
thrombectomy is restricted to large vessel occlusions (Berkhemer
et al., 2015). Several strategies of neuroprotection have been
tested in stroke, but no clinical trials have demonstrated any
beneficial effect in patients (Young et al., 2007). To overcome this
challenge, better stroke models and trial designs are required,
and integration of multiple complex signaling pathways will
be necessary to provide a complete understanding of stroke
(Karsy et al,, 2017).

Among such pathways, those maintaining proteostasis appear
especially relevant as they encompass many responses, from
changes in protein synthesis and folding to secretion and
degradation. Moreover, altered proteostasis is implicated in both
the acute and recovery phases of stroke (Wang and Yang, 2018).
The UPR, which is the proteostasis control system affecting the
ER, maintains the balance between protein synthesis, folding
and degradation within the organelle (Roussel et al, 2013).
On the other hand, protein or organelle degradation during
stroke is mainly driven by autophagy (with ubiquitination and
SUMOylation), and more particularly, macroautophagy (called
hereafter autophagy) (Liu et al., 2010).

AUTOPHAGY AND CEREBRAL
ISCHEMIA

Autophagy is a protein degradation system highly conserved
in all eukaryotes. Its name comes from Greek roots: “auto”
which means “self” and “phagy” which means “eating.” This
self-protecting catabolic process is required for restoring cellular
homeostasis under nutrient starvation or metabolic stress by

degrading or recycling long-lived or misfolded proteins and
damaged organelles (Klionsky et al.,, 2016). Depending on the
mode of cargo delivery, three types of autophagy have been
described: microautophagy, CMA and macroautophagy.

Microautophagy is a non-selective lysosomal degradative
process referring to as the direct engulfment of cytoplasmic
materials by the lysosome. In microautophagy, the lysosomal
membrane is randomly invaginated to trap portions of the
cytosol (Figure 1A). Microautophagy is known to play several
roles, such as the regulation of the ratio of lipid to protein
at the lysosomal surface, the maintenance of organelle size,
the membrane composition and lipid metabolism. It can occur
simultaneously with macroautophagy or simply be a constitutive
method to degrade long-lived proteins and membrane proteins
(Iwata et al., 2005; Krick et al., 2009).

Chaperone-mediated autophagy is a selective lysosomal
degradative process requiring the presence within the substrate
protein of a specific amino acid motif recognized by the
chaperone hsc70. All cargo recognized by hsc70 are delivered
to lysosomes where they bind to the LAMP2A (Bandyopadhyay
et al., 2008; Figure 1B). Then, they are translocated one-by-
one into lysosomes assisted by a chaperone located in the
lysosomal lumen. CMA contributes to protein quality control
through selective removal of altered or damaged proteins
(Zhang and Cuervo, 2008).

In contrast to microautophagy and CMA, macroautophagy
involves sequestration of the cargo away from the lysosome.
Macroautophagy requires the synthesis of an autophagosome,
a double-layered membrane structure, to transport cellular
cargo targeted for degradation. Autophagosomes then fuse
with lysosomes to form autophagolysosomes resulting in
the degradation of their contents (Figure 1C). Because
macroautophagy is the most abundant and characterized
form of autophagy, our review will primarily focus on its
mechanisms and effects in cerebral ischemia.

Autophagy occurs at a basal level in all mammalian cells
and is regulated by conditions such as starvation, oxidative
stress or hypoxia, and can also be triggered by obesity, diabetes,
inflammation and cancer. The induction of autophagy appears as
a promising therapeutic strategy for neurodegenerative diseases
with protein misfolding and aggregation (Alzheimer’s diseases,
Parkinson’s disease, Tauopathies, Huntington’s disease, and
various spinocerebellar ataxias) (Rubinsztein et al., 2012).

Autophagy Mechanisms in
Physiopathological Conditions

Autophagy Processes and Signaling Pathway

The most common experimental approaches to induce
autophagy are either nutrient starvation and or the use of
rapamycin to inhibit the mTOR. Autophagy activates the
ULK1 complex (ULKI, also known as Atgl for intervention
of autophagy-regulated 1), Atgl3, and FIP200 (Noda and
Ohsumi, 1998). The ULK1 complex also regulates the activation
of a class IIT PI3K complex formed by Beclin-1, VPS34, and
VPS15. When phosphorylated by ULK1, Beclin-1 promotes the
generation of PI3P by VPS34, which upgrades autophagosomal
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FIGURE 1 | Schematic model of autophagy. (A) Macroautophagy is the result of the fusion of an autophagosome, a double membrane vacuole transporting cellular
cargo that has been targeted for degradation, with a lysosome. (B) Microautophagy is a non-selective lysosomal degradative process that involves direct engulfment
of cytoplasmic materials by the invagination of the lysosome. (C) Chaperone-mediated autophagy involves the direct translocation, through LAMP2A, of specific
proteins containing a motif recognized by a chaperone named hsc70 (heat-shock cognate protein of 70 kDa).

membrane nucleation (Russell et al., 2013; Figure 2A). On the requires the involvement of the only transmembrane Atg protein,
other hand, Beclin-1 can bind to the anti-apoptotic protein  Atg9, which is present in single-membrane vesicles providing
Bcl-2 leading to the inhibition of autophagy (Pattingre et al., membranes for early autophagosome formation (Yamamoto
2005). In response to starvation, JNKI1 phosphorylates Bcl-2 et al,, 2012). The fusion between the autophagosome and the
allowing its release from Beclin-1 and the induction of autophagy  lysosome requires the recruitment from the ER and mitochondria
(Pattingre et al., 2009; Figure 2B). of the SNARE protein STX17. STX17 interacts with SNAP29
In addition to these two complexes, other Atg proteins are and VAMPS8 to form a trans-SNARE complex and mediates
hierarchically required for the biogenesis of autophagosomes. autophagosome-lysosomes fusion (Itakura et al., 2012).
Atg5 and Atgl2, co-operate with Atg7, to promote the
formation of an Atg5-Atgl2- Atgl6Ll complex, and thus Autophagy Activation in Brain Ischemia
facilitate the cargo recruitment and autophagosomes membrane  Nitatori et al. (1995) were the first to demonstrate, by
elongation. The microtubule-associated protein light chain 3 electron microscopy, an increase in cathepsin B-immunopositive
(LC3, also named Atg8) is cleaved by Atg4 to yield LC3- lysosomes,inthe CAl pyramidal neurons 3 days after an ischemic
I, then, LC3-I is conjugated to PE by Atg7 and Atg3 to insult. Since then, the evidence for activation of autophagy has
become LC3-II (Mizushima et al, 2011). p62, also called continued to accumulate. For example, beclin 1 is activated
SQSTMI1, binds to ubiquitinated proteins, targeting them for and associated to a LC3-II increase following neonatal hypoxia-
degradation into autolysosomes through its binding to LC3- ischemia (HI) (Carloni et al., 2008) and focal cerebral ischemia
II in the autophagosome (Myeku and Figueiredo-Pereira, (Rami et al, 2008). In neonatal cerebral HI, in addition to
2011). LC3-II is essential for phagophore formation, with the the increase in autophagosomal formation (characterized by
participation of GABARAP/GATE-16 subfamily members in an increase of LC3-II), there is also an increase of lysosomal
later stages of autophagosome formation, in particular for activity in damaged cortical and CA3 neurons, suggesting an
phagophore elongation, closure and fusion (Weidberg et al., increase in the autophagic flux (Ginet et al., 2009). These results
2010). Autophagosome can acquire membranes from multiple —are confirmed in a pMCAO. Moreover, immunofluorescence
sources including the ER, the Golgi apparatus, the plasma  shows strong co-localisation of autophagosomal puncta (LC3-II)
membrane and the mitochondrial outer membrane. This process  and lysosomes (cathepsin D and LAMP1) (Puyal et al., 2009).
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FIGURE 2| Autophagy signaling pathway. Autophagy is induced by an energetic stress, leading to AMPK activation; or by growth factors starvation, leading to the
inhibition of the class | phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt/mammalian target of rapamycin (MTOR) pathway. Two complexes can be involved in autophagy
induction: ULK1 complex composed of autophagy-regulated 101 (Agt1), Atg101, FIP200, and ULK1 and class Il PI3K complex form by Beclin-1, vacuolar protein
sorting 34 (VPS34) and vacuolar protein sorting 15 (VPS15). (A) Schematic illustration of autophagy initiation and autophagosome formation. Different Atg proteins
including Atg5-Atg12-Atg16L and the microtubule-associated protein LC3-Il are involved in double membrane elongation and in autophagosome-lysosome fusion.
P62 binds to ubiquitinated proteins targeting them for degradation in the autolysosomes. Rapamycin can activate autophagy by inhibiting mTOR Complex 1. Both
3-MA (3-methyladenine), chloroquine and Bafilomycin are autophagy inhibitors by, respectively, inhibiting Class Il PI3K complex and autophagosome/lysosome
fusion. (B) Schematic illustration of cross talk and interaction among autophagy, apoptosis and necroptosis during brain ischemia. The dissociation of Beclin1 and
Bcl-2 is also responsible of autophagy increase. The receptor interacting protein (RIP) Kinase 1 activation by death receptors, such as Fas, TLR4 and TNFR1, is
responsible of Jun N-terminal kinase 1 (JNK1) pathway activation, ROS (reactive oxygen species) release and necroptosis. RIP1 interacts with FADD (Fas-Associated
protein with Death Domain) and TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein) to induce extrinsic apoptosis. RIP1 is also
involved in intrinsic (mitochondrial) apoptosis through cytochrome C release which activates caspase-9 and capase-3.

Furthermore, a study with 37 acute ischemic stroke patients
revealed that CSF and serum levels of both Beclin-1 and LC3
are increased compared to control patients (Li et al., 2015),
suggesting that autophagic cells die and release these markers in
the circulation. Levels of Beclinl and LC3 in CSF are positively
correlated with infarct volumes and the severity of neurological
deficits (NIHSS and Modified Rankin Scale) (Li et al., 2015).
In addition, the expression of autophagic and apoptotic genes
is increased in blood samples of ischemic stroke patients (Guo
et al., 2017). However, Liu et al. (2010) reported that autophagy
pathway is up-regulated after cerebral ischemia/reperfusion, but
fails to operate correctly. They propose the idea that at least a part
of the accumulation of protein aggregate-associated organelles
seen following ischemia is due to the failure of autophagosomes
to fuse with lysosomes (Liu et al., 2010).

After brain ischemia, autophagy-related signaling pathways
are dramatically activated. In neonatal HI, Akt and CREB are
activated in neurons and both phospho-Akt and phospho-
CREB colocalized with Beclin-1. In this model, it has been
shown that activation of autophagy activated by rapamycin was
neuroprotective, and this was associated with the activation of
Akt/CREB signaling (Carloni et al., 2010). During ischemia, a
decrease in ATP concentration increases the AMP/ATP ratio
and activates AMPK. Active AMPK leads to phosphorylation of
TSC1/2 (tuberous sclerosis proteins 1 and 2) and inhibition of
mTORCI activity through Rheb. Several groups have reported
the involvement of AMPK signaling pathway in the mediation
of autophagy-related neuroprotection in brain ischemia (Wang
etal., 2012; Gabryel et al., 2014; Jiang et al., 2014; Dai et al., 2017).
Conversely, a study has shown that inhibition of AMPK activity
inhibits autophagy and alleviates focal cerebral ischemia injury in
mice by restoring mTORC1 activity (Fu et al., 2016). Autophagy
may also be increased by the HIF-1a, a key transcription factor
activated by the low oxygen conditions observed during cerebral
ischemia (Xin et al., 2011; Yang et al., 2014; Zhang et al., 2018).

Role of Autophagy in Cerebral Ischemia
While brain ischemia is known to induce autophagy, its
protective or deleterious role remains unclear. Indeed, in vitro
and in vivo studies report contradictory effects of autophagy
induction during ischemia.

Neuronal Autophagy in the Ischemia Brain
Neuronal autophagy occurs early during cerebral ischemia, with
autophagosomes and autolysosomes detectable just 1 h after

pMCAo, and increasing up to 12 h thereafter (Wen et al,
2008). In line with this, Tian et al. (2010) showed, using GFP-
LC3 transgenic mice, increased levels of autophagosomes in the
ipsilateral hemisphere at 1, 3, and 6 days following tMCAo, with a
peak at 1 day. The cells containing GFP-LC3-punctae were mostly
neurons (Tian et al, 2010). Indeed, during cerebral ischemia,
autophagy is predominantly a neuronal phenomenon (Carloni
etal., 2008; Rami et al., 2008; Ginet et al., 2009; Puyal et al., 2009).

Autophagy and Neuronal Death in Brain

Ischemia
After  cerebral  ischemia, the number of GFP-
LC3-punctae/TUNEL (terminal deoxynucleotidyl

transferase-mediated dUTP-digoxigenin nick end labeling)
double-positive cells increases in both the core and the peri-
ischemic area (Tian et al., 2010). In addition, dying neurons
displaying intense vacuolisation and numerous autophagosomes
are detected 6 h after HI in neonatal rats, with a peak at
24 h. These dying neurons display some features of apoptosis
such as chromatin condensation, cytoplasmic shrinkage, and
relatively well-preserved organelles, suggesting that autophagy
could precede apoptosis (Ginet et al., 2009). Uchiyama (2001)
have shown that inhibiting autophagy protects neuron-like
differentiated PC12 cells from apoptosis following serum
deprivation, suggesting that autophagy is involved in neuronal
cell death in vitro. This association between neuronal death and
autophagy has led to the term “autophagic death” (Figure 2B).
Beclin 1 has been reported to be involved in autophagic
death. RNAi against Beclin-1 reduces neuronal autophagy and
apoptosis in tMCAo model (Zheng et al., 2009). In addition,
Beclin 1 knockdown inhibits autophagosomal formation and
alleviates apoptotic neurodegeneration in the ipsilateral thalamus
following focal ischemia (Xing et al., 2012).

Apoptosis is not the only mechanism involved in
ischemia-induced cell death. In 2005, a study shown that
an intracerebroventricular injection of necrostatin-1, an
inhibitor of necroptosis (programmed necrosis), decreases the
infarct volume in a mouse MCAo model (Degterev et al., 2005).
A recent work demonstrates in a pMCAo model, that the RIP1K-
regulated necroptosis contribute to ischemia-mediated neuronal
and astrocytic cell death through the activation of autophagic
pathways (Ni et al., 2018). Furthermore, necrostatin-1 decreases
LC3-1II level and autophagy (Ni et al., 2018). On the other hand,
pre-treatment with 3-MA, an inhibitor of autophagy and PI3K,
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prevents neuronal necroptosis at 7 days of reperfusion in a severe
model of global cerebral ischemia (Wang et al., 2011).

Despite controversial findings suggesting that ischemia
induces autophagy only in the hippocampal CAl region (Gao
et al, 2015), it has been suggested that hippocampal CA1l
and CA3 regions present a differential response to ischemia-
induced autophagy, with CAl neurons mostly undergoing
apoptosis without autophagy, while CA3 neurons mostly
undergo autophagic death (Ginet et al., 2009; Papadakis et al.,
2013). The reasons for these subpopulation differences remain
to be established.

Deleterious Autophagy in Brain Ischemia

In both primary cultures of neurons and SH-SY5Y cells subjected
to OGD, autophagic cell death occurs and can be reversed by
3-MA, a PI3Ks inhibitor (Shi et al., 2012). Bao et al. (2017)
suggest that this effect is dependent of autophagy-induced
AMPAR subunits GluR1, GluR2, and GluR3 upregulation during
OGD, leading to an increase of cytoplasmic Ca®T levels. In rats
subjected to transient focal cerebral ischemia, intraventricular
injection of 3-MA dramatically reduces the lesion volume
(by 46%) whereas an inhibitor of apoptosis does not provide
protection (Puyal et al., 2009). Several inhibitors of autophagy
(3-MA, bafilomycin, and the cathepsin B inhibitor Z-FA-
fmk) significantly reduce the increase of autophagosome and
autolysosome, the downregulation of Bcl2, infarct volume, brain
oedema and motor deficits in a rat model of pMCAO (Wen et al,,
2008). Thus, it seems that decreasing autophagy both in vitro and
in vivo during cerebral ischemia is beneficial (Cui et al., 2013;
Jiang et al., 2017; Ryan et al., 2018).

Knocking down Beclinl and Atg7 with siRNA reduce
autophagy and excitotoxic cell death induced by both kainate and
hypoxia in primary neurons (Ginet et al., 2014). Atg7 deficient
mice show nearly complete protection from HI-induced caspase-
3 activation and hippocampal pyramidal neuronal death (Koike
et al., 2008). Furthermore selective neuronal deletion of Atg7
reduces autophagy and infarct volume by 42% in neonatal mice
subjected to HI (Xie et al., 2016). Overexpression of microRNA-
9a-5p (miR-9a-5p) decreases Atg5 protein level, leading to a
decrease of infarct volume and neurological deficit in a rat model
of MCAo (Wang et al., 2018).

Protective Autophagy in Brain Ischemia

In Wang et al. (2012) have shown that 3-MA pre-treatment is
deleterious in a rat model of MCAo. The inhibition of autophagy
by 3-MA or wortmannin, both PI3Ks inhibitor, accelerates the
progression toward necrotic cell death in neonatal HI model.
Conversely, rapamycin, increases Beclin 1 expression and reduces
necrotic cell death and brain damage (Carloni et al., 2008). Both
ischemic preconditioning (IPC) and permanent focal ischemia
induce autophagy activation by up-regulating LC3-II and Beclin-
1. IPC treatment significantly reduces infarct volume, brain
oedema and motor deficits, whereas 3-MA and bafilomycin
suppress IPC-induced neuroprotection (Sheng et al., 2010). The
neuroprotective action of rapamycin has been confirmed in
several models of MCAo (Chauhan et al., 2011; Buckley et al.,
2014). Finally, neuronal autophagy upon brain ischemia seems

to be a part of pro-survival signaling pathway, that involves
PI3K/Akt/TSC2 /mTOR/P70S6K signaling pathway (Wang et al.,
2012; Papadakis et al., 2013) and Akt/CREB pathway (Carloni
et al., 2010). IPC-induced autophagy is also neuroprotective and
this effect has been suggested to be dependent of the amelioration
of ER stress (Sheng et al., 2012). Inhibition of autophagy with
Atg7 knock down increase ischemia-induced neuronal apoptosis
in OGD and MCAo model. Mitochondrial clearance is reversed
by 3-MA and Atg7 silencing, suggesting that mitophagy underlies
the neuroprotection by autophagy (Zhang et al., 2013). Moreover,
Atg7 silencing reverses the neuroprotection induced by an ER
stress activator (Zhang et al., 2014). In fact both tunicamycin and
thapsigargin protect against ischemic brain injury by activating
mitochondrial autophagy during reperfusion. Interestingly, this
effect is reversed by the inhibition of autophagy (Zhang et al,,
2014). Knocking out arrestin-f1, which is upregulated after
cerebral ischemia, protects neurons from OGD by impairing
the interaction between Beclin-1 and PIK3 catalytic subunit
type 3, thus decreasing autophagy (Wang et al., 2014). Beclin-
1 seems central, as caveolinl, an integral membrane protein,
is able to activate autophagy through its binding to Beclin-
1/VPS34 complex: in Caveolinl knock out mice, autophagy is
impaired, leading to greater tMCAo-induced cerebral infarct
(Nah et al., 2017).

Endothelial Autophagy in Brain Ischemia

In Engelhardt et al. (2015) have published a comparative
study to characterize BBB-associated cells responses to HI.
BMVECs exhibit greater responsiveness and sensitivity to OGD
than astrocytes and pericytes. This is associated with the
stabilization of HIF-1a, early disruption of cellular cytoskeleton
and metabolism impairment, but unlike perivascular cells,
BMVECs appear unable to induce autophagy. BMVECs are
specialized endothelial cells, connected by tight junction and
display intimate contact with supporting pericytes, astrocytes,
microglia, and neurons in order to maintain the structural
and functional integrity of the BBB. Brain ischemia and
thrombolysis therapy with tPA induce BBB disruption, brain
oedema and neuronal injury (Thiebaut et al, 2018). Several
groups support the idea that autophagy induces endothelial
cell injury and BBB disruption. Indeed focal ischemia, in
NF-kB p50 knockout mice, induces autophagy like-injury in
BMVECs together with a disruption of BBB integrity (Li
et al, 2013). It appears that autophagy is beneficial for
BMVECs and BBB integrity. In Li et al. (2014) shown that
enhancing autophagy by rapamycin and lithium reverses OGD-
induced collapsing of tight junction and decreases tMCAo-
induced BBB leakage and brain oedema; while 3-MA intensifies
BMVECs apoptosis. Supporting these results, the knockdown
of Beclin-1 attenuates autophagy processes and reduces the
viability of endothelial cells subjected to OGD, while treatment
with rapamycin increases cell viability (Urbanek et al., 2014).
Similarly, chloroquine-induced autophagy inhibition enhances
BBB permeability during pMCAo in diabetic rats. By opposition
to the results of Engelhart and collaborators, this group
observed autophagy activation in BMVECs after ischemia
(Fang et al., 2015).
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Astrocytic Autophagy in Brain Ischemia

During brain ischemia, glial cells, especially astrocytes,
play a crucial role. They are involved in water transport,
ion homeostasis, glutamate uptake, cerebral blood flow

regulation, cerebral inflammation, maintenance of the
BBB integrity, modulation of neuroplasticity and the
secretion of neurotrophic and neuroprotective factors

(Nedergaard et al., 2003).

In Tian et al. (2010) have shown, in a mouse model of
MCAo, that GFP-LC3-punctae positive cells were mostly neurons
rather than astrocytes or microglial cells in the peri-ischemic
area, suggesting that glial cells may be more resistant to
brain ischemia-induced autophagy than neurons. Nonetheless,
a few groups report that ischemia induces an increase of
astrocytic autophagy (Qin et al, 2010; Zhang et al., 2010;
Engelhardt et al., 2015). Autophagosomes start to appear in
the cytoplasm of astrocytes within the ischemic cortex 1 h
after pMCAo and in the cytoplasm of primary astrocytes
1 h after OGD, with a peak at 3 h (Qin et al, 2010). The
number of lysosomes significantly increases 6 h after pMCAo
and OGD. In addition, they observe an increase of LC3-
II, Beclin-1, LAMP2 and lysosomal cathepsin B expression.
3-MA and bafilomycin decrease ischemia-induced autophagy,
apoptosis and necrosis, suggesting that autophagic/lysosomal
activation may contribute to ischemic injury of astrocytes
(Qin et al, 2010). This is partially confirmed by the fact
that RIP1K knockdown decreases autophagy, increases GFAP
levels, and attenuates astrocytic necrotic cell death in the
ischemic cortex (Ni et al., 2018). RIP1K-mediated necroptosis
may play important roles in ischemia-induced neuronal and
astrocytic cell death through the activation of autophagic-
lysosomal pathway (Ni et al., 2018). In the same line, breviscapine
provides neuroprotection in the penumbra by decreasing
both astrocytic and neuronal autophagy induced by tMCAo
(Pengyue et al., 2017).

In contrast, inhibition of AMPK, by siRNA targeting
AMPKal or by a pharmacological inhibitor, attenuates
autophagy and astrocyte viability following OGD. This work
supports the idea that during ischemia AMPK is involved in
the induction of protective autophagy in astrocytes (Gabryel
et al., 2014). Furthermore, when the astrocytic autophagy is
specifically enhanced, by using AAV-GFAP-ATG?7, it leads to
neuroprotection in astrocytes/neurons co-cultures exposed to
OGD and improves neurological outcome following tMCAo
(Liu et al., 2018).

It is important to mention that many inhibitors used in
the autophagy field are not always selective. For example, 3-
MA and wortmannin inhibit both class I and class III PI3K,
and each class of PI3K has its own, and sometimes opposite,
effect on autophagy (Petiot et al., 2000). Furthermore, the use of
rapamycin to inhibit mMTORCI does not only affect autophagy, as
mTORCI1 is involved in cell growth, cell survival protein synthesis
and ribosomes biogenesis (Boutouja et al., 2019). Rapamycin
can also inhibit mTOR complex 2, a complex known to have
pro-survival and pro-proliferation effect by increasing Akt and
SGK (Boutouja et al., 2019). The use of these poorly selective

autophagy inhibitors could explain some of the discrepancies
observed in the literature.

ER STRESS AND CEREBRAL ISCHEMIA

Another important consequence of cerebral ischemia is ER
stress. The ER is an important organelle for the folding of
all secreted and membrane proteins. In stress conditions, such
as ischemia, the ER cannot assume correctly its functions and
triggers an adaptive program called the UPR, leading to two
distinct actions: (i) an early inhibition of protein synthesis; (ii)
a delayed upregulation of genes that promote protein folding and
degradation (Marciniak and Ron, 2006).

In Def Webster and Ames (1965), it was first noted that
neurons of the rabbit retinas show swelling of their ER when
subjected to OGD. Although initially reversible, this change
becomes irreversible when OGD lasts more than 30 min. Similar
distension of the ER was subsequently reported in neurons in
a rat model of MCAo reperfusion injury (Dietrich et al., 1989),
implicating ER dysfunction in the complex process of ischemic
neuronal damage.

The threat of ER is detected in cells by three sensors that
are present at the ER membrane, PERK, IREI, and ATE each
mediating a separate branch of the UPR (Figure 3).

The PERK branch: the inhibition of protein synthesis is
an early response to ER stress mediated by PERK (PKR-like
endoplasmic reticulum eIF2a kinase) (Harding et al., 1999).
Under physiological conditions, PERK is held inactive by its
binding to the chaperone BiP (binding immunoglobulin protein,
also known as Grp78). Upon stress, the kinase is activated
by the release of BiP and phosphorylates its sole cytoplasmic
target, elF2a (Marciniak et al, 2006). This is a regulator
of the initiation of protein synthesis. In teleological terms,
a “goal” of the PERK branch activation is to prevent the
further accumulation of misfolded proteins (Roussel et al., 2013).
However, despite a global shutdown of protein translation due to
the phosphorylation of eIF2a, some mRNAs are translated more
efficiently (Harding et al., 2003). This is the case of ATF4, leading
to a transcriptional program of stress-responsive genes including
CHOP (C/EBP homologous protein) (Harding et al., 2003). The
observation that Chop—/— animals and cells are resistant to
ER stress, led some to suggest CHOP functions to promote ER
stress-induced cell death. This is not fully supported, however, by
analysis of the genes regulated by CHOP (Marciniak et al., 2004).
Instead, CHOP appears to regulate a program that promotes
the recovery of protein synthesis and secretion following the
recovery of ER stress. For example, CHOP induces expression
of GADD34 (protein phosphatase 1 regulatory subunit 15A),
which is responsible for the dephosphorylation of eIF2a and
thus the recovery of normal protein translation (Roussel et al.,
2013). In this light, the ATF4-CHOP-GADD34 axis can be
viewed as a negative feedback loop opposing the effects of
PERK. It is therefore likely that the apparent “pro-death”
role that has been attributed to CHOP is too simplistic. The
recovery of translation is essential for normal functioning of
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transmembrane sensors; protein kinase RNA-like ER kinase (PERK), inositol-requiring kinase 1a (IRE1a) and activating transcription factor 6 (ATF6), and maintains
them inactive. Ischemic stroke induces ER stress, leading to the activation of the UPR. Under stress conditions, GRP78 dissociates from the ER sensors to bind to
misfolded proteins, allowing the trans-autophosphorylation of PERK. P-PERK phosphorylates the eukaryotic translation initiation factor 2a (elF2a), which decreases
the global protein translation. Paradoxically, P-elF2a allows the transcription of activating transcription factor 4 (ATF4), CCAT/enhancer binding protein homologous
protein (CHOP). Both P-elF2a and CHOP can activate the translation of growth arrest and DNA damage inducible gene/protein 34 (GADD34). The latter creates a
feedback mechanism by dephosphorylating eiF2«. PERK is associated to apoptosis, autophagy and redox control. IRE1a dimerizes and trans-autophosphorylates,
to splice the unspliced MRNA XBP1 (uXBP1) into spliced XBP1 (sXBP1). IRE1a activates c-jun-N-terminal-inhibiting kinase (JIK) and allows the recruitment of TNF
receptor-associated factor 2 (TRAF2), leading to the activation of nuclear factor k-B (NFk-B), caspase 12 and c-jun-N-terminal kinase (JNK) pathway. IRE1a activates
Regulated IRE1-Dependent Decay (RIDD) leading to the degradation of selected mRNAs. IRE1a is also involved in apoptosis, ER-associated degradation (ERAD)

and lipid synthesis. The activation of ATF6 is dependent of its cleavage by S1P and S2P endopeptidases in the Golgi apparatus. Cleaved ATF6 induces the
transcription of GRP78, nitric oxide synthase (NOS) and CHOP. Moreover, cleaved ATF6 controls ERAD, apoptosis and protein folding.

the cell following mild ER stress, but perhaps in pathology,
for example cerebral ischemia, there are benefits from disabling
the normal rapid recovery of protein synthesis. This clearly has
exciting therapeutic implications and many groups are currently
developing approaches to antagonize the ATF4-CHOP-GADD34
axis for therapeutic benefit.

The ATF6 branch: like PERK, ATF6 is held inactive by the
binding to BiP. Under stressed conditions, ATF6 is free to traffic
to the Golgi apparatus where it is cleaved to release a soluble
transcription factor for protein folding and degradation genes
(Hillary and Fitzgerald, 2018).

The IRE1 branch: the activation of IRE1 is similar to that
of ATF6 and PERK, but IREl is an endoribonuclease that
triggers the splicing of the mRNA XBP1 (Calfon et al., 2002).
The splicing induces a frameshift, allowing the active form of
the protein. Proteins that fail to fold in the ER are eventually
returned to the cytoplasm and targeted for degradation by the
proteasome in process called ERAD. Many proteins of the ERAD
machinery are induced by XBP1 (Yoshida et al., 2003). During
intense ER stress, IRE1 also degrades many mRNAs located at

the ER membrane through a mechanism called regulated IRE1-
dependent decay (RIDD) (Hollien and Weissman, 2006). This
helps further to reduce the load of new proteins entering the
ER to be folded.

UPR in Cerebral Ischemia

The ER is the main storage site for intracellular calcium, a central
second messenger mediating diverse physiological processes in
neurons, including secretion, synaptic plasticity and cell death
(Zundorf and Reiser, 2011). Molecular chaperones that reside
within the ER require high calcium concentrations to function
efficiently (Michalak et al., 2002). This high calcium environment
is maintained by the constant pumping of calcium from the
cytosol into the ER by the SERCA (Doutheil et al., 1999b).
Release of calcium back into the cytosol happens through the
IP3R channel, which can be triggered by extracellular signals,
or by the ryanodine receptor, activated by cytosolic calcium
itself during CICR. Both lead to signaling but, if sustained, they
deplete ER calcium stores and can induce chaperone dysfunction
(Szydlowska and Tymianski, 2010). During cerebral ischemia, the
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influx of extracellular calcium via the NMDA receptor mediates
glutamate-dependent neurotoxicity (Lopez-Atalaya et al., 2008).
The rise in intracellular calcium triggers the release of ER
calcium from ryanodine-sensitive stores, which is known to
exacerbate CA1 hippocampal neuronal damage during global
cerebral ischemia-reperfusion (Xing et al., 2004; Bull et al., 2008).
Accordingly, inhibition of calcium release with the ryanodine
receptor antagonist dantrolene decreases brain injury in animal
models of both neonatal and adult HI (Wei and Perry, 1996;
Gwak et al., 2008). While commonly attributed to the effects of
cytosolic calcium, it is likely that effects on ER protein folding
will also be important in these pathological conditions. Moreover,
during cerebral ischemia, lack of ATP affects protein maturation
(Kumar et al,, 2003), and at the same time energy depletion
leads to failure of the SERCA pumps (Doutheil et al., 1999b),
contributing to the global ER calcium depletion and causing
chaperone failure. Thus, the redistribution of calcium from ER
to cytosol delivers a double blow to neurons, which exacerbates
neurotoxicity (Paschen and Doutheil, 1999; Parsons et al., 1999).

The deregulation of ER-calcium homeostasis causing
chaperone failure and activation of the UPR is readily apparent
in many animal models of cerebral ischemia, including mice with
BCAo (Kumar et al., 2001) or MCAo (Mengesdorf et al., 2002),
rats with middle carotid artery occlusion with (Nakka et al., 2010)
or without (Rissanen et al, 2006) reperfusion, cardiac arrest
with reperfusion (Kumar et al., 2003) and a model of cortical
spreading depression in rats (Schneeloch et al, 2004). This
induction of ER stress during cerebral ischemia is responsible for
the shutdown of protein translation seen during stroke (Burda
et al,, 1994; DeGracia et al., 1996; Hayashi et al.,, 2003; Kumar
et al., 2003). It involves the activation of the stress-sensing PERK
(Kumar et al., 2001; Li et al., 2005; Rissanen et al., 2006) that
phosphorylates the translation initiation factor eIF2a, leading to
the attenuation of new protein synthesis and disaggregation of
polyribosomes (Althausen et al., 2001; Nakka et al., 2010).

Also, CHOP expression is elevated in several animal models
of cerebral ischemia, including MCAo (Qi et al, 2004) and
BCAo in mice (Tajiri et al., 2004; Osada et al., 2009), as well as
MCAo and global ischemia in rats (Hayashi et al., 2005). Chop
knockout (—/—) mice are more resistant to a BCAo type of
ischemia than their wild-type littermates (Tajiri et al., 2004), and
depletion of CHOP using RNA-interference in primary cultures
of astrocytes partially prevents cell death in response to OGD
(Benavides et al., 2005), suggesting that CHOP regulates a genetic
program that is toxic in the context of cerebral ischemia. It has
been shown that GADD34 is a target gene of CHOP responsible
for some of the tissue damage seen in animal models of ER
stress (Marciniak et al., 2004). This phosphatase is induced
under conditions of cerebral ischemia (Doutheil et al., 1999a;
Paschen et al., 2004; Li et al., 2005; Owen et al., 2005) and is
detectable by immunostaining in the peri-infarct penumbra up
to 24 h following the induction of stroke in rats (Imai et al,
2002; McCaig et al.,, 2005). As discussed already, it is therefore
plausible that the toxicity attributed to CHOP is in fact the
result of re-established protein translation mediated by GADD34
(Marciniak et al.,, 2004): it might be a mechanism implicated
in reperfusion-mediated damage in cerebral ischemia. If this

is the case, attenuation of protein translation should protect
neurons from accumulating misfolded proteins. Consistent with
this theory, salubrinal, a putative GADD34 inhibitor, has been
shown to decrease ER stress and kainate-induced neurotoxicity
in vitro (Sokka et al., 2007). However, the specificity of salubrinal
has been questioned many times, since it was first demonstrated
to work only in vivo (Boyce et al., 2005), and more recently its
inhibitory effect has been shown to be really limited (Crespillo-
Casado et al.,, 2017). IRE1, which splices the mRNA encoding
the transcription factor XBP1, also shows activation during
cerebral ischemia, for example in the cortex of mice after MCAo
(Paschen et al., 2003; Morimoto et al., 2007) and BCAo (Tajiri
et al., 2004). By contrast, ATF6 signaling remains a subject of
debate: ATF6 expression was increased following MCAO in rats
(Rissanen et al., 2006), but activation could not be demonstrated
in an ischemia-reperfusion model by cardiac arrest in rats
(Kumar et al., 2003).

CROSSTALK BETWEEN AUTOPHAGY
AND ER STRESS

Autophagy and ER stress are important signaling pathways,
but when dysregulated can lead to cell death, such like during
cerebral ischemia. A well-balanced activation of these processes
allow the maintenance or the recovery of proteostasis. However,
their over-activation, by duration or intensity, tips the scale
from a protective to a deleterious role (Roussel et al, 2013;
Chen et al., 2014).

Although, as mentioned in the introduction, several
interactions exist between ER stress and autophagy, in
particular when misfolded proteins accumulate within the
ER and activate PERK to induce autophagy (Kouroku et al,
2007). Moreover, downstream targets of PERK, like ATF4
and CHOP, induce the transcription of genes related to
autophagy in response to both ER stress and amino acid
starvation (B’Chir et al., 2013). During hypoxia, ATF4 facilitates
autophagosome expansion through a binding to a cAMP
response element-binding site within the LC3b promoter
(Rzymski et al., 2010). Other sensors are also involved in
autophagy induction, such as IREl by dissociating Beclinl
from its binding with Bcl2 (Wei et al., 2008). In addition, IRE1
also induces autophagy by activating AMPK in response
to nitric oxide (Meares et al, 2011). XBP1, the mRNA
processed by IREl, is important for the negative feedback
of ER stress-mediated autophagy, especially via its interaction
with FOXO1 (Zhou et al,, 2011). Interestingly, a genetic screen
in Drosophila shows that both XBPI loss of function and
spliced-XBP1 overexpression lead to the induction of autophagy
(Arsham and Neufeld, 2009). Finally, ATF6 has also been
implicated in ER stress-mediated autophagy. By increasing
the expression of DAPKI1 (Gade et al., 2014), ATF6 promotes
the dissociation of Beclinl from Bcl2, leading to autophagy
activation (Zalckvar et al., 2009).

In a mouse model of tMCAo, both ER stress and autophagy
markers increase, suggesting a dual activation of ER stress and
autophagy (Feng et al, 2017). It seems then important when
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studying proteostasis in cerebral ischemia, to pay attention to
both phenomena and not only ER stress or autophagy.

Some studies also demonstrate an action of autophagy on
ER stress. Indeed, the use of 3MA in a rat model of MCAo
alters the ER stress response and leads to the stimulation of
apoptosis and the enlargement of the cerebral infarct (Zhang
et al.,, 2018). Similarly, Carloni et al. (2014) show a reduced ER
stress activation and a better protection after neonatal HI when
they increase autophagy with rapamycin. A possible explanation
might be that CHOP induces death by inhibiting autophagy
(Lei et al., 2017). This has been demonstrated in hepatocellular
carcinoma cells, where ER stress inducer increases apoptosis and
autophagy, while autophagy inhibitor promotes apoptosis and
autophagy activator decreases ER stress-induced apoptosis (Lei
et al., 2017). However, this hypothesis needs to be confirmed in
neurons under ischemic/hypoxic challenge.

Finally, ER stress has been reported to cause the translocation
of ER chaperones to the cell surface. BiP is the best described
chaperone at the cell surface, and can act as a general co-
receptor (Gonzalez-Gronow et al., 2009), with roles in autophagy,
cancer and neuroprotection (Casas, 2017). Interestingly, cell-
surface BiP can regulate autophagy by at least two mechanisms:
by activating the PI3K/AKT pathway (Liu et al., 2013); and
by associating to a2-macroglobulin receptor to activate mTOR
signaling (Misra and Pizzo, 2012). Under OGD conditions, BiP
is also at the neuronal surface (Louessard et al., 2017), and its
binding to tPA results in a decrease in ER stress activation and
neuroprotection (Louessard et al., 2017). In another model of
hypoxia-induced apoptosis, the activation of neuronal-surface
BiP by a synthetic peptide is also protective (Goldenberg-Cohen
et al., 2012), reinforcing its role in neuroprotection during
cerebral ischemia.

CONCLUSION

Many neurological diseases, including cerebral ischemia, are
associated with complete or partial activation of the UPR,
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Modulation de la signalisation glutamatergique par I’activateur tissulaire du plasminogéne
et le récepteur MET dans le systéme nerveux central

Résumé

L'activateur tissulaire du plasminogene (tPA) est une sérine protéase initialement découverte
dans le compartiment vasculaire, qui constitue la molécule active de I’Actilyse®, médicament utilisé en
clinique dans la phase aiglie de I'AVC ischémique pour ses propriétés fibrinolytiques. Le tPA est
également exprimé dans le parenchyme cérébral ol il peut moduler la neurotransmission
glutamatergique de type NMDA (N-Methyl-D-Aspartate). Cette protéase existe sous deux formes
actives : une forme simple chaine (sc-tPA) et une forme double chaine (tc-tPA). Malgré une activité
fibrinolytique similaire, ces deux formes de tPA ont des réles distincts. En effet, seul le sc-tPA peut
potentialiser la mort neuronale de type excitotoxique induite par du NMDA. Ainsi, afin de mieux
comprendre ces différences de signalisation entre les deux formes de tPA, nous avons utilisé des
cultures primaires de neurones corticaux traitées avec du sc-tPA et du tc-tPA. Nos résultats ont mis en
évidence I'implication d’un nouveau récepteur partenaire, le récepteur MET au sein de la signalisation
glutamatergique de type NMDA. Nous avons montré que seul le tc-tPA active les récepteurs MET,
conduisant a une augmentation de la proximité des récepteurs NMDA et MET a la surface neuronale.
De plus, le tc-tPA diminue la phosphorylation de GIUN2B et dégrade cette méme sous-unité. En
imagerie calcique, I'utilisation d’inhibiteurs sélectifs de MET réverse I’effet du tc-tPA sur la signalisation
des récepteurs NMDA. En paralléle, I'étude transcriptomique menée sur des souris déficientes en tPA
(tPA Null) a révélé une diminution du nombre de transcrits MET dans I'amygdale et le cortex entorhinal
ainsi que des déficits comportementaux caractéristiques des troubles du spectre autistique.

Mots clés : tPA, excitotoxicité, récepteur NMDA, récepteur MET, troubles du spectre autistique

Modulation of glutamatergic signaling by tissue-type plasminogen activator and MET
receptor in the central nervous system

Abstract

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a serine protease originally discovered in the
vascular compartment. It is the active compound of Actilyse®, the only-approved drug for the clinical
treatment of the acute phase of ischemic stroke thanks to its fibrinolytic properties. tPA is also
expressed in the cerebral parenchyma where it modulates the NMDA (N-Methyl-D-aspartate)
glutamatergic neurotransmission. This protease exists in two active forms: a single chain tPA form (sc-
tPA) and a two chain tPA form (tc-tPA). Despite a similar fibrinolytic activity, these two forms have
different roles within the parenchyma. Indeed, only sc-tPA potentiates excitotoxic neuronal death
induced by NMDA. In order to better understand the signalling pathways involved by each forms of
tPA, we used primary cultures of cortical neurons treated with sc-tPA or tc-tPA. Our results have
highlighted the implication of a new partner receptor, MET, within NMDA glutamatergic signalling. We
have shown that only tc-tPA activates MET receptors, leading to an increase of the proximity between
MET and NMDA receptors at the neuronal surface. Moreover, tc-tPA decreases the GIuN2B
phosphorylation and allows the degradation of this subunit. By using calcium imaging, MET inhibitors
reverses the effect of tc-tPA on NMDA receptors signalling. In parallel, a transcriptomic study realized
on tPA-deficient mice (tPA Null) revealed a decrease of MET gene in two cerebral structures: amygdala
and entorhinal cortex in addition to behavioural deficits which are features of autism spectrum
disorder.

Keywords: tPA, excitotoxicity, NMDA receptor, MET receptor, autism spectrum disorder



