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ACM  artère cérébrale moyenne  

ADAMTS-13  a desintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 

ADN  acide désoxyribonucléique 

AIF  apoptosis inducing factor 

AMPA  α-amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazole-4-propionique acide 

AP5  d-2-amino-5-phosphovalerate 

Asn   asparagine 

ATD  amino-terminal domain 

ATF3  activating transcription factor 3 

AVC  accident vasculaire cérébral 

Bad  BCL2-associated agonist of cell death 

BDNF   brain-derived neurotrophic factor 

BHE  barrière hémato-encéphalique 

CA1   Đoŵe d͛AŵŵoŶ ϭ 

CaMKII calmoduline kinase II 

CBL  casitas B-lineage lymphoma 

CBNPC  cancers bronchiques non à petites cellules  

Cdk5  kinase cycline-dépendante 5 

CDC  Centre de Prévention et de Contrôle des Maladies 

CIN85   CBL- interacting protein of 85kDa 

CK2  caséine kinase 2 

CLIP2  CAP-Gly domain containing linker protein 2 

COSMIC catalogue of somatic mutations in cancer 

CREB  cAMP response element binding-protein 

Crk  CT10 regulator kinase 

CTD  carboxy-terminal domain 

DSM  Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux 

EC50  concentration efficace à 50% (half maximal effective concentration) 

EGF   epidermal growth factor 

ESCRT   endosomal sorting complex required for transport 

FDA  Food and Drug administration 

Gab1  Grb2-associated binder 1 

GGA3   golgi-localized γ-ear-containng Arf-binding protein3 

GI  gastro-intestinaux  

Grb2  growth factor receptor-bound protein 2 

HEK  human embryonic kidney 

HGF  facteur de croissance des hepatocytes (hepatocyte growth factor) 

HIF1 α  hypoxia inducible factor1 α 

HRS  HGF regulated tyrosine kinase substrate 



 
 

IC50  ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛iŶhiďitioŶ ă ϱϬ% (half maximal inhibitory concentration) 

IGF-1  insulin growth factor 1 

IGFBP  insulin-like growth factor binding protein 

IGF1-R  insulin growth factor 1 receptor 

IPT  Immunoglobulin-like region in Plexin and Transcription factors 

KA  kaïnate 

LBD  Lysine Binding Domain 

LBS  Lysine Binding Site 

LRP   Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 

LTD  Long Term Depression 

LTP  Long Term Potentiation 

MAGUK Membrane-Associated Guanylate Kinase 

MAPK  mitogen-activated protein kinase 

MBD  MET binding domain 

MDM2  murine double-minute p53 binding 

MMP  metalloproteinase 

mTOR  mammalian target of rapamycin 

NGF  nerve growth factor 

NMDA  N-Methyl-D-Aspartate  
NS  neuroserpine 

OGD  oxygen and glucose deprivation 

PACSIN1 protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 1 

PAI-1   plasminogen activator inhibitor 1 

PDGF-CC platelet-derived growth factor-CC 

PI3K  phosphatidylinositol-3-kinase 

PKA  protéine kinase A 

PKB  protéine kinase B 

PKC  protéine kinase C 

PLA  proximity ligation assay 

PLAT  plasminogen activator tissue type 

PLC  phospholipase C 

PSD-95 Post Synaptic Density 95 

PSI  Plexins Semaphorins and Integrins 

PTB  phosphotyrosine binding 

PTK  protéines tyrosine kinase 

PTP  protéine tyrosine phosphatase 

PTP1B   protein-tyrosine phosphatase 1B 

PTPRZ1 receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta 1 

RE  réticulum endoplasmique 

RTK  récepteur tyrosine kinase 

SAP-102 synapse-associated protein102 



sc-tPA  single chain tPA 

SF  facteur de dispersion (scatter factor) 

SH2  Src homology-2 

SHC  SH2 domain-containig transforming protein 

SHP2  SRC homolgy 2 domain-containing phosphatase 2 

SNC  système nerveux central 

SNP  polymorphisme de nucléotide simple (simple nucleotide polymorphism) 

SOS   son of sevenless 

SPH  serine protease homology 

SPR  résonnance de surface plasmonique (surface plasmon resonance) 

STAT3  signal transducer and activator of transcription 3 

STEP  Striatal Enriched Tyrosine Phosphatase 

tc-tPA  two chain tPA 

TCPTP  T-cell phosphatase 

TED  troubles envahissants du développement 

TFG   Trk-fused gene 

TKI   iŶhiďiteuƌs ă l͛aĐtiǀitĠ tǇƌosiŶe kiŶase ;tyrosine kinase inhibitor) 

tPA  tissue type plasminogen activator 

TPR  Translocated Promoter Region 

TSA  tƌouďles du speĐtƌe de l͛autisŵe 

uPA  urokinase plasminogen activator 

 VWF  von Willebrand Factor 

 

  



 
 

 

 

  

 

 





 
 

 

1 Introduction – Le récepteur NMDA 

INTRODUCTION 

A. Le récepteur NMDA 

La transmission synaptique est un processus clé dans le système nerveux central (SNC) 

pouƌ peƌŵettƌe le tƌaiteŵeŶt et le stoĐkage d͛iŶfoƌŵatioŶs. La sǇŶapse est uŶe ƌĠgioŶ 
spécialisée permettant la communication neuronale. La libération de neurotransmetteur par 

l͛ĠlĠŵeŶt pƌĠ-synaptique active des rĠĐepteuƌs spĠĐifiƋues suƌ l͛ĠlĠŵeŶt post-synaptique du 

neurone. Dans le système cérébral des mammifères, la transmission synaptique excitatrice est 

principalement médiée par le glutamate. Ce dernier est un acide aminé non essentiel, 

sǇŶthĠtisĠ paƌ l͛oƌgaŶisme qui ne franchit pas la barrière 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 plutôt responsables de la transmission synaptique dite 

lente, impliƋuaŶt diǀeƌs tǇpes de seĐoŶds ŵessageƌs tels Ƌue la phospholipase C et l͛iŶositol 
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 à leurs propriétés 

pharmacologiques en 3 sous-groupes. On catégorise les récepteurs α-amino-3-hydroxy-5-

methyl-isoxazole-4-propionique acide (AMPA), les récepteurs kaïnate (KA) et les récepteurs 

N-methyl-D-aspartate (NMDA). Ce chapitre se focalise sur les récepteurs NMDA, décrits pour 

être impliqués dans de multiples processus biologiques comme la plasticité synaptique et 

l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ ŶeuƌoŶale. 

I. Composition 

1. Structure 

Le récepteur NMDA est uŶ Đoŵpleǆe tĠtƌaŵĠƌiƋue, Đ͛est-à-diƌe Ƌu͛il ƌĠsulte de l͛asseŵďlage 
de quatre protéines, chacune constituant un monomère du récepteur-canal (Traynelis et al. 

2010). Ces ŵoŶoŵğƌes eǆisteŶt sous plusieuƌs foƌŵes, issues de l͛eǆpƌessioŶ de gğŶes 
distincts, qui sont appelés sous-unités. A ce jour, 3 grandes familles de sous-unités ont été 

identifiées : la sous-unité GluN1, GluN2 et GluN3 (Moriyoshi et al. 1991; Monyer et al. 1992). 

Ces sous-unités possèdent une structure de base commune. Pour que le récepteur soit 

foŶĐtioŶŶel, il ŶĠĐessite l͛asseŵďlage oďligatoiƌe de deuǆ sous-unités GluN1 associées à deux 

sous-unités GluN2 ou une combinaison de sous-unités GluN2 et GluN3 (Schorge and 

Colquhoun 2003; Ulbrich and Isacoff 2007; Ulbrich and Isacoff 2008). Le récepteur NMDA est 

ĐoŶstituĠ d͛uŶ doŵaiŶe aŵiŶo-terminal extracellulaire (ATD, amino-terminal domain) 

iŵpliƋuĠ daŶs l͛asseŵďlage des sous-uŶitĠs, d͛uŶ doŵaiŶe de liaison ă l͛agoŶiste ;ABD, 
agonist binding domain) où s͛opğƌe la liaisoŶ et la ƌeĐoŶŶaissaŶĐe des agoŶistes. Il Đoŵpoƌte 
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aussi un domaine de 4 segments transmembranaires (M1 à M4), dont le segment M2 forme 

une boucle réentrante qui constitue le canal ionique.  

A l͛eǆtƌĠŵitĠ 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 GluN1 contient le site de liaison des deux co-agonistes, la D-sérine et la glycine et la 

sous-unité GluN2 contient le site de liaison au glutamate (Kleckner and Dingledine 

1988)(Figure 1). 

2. Les sous-unités 

La sous-unité GluN1 (autƌefois dĠŶoŵŵĠe NRϭ ou ζϭͿ est la pƌeŵiğƌe sous-unité à avoir 

été clonée (Moriyoshi et al. 1991). Elle est codée par un seul gène mais possède 3 sites 

d͛Ġpissages alteƌŶatifs, uŶ ă l͛eǆtƌĠŵitĠ N-teƌŵiŶale ;eǆoŶ ϱͿ et deuǆ ă l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale 

;eǆoŶ Ϯϭ et eǆoŶ ϮϮͿ. Ces ϯ sites d͛Ġpissages alteƌŶatifs d͛ARN ŵessageƌ gĠŶğƌeŶt ϴ isofoƌŵes 
de la sous-unité GluN1 toutes fonctionnelles (Dingledine et al. 1999). La sous-unité GluN1 est 

ubiquitaire puisque sa présence est nécessaire, bien que non suffisante pour former un 

ƌĠĐepteuƌ foŶĐtioŶŶel. Au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt et ă l͛ąge adulte, il eǆiste uŶe eǆpƌessioŶ 
régionalisée des isoformes de GluN1 (Laurie et al. 1995). Même si la sous-unité GluN1 est 

principalement exprimée dans le SNC, sa présence a aussi été détectée dans des régions et 

des tǇpes Đellulaiƌes ŶoŶ ĐĠƌĠďƌales Đoŵŵe le Đœuƌ, les ƌeiŶs, le paŶĐƌĠas, les Đellules 
immunitaires et les cellules endothéliales (Inagaki et al. 1995; Leung et al. 2002; Sharp et al. 

2003; Boldyrev 2005; Mashkina et al. 2010). 

C͛est eŶ ϭϵϵϮ Ƌue les sous-unités GluN2 ont été clonées (Kutsuwada et al. 1992; Monyer 

et al. 1992). Les sous-unités GluN2 sont codées par 4 gènes différents, synthétisant les 4 

isoformes GluN2A, GluN2B, GluN2C et GluN2D. Ces isoformes partagent ϱϬ% d͛ideŶtitĠ de 
séquence, et elles se distinguent de la sous-unité GluN1 par la longueur de leur extrémité C-

terminale. Cette distinction des sous-unités GluN2 est associée à la faculté des récepteurs 

NMDA à interagir avec certains complexes intracellulaires qui dictent la mobilité membranaire 

et la localisation cellulaire du récepteur (Paoletti 2011). L͛assoĐiatioŶ de Đes sous-unités GluN2 

avec la sous-unité GluN1, leur confère des caractéristiques propres à chacune (activation, 

ĐoŶduĐtaŶĐe, pƌoďaďilitĠ d͛ouǀeƌtuƌe du ĐaŶal...Ϳ (Gielen et al. 2009). Par ailleurs, suivant le 

stade de développement et la structure cérébrale concernée, les sous-unités GluN2 sont aussi 

exprimées différemment (Sanz-Clemente et al. 2013).  

Enfin, les sous-unités GluN3A et GluN3B sont les dernières à avoir été clonées (Ciabarra et 

al. 1995). Ces deux sous-uŶitĠs Ŷ͛oŶt auĐuŶ site de liaison fonctionnel pour le glutamate, mais 

elles peuvent lier les co-agoŶistes usuels, et ă l͛iŶstaƌ des sous-unités GluN2, elles forment un 

ƌĠĐepteuƌ hĠtĠƌoŵĠƌiƋue foŶĐtioŶŶel eŶ s͛assoĐiaŶt aǀeĐ GluNϭ et GluN2 (Chatterton et al. 

2002; Yao and Mayer 2006). Cette sous-unité semble jouer un rôle important dans le 

développement car la sous-unité GluN3A est exprimée précocement (E15, 15ème jour de 

développement embryonnaire chez la souris) et soŶ eǆpƌessioŶ est ŵaiŶteŶue jusƋu͛ au stade 
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adulte (Ciabarra et al. 1995). En revanche, la sous-unité GluN3B a une expression plus localisée 

et est restreinte au stade adulte (Pachernegg et al. 2012). 

 

II. La signalisation du récepteur NMDA 

1. Activation 

L͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ NMDA ƌeƋuieƌt la liaisoŶ de deuǆ ŵolĠĐules de glutaŵate, d͛où 
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-agoŶistes d͛uŶ poiŶt de ǀue phaƌŵaĐologiƋue; la glǇĐiŶe et la D-sérine, qui se 

fixent sur le site glycine de la sous-unité GluN1 (Johnson and Ascher 1987; Kleckner and 

Dingledine 1988). Le récepteur NMDA se déŵaƌƋue aussi paƌ le fait d͛ġtƌe sĠleĐtiǀeŵeŶt 
activé par le composé exogène qui lui a valu son nom : le N-méthyl D-aspartate. Au potentiel 

de ƌepos, le ƌĠĐepteuƌ est ďloƋuĠ paƌ l͛ioŶ ŵagŶĠsiuŵ ;Mg2+) qui se trouve expulsé lors de la 

dépolarisation de la membrane (Crunelli & Mayer, 1984; Nowak et al., 1984, Figure 1). Le 

ƌĠĐepteuƌ NMDA est ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe uŶ dĠteĐteuƌ de ĐoïŶĐideŶĐe d͛aĐtiǀitĠ, se justifiant 

paƌ la ŶĠĐessitĠ au pƌĠalaďle d͛uŶe dĠpolaƌisatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe (Seeburg et al. 1995). 

L͛aĐtiǀatioŶ du récepteur NMDA peut aďoutiƌ ă l͛ouǀeƌtuƌe d͛uŶ poƌe daŶs le ƌĠĐepteuƌ 
(canal), permettant le passage sélectif de certains cations. Parmi ces cations, le récepteur 

NMDA est perméable aux ions Na+, K+ et Ca2+{Citation} (MacDermott et al. 1986). La perméabilité 

des récepteurs NMDA aux ions Ca2+ est une des plus élevées parmi les récepteurs 

ionotropiques (Mayer et al. 1984). En revanche, ils sont peu perméables aux ions Mg2+, 

ƌespoŶsaďles d͛uŶe iŶhiďitioŶ ǀoltage dĠpeŶdaŶt. Le poteŶtiel de ƌepos d͛uŶ ŶeuƌoŶe est de -
ϳϬŵV ;ŵilliǀoltͿ aloƌs Ƌue le poteŶtiel d͛ĠƋuiliďƌe de l͛ioŶ Mg2+ est proche de 0. Dès lors, au 

ƌepos, l͛ioŶ Mg2+ bloque le pore du ĐaŶal eŵpġĐhaŶt tout fluǆ ioŶiƋue et il Ŷ͛est eǆpulsĠ Ƌue 
loƌs d͛uŶe dĠpolaƌisatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe. Le ďloĐage de Mg2+ et la perméabilité du Ca2+ sont 

tous les deux influencés par la composition en sous-unités. Les récepteurs composés de 

GluN2A et GluN2B soŶt plus seŶsiďles au ďloĐage de l͛ioŶ MgϮ+ ;ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛iŶhiďitioŶ ă 
50% (IC50) aux environs de 15µM à -70mV) que ceux composés de GluN2C et GluN2D (IC50 = 

80µM) (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 GluN2. Le glutamate possède une forte affinité 

pour les récepteurs NMDA (EC50 < 5µM) (Paoletti et al. 2013), qui est supérieure à celle des 

récepteurs AMPA et kaïnate (EC50 > 100 µM) (Attwell and Gibb 2005). En outre, le type de 

sous-uŶitĠ GluNϮB iŶflue suƌ l͛affiŶitĠ. Pouƌ eǆeŵple, l͛affiŶitĠ pouƌ le glutaŵate est ŵeilleuƌe 
lorsque la sous-unité GluN2B est présente par rapport à la sous-unité GluN2A (Paoletti et al. 

2013). Concernant les deux co-agonistes, la glycine et la D-sérine, ils se fixent sur le domaine 

LBD de GluNϭ. Le site de liaisoŶ est ŶoŵŵĠ site glǇĐiŶe, puisƋue histoƌiƋueŵeŶt Đ͛est la glǇĐiŶe 
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 (EC50 ~ 0.2µM) et la glycine (EC50 ~ 0.05-0.5µM) que pour le 

glutamate (Matsui et al. 1995; Priestley et al. 1995; Madry et al. 2007). 

EŶfiŶ, l͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ NMDA se Đlƀtuƌe paƌ uŶe dĠsaĐtiǀatioŶ, Đ͛est-à-dire que le 

canal ionique adopte une conformation fermée malgré la présence des ligands. Cette 

dĠsaĐtiǀatioŶ est assez leŶte et peut ǀaƌieƌ d͛uŶ faĐteuƌ ϯϬ eŶ foŶĐtioŶ de la sous-unité 

(GluN2A τoff = ϭϬ ŵs et GluN2B τoff = 300ms) (Paoletti et al. 2013). Cette cinétique de 

désactivation est un paramètre 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 à de multiples modulations positives ou négatives par des composés 

eǆtƌaĐellulaiƌes. Il s͛agit le plus souǀeŶt de petites ŵolĠĐules, ǀoiƌe d͛ioŶs, et ĐeƌtaiŶes d͛eŶtƌe 
elles sont présentes de manière endogène dans le SNC, tels que les protons (H+) ou les ions 

zinc (Zn2+). Les récepteurs NMDA sont sujets à une inhibition partielle voltage-indépendante 

par les protons H+, Ƌui Ŷe ŵodifie pas l͛affiŶitĠ pouƌ les agoŶistes pƌiŶĐipauǆ (Tang et al. 1990). 

L͛ioŶ ziŶĐ est le seĐoŶd iŶhiďiteuƌ allostĠƌiƋue, doŶt le site d͛aĐtioŶ se situe eŶtƌe les deuǆ 
lobes du domaine NTD des sous-unités GluN2 (Choi and Lipton 1999). Les récepteurs NMDA 

contenant la sous-unité GluN2A sont plus sensibles au ions Zn2+ (EC50 ~ 10-20nM) que ceux 

contenant la sous-unité GluN2B (EC50 ~ 2µM) (Williams 1996; Chen et al. 1997). A l͛opposĠ, les 
polǇaŵiŶes ŵoduleŶt positiǀeŵeŶt l͛aĐtiǀitĠ des ƌĠĐepteuƌs NMDA eŶ augŵeŶtaŶt l͛affiŶitĠ 
du site co-agoniste pour ses ligands, permettant une potentialisation glycine-dépendante des 

réponses NMDA (Paoletti 2011). 
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2. Régulation 

a. Adressage membranaire 

La synthèse des récepteurs NMDA débute par des étapes de transcription et de traduction 

des différentes sous-unités. La synthèse de la sous-unité GluN1 est en excès, soutenant le fait 

Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de suƌfaĐe des ƌĠĐepteuƌs NMDA ĐĠƌĠďƌauǆ dĠpeŶdƌait doŶĐ de la 
biodisponibilité en sous-unités GluN2 (Chazot and Stephenson 1997; Prybylowski et al. 2002). 

UŶe fois tƌaduites, l͛asseŵďlage des ŵoŶoŵğƌes s͛opğƌe daŶs le ƌĠtiĐuluŵ eŶdoplasŵiƋue 
;REͿ où des ŵĠĐaŶisŵes eŵpġĐheŶt l͛eǆpoƌtatioŶ ă la suƌfaĐe Đellulaiƌe de ŵoŶoŵğƌes ou de 
complexes incomplets.  

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 

l͛agoŶisteͿ, plusieuƌs doŵaiŶes tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌes ;TMDͿ et du doŵaiŶe C-terminal (CTD). B, 

structure cristallographique du récepteur NMDA composé dans cette figure de 2 sous-unités GluN1a 

et 2 sous-unités GluN2B. C, Sept sous-unités du récepteur NMDA ont été identifiées : GluN1, GluN2A-

GluNϮD et GluNϯA et GluNϯB. L͛hĠtĠƌogĠŶĠité des sous-uŶitĠs est ƌeŶfoƌĐĠe paƌ l͛Ġpissage alteƌŶatif 
des sous-unités GluN1 et GluN3A. M1-M4 indiquent les segments membranaires. D͛apƌğs Karakas & 

Furukawa, 2014 et Paoletti et al., 2013 
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Il seŵďleƌait Ƌue l͛asseŵďlage des sous-unités GluN1 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 à la 

membrane plasmique par exocytose. Dans un premier temps, ces récepteurs sont en position 

extra-synaptiques (Rao et al. 1998), et Đe Ŷ͛est Ƌue daŶs uŶ seĐoŶd teŵps Ƌu͛ils ŵigƌeƌoŶt ă 
la synapse par diffusion latérale (Tovar and Westbrook 2002; Groc et al. 2004). 

b. Endocytose 

AǀaŶt la foƌŵatioŶ des sǇŶapses, les ƌĠĐepteuƌs NMDA ŵigƌeŶt jusƋu͛ă la suƌfaĐe Đellulaiƌe 
paƌ des ĐǇĐles d͛eǆo- et d͛eŶdoĐǇtose (Washbourne et al. 2002). La dynamique de mouvement 

de ces récepteurs alterne constamment entre un état de mobilité et un état statique, qui 

dĠpeŶd de l͛agitatioŶ theƌŵiƋue, de la fiǆatioŶ d͛ĠlĠŵeŶts tels Ƌue les pƌotĠiŶes 
d͛ĠĐhafaudage, et les pƌotĠiŶes d͛aŶĐƌage auǆ sites sǇŶaptiƋues et eǆtƌasǇŶaptiƋues (Choquet 

and Triller 2013). L͛eŶdoĐǇtose des ƌĠĐepteuƌs NMDA iŵpliƋue la foƌŵatioŶ de ǀĠsiĐules 
clathrine dépendantes via l͛assoĐiatioŶ aǀeĐ le Đoŵpleǆe adaptateuƌ AP-2 (Roche et al. 2001; 

Petralia et al. 2003). CepeŶdaŶt, l͛iŶteƌŶalisatioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA paƌ uŶ ŵĠĐaŶisŵe 
indépendant des vésicules à clathrine a également été montré (Swanwick et al. 2009). A savoir 

Ƌue l͛iŶteƌŶalisatioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA peut ġtƌe stiŵulĠe paƌ le glutaŵate eŶ sǇŶeƌgie 
avec leur co-agoniste glycine (Nong et al. 2003). Cette stiŵulatioŶ d͛iŶteƌŶalisatioŶ entraîne 

une colocalisation du récepteur avec la ŵaĐhiŶeƌie Đellulaiƌe d͛iŶteƌŶalisatioŶ AP-2. La sous-

unité µ du complexe AP-2 reconnaît un signal basé sur une tyrosine Yxxp ou p correspond à 

une chaîne latérale hydrophobique (Ohno et al. 1995; Rapoport et al. 1997). L͛iŶteƌaĐtioŶ de 
GluN2A avec AP-2 se fait au niveau C-terminal (YKKM) et AP-2 reconnaît le site YEKL sur la 

tyrosine 1472 de GluN2B.  Pour GluN2B, ce domaine est directement montré comme impliqué 

daŶs l͛iŶteƌŶalisatioŶ, puisƋue les ŵutatioŶs YϭϰϳϮF et YϭϰϳϮA eŵpġĐhent l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ 
AP-Ϯ et iŶhiďe l͛iŶteƌŶalisatioŶ (Lavezzari et al. 2003). Concernant le site de GluN2A, il ne 

seŵďle pas ġtƌe ƌespoŶsaďle de l͛iŶteƌŶalisatioŶ, Đ͛est uŶ ŵotif di-leucine qui occupe ce rôle 

(Bonifacino and Traub 2003). Les transcrits de la sous-unité GluN1 ayant le domaine C0 

possğdeŶt des sĠƋueŶĐes sigŶales suffisaŶtes ă l͛iŶteƌŶalisation du récepteur (Snyder et al. 

2001). 

Le ŵĠĐaŶisŵe d͛eŶdoĐǇtose iŵpliƋuĠ pouƌ les sous-unités GluN3 est médié par la PACSIN1 

(protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 1) et la syndapin1, une 

pƌotĠiŶe spĠĐifiƋue auǆ ŶeuƌoŶes Ƌui ĐoŶtƌƀle l͛eŶdoĐǇtose ĐlathƌiŶe dĠpeŶdaŶte. PACSINϭ 
se fiǆe ă l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale de GluN3A via son motif NPF (Pérez-Otaño et al. 2006).  
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c. Recyclage ou dégradation 

A la suite de l͛iŶteƌŶalisatioŶ, les pƌotĠiŶes ǀoŶt être soit dégradées, soit recyclées pour 

pouvoir retourner à la surface en empruntant les voies de trafic des endosomes (Grant and 

Donaldson 2009). L͛utilisatioŶ de pƌotĠiŶe ĐhiŵĠƌiƋue TaĐGluNϮ, daŶs les ligŶĠes Đellulaiƌes 
Hela, a permis de mieux comprendre le rôle spécifique des sous-unités GluN2A et GluN2B dans 

le devenir des récepteurs après leur sortie des endosomes précoces. Les colocalisations avec 

des ŵaƌƋueuƌs spĠĐifiƋues de l͛eŶdosoŵe ŵoŶtƌe Ƌue la sous-unité GluN2A trafique 

préférentiellement vers les endosomes tardifs, menant à sa dégradation alors que GluN2B 

tend plus à être dans les endosomes de recyclage afin de retourner à la membrane (Lavezzari 

et al. 2004). L͛iŶfoƌŵatioŶ ŶĠĐessaiƌe ă Đe Điďlage sĠleĐtif est poƌtĠe paƌ le doŵaiŶe 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-uŶitĠs GluNϮA et GluNϮB. L͛Ġtude de Yi eŶ ϮϬϬϳ ŵoŶtƌe Ƌue GIPC 
peut s͛iŶteƌŶaliseƌ aǀeĐ les pƌotĠiŶes ĐhiŵĠƌiƋues TaĐGluNϮ et ĐoloĐalise aǀeĐ le ƌĠĐepteuƌ 
dans les endosomes de recyclage, augŵeŶtaŶt aiŶsi l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ ă la suƌfaĐe (Yi 

et al. 2007). La protéine SNAP-23, localisée dans les épines dendritiques est aussi impliquée 

daŶs le ƌeĐǇĐlage des ƌĠĐepteuƌs NMDA. Suƌ des Đultuƌes de ŶeuƌoŶes, l͛utilisatioŶ d͛ARN 
interférant ciblant SNAP23 induit une diminution du nombre de récepteurs NMDA et AMPA à 

la suƌfaĐe du ŶeuƌoŶe. Ces ƌĠsultats peuǀeŶt s͛eǆpliƋueƌ paƌ uŶe diŵiŶutioŶ du pƌoĐessus 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-tƌaduĐtioŶŶelles ă l͛eǆtƌĠŵitĠ 
C-terminale qui vont jouer un rôle dans leur régulation. Une de ces modifications est la 

phosphorylation de résidus tyrosines et de résidus sérines/thréonines sur les sous-unités 

GluN2 et GluN1. Ces phosphorylations ont un rôle essentiel dans le trafic des récepteurs 

NMDA, eŶ peƌŵettaŶt l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ des pƌotĠiŶes ĐǇtosoliques qui dictent le trafic 

iŶtƌaĐellulaiƌe, l͛aĐtiǀitĠ et la loĐalisatioŶ des ƌĠĐepteuƌs. Ces phosphoƌǇlatioŶs peuǀeŶt ġtƌe 
induites par de nombreuses protéines comme : la kinase cycline-dĠpeŶdaŶte ϱ ;ĐdkϱͿ, l͛AMPĐ-

dépendante de la protéine kinase A (PKA), B (PKB), et C (PKC), et la calmoduline kinase II 

(CaMKII). 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). 

 GluN1 : 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 

S896 sont des cibles de phosphorylations pouƌ les isofoƌŵes PKC, PKCα et PKCγ (Sánchez-Pérez 

and Felipo 2005), et soŶt iŵpliƋuĠs daŶs l͛adƌessage ŵeŵďƌaŶaiƌe (Scott et al. 2001). La 

phosphorylation de S890 modifie la répartition de GluN1 à la surface membranaire (Tingley et 

al. 1997). Quant aux résidus S896 et S897, une fois phosphorylés, ils entraînent une 

augŵeŶtatioŶ de l͛adƌessage ŵeŵďƌaŶaiƌe des ƌĠĐepteuƌs NMDA eŶ ŵasƋuaŶt uŶ ŵotif 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 Ca2+ (Skeberdis et al. 2006). 

Parmi les diverses sous-unités des récepteurs au glutamate, les sous-unités GluN2A 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.   

 GluN2A : concernant les résidus sérines, elle possède 2 sites qui peuvent être 

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 GluN2A en phosphorylant les résidus S1291 et S1312 (Jones and 

Leonard 2005). Les principaux sites tyrosines pouvant être phosphorylés sont ă l͛eǆtƌĠŵitĠ C-

terminale de GluN2A : Y842, Y1292, Y1325 et Y1387 (Zheng et al. 1998; Yang and Leonard 

2001). La déphosphorylation du site Y842 de GluN2A peƌŵet de ƌĠguleƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ des 
ƌĠĐepteuƌs NMDA aǀeĐ l͛adaptateuƌ AP-Ϯ, le Đoŵpleǆe pƌotĠiƋue iŵpliƋuĠ daŶs l͛eŶdoĐǇtose 
(Vissel et al. 2001).  

 

 GluN2B : 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 GluN2B en phosphorylant les sérines S1303 et S1323, qui sont des 

sites analogues à GluN2A (Liao et al. 2001). Les principaux sites tyrosines de GluN2B sont 

loĐalisĠs ă l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale : Y1252, Y1336 et Y1472. Ces sites peuvent tous les 3 être 

phosphorylés par Fyn (Nakazawa et al., 2001, Figure 2). Fyn est connu pour être un régulateur 

majeur pour moduler les récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B (Trepanier et al. 

2012). YϭϰϳϮ est uŶ site de phosphoƌǇlatioŶ iŵpoƌtaŶt puisƋu͛il est ĐoŶteŶu daŶs uŶ ŵotif 
d͛iŶteƌŶalisatioŶ ;YEKLͿ, Ƌui se lie diƌeĐteŵeŶt ă l͛adaptateuƌ AP-2 (Roche et al. 2001; Lavezzari 

et al. 2003). La phosphoƌǇlatioŶ d͛YϭϰϳϮ peƌtuƌďe sa liaisoŶ ă l͛AP-Ϯ, ĐoŶduisaŶt ă l͛iŶhiďitioŶ 
de l͛eŶdoĐǇtose de GluNϮB. 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 GluN2B (Salter and Kalia 

2004). L͛Ġtude de SŶǇdeƌ eŶ ϮϬϬϱ ŵoŶtƌe Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ des STEP iŶduit uŶe 
dĠphosphoƌǇlatioŶ de YϭϰϳϮ suƌ GluNϮB, aŵeŶaŶt ă uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eŶdoĐǇtose 
(Snyder et al. 2005). 
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Par conséquent, le trafic des récepteurs NMDA est régulé à la fois par la phosphorylation 

des résidus sérines/thréonines et tyrosines. Ces phosphorylations vont affecter 

spécifiquement les récepteurs NMDA en fonction du site phosphorylé.  

 

3. La localisation subcellulaire 

Malgré quelques études qui rapportent que les sous-unités GluN2 sont présentes au 

niveau des sites présynaptiques (Corlew et al. 2008), les récepteurs NMDA sont 

communément localisés aux sites postsynaptiques dans le SNC. GluN2B a une affinité plus 

élevée pour le glutamate que GluN2A mais la libération de glutamate dans les neurones 

adultes résulte en une plus forte activation de GluN2A par rapport à GluN2B (Paoletti et al. 

2013). Ces résultats a priori contradictoires sont probablement dus à une localisation 

subcellulaire distincte de ces sous-unitĠs. L͛aĐtiǀatioŶ de GluNϮA est plutƀt eŶ faǀeuƌ d͛uŶe 
localisation synaptique alors que GluN2B serait plutôt enrichi aux sites extrasynaptiques (Groc 

et al. 2009). Ce ŵodğle s͛appuie suƌ l͛utilisatioŶ d͛iŶhiďiteuƌs sĠleĐtifs ă GluNϮB tels Ƌue 
l͛ifeŶpƌodil, Ro-25-6981 ou CP101.606 (Sanz-Clemente et al. 2013). EŶ effet, l͛ifeŶpƌodil Ŷe 
bloque que 30 % des courants postsynaptiques excitateurs médiés par les récepteurs NMDA, 

indiquant une prédominance de GluN2A aux sites synaptiques (Sanz-Clemente et al. 2013). Le 

blocage irréversible des récepteurs NMDA synaptiques par le MK801 démontre un pool de 

ƌĠĐepteuƌs NMDA eŶĐoƌe aĐtifs et seŶsiďles ă l͛ifeŶpƌodil, appuǇaŶt eŶĐoƌe la pƌĠseŶĐe de 
GluN2B aux sites extrasynaptiques (Kew et al. 1998). Pour autant, certaines études remettent 

en cause cette répartition des sous-unités à la synapse, en montrant une sensibilité similaire 

ă l͛ifeŶpƌodil auǆ sites sǇŶaptiƋues et eǆtƌasǇŶaptiƋues (Harris and Pettit 2007).  

Figure 2 : Les principaux sites de phosphorylation des sous-unités GluN1, GluN2A et GluN2B des 

récepteurs NMDA. 

Tyr : tyrosine, Ser : sérine, N : extrémité N-terminale, C : extrémité C-terminale. 

Adaptée deSalter & Kalia, 2004; Wang et al., 2014. 
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Sur des cultures de neurones, GluN2A a été rapporté comme étant à la membrane 

extrasynaptique (Thomas et al. 2006), et la présence GluN2B au niveau synaptique. Dans tous 

les cas, la répartition des sous-uŶitĠs GluNϮ ă la ŵeŵďƌaŶe Ŷ͛est pas aussi simple, aussi fixe, 

puisque ses sous-unités sont des structures dynamiques et mobiles, tout particulièrement la 

sous-unité GluN2B (Tovar and Westbrook 2002; Groc et al. 2006). GluN2B possède 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 à la membrane (Groc et al. 2006). 

Cette localisation subcellulaire des sous-unités GluN2 peut être régulée par des 

interactions protéines-pƌotĠiŶes au Ŷiǀeau de l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale des sous-unités GluN2.  

Par exemple, le motif de fixation PDZ présent sur la queue C-terminale de GluN2A et GluN2B 

permet la fixation des protéines de la famille MAGUK (Membrane-Associated Guanylate 

KinaseͿ, Ƌui soŶt des pƌotĠiŶes d͛ĠĐhafaudage. La ƌĠteŶtioŶ de GluNϮB ă la sǇŶapse ƌeƋuieƌt 
la fixation à des pƌotĠiŶes MAGUK aloƌs Ƌue Đe Ŷ͛est pas le Đas pouƌ GluNϮA (Prybylowski et 

al. 2005). Paƌŵi Đes pƌotĠiŶes d͛ĠĐhafaudage, les plus fréquentes pour les récepteurs NMDA 

sont PSD-95 (postsynaptic density 95) et SAP-102 (synapse-associated protein102) (Sans et al. 

2000). La thĠoƌie d͛uŶe iŶteƌaĐtioŶ diffĠƌeŶtielle eŶtƌe les MAGUK et les sous-unités GluN2A 

et GluN2B est controversée (Bard et al. 2010). Cette hypothèse repose sur une association 

préférentielle de GluN2A avec PSD-95, et GluN2B avec SAP-102, ce qui déterminerait la 

localisation de ces sous-unités à la synapse (Sans et al. 2000; Al-Hallaq et al. 2007). Sur des 

cultures de neurones, les récepteurs contenant GluN2B sont plus mobiles, se déplacent plus 

facilement à la synapse que ceux contenant GluN2A (Groc et al. 2006). Une des explications 

envisagées serait une phosphorylation du site de fixation PDZ sur GluN2B, et pas sur GluN2A, 

paƌ la CKϮ, Đe Ƌui eŵpġĐheƌait l͛assoĐiatioŶ aǀeĐ des pƌotĠiŶes d͛ĠĐhafaudage et peƌŵettƌait 
ă GluNϮB d͛ġtƌe ŵoďile (Chung et al. 2004; Sanz-Clemente et al. 2010). Cependant, la délétion 

du domaine PDZ sur la sous-unité GluN2A ne modifie pas les propriétés électrophysiologiques 

de ces récepteurs NMDA comparée à la sous-unité GluN2A sauvage (Barria and Malinow 2002; 

Prybylowski et al. 2005). EŶ ƌeǀaŶĐhe, la dĠlĠtioŶ eŶtiğƌe de l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale 

iŶtƌaĐellulaiƌe de GluNϮA diŵiŶue l͛eǆpƌessioŶ sǇŶaptiƋue de GluNϮA (Steigerwald et al. 

2000). Ainsi, la stabilisation de la sous-unité GluN2A à la synapse fait probablement intervenir 

d͛autƌes doŵaiŶes de fixation protéique, que le site PDZ seul. La sous-unité GluN2A se fixerait 

à des protéines de la famille MAGUK indépendamment du domaine PDZ (Cousins et al. 2009; 

Chen et al. 2011). De plus, le domaine extracellulaire des récepteurs peut aussi intervenir dans 

le contrôle 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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D͛autƌe paƌt, la sĠgƌĠgatioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA sǇŶaptiƋues et eǆtƌasǇŶaptiƋues Ƌui 
contiendraient respectivement les sous-unités GluN2A/GluN2C et GluN2B/GluN2D a suggéré 

que 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 

modğle seloŶ leƋuel l͛aĐtiǀatioŶ des récepteurs NMDA synaptiques est neuroprotectrice alors 

que celle des récepteurs extrasynaptiques conduit à la mort neuronale (Hardingham et al. 

2002). L͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs sǇŶaptiƋues iŶduit l͛eǆpƌessioŶ du faĐteuƌ tƌaŶsĐƌiptioŶŶel 
CREB (cyclic-AMP response element binding), reconnu pour jouer un rôle dans la survie 

neuronale. Cette activation bloque la transcription de gènes pro-apoptotiques et oxydatifs 

(APAF1, Puma). A contrario, l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs eǆtƌasǇŶaptiƋues iŶĐlut uŶe 
déphosphorylation de CREB et une activation de gènes pro-apoptotiques, uŶ eǆĐğs d͛iŶfluǆ 
calcique ă l͛oƌigiŶe de la ŵoƌt ŶeuƌoŶale (Hardingham et al. 2002). Des études de Stanika et 

ses Đollaďoƌateuƌs eŶ ϮϬϬϵ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe aĐtiǀatioŶ sĠleĐtiǀe des récepteurs NMDA 

eǆtƌasǇŶaptiƋues daŶs l͛hippoĐaŵpe peƌŵettait d͛oďteŶiƌ le ŵġŵe degƌĠ de ŵoƌt Đellulaiƌe 
Ƌu͛uŶe aĐtiǀatioŶ gloďale de toute la populatioŶ de ƌĠĐepteurs (synaptiques et 

extrasynaptiques) (Stanika et al. 2009). Cette activation des récepteurs NMDA 

extrasynaptiques est impliquée dans des pƌoĐessus pathologiƋues telle Ƌue l͛isĐhĠŵie 
cérébrale. Toutefois, le rôle exact et la composition en sous-uŶitĠs GluNϮ daŶs l͛effet dĠlĠtğƌe 
des récepteurs NMDA extraynaptiques Ŷ͛est pas ďieŶ Ġtaďli. 

III. Fonctions du récepteur NMDA 

Au sein du SNC, les récepteurs NMDA ont une expression et une distribution ubiquitaire. 

Il Ŷ͛est aloƌs pas suƌpƌeŶaŶt Ƌu͛ils soieŶt iŵpliƋuĠs daŶs des pƌoĐessus phǇsiologiƋues ĐlĠs 
Đoŵŵe la plastiĐitĠ sǇŶaptiƋue et Ƌu͛uŶe dĠƌĠgulatioŶ de leuƌ aĐtiǀitĠ soit ƌespoŶsaďle de 
processus pathologiƋues tels Ƌue l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ. 

1. Au cours du développement cérébral 

Les récepteurs NMDA sont distribués dans tout le système nerveux central (SNC). 

Toutefois, l͛eǆpƌessioŶ iŶdiǀiduelle des sous-unités dépend à la fois de la région cérébrale et 

du stade de développement. De fait, les sous-unités des récepteurs NMDA ont des profils 

d͛eǆpƌessioŶ distiŶĐt, qui se chevauchent souvent, et qui leur confèrent des fonctions 

spécifiques dépendantes de la région cérébrale et du stade de développement (Figure 3). 

L͛eǆpƌessioŶ de la sous-unité GluN1 débute à E14, et même si elle est exprimée uniformément 

daŶs le SNC apƌğs la ŶaissaŶĐe, il eǆiste des diffĠƌeŶĐes d͛eǆpƌessioŶ eŶtƌe les isofoƌŵes. Paƌ 
exeŵple, l͛isofoƌŵe GluNϭ eǆpƌiŵaŶt la Đassette eŶ N-terminale est restreinte au noyau 

caudé, au thalamus et au cervelet (Laurie and Seeburg 1994). Toutefois, la signification 

fonctionnelle de cette différenĐe d͛eǆpƌessioŶ des isofoƌŵes GluNϭ Ŷ͛est pas ďieŶ ĐoŶŶue.  

Contrairement à GluN1, il y a 4 gènes qui codent les sous-unités GluN2 avec pour chacune 

des sous-unités un profil d͛eǆpƌessioŶ spatio-temporel unique. GluN2B est fortement 
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exprimée au stade embryonnaire, avec une expression maximale vers P5-10 puis elle diminue 

pour être restreinte ă l͛ąge adulte au cerveau antérieur.  

A l͛iŶǀeƌse, ă la ŶaissaŶĐe, l͛eǆpƌessioŶ de GluNϮA jusƋu͛aloƌs iŶdĠteĐtaďle appaƌaît 

graduellement à partir de la seconde semaine postnatale (P7). GluN2A est présente dans le 

ŶĠoĐoƌteǆ, l͛hippoĐaŵpe, les ďulďes olfaĐtifs et le Đeƌǀelet, pouƌ finalement être distribuée de 

manière ubiquitaire dans le SNC ă l͛ąge adulte (Monyer et al. 1994). L͛eǆpƌessioŶ de GluNϮC 
Ŷ͛appaƌaît pas au stade eŵďƌǇoŶŶaiƌe Ŷi postŶatal pƌĠĐoĐe, ŵais Ŷ͛est dĠteĐtaďle Ƌu͛auǆ 
alentours de P10-P11. GluN2C est essentiellement retrouvée dans les cellules granulaires du 

cervelet et dans une moindre mesure dans les bulbes olfactifs (Sanz-Clemente et al. 2013). 

Enfin, GluN2D tout comme GluN2B, est exprimée dès le stade embryonnaire, avec un pic 

d͛eǆpƌessioŶ ă Pϳ. SoŶ Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ diŵiŶue ă l͛ąge adulte, GluN2D est confinée au 

niveau du diencéphale, du mésencéphale et de la moelle épinière (Monyer et al. 1994; 

Watanabe et al. 1994; Wenzel et al. 1996; Sanz-Clemente et al. 2013). Les sous-unités GluN3 

oŶt aussi uŶ patteƌŶ d͛eǆpƌessioŶ diffĠƌeŶtiel. GluNϯA a uŶ piĐ d͛eǆpƌessioŶ daŶs les pƌeŵieƌs 
jours post-Ŷatales et ă l͛ąge adulte Đette sous-uŶitĠ Ŷ͛est dĠteĐtaďle Ƌue dans les bulbes 

olfactifs (Henson et al. 2010). L͛eǆpƌessioŶ de GluNϯB augŵeŶte au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt, 
notamment dans les motoneurones (Nishi et al. 2001), et daŶs l͛hippoĐaŵpe (Wee et al. 

2008), et elle est aussi exprimée dans le cortex cérébral ainsi que le cervelet (Wee et al. 2008). 

Figure 3 : profil d’eǆpƌessioŶ spatio-temporel de 

GluN1 et GluN2 chez le rat. 

Hybridation in situ sur des sections horizontales de 

cerveaux de ƌat ă PϬ, Pϳ, PϭϮ et ă l͛ąge adulte. Il s͛agit 
des pƌofils d͛eǆpƌessioŶ des sous-unités GluN1, 

GluNϮA, GluNϮB, GluNϮC et GluNϮD. D͛apƌğs Sanz-

Clemente et al., 2013.  
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De plus, il eǆiste des diffĠƌeŶĐes d͛eǆpƌessioŶ des sous-unités au niveau subcellulaire. Par 

exemple, la sous-unité GluN1 est répartie en 2 pools : une population située à la membrane 

plasŵiƋue Ƌui s͛asseŵďle aǀeĐ les sous-unités GluN2 et GluN3 et un second pool retenu dans 

le RE avec une courte demi-vie (Huh and Wenthold 1999). Les sous-unités GluN2 sont 

principalement localisées à la membrane plasmique.  

Paƌ ailleuƌs, l͛aĐtiǀitĠ des ƌĠĐepteuƌs NMDA seŵďle ġtƌe iŵpliquée dans des formes de 

plasticité dites structurales ; et plus particulièrement dans la formation de nouveaux neurones 

et de Ŷouǀelles sǇŶapses. Plusieuƌs Ġtudes suggğƌeŶt Ƌue l͛aĐtiǀitĠ des ƌĠĐepteuƌs NMDA 
seƌait ĐouplĠe ă la ŶeuƌogeŶğse adulte, Ƌui a lieu daŶs le gǇƌus deŶtĠ de l͛hippoĐampe 

(Cameron et al. 1995; Nacher and McEwen 2006). L͛adŵiŶistƌatioŶ d͛aŶtagoŶistes de Đes 
récepteurs in vivo entraîne une diminution du nombre de nouveaux neurones tandis que 

l͛appliĐation de NMDA semble augmenter le taux de neurogenèse (Contestabile 2000). De 

plus, les récepteurs NMDA joueraient un rôle 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). L͛oƌigiŶe et la Ŷatuƌe des agoŶistes et Đo-agonistes qui permettent leur fonctionnalité 

restent en revanche inconnues. 

La synaptogenèse est un processus au cours duquel les neurones établissent des contacts 

sǇŶaptiƋues afiŶ d͛Ġŵettƌe des sigŶauǆ ǀeƌs d͛autƌes ŶeuƌoŶes. Ce processus débute au cours 

du développement embryonnaire (à partir de E18) et se poursuit après la naissance. Très peu 

de données suggèrent une implication des récepteurs NMDA dans les étapes précoces de la 

synaptogenèse, telles que la mise en contact per se des neurites, mais ces récepteurs semblent 

ŶĠĐessaiƌes au ƌaffiŶeŵeŶt et ă la staďilisatioŶ des sǇŶapses. L͛aĐtiǀitĠ des ƌĠĐepteuƌs NMDA 
aideƌait ă l͛ĠŵeƌgeŶĐe de pƌotusioŶs suƌ les deŶdƌites eŶ dĠǀeloppeŵeŶt, aiŶsi Ƌu͛ă la 
formatioŶ d͛uŶe foƌŵe pƌĠĐoĐe 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 

s͛eŶ souǀeŶiƌ, ŶotaŵŵeŶt gƌąĐe auǆ pƌoĐessus de ŵĠŵoiƌe et d͛appƌeŶtissage. Ces 
phĠŶoŵğŶes se tƌaduiseŶt paƌ uŶe augŵeŶtatioŶ iŵpoƌtaŶte et duƌaďle de l͛effiĐaĐitĠ 
synaptique aussi connue sous le nom de potentialisation à long terme (Long Term Potentiation 

ou LTP) (Nabavi et al. 2014). Une seconde forme de plasticité synaptique existe sous le terme 

de dépression à long terme (LTD, Long Term Depression). La LTP a été observée pour la 

première 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 l͛aŵǇgdale et du stƌiatuŵ (Uno and 

Ozawa 1991).  
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Le récepteur NMDA est une des pièces maitresses de la plasticité synaptique, 

pƌoĐessus ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe ĠtaŶt la ďase Đellulaiƌe de la ŵĠŵoiƌe et de l͛appƌeŶtissage. Dğs 
loƌs l͛Ġtude du foŶĐtioŶŶeŵeŶt de Đe ƌĠĐepteuƌ NMDA et des aĐteuƌs Ƌui le ƌĠgulent sont 

nécessaires pour appréhender au mieux ces phénomènes. La LTP et la LTD dépendant des 

ƌĠĐepteuƌs NMDA soŶt les foƌŵes les plus ƌĠpaŶdus de plastiĐitĠ sǇŶaptiƋue, ŵġŵe s͛il eǆiste 
d͛autƌes foƌŵes de plastiĐitĠ iŶdĠpeŶdaŶte des ƌĠĐepteuƌs 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 

pƌĠĐoĐe duƌe de ƋuelƋues seĐoŶdes ă ƋuelƋues heuƌes et l͛effiĐaĐitĠ sǇŶaptiƋue ƌepose suƌ 
des mécanismes enzymatiques, mais sans intervention de synthèse protéique. La phase 

taƌdiǀe peƌsiste suƌ plusieuƌs jouƌs et l͛aŵĠlioƌatioŶ de l͛effiĐaĐitĠ sǇŶaptiƋue ƌepose suƌ la 
synthèse de protéines de novo (Bliss and Lomo 1973; Collingridge et al. 1983; Nicoll 2017). 

 EǆpĠƌiŵeŶtaleŵeŶt, l͛iŶduĐtioŶ de LTP ŶĠĐessite l͛appliĐatioŶ d͛uŶ pƌotoĐole ă haute 
fréquence par plusieurs trains de stimulations tétaniques afin de stimuler les synapses 

glutamatergiques. A la suite de cette stimulation à haute fréquence, le neurone présynaptique 

libère une grande quantité de glutamate, qui à 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 

ŵagŶĠsiuŵs ďloƋuaŶt les ƌĠĐepteuƌs NMDA. Ces deƌŶieƌs s͛aĐtiǀeŶt et iŶduiseŶt uŶe eŶtrée 

de calcium et de sodiuŵ, aiŶsi Ƌu͛uŶe soƌtie d͛ioŶs potassiuŵ daŶs l͛ĠlĠŵeŶt postsǇŶaptiƋue. 
L͛eŶtƌĠe d͛ioŶs calcium est un élément clé, responsable de l͛iŶduĐtioŶ de la LTP via une 

aĐtiǀatioŶ d͛uŶ eŶseŵďle de ĐasĐades ŵolĠĐulaiƌes ĐoŶduisaŶt au ƌeŶfoƌcement synaptique. 

EŶ effet, le fait de taŵpoŶŶeƌ l͛ioŶ ĐalĐiuŵ paƌ uŶ ĐhĠlateuƌ de ĐalĐiuŵ tel Ƌue le BAPTA iŶhiďe 
l͛iŶduĐtioŶ de la LTP (Lynch et al. 1983). A l͛iŶǀeƌse, l͛augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ 
ĐalĐiuŵ peƌŵet d͛iŶduiƌe uŶe augŵeŶtatioŶ duƌaďle de la tƌaŶsŵissioŶ sǇŶaptiƋue. De plus, 
cette entrée de calcium active CAMKII (Lisman et al. 2002), et iŵpliƋue d͛autres 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). L͛iŵpliĐatioŶ du ƌĠĐepteuƌ NMDA daŶs l͛iŶduĐtioŶ 
de la LTP a ĠtĠ ƌĠǀĠlĠe paƌ l͛utilisatioŶ d͛aŶtagoŶistes spĠĐifiƋues de Đes ƌĠcepteurs, dont le 

d-2-amino-5-phosphoǀaleƌate ;APϱ ou APVͿ. L͛appliĐatioŶ de Đes aŶtagoŶistes eŵpġĐhe 
l͛iŶduĐtioŶ de la LTP saŶs aǀoiƌ auĐuŶ effet suƌ les poteŶtiels post-synaptiques excitateurs 

évoqués à faibles fréquences (Collingridge et al. 1983).  
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De Ŷoŵďƌeuǆ gƌoupes oŶt ĠtudiĠ l͛iŶflueŶĐe des sous-types des récepteurs NMDA pour 

initier les processus de plasticité synaptique. Massey et collaborateurs suggèrent que la LTP 

dĠpeŶdƌait de l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA ĐoŶstituĠs de la sous-unité GluN2A alors que 

la LTD serait sous-teŶdue paƌ l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs eǆtƌasǇŶaptiƋues ĐoŶteŶaŶt GluNϮB 
(Massey et al. 2004). A l͛iŶǀeƌse, la LTP peut ġtƌe iŶduite Đhez des souƌis GluNϮA -/- dans 

l͛hippoĐaŵpe, ŵais pas Đhez des souƌis GluNϮB -/-, suggérant une induction de LTP plutôt sous 

le contrôle de GluN2B (Berberich et al. 2005; Weitlauf et al. 2005; Brigman et al. 2010). 

D͛autƌes tƌaǀauǆ Ŷ͛oŶt pas pu ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe uŶe sous-unité particulière et un des 

modèles potentiels pour induire la plasticité dépendrait du rapport synaptique 

GluNϮA/GluNϮB. L͛Ġtude de Xu ŵoŶtƌe Ƌue la diŵiŶutioŶ du ƌappoƌt GluNϮA/GluN2B favorise 

l͛iŶduĐtioŶ de la LTP aloƌs Ƌu͛uŶe augŵeŶtatioŶ de Đe ƌappoƌt l͛iŶhiďe (Xu et al. 2009). 

Figure 4 : SĐhĠŵa siŵplifiĠ de la LTP au seiŶ d’uŶe sǇŶapse glutaŵateƌgiƋue. 
Loƌs d͛uŶe foƌte liďĠƌatioŶ de glutaŵate, les ƌĠĐepteuƌs ioŶotƌopiƋues ;NMDA et AMPAͿ et 
ŵĠtaďotƌopiƋues ;ŵGluRͿ s͛aĐtiǀeŶt. L͛ouǀeƌtuƌe du ĐaŶal du ƌĠĐepteuƌ NMDA pƌoǀoƋue une entrée 

massive de Ca2+ et les récepteurs métabotropiques couplés à une protéine G provoquent la 

mobilisation du Ca2+ stocké dans le réticulum. La forte concentration intracellulaire de calcium active 

des protéines kinases (PKA, PKC, CAMKII) qui à terme permettent la synthèse de nouvelles protéines. 
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Globalement, les données de la littérature ne permettent pas de déterminer le rôle exact des 

sous-unités GluN2A et GluN2B dans la LTP. 

3. L’eǆĐitotoǆiĐitĠ 

Cela fait plus de six décennies Ƌu͛il a ĠtĠ dĠĐouǀeƌt 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 première preuve des effets toxiques du 

glutamate. Ces lésions ne sont pas restreintes à la rétine, mais concernent également des 

stƌuĐtuƌes ĐeŶtƌales, le lieŶ eŶtƌe l͛effet eǆĐitateuƌ du glutaŵate et sa toǆiĐitĠ fait Ŷaîtƌe le 
ĐoŶĐept d͛eǆĐitotoǆiĐitĠ (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 incontrôlée du 

glutaŵate.  Cette eǆĐitotoǆiĐitĠ ĐoŶduit ă la ŵoƌt de tǇpe ŶĠĐƌotiƋue. Il s͛agit d͛uŶe ŵoƌt 
prématurée et non programmée, qui se caractérise morphologiquement par une 

augŵeŶtatioŶ du ǀoluŵe de la Đellule, uŶ goŶfleŵeŶt et uŶe dissolutioŶ des oƌgaŶelles. Il s͛eŶ 
suit une rupture des membranes nucléaires et cytoplasmiques concomitantes à la dégradation 

de l͛aĐide dĠsoǆǇƌiďoŶuĐlĠiƋue ;ADNͿ paƌ des eŶdoŶuĐlĠases aĐtivées (Bicknell and Cohen 

1995; Dong et al. 1997). Peu de teŵps apƌğs, l͛ĠƋuipe de Choi dĠŵoŶtƌe Ƌue les eŶtƌĠes de 
ĐalĐiuŵ soŶt uŶ ŵĠdiateuƌ ĐlĠ de l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ du glutaŵate, et Ƌue l͛affluǆ de ĐalĐiuŵ ă 
travers les récepteurs glutamatergiques de type NMDA est la principale source de calcium 

« toxique » (Choi 1987; Choi 1988a; Choi 1988b). L͛ĠƋuipe de TǇŵiaŶski ĐoŶfiƌŵe Ƌue l͛eŶtƌĠe 
de calcium par les récepteurs NMDA est particulièrement efficace pour induire la mort 

ŶeuƌoŶale paƌ ƌappoƌt ă l͛eŶtƌĠe via d͛autƌes ĐaŶauǆ (Tymianski et al. 1993). 

L͛eǆĐitotoǆiĐitĠ du glutaŵate est oďseƌǀĠe daŶs des situatioŶs aiguës, loƌs d͛uŶ 
tƌauŵatisŵe ŶeuƌologiƋue ĐĠƌĠďƌal tel Ƌue l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. La contribution des 

récepteurs NMDA a iŶduit le dĠǀeloppeŵeŶt d͛aŶtagoŶistes ĐiďlaŶt les ƌĠĐepteuƌs NMDA et 
notamment la sous-uŶitĠ GluNϮB. MalgƌĠ uŶe aŵĠlioƌatioŶ de l͛iŶdeǆ thĠƌapeutiƋue, les 
aŶtagoŶistes ĐiďlaŶt GluNϮB Ŷ͛oŶt pas eŶĐoƌe ĠtĠ ǀouĠs au suĐĐğs eŶ ĐliŶiƋue (Mony et al. 

2009). De plus, des niveaux élevés de glutamate de façon chronique pourraient contribuer à 

la perte de synapses et de neurones étant impliqués dans des pathologies dégénératives telles 

Ƌue la ŵaladie d͛HuŶtiŶgtoŶ, la ŵaladie de PaƌkiŶsoŶ et d͛Alzheiŵeƌ. 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 hétérotétramère composé de deux sous-unités GluN1 

associées à des sous-uŶitĠs GluNϮ et GluNϯ. SoŶ aĐtiǀatioŶ ŶĠĐessite la liaisoŶ d͛uŶ agoŶiste, 
le glutamate, ou un agoniste de synthèse, le NMDA, ainsi que la liaison de co-agonistes, la 

glycine ou la D-sĠƌiŶe. A la suite d͛uŶe dĠpolaƌisatioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe, l͛ioŶ Mg2+ est expulsé du 

poƌe du ĐaŶal, peƌŵettaŶt eŶtƌe autƌes l͛iŶfluǆ d͛ioŶs Ca2+. Des mécanismes de dégradation 

et de recyclage permettent de réguler la présence des récepteurs à la membrane, et la 

phosphorylation des résidus tyrosines et sérines/thréonines sur les sous-unités permet de 

moduler l͛aĐtiǀitĠ des ƌĠĐepteuƌs NMDA.  

Ces sous-uŶitĠs soŶt eǆpƌiŵĠes diffĠƌeŶtielleŵeŶt daŶs le teŵps et daŶs l͛espaĐe aǀeĐ 
paƌ eǆeŵple uŶ sǁitĐh d͛eǆpƌessioŶ de la sous-unité GluN2B au stade embryonnaire pour la 

sous-unité GluN2A au stade postnatal. Ces mêmes sous-unités seraient réparties de façon 

hétérogène à la membrane, avec la présence de la sous-unité GluN2A plutôt à la synapse et 

celle de GluN2B plutôt aux sites extrasynaptiques. Fonctionnellement, les récepteurs NMDA 

soŶt iŵpliƋuĠs daŶs la plastiĐitĠ sǇŶaptiƋue et uŶ eǆĐğs d͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue ă travers ces 

récepteurs est responsable de la mort de type excitotoxique.  

 

 

The NMDA receptor is a heterotetramer composed of two GluN1 subunits associated 

with GluN2 and GluN3 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, Mg2+ is relieved from the pore, allowing Ca2+ 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 GluN2B subunit (expressed at embryonic stages) for GluN2A subunit 

(expressed at postnatal stages). There is also a heterogeneous distribution at the membrane 

with a GluN2A localization preferentially at the synapse and GluN2B 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’aĐtivateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe 

 L͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe ;tissue type plasminogen activator, tPA) est 

une glycoprotéine appartenant à la famille des sérines protéases découverte au 20ème siècle 

par sa présence dans la circulation sanguine. Elle a tout d͛aďoƌd ĠtĠ ĠtudiĠe pour sa propriété 

fibrinolytique, Đ͛est-à-diƌe Ƌu͛elle permet de cliver le plasminogène inactif en plasmine 

permettant alors la dégradation du caillot de fibrine. Son activité protéolytique lui a ǀalu d͛ġtƌe 
reconnue comme seul traitement pharmacologique pour la phase aiguë des accidents 

vasculaires cérébraux (AVC) ischémiques dès 1995 (NINDS 1995). Cette protéase siège 

physiologiquement dans le compartiment vasculaire mais aussi dans le parenchyme cérébral 

où elle est exprimée daŶs diǀeƌses stƌuĐtuƌes ĐĠƌĠďƌales ;hippoĐaŵpe, Đoƌteǆ, aŵǇgdale…Ϳ 
ainsi que par de ŵultiples tǇpes Đellulaiƌes ;ŶeuƌoŶes, astƌoĐǇtes…Ϳ. Le tPA est une protéine 

pléiotrope, Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ de Ŷoŵďƌeuǆ ƌĠĐepteuƌs, l͛iŵpliƋuaŶt daŶs diǀeƌses 
fonctions physio-pathologiques qui seront développées dans cette seconde partie. 

I. Historique 

 La découverte des différentes protéines intervenant dans la cascade fibrinolytique 

endogène a permis de mettre au point la thrombolyse pharmacologique.  

 Durant la Grèce antique, Hippocrate avait déjà observé que le sang des personnes 

dĠĐĠdĠes Ŷ͛Ġtait 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 après le 

décès (Morgagni 1761). IƌoŶiƋueŵeŶt, il ŵeŶait des tƌaǀauǆ eŶ paƌallğle suƌ l͛apopleǆie ;teƌŵe 
ŵĠdiĐal histoƌiƋue de l͛AVCͿ et Ŷe pouǀait se douteƌ Ƌue de sa pƌeŵiğƌe oďseƌǀatioŶ Ŷaîtƌait 
le traitement de référence sur les AVC deux cents ans plus tard. En 1838, Denis observa la 

dissolution spontanée du sang (Denis 1838) ŵais Đe Ŷ͛est Ƌu͛eŶ ϭϴϰϰ Ƌu͛AŶdƌal aǀaŶça l͛idĠe 
que le sang se reliquéfiait ce qui a constitué les prémisses du système fibrinolytique (Andral 

1845). EŶ ϭϴϴϵ, DeŶǇs et De Maƌďaiǆ fuƌeŶt les pƌeŵieƌs ă postuleƌ l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe eŶzǇŵe 
fibrinolytique endogène « dormante » (Denys and de Marbaix 1889) et Dastre inventa le 

terme de fibrinolyse en 1893 (Dastre 1893). 

 Par la suite eŶ ϭϵϬϮ, CoŶƌadi dĠŵoŶtƌa Ƌu͛il Ġtait possiďle de dĠgƌadeƌ les Đaillots 
saŶguiŶs paƌ l͛ajout d͛eǆtƌait de diffĠƌeŶts oƌgaŶes (Conradi 1902). Puis, Hedin identifia une 

activité protéolytique dans la fraction globuline du sérum, fraction qui fut identifiée plus tard 

comme contenant le plasminogène, précurseur de la plasmine (Hedin 1903; Christensen and 

Macleod 1945).  

 Pour la première fois, en 1952 Tage Astrup et Agnete Stage furent les premiers à isoler 

et soluďiliseƌ ;paƌtielleŵeŶtͿ l͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe, le tPA ;appelĠ aloƌs 
« fibrinokinase ») (Astrup and Stage 1952). Cependant, la protéine fut difficile à purifier, et ce 

Ŷ͛est Ƌu͛eŶ ϭϵϳϵ Ƌue le tPA est puƌifiĠ et ĐaƌaĐtĠƌisĠ par les travaux de Binder à la fois dans la 

ĐiƌĐulatioŶ saŶguiŶe, et daŶs l͛utĠƌus gƌąĐe auǆ tƌaǀauǆ de RijkeŶ, Ƌui aǀait ďesoiŶ de ϱ kilos 
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d͛utĠƌus huŵaiŶ pouƌ isoleƌ et puƌifieƌ ϭŵg de fiďƌinokinase (Binder et al. 1979; Rijken et al. 

1979). Rebaptisé « activateur tissulaire du plasminogène », le tPA est alors purifié à partir de 

surnageants de cultures de cellules de mélanome humain grâce aux travaux conjoints de 

Collen et Rijken en 1981, permettant ainsi sa caractérisation (Rijken and Collen 1981).  

 La poursuite du progrès est telle que la première administration de tPA Đhez l͛Homme 

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 à réussir le clonage du tPA, ouvrant la 

voie à la production de tPA recombinant par les cellules eucaryotes (Pennica et al. 1983). La 

production à 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 même année, la première étude clinique est menée sur des 

patieŶts souffƌaŶt d͛iŶfaƌĐtus du ŵǇoĐaƌde. EŶ ϭϵϵϱ, le suĐĐğs d͛uŶe Ġtude ĐliŶiƋue ĐoŶduit ă 
l͛utilisatioŶ du tPA Đoŵŵe ageŶt fiďƌiŶolǇtiƋue loƌs de la phase aiguë d͛uŶ AVC isĐhĠŵiƋue 
(NINDS 1995). Même après 25 ans, il reste le seul agent pharmacologique autorisé lors de la 

phase aigüe d͛uŶ AVC isĐhĠŵiƋue. 

II. La structure du tPA  

 Le tPA est la pƌotĠiŶe issue de l͛eŶĐodage du gğŶe plasminogen activator tissue type 

;PLATͿ situĠ suƌ le Đhƌoŵosoŵe ϴ Đhez l͛Homme (Tripputi et al. 1986). Le premier transcrit 

issu de ce gène va engendrer trois ARNm dont seul un isoforme sera protéolytiquement actif. 

  Le tPA est une glycoprotéine qui appartient à la famille des sérines protéases. Celui-ci 

est sǇŶthĠtisĠ sous la foƌŵe d͛uŶe ĐhaîŶe polǇpeptidiƋue de ϱϮϳ aĐides aŵiŶĠs aǀeĐ uŶe 
masse moléculaire de 69kDa (Pennica et al. 1983). L͛aĐĐğs ă la sĠƋueŶĐe Ŷucléotidique du tPA 

a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ ϭϳ poŶts disulfuƌes peƌŵettaŶt le ŵaiŶtieŶ de sa stƌuĐtuƌe 
tƌidiŵeŶsioŶŶelle aiŶsi Ƌue des sites de glǇĐosǇlatioŶs. EŶ effet, le tPA possğde uŶ site d͛O-

glycosylation sur la thréonine61 (Harris et al. 1991) ainsi que trois sites de N-glycosylations 

doŶt deuǆ soŶt ĐoŶstitutifs : uŶ suƌ l͛aspaƌagiŶe ;AsŶͿ117 et uŶ autƌe suƌ l͛AsŶ448. La troisième 

N-glǇĐosǇlatioŶ est ǀaƌiaďle et se situe suƌ l͛AsŶ184. De Đes ϯ sites ƌĠsulteŶt l͛eǆisteŶĐe de deuǆ 
glycoformes du tPA : le tPA de type I avec les trois N-glycosylations et le tPA de type II avec 

seulement les deux N-glycosylations constitutives (Pohl et al. 1984). La glycosylation sur 

l͛AsŶ184 (tPA de type I) diminue la capacité du tPA à cliver le plasminogène et à se lier à la 

fibrine (Berg et al. 1993).  

 Concernant sa structure, le tPA est constitué de cinq domaines répartis en une chaîne 

lourde (chaîne A) située en amino-terminale et une chaîne légère (chaîne B).  
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Chaîne lourde : 

 Le domaine Finger est appelé ainsi par analogie au premier domaine Finger de la 

fiďƌoŶeĐtiŶe. Il peƌŵet la fiǆatioŶ du tPA ă la fiďƌiŶe ĐoŶduisaŶt ă la foƌŵatioŶ d͛uŶ Đoŵpleǆe 
ternaire avec le plasminogène (Kagitani et al. 1985). Par ce domaine, le tPA se lie également à 

des récepteurs membranaires, notamment avec les récepteurs aux lipoprotéines de faible 

densité (Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein, LRP) (Bu et al. 1992) et l͛annexine 

II (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 à 

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

sa recapture et à sa dégradation par les hépatocytes (Hajjar and Reynolds 1994). 

 

 Le domaine Kringle 1 se ĐaƌaĐtĠƌise paƌ la pƌĠseŶĐe d͛un site actif ayant une forte 

affinité pour la lysine (Lysine Binding Site, LBS) et possède deux sites aminés aromatiques 

(Tryptophane242 et Tryptophane253) formant une poche dans la structure tertiaire du tPA. Le 

rôle 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 ƌĠĐepteuƌ au ŵaŶŶose gƌąĐe ă la glǇĐosǇlatioŶ de l͛AsŶ117 (Kuiper et al. 1996). 

Il aurait également un rôle dans l͛iŶhiďitioŶ de la pƌolifĠƌatioŶ des Đellules eŶdothĠliales (Kim 

et al. 2003). 

 

 Le domaine Kringle 2 dispose quant à lui un site de liaison à la lysine fonctionnel lui 

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

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

factor-CC, PDGF-CC) (Fredriksson et al. 2004; Lopez-Atalaya et al. 2008). Ce domaine peut 

également se fixer à la fibrine mais avec une affinité plus faible que le domaine Finger. 

 La ĐhaîŶe lĠgğƌe Ŷe possğde Ƌu͛uŶ seul doŵaiŶe : le domaine catalytique. Ce dernier 

perŵet de ĐoŶǀeƌtiƌ le plasŵiŶogğŶe eŶ plasŵiŶe gƌąĐe ă la pƌĠseŶĐe d͛uŶe tƌiade ĐatalǇtiƋue 
actif contenant les acides aminés Histidine322, Aspartate371 et Sérine478 (Figure 5). 
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 Cette sérine protéase existe sous deux formes actives distinctes : une forme native, 

simple chaîne (single chain tPA ou sc-tPA) et une forme double chaîne (two chain tPA ou tc-

tPA) (Rijken and Collen 1981). La conversion du sc-tPA en tc-tPA s͛effeĐtue paƌ l͛hǇdƌolǇse de 
la liaisoŶ peptidiƋue ƌeliaŶt l͛AƌgiŶiŶe275 ă l͛IsoleuĐiŶe276, les deux parties de la protéine 

ƌestaŶt ƌeliĠes l͛uŶe ă l͛autƌe paƌ uŶ poŶt disulfuƌe Ġtaďli eŶtƌe les deuǆ ĐǇstĠiŶes appaƌteŶaŶt 
à chacune des deux chaînes (Lamba et al. 1996). Cette hǇdƌolǇse s͛effeĐtue paƌ l͛aĐtioŶ 
d͛autƌes pƌotĠases Đoŵŵe la plasŵiŶe (Wallén et al. 1982) ou les kallikréines (Ichinose et al. 

1984).  

 La majorité des sérines protéases sont synthétisées sous une forme simple chaîne 

zymogène, c'est-à-diƌe dĠpouƌǀue d͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue et Đe Ŷ͛est Ƌu͛ă la suite de leuƌ 
clivage en forme double chaîŶe Ƌu͛elles deǀieŶŶeŶt aĐtiǀes. CepeŶdaŶt, le tPA est uŶe sĠƌiŶe 
protéase particulière car elle est active sous ses deux formes (Hoylaerts et al. 1982). En 

présence de fibrine, les deux formes ont la même activité fibrinolytique (Thelwell and 

Longstaff 2007). Néanmoins, en absence de fibrine, le tc-tPA possède une activité cinq fois 

supérieure à celle du sc-tPA (Wallén et al. 1982; Petersen et al. 1988). D͛autƌe part, le rôle 

différentiel de ces deux formes de tPA sera évoqué dans une prochaine partie. 

 

Figure 5 : Structure et fonction du tPA. 

Le tPA est synthétisé sous une forme simple chaîne (sc-tPA) et peut être clivé sous une forme double 

chaîne (tc-tPA). Le tPA est constitué de 5 domaines répartis sur une chaîne lourde et une chaîne 

légère, 3 sites de glycosylations et 17 ponts disulfures. Adaptée d͛apƌğs Hébert et al., 2016. 
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III. Expression du tPA 

1. Expression périphérique du tPA 

 Coŵŵe Đela a ĠtĠ ĠŶoŶĐĠ daŶs l͛histoƌiƋue, le tPA a ĠtĠ ideŶtifiĠ eŶ pƌeŵieƌ lieu daŶs 
la circulation sanguine (Binder et al. 1979). Depuis, la présence d͛une activité de tPA a été 

observée dans de nombreux organes tels que les reins, les poumons, le Đœuƌ, la pƌostate aiŶsi 
Ƌue l͛utĠƌus, organe à partir duquel il a été purifié dans les années 80 (Albrechtsen 1957; Rouf 

et al. 1996). Son expression est souvent associée à un remodelage tissulaire et vasculaire, 

Đoŵŵe loƌs de la ŵise eŶ plaĐe de l͛eŶdoŵğtƌe (Lockwood and Schatz 1996). 

2. Expression du tPA dans la circulation  

 Dans le compartiment plasmatique, il est principalement synthétisé et libéré par les 

Đellules eŶdothĠliales sous sa foƌŵe siŵple ĐhaîŶe et ĐiƌĐule ă uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛eŶǀiƌoŶ 
70pM (Levin and Loskutoff 1982; Angles-Cano et al. 1985). Le tPA est retrouvé en grande 

partie dans les micro-vaisseaux (<100µm de diamètre) (Levin and del Zoppo 1994; Levin et al. 

1997). Sa localisation précise au sein des cellules eŶdothĠliales Ŷ͛est pas eŶĐoƌe ďieŶ dĠfiŶie, 
mais des études ont montré que le tPA semble être stocké au sein des corps Weibel-Palade, 

siège 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 façons : de 

manière constitutive ou en réponse à un stimulus spécifique. Cette sécrétion de tPA peut être 

stimulée par des facteuƌs de la ĐasĐade de la ĐoagulatioŶ ou paƌ l͛hǇpoǆie (Diamond et al. 

1989; Emeis et al. 1997). Ce mécanisme physiologique est important notamment pour 

eŵpġĐheƌ la foƌŵatioŶ d͛uŶ thrombus occlusif (Österlund et al. 2002). 

3. Expression régionale du tPA dans le système nerveux central 

 L͛eǆpƌessioŶ du tPA au seiŶ du SNC est mise en évidence pour la première fois en 1981. 

Soreq et Miskin détectent du tPA chez les ƌoŶgeuƌs, au Ŷiǀeau de l͛eŶdothĠliuŵ ǀasĐulaiƌe 
tapissant les vaisseaux cérébraux mais aussi dans des neurones (Soreq and Miskin 1983). Puis, 

en 1993, Sappino et collaborateurs caractérisent l͛eǆpƌessioŶ du tPA chez le rongeur et chez 

l͛Homme, au cours du développement et ă l͛ąge l͛adulte. 

 Chez la souris adulte, ils rapportent que le tPA est présent au sein du cervelet, de 

l͛hippoĐaŵpe, du Đoƌteǆ et du striatum (Figure 6 , Sappino et al., 1993). De façon intéressante, 

le niveau de synthèse des ARNm ne corrèle pas toujours avec son activité enzymatique. Par 

eǆeŵple, ďieŶ Ƌue l͛oŶ ƌetƌouǀe des ARNŵ daŶs la totalitĠ de l͛hippoĐaŵpe, auĐuŶe aĐtiǀitĠ 
eŶzǇŵatiƋue Ŷ͛est dĠteĐtĠe daŶs la ƌĠgioŶ CAϭ ;Coŵe d͛AŵŵoŶ ϭͿ. Les auteuƌs suggğƌeŶt 
aloƌs la pƌĠseŶĐe d͛iŶhiďiteuƌs de l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue du tPA daŶs Đes stƌuĐtuƌes 
cérébrales. 
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Chez l͛eŵďƌǇoŶ de souƌis, les ƋuaŶtitĠs d͛ARNŵ ĐodaŶt le tPA daŶs différentes régions 

(prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale) varient au cours du développement. Par 

eǆeŵple, daŶs le Đeƌǀelet l͛eǆpƌessioŶ des ARNŵ du tPA est faiďle pendant les 17 premiers 

jours de gestation (E17), puis un pic est observé durant la première semaine après la naissance 

(P1 à P7), pour revenir à des Ŷiǀeauǆ d͛eǆpƌessioŶ normale ă l͛ąge l͛adulte (Figure 7; Friedman 

& Seeds, 1995)  

Chez l͛Homme, Teesalu et Đollaďoƌateuƌs oŶt dĠteĐtĠ paƌ uŶe teĐhŶiƋue d͛hǇďƌidatioŶ 
in situ, des ARNm du tPA dans les régions cérébrales citées précédemment mais également 

dans de nombreuses autres régions telles que les plexus choroïdes, le tronc cérébral, 

l͛hǇpophǇse, la ŵoelle ĠpiŶiğƌe et les diffĠƌeŶts ŶoǇauǆ thalaŵiƋues (Teesalu et al. 2004). 

  De ƌĠĐeŶts tƌaǀauǆ ƌĠalisĠs au seiŶ du laďoƌatoiƌe oŶt peƌŵis d͛ideŶtifieƌ les 
diffĠƌeŶtes ƌĠgioŶs ĐoƌtiĐales ŵuƌiŶes Đapaďles d͛eǆpƌiŵeƌ le tPA. Paƌŵi Đelles-ci, on retrouve 

le cortex rétrosplénial, somatosensoriel primaire, périrhinal et piriforme, avec environ 10 à 

15% de neurones exprimant du tPA dans ces régions (Louessard et al. 2016). 

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 ĐoƌoŶale d͛uŶ Đeƌǀeau 
de souris coloré au crésyl violet. (D) Coupe coronale repƌĠseŶtaŶt l͛ARNŵ du tPA dĠteĐtĠ paƌ 
hybridation in situ. (E) Activité protéolytique du tPA détectée par zymographie in situ, apparaît dans 

les zoŶes ŶoiƌĐies paƌ la lǇse du suďstƌat daŶs l͛hippoĐaŵpe, l͛hǇpothalaŵus, l͛aŵǇgdale et les tissus 
méningés. (A : amygdale, H : hypothalamus ; DG : gyrus denté ; CA (1-2-3) : Coŵe d͛AŵŵoŶͿ. Adaptée 

de Sappino et al., 1993. 
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4. Expression cellulaire du tPA dans le système nerveux central 

A l͛ĠĐhelle Đellulaiƌe, le tPA est eǆpƌiŵĠ paƌ la ŵajoƌitĠ des tǇpes Đellulaiƌe 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 Đes diffĠƌeŶts tǇpes Đellulaiƌes s͛ajouteŶt les ŵastoĐǇtes (Sillaber et al. 

1999), les péricytes (Yamamoto et al. 2005), et les épendymocytes (Figure 8; Ware et al., 

1995).  

 

 

 

 

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 ĠtĠ fusioŶŶĠ ă la sĠƋueŶĐe ďaĐtĠƌieŶŶe du gğŶe de la β-galaĐtosidase. L͛eǆpƌessioŶ de la β-

galaĐtosidase ;eŶ ďleuͿ deǀieŶt le ƌappoƌteuƌ de l͛eǆpƌessioŶ du tPA. (A) Vue latérale, (B) vue dorsale 

d͛eŵďƌǇoŶs ă ϴ,ϳϱ jouƌs de ǀie embryonnaire (E8,75). A ce stade, la seule région exprimant du tPA est 

le mésencéphale, au niveau des neuromères (ms2). (C) Vue latérale à E9 avec une zone marquée au 

niveau du mésencéphale, du rhombencéphale (h) et des nerfs crâniens. (D) vue latérale, (E) section 

sagittale ă EϭϬ,ϱ ŵoŶtƌaŶt l͛eǆpƌessioŶ des ARNŵ du tPA et aussi ă (F) E11,5, (G) E12,5, (H) vue dorsale 

à E12,5, (I) vue latérale à E13,5, (J) ǀue fƌoŶtale d͛uŶ eŵďƌǇoŶ ă Eϭϱ,ϱ. A Đes diffĠƌeŶts stades, le tPA 
est exprimé au niveau du prosencéphale, du mésencéphale, du rhombencéphale, de la moelle épinière 

et des nerfs crâniens. h : rhombencéphale ; ms2 : neuromères du mésencéphale; sc : moelle épinière; 

s : prosencéphale ; V, VII, IX, X : crêtes neurales des nerfs trijumeaux (V), faciaux (Vii), 

glossophaƌǇŶgieŶs ;IXͿ et ǀagues ;XͿ. D͛après Carroll et al., 1994. 
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 Les neurones : le tPA est synthétisé et localisé dans les dendrites et les synapses (Shin 

et al. 2004). Le tPA Ŷ͛est pas sĠĐƌĠtĠ de ŵaŶiğƌe ĐoŶstitutiǀe ŵais ĐoŶtiŶu daŶs des ǀĠsiĐules 
à Đœuƌs denses au niveau des épines dendritiques (Parmer et al. 1997). Une dépolarisation 

neuronale conduit à sa libération par un mécanisme d͛eǆoĐǇtose dĠpeŶdaŶt du Ca2+ (Pittman 

1985). Par ailleurs, il semble que le tPA ne soit pas exprimé dans tous les neurones. Une 

ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ ŶeuƌoĐhiŵiƋue, paƌ uŶe teĐhŶiƋue d͛ĠleĐtƌophǇsiologie et de single cell PCR, a 

peƌŵis d͛Ġtaďliƌ Ƌue ϭϬ% des ŶeuƌoŶes eŶƌegistƌĠs soŶt ĐaƌaĐtĠƌisĠs paƌ la pƌĠseŶĐe d͛ARNŵ 
du tPA et à 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 

être recapturé par les astrocytes via les récepteurs LRP (Cassé et al. 2012). Les astrocytes 

synthétisent et libèrent du tPA précédemment capturé afin de réguler la quantité de glutamate 

présent à la synapse. Ce mécanisme est dépendant de la voie de signalisation de la PKC à la 

suite de l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs kaïŶates ŵeŵďƌaŶaiƌes (Cassé et al. 2012). La clairance du 

tPA au sein du SNC pourrait être 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 : l͛eǆpƌessioŶ du tPA daŶs les oligodeŶdƌoĐǇtes de Đoƌps Đalleuǆ 
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). 

Figure 8 : Expression du tPA par les différents types cellulaires du SNC chez la souris adulte. 

Immunohistochimie sur coupe de cerveau de souris après injection de colchicine (inhibiteur du 
tƌaŶspoƌt ŶeuƌoŶalͿ. EŶ ƌouge, il s͛agit de l͛iŵŵuŶoŵaƌƋuage positif du tPA pƌĠseŶt au seiŶ des fiďƌes 
ŵoussues de l͛hippoĐaŵpe Đhez des souƌis 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. 
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 La microglie : elle est également capable de synthétiser du tPA (Tsirka et al. 1995a; 

Rogove et al. 1999). La liďĠƌatioŶ de Đe deƌŶieƌ est iŵpliƋuĠe daŶs l͛aĐtiǀatioŶ ŵiĐƌogliale 
engendrant alors des processus inflammatoires et des processus de neurodégénération (Siao 

et al. 2003). 

 

IV. Régulation de l’eǆpƌessioŶ du tPA  

1. Dans le compartiment vasculaire 

 Chez l͛Homme, la demi-vie du tPA dans la circulation sanguine est de 3 à 6 minutes 

(Verstraete et al. 1985). Cette courte demi-ǀie s͛eǆpliƋue paƌ plusieuƌs ŵĠĐaŶisŵes doŶt 
l͛aďsoƌptioŶ ƌapide du tPA paƌ le foie. Cette ĐlaiƌaŶĐe s͛effeĐtue paƌ eŶdoĐǇtose, gƌąĐe ă 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), aiŶsi Ƌu͛uŶe ǀoie 
dépendante des galectines (Nagaoka et al. 2002). 

  Le seĐoŶd ŵĠĐaŶisŵe est l͛iŶhiďitioŶ ƌapide du tPA paƌ l͛iŶhiďiteuƌ de l͛aĐtiǀateuƌ du 
plasminogène de type I (PAI-1, plasminogen activator inhibitor 1). PAI-1 est considéré comme 

l͛iŶhiďiteuƌ phǇsiologiƋue pƌiŶĐipal des deuǆ aĐtiǀateurs tissulaires du plasminogène, le tPA et 

l͛uPA (urokinase plasminogen activator). PAI-1 est exprimé dans les cellules endothéliales et 

peut aussi bien inhiber les formes simples chaînes que les formes doubles chaînes du tPA 

(Ki=106-107 M-1. S-1 ; (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 

KƌiŶgle Ϯ et FiŶgeƌ ďloƋuaŶt aloƌs l͛iŶteƌaction entre le tPA et la fibrine (Kaneko et al. 1992). 

De plus, au Ŷiǀeau hĠpatiƋue les ƌĠĐepteuƌs au ŵaŶŶose iŶteƌǀieŶŶeŶt daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ du 
tPA via une fixation sur son domaine Kringle 1 (Asn117) (Lucore et al. 1988; Noorman et al. 

1998). Les récepteurs LRP ou les récepteurs de la macroglobuline-α2 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, l͛Ġtude de ChaŶdleƌ ŵoŶtƌe que les complexes 

tPA-PAI-1 sont éliminés plus lentement de la circulation que le tPA libre (Chandler et al. 1997). 

2. Dans le système nerveux central 

a. La recapture astrocytaire 

 Paƌŵi les ŵĠĐaŶisŵes d͛ĠliŵiŶatioŶ du tPA ĐĠƌĠďƌal, il a ĠtĠ suggĠƌĠ Ƌue les astƌoĐǇtes 
étaient responsables de la clairance du tPA extracellulaire dans le SNC par un processus de 

recapture (Fernández-Monreal et al. 2004). Les astrocytes internalisent le tPA extracellulaire 

de façoŶ ĐoŶstitutiǀe paƌ uŶ pƌoĐessus d͛eŶdoĐǇtose dĠpeŶdaŶt de la dǇŶaŵiŶe et de la 
ĐlathƌiŶe. Cette eŶdoĐǇtose iŵpliƋue l͛iŶteraction entre le domaine Finger du tPA et le 

ƌĠĐepteuƌ d͛eŶdoĐǇtose LRPϭ. Ce tPA iŶteƌŶalisĠ ǀa ġtƌe soit dĠgƌadĠ 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 

kaïnates 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 

 Déjà mentionné précédemment, Sappino et collaborateurs en 1993 avaient détecté 

des ARNŵ du tPA daŶs l͛hippoĐaŵpe ŵais auĐuŶe aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue Ŷ͛aǀait ĠtĠ ƌetƌouǀĠ 
dans la région CA1, suggérant forteŵeŶt la pƌĠseŶĐe d͛iŶhiďiteuƌs de l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue 
dans cette région (Sappino et al. 1993). Plus tardivement, ces inhibiteurs ont été identifiés 

comme des molécules appartenant à la famille des serpines. 

 Les serpines sont des inhibiteurs dits « suicides » ou à 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 être présentes sous une forme dite stable, inhibant 

l͛aĐtiǀitĠ de la pƌotĠase ou sous uŶe foƌŵe lateŶte, eŵpġĐhaŶt aloƌs l͛iŶteƌaĐtioŶ (Huntington 

et al. 2000; Silverman et al. 2001). 

 AĐtuelleŵeŶt, les seules seƌpiŶes Đapaďles d͛iŶhiďeƌ le tPA au Ŷiǀeau du SNC soŶt : 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 Ƌu͛in 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 à de très 

faibles concentrations dans les neurones et les astrocytes mais est surexprimé dans les 

astrocytes en conditions pathologiques. En effet, dans le cadre de modèles murins d͛AVC, la 

production/libération accrue de PAI-1 tendrait à 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 à 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 

l͛eǆpƌiŵeƌ (Osterwalder et al. 1996; Docagne et al. 1999). Dans le SNC, le tPA et la 

neuroserpine sont très souvent co-eǆpƌiŵĠs, ƌeŶfoƌçaŶt l͛idĠe Ƌue le tPA soit la Điďle 
physiologique de cette serpine (Teesalu et al. 2004). Le ŵĠĐaŶisŵe d͛iŶhiďitioŶ de la NS Ŷ͛est 
pas conventionnel puisque contrairement à PAI-1 qui forme des complexes très stables avec 

leur cible (demi-vie de plusieurs semaines), la demi-vie des complexes impliquant la NS est 

d͛uŶe dizaiŶe de ŵiŶutes (Ricagno et al. 2009). Après la formation du complexe NS/tPA, le tPA 

peut hydrolyser la boucle réactive (RCL) de la NS empêchant 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 à 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 très peu présente dans le compartiment 

sanguin, rendant son implication sur le tPA vasculaire négligeable. Ainsi, la NS peut être défini 

Đoŵŵe uŶ iŶhiďiteuƌ tƌaŶsitoiƌe de l͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue de Đette pƌotĠase. 

 La nexine-1 aussi nommée SERPINEϮ, est Đapaďle d͛iŶhiďeƌ ă la fois les aĐtiǀateuƌs du 
plasminogène (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 

uŶ ƌƀle daŶs la LTP au seiŶ de l͛hippoĐaŵpe. UŶe surexpression ou une absence de nexine-1 

est ă l͛oƌigiŶe de phĠŶoŵğŶe ĠpileptiƋue in vitro et in vivo (Lüthi et al. 1997; Meins et al. 

2001). La nexine-1 est aussi retrouvée en abondance autour des vaisseaux cérébraux et plus 

particulièrement au niveau des cellules musculaires lisses et des pieds astrocytaires (Junge et 

al. 2004). 

V. Les fonctions du tPA 

1. Les fonctions du tPA vasculaire 

a. La fibrinolyse 

 UŶ ŵĠĐaŶisŵe phǇsiologiƋue de l͛hĠŵostase, pƌĠseŶt daŶs la ĐiƌĐulatioŶ saŶguiŶe, 
peƌŵet d͛eŵpġĐheƌ l͛iŶstallatioŶ ŵais suƌtout l͛eǆteŶsion du caillot en détruisant les 

polǇŵğƌes de fiďƌiŶe, il s͛agit de la fiďƌiŶolǇse. Ce pƌoĐessus Đlƀtuƌe la ĐoagulatioŶ saŶguiŶe 
afiŶ de ƌepeƌŵĠaďiliseƌ les ǀaisseauǆ saŶguiŶs ƌĠpaƌĠs et d͛Ġǀiteƌ la foƌŵatioŶ de thƌoŵďoses 
(Gebbink 2011).    

  L͛eŶzǇŵe Đlef de Đe pƌoĐessus est la plasŵiŶe, Ƌui est directement capable 

d͛hǇdƌolǇseƌ les ĐhaîŶes de fiďƌiŶe eŶ fƌagŵeŶts. La plasŵiŶe est uŶe sĠƌiŶe pƌotĠase sĠĐƌĠtĠe 
paƌ le foie sous la foƌŵe d͛uŶe pƌo-enzyme inactive : le plasminogène (Collen and Lijnen 1991). 

Une fois générée par le clivage protéolytique du plasminogène, la plasmine est rapidement 

inhibée par des serpines présentes en quantités importantes dans le plasma : l͛α2-

aŶtiplasŵiŶe, l͛α2-macroglobuline et nexine-1.   
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CeĐi eǆpliƋue Ƌue l͛iŶjeĐtioŶ iŶtƌaǀeiŶeuse de plasŵiŶe Ƌui aǀait ĠtĠ iŶitialeŵeŶt eŶǀisagĠe 
pouƌ iŶduiƌe la thƌoŵďolǇse Ŷ͛est pas foŶĐtioŶŶĠe, Đaƌ la plasŵiŶe iŶjeĐtĠe est diƌeĐteŵeŶt 
neutralisée par ses inhibiteurs. De ce fait, les fibrinolytiques qui sont ou ont été utilisés 

reposent sur le même principe : activer le plasminogène en plasmine (Zorio et al. 2008). 

 PhǇsiologiƋueŵeŶt Đhez l͛Homme, il existe deux activateurs du plasminogène : le tPA 

;sǇŶthĠtisĠ pƌiŶĐipaleŵeŶt paƌ les Đellules eŶdothĠlialesͿ et l͛uƌokiŶase ;uPA, iŶitialeŵeŶt 
identifié dans l͛uƌiŶe où il est sĠĐƌĠtĠͿ. In fine, leur action est identique mais chacune présente 

des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues diffĠƌeŶtes. EŶ l͛aďseŶĐe de ĐofaĐteuƌs, le tPA est uŶ ŵauǀais aĐtiǀateuƌ 
du plasminogène mais en présence de fibrine, son activité est multipliée par 100 (Hoylaerts et 

al. 1982). En effet, la fibrine contient deux sites proches : l͛uŶ peƌŵettaŶt la liaisoŶ aǀeĐ le tPA 

via son domaine Finger et Kringle 2, l͛autƌe site pouvant fixer un ou plusieurs domaines Kringle 

du plasminogène. Ces trois partenaires forment ainsi un complexe ternaire au sein duquel la 

capacité du tPA à cliver son ligand est nettement augmentée. Ce complexe peƌŵet d͛aĐtiǀeƌ 
le plasminogène 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 à son tour 

activer la forme simple chaîne du tPA en une forme double chaîne et comme décrit 

précédemment les deux formes ont une activité comparable en présence de fibrine (Rijken et 

al. 1982).  

 Paƌ ailleuƌs, l͛autƌe aĐtiǀateuƌ du plasŵiŶogğŶe, l͛uPA possğde uŶe affiŶitĠ ŵoiŶdƌe 
pour la fiďƌiŶe paƌ ƌappoƌt au tPA. Des foƌŵes ƌeĐoŵďiŶaŶtes d͛aĐtiǀateuƌs du plasŵiŶogğŶe 
(natives ou modifiées) ont été développées pour dissoudre les caillots et avoir une spécificité 

plus importante avec la fibrine que celle que possède le tPA.  

Figure 9 : Mécanisme de la fibrinolyse endogène. 

Le tPA est sécrété par les cellules endothéliales, et est ensuite libéré dans la circulation sanguine. Le 
tPA clive le plasminogène circulant en plasmine à proximité du caillot de fibrine. La plasmine peut alors 
dĠgƌadeƌ la fiďƌiŶe et aiŶsi lǇseƌ les Đaillots. La ƌĠgulatioŶ de la fiďƌiŶolǇse se fait gƌąĐe ă l͛iŶhiďiteuƌ de 
la plasmine (α2-antiplasmine) et PAI-1 (inhibiteur du tPA). 
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Il s͛agit 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, ă l͛heuƌe aĐtuelle seule l͛utilisatioŶ du tPA est 

approuvée pour le traitement des AVC ischémiques en phase aigüe (NINDS, 1995). 

b. Le tPA et la barrière hémato-encéphalique 

 La barrière hémato-encéphalique (BHE) est une barrière 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 

ŵaiŶtieŶ de l͛hoŵĠostasie ĐĠƌĠďƌale. Dans un contexte pathologique Đoŵŵe l͛AVC 
ischémique, l͛iŶtĠgƌitĠ de la BHE est altĠƌĠe, pouǀaŶt conduire à 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 l͛iŶtĠgƌitĠ de la BHE. Le 

tPA eŶ s͛assoĐiaŶt aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs LRP situĠs suƌ les astƌoĐǇtes pĠƌiǀasĐulaiƌes iŶduit uŶe 
augmentation de la perméabilité de la BHE. Cette interaction provoque une rétraction des 

pieds astrocytaires de la lame basale et s͛eŶsuit uŶe ouǀeƌtuƌe de la BHE (Yepes et al. 2003; 

Polavarapu et al. 2007). Plus pƌĠĐisĠŵeŶt, l͛utilisatioŶ d͛uŶ aŶtagoŶiste ďloƋuaŶt le ƌĠĐepteuƌ 
LRPϭ eŵpġĐhe l͛eǆtƌaǀasatioŶ du Bleu EǀaŶs daŶs le paƌeŶĐhǇŵe ĐĠƌĠďƌal, tƌaduisaŶt uŶe 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 

ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe et paƌtiĐipeŶt ă l͛ouǀeƌtuƌe de la BHE. Le tPA est Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ les 
MMP-2,3 et 9, qui fragilisent les jonctions serrées, altèrent la lame basale et favorisent alors 

l͛ouǀeƌtuƌe de la BHE (Lijnen 2001; Suzuki et al. 2009). De plus, sur des ŵodğles d͛isĐhĠŵies 
cérébrales chez le rat, l͛injection intraveineuse de tPA associée à un inhibiteur à large spectre 

des MMPs (le BB-94) réduit significativement l͛iŶĐideŶĐe de transformation hémorragique 

(Sumii and Lo 2002). D͛ailleuƌs, des Ġtudes ĐliŶiƋues oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue Đhez l͛Homme le taux de 

MMP-9 sanguin est corrélé au risque de transformation hémorragique après thrombolyse 

(Montaner et al. 2001). 

 Un second ŵĠĐaŶisŵe d͛ouǀeƌtuƌe de BHE iŵpliƋue l͛iŶteƌaĐtioŶ 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-α situé sur les péricytes et les astrocytes, conduisant à 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. La thƌoŵďolǇse phaƌŵaĐologiƋue du tPA daŶs l’iŶfaƌĐtus ĐĠƌĠďƌal 

a. Son principe  

Le déficit neurologique ă la suite d͛uŶ AVC survient bien souvent sans symptômes 

avant-Đouƌeuƌ ;ŵais peut ġtƌe pƌĠĐĠdĠ d͛aĐĐideŶts ǀasĐulaiƌes tƌaŶsitoiƌes ;AITͿͿ, et ce déficit 

peut être directement maximal ou connaître une aggravation rapide (défaillance des 

collatérales artérielles, sténose artérielle pré-occlusive). Le patient va alors connaître une 

amélioration avec régression progressive de ses déficits ou une aggravation directe des 

déficits du tableau neurologique (accompagnée parfois de défaillance extra-neurologiques). Il 

eǆiste uŶ lieŶ eŶtƌe le dĠfiĐit ŶeuƌologiƋue oďjeĐtiǀĠ loƌs de l͛eǆaŵeŶ ĐliŶiƋue et le teƌƌitoiƌe 
cérébral en cause (corrélation anatomo-clinique). Les sǇŵptƀŵes d͛uŶ AVC soŶt Ŷoŵďƌeuǆ : 

peƌte de ĐoŶsĐieŶĐe, peƌte d͛ĠƋuiliďƌe, eŶgouƌdisseŵeŶt et affaiďlisseŵeŶt d͛uŶe paƌtie du 
ǀisage, d͛uŶ ďƌas, d͛uŶe jaŵďe ou d͛uŶe paƌtie du Đoƌps, diffiĐultĠ ă s͛eǆpƌiŵeƌ ou ă 
ĐoŵpƌeŶdƌe… 

 Après les premiers sǇŵptƀŵes d͛uŶ AVC, le patieŶt est pris en charge aux urgences où 

la suspiĐioŶ d͛AVC ǀa ġtƌe ĐoŶfiƌŵĠe ou ŶoŶ. Pouƌ Đela, l͛iŵageƌie paƌ ƌĠsoŶŶaŶĐe ŵagŶĠtiƋue 
(IRM) et la tomodensitométrie sont des outils de diagnostics, considérés comme les méthodes 

de référence en neuro-iŵageƌie ŵultiŵodale d͛uƌgeŶĐe (Smith and Rowland Hill 2018). L͛IRM 
est l͛eǆaŵeŶ le plus performant pour montrer précocement les sigŶes d͛isĐhĠŵie ƌĠĐeŶte et 
le pƌotoĐole d͛uƌgeŶĐe ĐoŶǀieŶt d͛utiliseƌ des sĠƋuences courtes comme la diffusion, le FLAIR 

ou l͛ĠĐho de gƌadieŶt. L͛iŵageƌie peƌŵet d͛ideŶtifieƌ les patieŶts susĐeptiďles de ďĠŶĠfiĐieƌ de 
la thrombolyse intraveineuse et/ou d͛uŶe seĐoŶde teĐhŶiƋue, la thrombectomie mécanique, 

tout en excluant les patients doŶt la foƌŵe d͛atteiŶte Ŷ͛est pas isĐhĠŵiƋue. 

La thrombolyse pharmacologique consiste à lyser (désagréger) le thrombus/embole 

qui obstrue les vaisseaux sanguins pour permettre une reperfusion. Ce traitement permet de 

reproduire artificiellement le phénomène physiologique de la fibrinolyse. Il s͛agit d͛iŶjeĐteƌ 
par voie intraveineuse du tPA sous forme recombinante (Actilyse®), pouvant être accompagné 

d͛uŶ tƌaiteŵeŶt aŶtiĐoagulaŶt ou aŶtiagƌĠgaŶt plaƋuettaiƌe.  

 L͚iŶjeĐtioŶ de tPA iŶduit le Đliǀage du plasminogène en plasmine, une enzyme 

endogène capable de dégrader la fibrine qui est le constituant majeur du caillot. Le 

plasminogène produit par le foie (principalement), une fois activé en plasmine est rapidement 

inhibée par des serpines présentes en grandes quantités dans le plasma : l͛α2-antiplasmine, 

l͛α2-macroglobuline et la nexin-1. Ainsi, les stratégies fibrinolytiques se sont basées sur 

l͛aĐtiǀatioŶ du plasŵiŶogğŶe eŶ plasŵiŶe au ĐoŶtaĐt du thƌoŵďus. 
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b. Les essais cliniques 

 Les tout premiers essais cliniques se sont focalisés à utiliser le tPA comme traitement 

loƌs d͛iŶfaƌĐtus du ŵǇoĐaƌde (Wilcox et al. 1988). En 1958, Sussman et Fitch ont montré 

l͛efficacité de la plasmine pour désobstruer une artère carotide interne (Sussman and Fitch 

1959). De nombreux agents thrombolytiques ont été testés parmi lesquels on peut citer : la 

streptokinase (protéine synthétisée par plusieurs espèces de streptocoques ayant la propriété 

de se lier au plasminogène humain), le tPA recombinant, la pro-uƌokiŶase, l͛uƌokiŶase et le 

desmotéplase (protéine issue de la salive de chauves-souƌis ǀaŵpiƌes Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ le 
plasminogène) (Figure 10).  

 EŶ ϭϵϵϱ, l͛Ġtude de la National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS 

1995) a permis de ŵoŶtƌeƌ l͛effet ďĠŶĠfiƋue de la thrombolyse par l͛iŶjeĐtioŶ iŶtƌaǀeiŶeuse 
de tPA recombinant. L͛Ġtude Đoŵptait ϯϯϯ patieŶts Ƌui ƌeçuƌeŶt soit un placebo soit le tPA 

recombinant à 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 être administré dans les 3 

heures après le début des symptômes, et le déficit des patieŶts ĠtaieŶt ƌĠduit d͛eŶǀiƌoŶ 11 à 

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 reçu le 

placebo, sans pour autant modifier la mortalité à 3 mois (NINDS 1995). C͛est ă la suite de Đet 
essai clinique que le tPA a été autorisé Đoŵŵe tƌaiteŵeŶt de la phase aiguë loƌs d͛AVC 
ischémiques dans la plupart des pays et dans les 3 heures après le début des symptômes. 

Cependant, son utilisation était limitée à certains critères dĠpeŶdaŶt de la sĠǀĠƌitĠ de l͛AVC, 
de paƌaŵğtƌes ďiologiƋues ;glǇĐĠŵie, pƌessioŶ aƌtĠƌielleͿ et de l͛ąge du patieŶt ;iŶfĠƌieuƌ ϴϬ 
ans). 

 EŶ ϮϬϬϴ, l͛Ġtude European Cooperative Acute Stroke Study (ECASS) III a permis 

d͛ĠteŶdƌe la feŶġtƌe thĠƌapeutiƋue ă ϰhϯϬ au lieu des ϯ heures après le début des symptômes 

(Hacke et al. 2004). L͛Ġtude IST-3 démontre que les patients traités jusƋu͛ă ϲ heures après 

l͛appaƌitioŶ des sǇŵptƀŵes oŶt uŶ effet ďĠŶĠfiƋue ă ϲ ŵois ŵais au pƌiǆ d͛uŶe augŵeŶtatioŶ 
de la mortalité au 7ème jour après le traitement (IST-3 2012). Enfin, en 2019, l͛essai ĐliŶiƋue 
EXTEND a suggĠƌĠ Ƌue l͛utilisatioŶ du tPA seul pouǀait ġtƌe ĠteŶdue jusƋu͛ă ϵ heures après le 

dĠďut de l͛AVC isĐhĠŵiƋue (Campbell et al. 2019). Cependant, cette fenêtre thérapeutique 

ƌeste ă l͛heuƌe aĐtuelle de ϰhϯϬ. 
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Figure 10 : Les différents activateurs du plasminogène. 

Les activateurs du plasminogène sont classés selon leur forme eucaryote ou recombinante. Ils 

possğdeŶt diǀeƌs doŵaiŶes de stƌuĐtuƌes, d͛iŶhiďiteuƌs, de ǀoies d͛adŵiŶistƌatioŶs et de teŵps de 
demi-vie. Ces activateurs peuvent être présents sous forme simple chaîne (SC), double chaîne (TC), 

avec une affinité plus ou moins importante avec la fibrine (FS).  

K : domaine Kringle. TXA : acide tranexamique. EACA : acide ϵ-aminocaproïque. (-) : pas d͛affiŶitĠ pouƌ 
la fibrine. (+) affinité faible. (++) affinité modérée. (+++) affinité forte. D͛apƌğs 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 après traitement est globalement assez faible. Selon une 

revue du Calgary Stroke Program, incluant 1341 patients, le taux de recanalisation aigüe dans 

les 2 heures suivant l'administration du tPA est de moins de 35% (Bhatia et al. 2010). Ce faible 

tauǆ dĠpeŶd du dĠlai d͛adŵiŶistƌatioŶ, de la circulation des collatérales, de la localisation 

;distale ou pƌoǆiŵaleͿ du thƌoŵďus, de sa Ŷatuƌe et de sa taille ;s͛il est supĠƌieuƌ ă ϴŵŵ aloƌs 
il a ϯ% de ĐhaŶĐe d͛ġtƌe lǇsĠͿ (Riedel et al. 2011). Une des stratégies consiste à améliorer 

l͛effiĐaĐitĠ du tPA eŶ ƌĠduisaŶt l͛aĐtioŶ de Đes iŶhiďiteuƌs. Cela a ĐoŶduit au dĠǀeloppeŵeŶt 
du ténectéplase, un tPA recombinant muté qui a une demi-vie plus élevée et une meilleure 

résistance pour son inhibiteur PAI-I (Figure 10). L͛Ġtude de Caŵpďell ŵoŶtƌe uŶ ŵeilleur taux 

de reperfusion chez les patients traités avec du ténectéplase comparé au tPA (22% versus 

10%) aloƌs Ƌue daŶs uŶe autƌe Ġtude, il Ŷ͛Ǉ a pas de diffĠƌeŶĐe eŶ teƌŵe d͛effiĐaĐitĠ, de 

mortalité et de récupération fonctionnelle entre les deux groupes traités (Logallo et al. 2017; 

Campbell et al. 2018). 

 L͛utilisatioŶ du tPA augmente le ƌisƋue d͛hĠŵoƌƌagie parenchymateux symptomatique 

(NINDS 1995). L͛Ġtude Waƌdlaǁ eŶ ϮϬϬϭ a révélé que le risque d͛hĠŵoƌƌagies ĐĠƌĠďƌales Ġtait 

4 fois plus élevé chez des patients traités avec du tPA, urokinase, streptokinase ou 

desŵotĠplase paƌ ƌappoƌt auǆ patieŶts Ŷ͛aǇaŶt ƌeçu auĐuŶ tƌaiteŵeŶt (Wardlaw 2001). 
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CeƌtaiŶes Ġtudes oŶt ĐheƌĐhĠ ă diŵiŶueƌ le ƌisƋue d͛hĠŵoƌƌagie iŶduit paƌ le tPA. Coŵŵe il a 
été décrit précédemment, le tPA peut déstabiliser et augmenter la perméabilité de la BHE et 

le ƌisƋue d͛hĠŵoƌƌagie (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 

tƌaŶsfoƌŵatioŶ hĠŵoƌƌagiƋue aloƌs Ƌu͛uŶe dose standard (0.9mg/kg) en entraîne 2,1% 

(Anderson et al. 2016). L͛Ġtude TARGET-STROKE montre Ƌu͛uŶe ƌĠduĐtioŶ du dĠlai 
d͛adŵiŶistƌatioŶ du tPA ƌĠduit la pƌĠǀaleŶĐe de tƌaŶsfoƌŵatioŶ hĠŵoƌƌagiƋue (Fonarow et al. 

2014). 

De plus, la composition des thrombi varie et contient pas seulement de la fibrine, ce 

qui peut eǆpliƋueƌ l͛iŶeffiĐaĐitĠ de la thrombolyse dans certains cas. En effet, les thombi 

peuvent aussi être riches en plaquettes, ce qui a permis le développement de stratégies 

ciblant spécifiquement 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 

VWF en utilisant notamment la N-acétylcystéine pour cliver le VWF (Martinez de Lizarrondo 

et al. 2017). 

 Enfin, une stratégie couplant la thrombolyse intraveineuse et la thrombectomie est 

utilisée à ce jour. 

d. La thrombectomie 

 La thrombectomie est une technique endovasculaire qui consiste à retirer 

mécaniquement le thrombus. Sous contrôle radiologique, il est introduit un filament au bout 

duquel est fixé un stent (ressort métallique) Ƌui ƌeŵoŶte de l͛aƌtğƌe fĠŵoƌale jusƋu͛au 
vaisseau cérébral obstrué. Au ŵoŵeŶt du ƌetƌait, le steŶt s͛ouǀƌe et peƌŵet la Đaptuƌe du 
Đaillot pouƌ Ƌu͛il soit eŶsuite retiré afin de permettre la recanalisation. 

 L͛essai ĐliŶiƋue de MR CLEAN eŶ ϮϬϭϱ a ŵoŶtƌĠ uŶ effet ďĠŶĠfiƋue de la 
thrombectomie seule ou précédée d͛un traitement au tPA, modifiant alors la prise en charge 

des AVC isĐhĠŵiƋues. Elle aŵĠlioƌe l͛effiĐaĐitĠ du tƌaiteŵeŶt au tPA qui peut alors être injecté 

jusƋu͛ă ϲ heures après le début des symptômes, avec une meilleure évolution neurologique 

que 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 thƌoŵďeĐtoŵie est ƌĠalisĠe Đhez des patieŶts doŶt l͛oĐĐlusioŶ est loĐalisĠe daŶs 
uŶe gƌosse aƌtğƌe de la ĐiƌĐulatioŶ aŶtĠƌieuƌe et seloŶ les Đƌitğƌes d͛ĠligiďilitĠ utilisĠs, eŶtƌe ϯ 
et 22% des patients sont admissibles pour ce traitement endovasculaire (Figure 11; Rai et al., 

2017; Mokin et al., 2019).  
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 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 à 4589)(Bracard et al. 2016). Cependant, son utilisation est limitée à 

la taille des vaisseaux. 

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

a. tPA et développement cérébral 

i. tPA et migration cellulaire 

 Au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt ĐĠƌĠďƌal, la ŵigƌatioŶ des ŶeuƌoŶes iŵŵatuƌes jusƋu͛ă 
leur destination finale est un processus complexe et une étape critique pour la mise en place 

des circuits neuronaux (Hatten 1999). Ce pƌoĐessus fiŶeŵeŶt ƌĠgulĠ s͛aƌtiĐule autouƌ d͛uŶe 
étape de prolifération cellulaire, de différenciation et de migration. Si une de ces étapes est 

dérégulée, cela pourra induire des dysfonctionnements cérébraux (Rakic 1988). 

 

 

Figure 11 : EvaluatioŶ foŶĐtioŶŶelle paƌ l’ĠĐhelle de RaŶkiŶ Đhez des patieŶts viĐtiŵes d’AVC 
ischémique. 

L͛ĠĐhelle de RaŶkiŶ est uŶe ĠĐhelle d͛ĠǀaluatioŶ gloďale du haŶdiĐap ă ϲ Ŷiǀeauǆ aǀeĐ le ϭer niveau 

correspondant à pas de handicap significatif en dehors de symptômes éventuels et le 6ème niveau au 

décès. 

(A) La thrombolyse est induite par injection de tPA recombinant (Actilyse®) qui permet de dégrader le 

Đaillot saŶguiŶ. L͛ĠĐhelle Đoŵpaƌe l͛effet de la thƌoŵďolǇse iŶduite paƌ le tPA ǀeƌsus le plaĐeďo issu de 
l͛Ġtude NINDS. (B) L͛ĠĐhelle Đoŵpaƌe les patients ayant eu une thrombectomie versus le groupe 

tĠŵoiŶ, issu de l͛essai MR CLEAN. Adaptée de NINDS, 1995; Berkhemer et al., 2015. 
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Au niveau du cervelet, la mise en place des cellules granulaires immatures se fait 

durant les trois premières semaines après 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 être sécrété au niveau 

des prolongements des cellules granulaires du cervelet au cours du développement (Krystosek 

and Seeds 1981). DaŶs Đette ŵġŵe stƌuĐtuƌe, les Ŷiǀeauǆ d͛ARNŵ du tPA suiǀeŶt uŶe 
évolution parallèle à la migration neuronale avec une valeur élevée à sept jours postnataux et 

qui redescend lorsque les neurones ont atteint leur emplacement définitif (Friedman and 

Seeds 1995). L͛effet du tPA sur la migration neuronale est mis en lumière 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 d͛uŶe 
migration neuronale retardée en comparaison à leurs homologues sauvages (Seeds et al. 

1999). Les auteurs montrent ĠgaleŵeŶt Ƌue l͛ARNŵ du plasŵiŶogğŶe est très exprimé dans 

les différentes couches composant le cervelet au cours du développement. Ils postulent alors 

Ƌue l͛effet du tPA suƌ la ŵigƌatioŶ ŶeuƌoŶale ĐĠƌĠďelleuse seƌait dépendante de l͛aĐtiǀatioŶ 
de la plasmine et de sa capacité à 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 première étude 

de Leonneti et collaborateurs montre que le tPA intervient dans la migration des progéniteurs 

d͛oligodeŶdƌoĐǇtes au Đouƌs du dĠǀeloppeŵeŶt, via uŶ ŵĠĐaŶisŵe dĠpeŶdaŶt de l͛aĐtiǀatioŶ 
des ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF (Leonetti et al. 2017; Pasquet et al. 2019). La seconde étude montre 

que lors de la corticogenèse, chez des souris déficientes en tPA, il y a un retard de migration 

des pƌogĠŶiteuƌs de ŶeuƌoŶes ă Eϭϲ Ƌui s͛aĐĐuŵulent alors dans la zone intermédiaire. Cet 

effet dĠpeŶd de l͛aĐtiǀatioŶ des récepteurs NMDA présents à la surface des cellules de la glie 

radiaire (Figure 12 ; Leonetti et al., 2017; Pasquet et al., 2019). 
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ii. tPA et pousse neuritique 

 Lors du développement du SNC, les neurones immatures commencent à établir des 

connexions entre eux et émettent des prolongements appelés cônes de croissance. 

L͛ĠloŶgatioŶ du ĐƀŶe de ĐƌoissaŶĐe, Ƌui foƌŵeƌa l͛aǆoŶe du ŶeuƌoŶe ŵatuƌe, est guidĠe par 

l͛eŶseŵďle des sigŶauǆ et iŶteƌaĐtioŶs Đellulaiƌes pƌĠseŶts au sein de son environnement. Le 

tPA seŵďle ġtƌe iŵpliƋuĠ daŶs l͛ĠloŶgatioŶ de l͛aǆoŶe et la ŵise eŶ plaĐe de l͛aƌďoƌisatioŶ 
dendritique.  

 Au niveau du cône de croissance, le tPA est sécrété et active alors le plasminogène en 

plasmine ainsi que des MMPs. Ces protéases nouvellement formées détruisent localement la 

matrice extracellulaire, induisant la pousse neuritique (Pittman et al. 1989; García-Rocha et 

al. 1994).  

  

Figure 12 : Le tPA est un acteur de la corticogenèse. 

A gauĐhe, il s͛agit d͛iŵages ƌepƌĠseŶtatiǀes oďteŶues paƌ ŵiĐƌosĐopie 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 à E16. Le tPA produit est 
relâché par des progéniteurs de neurones, promeut la maturation des cellules de la glie radiaire via 
uŶe aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA eǆpƌiŵĠs ă leuƌ suƌfaĐe. L͛aďseŶĐe de tPA ŶeuƌoŶal affeĐte la 
dispositioŶ et l͛oƌieŶtatioŶ de la glie ƌadiaiƌe, saŶs iŵpaĐteƌ la fiǆatioŶ des pieds suƌ la suƌfaĐe piale. 
Un déficit global en tPA ou une délétion conditionnelle du tPA neuronale à E14 conduit à un retard de 
migration principalement à E16. Ce phénomène induit une stratification altérée des couches corticales 
II-IV et V Đhez l͛adulte. Adaptée de Pasquet et al., 2019. 
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Des Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ du tPA ou son absence induit un blocage de la 

croissance axonale, aloƌs Ƌue l͛additioŶ de tPA eǆogğŶe ou sa suƌeǆpƌessioŶ augŵeŶte la 
pousse neuritique (Pittman et al. 1989; Baranes et al. 1998; Lee et al. 2007). De plus, des 

travaux de Lee en 2014 oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ tƌaiteŵeŶt au tPA suƌ des Đultuƌes de Ŷeuƌosphğƌes, 
eŶtƌaîŶait uŶe augŵeŶtatioŶ de la phosphoƌǇlatioŶ des ƌĠĐepteuƌs LRPϱ/LRPϲ aiŶsi Ƌu͛uŶe 
activation de la voie de signalisation Wnt-β-ĐatĠŶiŶe, iŶduisaŶt l͛eǆteŶsioŶ de Ŷeuƌites (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 modèle de souris présentant des 

dégénérescences des neurones de Purkinje, un excès de tPA entraîne une dérégulation de 

l͛Ġpaisseuƌ ĐoƌtiĐale, uŶ dĠfaut de ŵise eŶ plaĐe des deŶdƌites et uŶe sǇŶaptogeŶğse 
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 être régulé par les récepteurs NMDA. Des données de la littérature montrent que le 

tPA joue également un rôle dans la plasticité synaptique. 

L͛eǆpƌessioŶ du tPA daŶs le Đeƌǀeau adulte est plus loĐalisĠe Ƌu͛au Đouƌs du 
dĠǀeloppeŵeŶt, il se ĐoŶĐeŶtƌe daŶs l͚hippoĐaŵpe, l͛aŵǇgdale, le Đoƌteǆ et le Đeƌǀelet 
(Sappino et al., 1993 ; Teesalu et al., 2004). En 1993, Qian et collaborateurs montrent une 

augŵeŶtatioŶ des ARNŵ du tPA, ă la suite d͛uŶe aĐtiǀatioŶ des ŶeuƌoŶes hippoĐaŵpiƋues 
(après simulation haute fréquence ou exécution de tâches) (Figure 13; Qian et al., 1993). 

L͛iŵpliĐatioŶ de Đette pƌotĠase daŶs la plastiĐitĠ sǇŶaptiƋue est renfoƌĐĠe paƌ l͛utilisatioŶ 
d͛iŶhiďiteuƌs et de souĐhes de souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues. L͛utilisatioŶ d͛uŶ iŶhiďiteuƌ du tPA ;PAI-1 

ou tPA-stopͿ affeĐte la ŵise eŶ plaĐe de la LTP aloƌs Ƌue l͛ajout de tPA poteŶtialise Đe 
processus (Baranes et al. 1998). Des souris déficientes en tPA possèdent une diminution de la 

phase tardive de la LTP sans affecter la phase précoce ce qui se traduit par des déficits 

d͛appƌeŶtissage (Frey et al. 1996; Pawlak et al. 2002). A l͛iŶǀeƌse, in vivo, une surexpression 

de tPA dans les neurones améliore les peƌfoƌŵaŶĐes daŶs les tests d͛appƌeŶtissage et de 
mémorisation, en lien avec une augmentation de la LTP (Madani et al. 1999). De plus, il existe 

un rƀle diffĠƌeŶtiel du tPA seloŶ sa foƌŵe. EŶ ϮϬϭϮ, l͛Ġtude de PaƌĐƋ et Đollaďoƌateuƌs montre 

que seul le sc-tPA est Đapaďle d͛iŶduiƌe de la LTP (Parcq et al. 2012). 
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Plusieuƌs ŵĠĐaŶisŵes oŶt ĠtĠ pƌoposĠs pouƌ eǆpliƋueƌ l͛iŶflueŶĐe du tPA daŶs les 
processus de LTP : 

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

 Par sa fixation sur les récepteurs LRP, et de façoŶ pƌĠfĠƌeŶtielle suƌ l͛isofoƌŵe LRPϭ. 
Cette interaction ĐoŶtƌiďueƌait ă l͛ĠtaďlisseŵeŶt de la LTP eŶ aĐtiǀaŶt des ǀoies de 
signalisation dépendantes de la PKA (Zhuo et al. 2000).  

 Indirectement en convertissant le plasminogène en plasmine qui à 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 

ŵatuƌe. Il s͛agit d͛uŶ facteur neurotrophique nécessaire ă l͛ĠtaďlisseŵeŶt de la LTP. 
L͛ajout de BDNF ŵatuƌe suƌ des tƌaŶĐhes hippoĐaŵpiƋues ƌĠǀeƌse les dĠfiĐits eŶ LTP 
tardive observés chez les souris déficientes en tPA (Pang and Lu 2004). 

 Par sa capacité à cliver la protéine reeline au niveau de son domaine EGF-like. La 

reeline est co-eǆpƌiŵĠe aǀeĐ le tPA daŶs l͛hippoĐaŵpe et elle intervient dans la 

régulatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ sǇŶaptiƋue (Krstic et al. 2012; Trotter et al. 2014). 

Figure 13 :  SǇŶthğse d’ARN ŵessageƌ du tPA à la suite d’uŶe aĐtivatioŶ ŶeuƌoŶale Đhez le ƌat. 
Hybridation in situ des ARNŵ du tPA daŶs l͛hippoĐaŵpe de ƌat eŶ ĐoŶditioŶ Ŷoƌŵale, apƌğs uŶe 
stimulation électrique et après utilisation du MK801 (inhibiteur irréversible des récepteurs NMDA).  

D͛apƌğs Qian et al., 1993. 
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c. tPA et processus cognitifs 

 La mémoire représente la capacité à se souǀeŶiƌ d͛eǆpĠƌieŶĐes passĠes, 
l͛appƌeŶtissage dĠsigŶe uŶ pƌoĐessus Ƌui ǀa ŵodifieƌ Ŷotƌe ĐoŵpoƌteŵeŶt et Ŷous peƌŵettƌe 
de nous adapter à diverses situations en fonction de notre vécu. Cependant, à une échelle 

plus ŵiĐƌosĐopiƋue, le stoĐkage ou le ƌappel d͛uŶ souǀeŶiƌ se fait gƌąĐe ă l͛ĠtaďlisseŵeŶt d͛uŶ 
ƌĠseau de ŶeuƌoŶes peƌŵettaŶt de ƌelieƌ et d͛aĐtiǀeƌ diffĠƌeŶtes aiƌes ĐĠƌĠďƌales eŶtƌe elles.  

 Le tPA est eǆpƌiŵĠ daŶs l͛hippoĐaŵpe, qui est une région clé pour ces processus, où il 

a été démontré comme important dans la mémoire spatiale (Calabresi et al. 2000). Lors de 

tąĐhes de ƌeĐoŶŶaissaŶĐe d͛oďjets et de plaĐes, les souris déficientes en tPA présentent des 

dĠfiĐits d͛eǆploƌatioŶ et de ŵĠŵoiƌe spatiale (Calabresi et al. 2000; Benchenane et al. 2007). 

L͛iŶteƌaĐtioŶ du tPA aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs NMDA seŵďle ġtƌe la ĐlĠ du ŵĠĐaŶisŵe, puisƋu͛uŶe 
immunisation contre la sous-unité GluN1 chez des souris sauvages montrent les mêmes 

déficits de mémoire spatiale que chez les souris déficientes en tPA (Benchenane et al. 2007). 

Plus précisément, l͛iŶhiďitioŶ de l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le tPA la sous-uŶitĠ GluNϭ Ŷ͛iŶduit pas de 
déficit de mémoire spatiale chez des souris déficientes en GluN2D. Ces résultats démontrent 

Ƌue l͛iŶflueŶĐe du tPA suƌ la ŵĠŵoiƌe spatiale iŵpliƋue uŶe iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs 
NMDA associés spécifiquement à la sous-unité GluN2D (Obiang et al. 2012). 

Le tPA est ĠgaleŵeŶt eǆpƌiŵĠ daŶs l͛aŵǇgdale Ƌui est uŶe stƌuĐtuƌe iŵpoƌtaŶte daŶs 
l͛aŶǆiĠtĠ, la ƌĠpoŶse au stƌess et la peuƌ. 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 paƌtiĐipe ă l͛aĐƋuisitioŶ et la ƌĠteŶtioŶ d͛iŶdiĐes daŶs uŶ ĐoŶteǆte de peuƌ 
(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 système nerveux central 

a. tPA et modulation glutamatergique 

 La pƌeŵiğƌe ŵise eŶ ĠǀideŶĐe de l͛iŵpliĐatioŶ du tPA daŶs l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ est établie 

par Tsirka en 1995. L͛ĠƋuipe révèle que le tPA induit uŶe ŵoƌt ŶeuƌoŶale suite ă l͛iŶjeĐtioŶ 
intra-hippocampique dans les champs CAϭ, CAϮ et CAϯ d͛agoŶistes glutaŵateƌgiƋues ;acide 

kaïnique, agoniste des récepteurs KA ; acide quisqualique, agoniste des récepteurs AMPA ; 

acide quinolinique, agoniste des récepteurs NMDA). Les souris déficientes en tPA sont plus 

résistantes à la dégénération neuronale induite par ces agonistes glutamatergiques (Tsirka et 

al. 1995a). Dans un second temps, ils montrent que l͛iŶjeĐtioŶ de tPA et eŶsuite d͛aĐide 
kaïnique chez ces souris déficientes restaure la mort neuronale observée chez les souris 

sauvages. En revanche, un co-tƌaiteŵeŶt d͛aĐide kaïŶiƋue aǀeĐ PAI-I ;l͛iŶhiďiteuƌ du tPAͿ 
pƌotğge les ŶeuƌoŶes d͛uŶe ŵoƌt eǆĐitotoxique chez des souris sauvages (Figure 14; Tsirka et 

al., 1996). Mais, l͛ĠƋuipe ŵoŶtƌe aussi Ƌue des souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ plasŵiŶogğŶe soŶt 
résistantes à la neurodégénération induite par le kaïnate (Tsirka et al. 1997).  
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Leuƌ hǇpothğse est Ƌue l͛effet du tPA ƌeposeƌait suƌ l͛aĐtiǀatioŶ du plasŵiŶogğŶe eŶ plasŵiŶe, 
ă l͛oƌigiŶe de la neurodégénération observée daŶs l͛hippoĐaŵpe. 

 

Les effets excitotoxiques observés étaient localisés dans l͛hippoĐaŵpe et ă la suite 
d͛uŶe iŶjeĐtioŶ d͛aĐide kaïŶiƋue. C͛est eŶ ϮϬϬϭ, au seiŶ de Ŷotƌe ĠƋuipe Ƌue les premiers liens 

directs du tPA avec les récepteurs NMDA sont mis en évidence sur des cultures primaires de 

ŶeuƌoŶes ĐoƌtiĐauǆ. L͛Ġtude ŵoŶtƌe Ƌue le tPA est capable de cliver la sous-unité GluN1 des 

ƌĠĐepteuƌs NMDA. Ce Đliǀage, iŶduit uŶe augŵeŶtatioŶ d͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue et poteŶtialise la mort 

neuronale induite par le NMDA. Cette Ġtude ĐoŶĐlut Ƌue l͛augŵeŶtatioŶ d͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue 
dĠpeŶd de l͛aĐtiǀitĠ 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 

l͛aƌgiŶiŶe ϮϲϬ de la sous-unité GluN1 (Figure 15 ; Fernández-Monreal et al., 2004). L͛utilisatioŶ 
de technique de cristallographie et de résonnance de surface plasmonique (SPR) permet de 

suggérer Ƌue le tPA se fiǆe d͛aďoƌd ă uŶe des sous-unités GluN1 du récepteur via le LBS de son 

domaine Kringle 2. Cela ĐoŶduit ă la pƌĠseŶtatioŶ de soŶ doŵaiŶe ĐatalǇtiƋue ă l͛aƌgiŶiŶe ϮϲϬ 
de la seconde sous-unité GluN1 et induit son clivage (Lopez-Atalaya et al. 2008). De plus, le 

Figure 14 : Pƌeŵiğƌes pƌeuves de l’iŵpliĐatioŶ du tPA daŶs l’eǆĐitotoǆiĐitĠ. 
 (A) L͛iŶjeĐtioŶ d͛agoŶiste au sǇstğŵe glutaŵateƌgiƋue daŶs l͛hippoĐaŵpe Ŷ͛iŶduit pas de ŵoƌt 
neuronale chez les souris déficientes en tPA (tPA-/-).  KA : acide kaïnique ; Quis : acide quisqualique ; 

Quin : acide quinolinique. (B) La co-iŶjeĐtioŶ de tPA aǀeĐ de l͛aĐide kaïŶiƋue Đhez les souƌis dĠfiĐieŶtes 
en tPA (tPA-/-) restaure la mort neuronale. Mais, la co-injection de PAI-I aǀeĐ l͛aĐide kaïŶiƋue Ŷ͛iŶduit 
pas de dommages neuronaux chez des souris sauvages. Adaptée de Tsirka et al., 1995, 1996. 
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tPA se lie ă l͛eǆtƌĠŵitĠ N-terminal de la sous-unité GluN1 au niveau de lysine178 (Lesept et al. 

2016).  

 Des études se sont focalisées à déterminer la localisation et la composition des 

récepteurs NMDA, Ƌui iŶteƌǀieŶdƌaieŶt daŶs l͛effet pƌo-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 GluN2D) empêche l͛effet dĠlĠtğƌe du tPA suƌ la mort neuronale 

induite par le NMDA. La pré-stiŵulatioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA sǇŶaptiƋues Ŷ͛iŶduit pas l͛effet 
potentialisateur du tPA, concluant alors que la sous-unité GluN2D est plutôt extrasynaptique 

(Baron et al. 2010). L͛iŵpliĐatioŶ de la sous-uŶitĠ GluNϮD daŶs l͛effet 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 GluN1 et GluN2A, 

l͛effet poteŶtialisateuƌ du tPA suƌ l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue est toujouƌs pƌĠseŶt (Fernandez-Monreal et 

al., 2004). Ainsi, il semblerait que ce soit la localisation extrasynaptique des récepteurs NMDA 

contenant la sous-unité GluN2 plutôt que la composition en sous-unité elle-même qui soit 

nécessaire à la potentialisation d͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue. En 2016, une étude de notre équipe a montré 

que la fixation du tPA sur la lysine 178 de la sous-unité GluN1 induit une augmentation de la 

dynamique des récepteurs NMDA extrasynaptiques, responsables de l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue dĠlĠtğƌe 
du tPA en conditions de sur-activation du récepteur NMDA (Lesept et al., 2016). 

 D͛autƌe paƌt, en condition ischémique, le tPA peut être une arme à double tranchant. 

Dans le compartiment intravasculaire, il participe à 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 Ƌu͛apƌğs uŶe oĐĐlusioŶ de l͛aƌtğƌe 
cérébrale moyenne (ACM), les animaux déficients en tPA ont des volumes de lésions réduits 

Figure 15 : Le tPA clive la sous-uŶitĠ GluNϭ au Ŷiveau de l’aƌgiŶiŶe Ϯ6Ϭ. 
(A) En imagerie calcique, sur des cellules HEK 293 transfectées avec la sous-unité GluN1 et la sous-

uŶitĠ GluNϮA ŵutĠe ou ŶoŶ. EŶ pƌĠseŶĐe de la ŵutatioŶ de l͛alaŶiŶe ϮϲϬ ;NRϭRϮϮϲϬAͿ le tPA Ŷe 
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 

GluNϭ auǆ dĠpeŶds de l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue du tPA. D͛apƌğs Fernández-Monreal et al., 2004.  
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de ϱϬ% paƌ ƌappoƌt auǆ aŶiŵauǆ sauǀages. L͛iŶjeĐtioŶ intra-parenchymateuse de tPA induit 

une augmentation du volume de lésion chez ces animaux (Wang et al. 1998). A l͛iŶǀeƌse, 
l͛Ġtude de Wu et Đollaďoƌateuƌs eŶ ϮϬϭϯ montre in vivo et in vitro que le tPA diminue la mort 

neuronale de type eǆĐitotoǆiƋue. Ce ŵĠĐaŶisŵe est iŶdĠpeŶdaŶt de l͛aĐtiǀitĠ pƌotĠolǇtiƋue 
du tPA est nécessite les récepteurs synaptiques contenant la sous-unité GluN2A 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 

afiŶ d͛eŵpġĐheƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ du tPA aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs NMDA. En effet, une stratégie 

d͛iŵŵuŶothĠƌapie aǀeĐ uŶ aŶtiĐoƌps ;GluŶoŵaďͿ diƌigĠ ĐoŶtƌe le doŵaiŶe N-terminal de la 

sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA a été mise au point afin d͛empêcher la fixation du tPA 

sur cette sous-uŶitĠ. DaŶs uŶ ŵodğle d͛isĐhĠŵie thƌoŵďoeŵďoliƋue, l͛iŶjeĐtioŶ de Đet 
anticorps par voie intraveineuse aďolit les effets dĠlĠtğƌes du tPA et peƌŵet d͛ĠteŶdƌe la 

fenêtre thérapeutique de la thrombolyse (Figure 16; Macrez et al., 2011). Au sein du même 

modèle, l͛iŶjeĐtioŶ seule de l͛aŶtiĐoƌps GluŶoŵaď peƌŵet aussi de ƌĠduiƌe le ǀoluŵe de lĠsioŶ 

(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 

et al. 2013).  

  

Figure 16 : Le ďloĐage de l’iŶteƌaĐtioŶ du tPA avec les récepteurs NMDA réduit la mort neuronale in 

vivo et in vitro. 

(A) Apƌğs uŶe oĐĐlusioŶ de l͛ACM, l͛iŶjeĐtioŶ iŶtƌaǀeiŶeuse de l͛aŶtiĐoƌps ;αATD-NR1) dirigée contre 

l͛ATD de la sous-unité GluN1 réduit le volume de lésion avec ou sans injection de tPA. (B) En imagerie 

calcique, le co-tƌaiteŵeŶt de tPA et d͛aŶtiĐoƌps ƌĠduit l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue ŵĠdiĠ paƌ le NMDA. (C) In vitro, 

l͛aŶtiĐoƌps ďloƋue la ŵoƌt ŶeuƌoŶale de tǇpe eǆĐitotoǆiƋue. D͛apƌğs 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 Ŷ͛a 
pas d͛effet pƌo-excitotoxique suite à l͛iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-striatale de NMDA. A contrario, le sc-tPA 

en se fixant sur la sous-uŶitĠ GluNϭ poteŶtialise l͛iŶflux 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 ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF. CepeŶdaŶt, l͛utilisatioŶ de 
l͛AGϭϰϳϴ, uŶ iŶhiďiteuƌ des ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF ŵoŶtƌe Ƌue seul le tĐ-tPA induit une diminution 

de l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue 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 très bien compris. Cependant, certains facteurs comme la dose de tPA 

administrée, le type et le modèle de neurone étudié pourraient expliquer ces effets opposés. 

 

 L͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA paƌ le tPA peut aussi s͛effeĐtueƌ iŶdiƌeĐteŵeŶt, paƌ 
le ďiais d͛autƌes ƌĠĐepteuƌs Đoŵŵe les ƌĠĐepteuƌs LRP. SaŵsoŶ et Đollaďoƌateuƌs ŵoŶtƌe Ƌue 
la potentialisation de la signalisation des récepteurs NMDA requiert le tPA actif 

protéolytiquemeŶt, ŵais Ŷ͛iŵpliƋue pas le Đliǀage de la sous-unité GluN1 ou encore la 

présence du plasminogène. Selon cette étude, la potentialisation induite par le tPA est médiée 

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 

l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue ă travers les récepteurs NMDA alors que le tc-tPA ne potentialise pas les récepteurs 

NMDA. (B) Volume de lésion après 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 

que le tc-tPA diminue son activation par rapport au NMDA seul. Adaptée de Parcq et al., 2012. 
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par le récepteur LRP (Samson et al. 2008). Une seconde étude publiée aussi en 2008 précise 

que 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). Ils 

proposent aloƌs l͛hǇpothğse Ƌue le tPA eŶ aĐtiǀaŶt LRPϭ iŶduit le ƌeĐƌuteŵeŶt de la pƌotĠiŶe 
d͛ĠĐhafaudage 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 doŶĐ l͛aĐtiǀatioŶ des récepteurs 

NMDA (Martin et al. 2008). 

 CeƌtaiŶes Ġtudes ƌappoƌteŶt Ƌue Đ͛est la plasŵiŶe Ƌui serait responsable du clivage de 

la sous-unité GluN1 (Samson et al. 2008). En bref, les données existantes de la littérature ne 

peƌŵetteŶt pas d͛Ġtaďliƌ le ŵĠĐaŶisŵe pƌĠĐis paƌ leƋuel le tPA poteŶtialise l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue ă 
travers les récepteurs NMDA (présence de cofacteurs, de certaines sous-unités et de leur 

localisation...). A contrario, l͛iŶjeĐtioŶ iŶtƌa-striatale de NMDA sur une souche de souris T4 

exprimant faiblement le tPA diminue le volume de lésion par rapport à la souche sauvage. 

L͛Ġtude ŵoŶtƌe Ƌue le tPA protège de la mort excitotoxique induite par le NMDA. Cette 

neuroprotection serait via l͛aĐtiǀatioŶ de la sous-unité GluN2A et de la voie 

Erk(1/2)/CREB/ATF3 (Wu et al. 2013). De plus, daŶs uŶ ĐoŶteǆte d͛isĐhĠŵie mais dans des 

modèles non exposés à une stimulation induite avec du NMDA, le tPA peut être 

neuroprotecteur. Par exemple, l͛Ġtude de Wu eŶ ϮϬϭϮ, ŵoŶtƌe Ƌue lorsque le tPA active la 

voie Akt/mTOR(mammalian target of rapamycin)/HIF1α (hypoxia inducible factor1 α), il 

conduit à une neuroprotection et à une augmentation de la recapture du glucose (Wu et al. 

2012). In vitro, suƌ uŶ ŵodğle de pƌiǀatioŶ d͛oǆǇgğŶe et de gluĐose, le tPA est ŶeuƌopƌoteĐteuƌ 
en inhibant le stress du réticulum endoplasmique (Louessard et al. 2017). Sur un modèle 

d͛oĐĐlusioŶ de l͛aƌtğƌe Đaƌotide ĐoŵŵuŶe, le tPA augŵeŶte l͛Ġpaisseuƌ de la deŶsitĠ post-

synaptique. De ce fait, le tPA pourrait promouvoir une réponse adaptative au stress 

métabolique et protéger la densité post-sǇŶaptiƋue des effets ŶĠfastes de l͛isĐhĠŵie 
(Jeanneret et al. 2016). De plus, le phénomène de protéostasie (équilibre entre la synthèse 

pƌotĠiƋue et la dĠgƌadatioŶͿ est ŵodulĠ paƌ le tPA loƌs d͛uŶ AVC isĐhĠŵiƋue. L͛utilisatioŶ d͛uŶ 
traitement tPA avec un inhibiteur du protéasome est neuroprotecteur sur un modèle 

d͛isĐhĠŵie foĐale chez le rat (Zhang et al. 2010). Ainsi, dans le contexte physiopathologique 

de l͛AVC, l͛iŵpaĐt pƌĠĐis de l͛iŶteƌaĐtioŶ du tPA suƌ les ƌĠĐepteuƌs NMDA et son effet pro-

excitotoxique daŶs le paƌeŶĐhǇŵe Ŷ͛est pas complètement 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 rôle plutôt pro ou anti-apoptotique du 

tPA. SeloŶ l͛Ġtude de Liu eŶ ϮϬϬϰ, le tPA est pƌo-apoptotique sur des cellules endothéliales 

cérébrales soumises à une hypoxie ainsi que sur des neurones corticaux traités au NMDA (Liu 

et al. 2004). Il a également ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe aĐtiǀatioŶ ŵiĐƌogliale ĐoŶduit ă la liďĠƌatioŶ de 
tPA Ƌui dĠĐleŶĐhe ă soŶ touƌ uŶe ĐasĐade apoptotiƋue ŶeuƌoŶale. L͛ajout d͛iŶhiďiteuƌ 
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protéolytique du tPA, PAI-I ou tPA stop réduit la mort neuronale apoptotique (Flavin et al. 

2000). 

 D͛autƌes Ġtudes suggèrent un rôle anti-apoptotique du tPA sur les neurones et les 

oligodeŶdƌoĐǇtes. Tout d͛aďoƌd, eŶ ϮϬϬϲ, Liot et collaborateurs montrent sur des neurones 

corticaux que le tPA réduit la mort apoptotique induite par privation de sérum. Cet effet, est 

ŵĠdiĠ paƌ uŶe ƌĠduĐtioŶ du Đliǀage de la Đaspase ϯ ;pƌotĠiŶe ŵajeuƌe de l͛apoptoseͿ, 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 oligodeŶdƌoĐǇtes de l͛apoptose : ce phénomène permettrait de réduire 

les dommages de la substance blanche (Correa et al. 2011). L͛eǆpositioŶ de pƌopofol suƌ des 
ŶeuƌoŶes hippoĐaŵpiƋues iŶduit de l͛apoptose, et uŶ pƌĠtƌaiteŵeŶt aǀeĐ du tPA ƌĠduit 
l͛apoptose ŶeuƌoŶale iŶduite (Liang et al. 2016). Enfin, l͛iŶhiďitioŶ eŶdogğŶe de tPA par la 

neuroserpine active la mort neuronale apoptotique après un traumatisme crânien (Zhao et al. 

2019). 

 Il semblerait que différents récepteurs soient ă l͛oƌigiŶe de l͛effet du tPA suƌ 
l͛apoptose. CeƌtaiŶes Ġtudes oŶt ƌappoƌtĠ uŶe aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs ă l͛aŶŶeǆiŶe II (Lee et 

al. 2007), des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2A (Echeverry et al. 2010). 

D͛autƌes suggğƌeŶt plutƀt uŶe aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF (Correa et al. 2011; Henry et 

al. 2013; Bertrand et al. 2015; Lemarchand et al. 2016). 

 

c. tPA et inflammation 

 Le tPA peut également moduler la réponse inflammatoire en intervenant un peu 

comme uŶe ĐǇtokiŶe iŶtƌaĐellulaiƌe. Le tPA pƌoŵeut l͛aĐtiǀatioŶ ŵiĐƌogliale eŶ ĐoŶditioŶs 
excitotoxiques, indépendamment de son activité protéolytique (Rogove et al. 1999; Gravanis 

and Tsirka 2005). Loƌs d͛uŶe lĠsioŶ eǆĐitotoǆiƋue, les aŶiŵauǆ dĠfiĐieŶts eŶ tPA pƌĠseŶteŶt 
une mort neuronale réduite mais également une moindre réaction microgliale (Rogove et al., 

Figure 18 : Le tPA protège les neurones de l’apoptose iŶduite paƌ uŶe pƌivatioŶ de sĠƌuŵ. 

En (A), le pourcentage de mort neuronale sur des cultures de neurones corticaux âgés de 7 jours, suite 

à 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). 



 
 

 

47 Introduction – L’aĐtivateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe 

1999). Cet effet est ŵĠdiĠ paƌ la liaisoŶ du tPA suƌ les ƌĠĐepteuƌs ă l͛aŶŶeǆiŶe II ŵiĐƌogliauǆ 
(Siao and Tsirka 2002). La microglie activée libère des cytokines inflammatoires et du tPA, 

amplifiant la réponse inflammatoire et la toxicité neuronale (Siao et al. 2003).  

 EŶ ϮϬϬϵ, le gƌoupe de ZhaŶg et Yepes suggğƌe Ƌue l͛effet du tPA suƌ l͛aĐtiǀation 

ŵiĐƌogliale est dû ă uŶe iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs LRP. Suƌ uŶ ŵodğle d͛isĐhĠŵie 
ĐĠƌĠďƌale, les souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ ƌĠĐepteuƌs LRP ŵiĐƌogliauǆ oŶt uŶ œdğŵe ĐĠƌĠďƌal ƌĠduit 
et un taux de MMP-9 moins éleǀĠ. L͛adŵiŶistƌatioŶ eǆogğŶe de tPA Đhez des souris tPA -/- 

augŵeŶte l͛aĐtiǀatioŶ ŵiĐƌogliale ŵais pas Đhez les souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ LRP, suggĠƌaŶt ďieŶ 
uŶe iŵpliĐatioŶ de Đes ƌĠĐepteuƌs suƌ la ƌĠpoŶse iŶflaŵŵatoiƌe eŶ ĐoŶditioŶ d͛isĐhĠŵie 
(Zhang et al. 2009). 

 Loƌs d͛uŶe iŶflaŵŵatioŶ, le tPA augŵeŶte aussi l͛aĐtiǀatioŶ des Ŷeutƌophiles. Le tPA 
peut promouvoir la transmigration des neutrophiles via l͛aĐtiǀitĠ 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-ϴ, et de l͛Ġlastase (Rosell et al. 2008; Carbone et al. 2015). Mais le 

ƌĠĐepteuƌ ƌespoŶsaďle de Đes effets Ŷ͛a pas ĠtĠ ideŶtifiĠ. 
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Pour résumer cette seconde partie, le tPA est une protéase physiologiquement présente dans 

l͛oƌgaŶisŵe, aǀeĐ des foŶĐtioŶs diǀeƌses et paƌfois opposĠes Ƌui dĠpeŶdeŶt de Ŷoŵďƌeuǆ 
facteurs (types cellulaires, doses, ŵodğles, …Ϳ. Elle est pƌĠseŶte daŶs le sǇstğŵe ǀasĐulaiƌe, 
synthétisée essentiellement par les cellules endothéliales et dans le système nerveux central 

où elle est eǆpƌiŵĠe daŶs de ŵultiples stƌuĐtuƌes ĐĠƌĠďƌales ;l͛hippoĐaŵpe, l͛aŵǇgdale, le 
Đoƌteǆ…Ϳ et tǇpes Đellulaiƌes ;ŶeuƌoŶes, astƌoĐǇtes…Ϳ. 

Sous sa forme recombinante, le tPA est utilisé comme traitement pharmacologique pour sa 

propriété thrombolytique lors d͛AVC isĐhĠŵiƋues. 

Dans le compartiment cérébral, le tPA est impliqué à la fois dans des processus physiologiques 

liés au développement cérébral et cognitif mais aussi dans des processus pathologiques en 

induisant entre autres des phénomènes 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 être 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 

;hippoĐaŵpus, aŵǇgdala, Đoƌteǆ…Ϳ aŶd Đellulaƌ tǇpes ;ŶeuƌoŶs, astƌoĐǇtes…Ϳ. 

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 ƌĠĐepteuƌ MET et soŶ ligaŶd, l’HGF 

I. Généralités sur le récepteur MET 

1. Sa découverte 

 C͛est eŶ ϭϵϴϰ Ƌue l͛ĠƋuipe de Coopeƌ dĠĐƌit pouƌ la pƌeŵiğƌe fois le ƌĠĐepteuƌ MET. Ce 
deƌŶieƌ est dĠĐouǀeƌt daŶs la ligŶĠe d͛ostĠosaƌĐoŵe huŵaiŶ HOS tƌaitĠe par un carcinogène 

chimique (Cooper et al. 1984). À la suite de ce traitement, un réarrangement chromosomique 

induit la fusion du gène TPR (Translocated Promoter Region) avec le gène MET. La protéine 

issue de cette fusion possède le domaine kinase de MET et le site de dimérisation de TPR et 

iŶduit l͛aĐtiǀatioŶ ĐoŶstitutiǀe de la protéine chimère. L͛ADNĐ de Đes Đellules a peƌŵis d͛isoleƌ 
la séquence TPR-MET qui se caractérise par un réarrangement chromosomique entre le 

chromosome 1q25 codant le gène TPR et le chromosome 7 q21-31 codant une protéine 

jusƋu͛aloƌs iŶĐoŶŶue. TaŶdis Ƌue le gğŶe TPR code une protéine du nucléopore avec un 

domaine de dimérisation, la protéine inconnue possède un domaine à activité tyrosine kinase, 

fortement similaire aux récepteurs tyrosine kinase (RTKͿ. Le ƌĠĐepteuƌ tiƌe soŶ Ŷoŵ de l͛ageŶt 
carcinogène qui a permis sa découverte : le N-Methyl-N͛-nitro-N-nitrosoguanidine (Park et al. 

1986). 

2. Du gène à la structure de la protéine 

 Le gène humain codant le récepteur MET est localisé sur le chromosome 7 (bande 7 

q21-q31). Il a une longueur de 120 kDa contenant 21 exons entrecoupés de 20 introns (Lin et 

al. 1998). A la suite de sa tƌaduĐtioŶ, le ƌĠĐepteuƌ est pƌĠseŶt sous la foƌŵe d͛uŶ pƌĠĐuƌseuƌ 
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 α 

de 50 kDA et d͛uŶe sous-unité β de 140 kDa (Tempest et al. 1988). 

 Le récepteur MET est donc un hétérodimère transmembranaire dont les chaînes α et 
β soŶt ƌeliĠes paƌ des poŶts disulfuƌes. L͛eǆtƌĠŵitĠ eǆtƌaĐellulaiƌe ĐoŶtieŶt la ĐhaîŶe α daŶs 
soŶ iŶtĠgƌalitĠ, taŶdis Ƌue la ĐhaîŶe β a uŶe ƌĠgioŶ eǆtƌaĐellulaiƌe eŶ N-terminale, un domaine 

tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe Ƌui peƌŵet l͛aŶĐƌage du ƌĠĐepteuƌ aiŶsi Ƌu͛uŶe ƌĠgioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe eŶ C-

terminale. Si on énumère les différents domaines du récepteur MET, il contient 6 domaines 

extracellulaires et un domaine intracellulaire. 

 Au sein de la région extracellulaire : 

- Le domaine SEMA possède des homologies avec les domaines des sémaphorines et 

des plexines qui sont une famille de protéines secrétées ou associées à la membrane 

dĠĐƌites pouƌ leuƌ ƌƀle daŶs le dĠǀeloppeŵeŶt ŶeuƌoŶal. C͛est le seul domaine qui est 

formé de la chaîne α et β (Stamos et al. 2004). 

- Le domaine PSI (Plexins Semaphorins and Integrins) suit le domaine SEMA et il 

possède 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 chaîne β. Ce doŵaiŶe 
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 

ĐoŶŶeĐtĠs ă l͛hĠliĐe transmembranaire qui relie le domaine extracellulaire au domaine 

intracellulaire. 
 

 La région intracellulaire est ĐoŵposĠe d͛uŶe partie juxtamembranaire qui a pour rôle 

de réguler négativement des sites de régulation comme la sérine 975. Il contient le domaine 

ă aĐtiǀitĠ tǇƌosiŶe kiŶase Ƌui se dĠĐoŵpose eŶ uŶe ƌĠgioŶ ĐatalǇtiƋue aĐtiǀaŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase 
et uŶ site d͛aĐĐueil ŵultifonctionnel. La région catalytique contient les tyrosines 1234 et 1235 

et le site d͛aĐĐueil ŵultifoŶĐtioŶŶel ĐoŶtieŶt les tǇƌosiŶes ϭϯϰϵ et ϭϯϱϲ (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. D͛apƌğs Birchmeier et al., 2003. 



 
 

 

51 Introduction – Le ƌĠĐepteuƌ MET et soŶ ligaŶd, l’HGF 

II. GĠŶĠƌalitĠs suƌ l’HGF/SF 

1. Sa découverte 

 La dĠĐouǀeƌte de l͛hepatocyte growth factor ou scatter factor (HGF/SF) a été faite par 

deuǆ ĠƋuipes diffĠƌeŶtes ă ϯ aŶs d͛iŶteƌǀalle Đe Ƌui eǆpliƋue sa douďle ŶoŵiŶatioŶ. EŶ ϭϵϴϰ, 
l͛ĠƋuipe de Nakaŵuƌa a pu isoleƌ uŶ faĐteuƌ ŵitogğŶe ă paƌtiƌ de plasŵa de ƌats paƌtielleŵeŶt 
hépatectomisés qui induit la prolifération des hĠpatoĐǇtes ; l͛HGF (Nakamura et al. 1984).  

Puis, eŶ ϭϵϴϳ, l͛ĠƋuipe de StoĐkeƌ isole ă paƌtiƌ de fiďƌoďlastes eŵďƌǇoŶŶaiƌes uŶe 
pƌotĠiŶe Đapaďle d͛augŵeŶteƌ et de dispeƌseƌ les Đellules ĠpithĠliales Đ͛est ă dire de dissocier 

les Đellules pouƌ Ƌu͛elles puisseŶt eŶsuite migrer. Ainsi, cette cytokine se fait nommer facteur 

de dispersion (SF) (Stoker et al. 1987). Le ƌĠĐepteuƌ MET est oƌpheliŶ de soŶ ligaŶd jusƋu͛eŶ 
ϭϵϵϭ où il est Ġtaďli Ƌue Đes deuǆ faĐteuƌs soŶt eŶ fait Ƌu͛uŶ seul et ŵġŵe faĐteuƌ ;sĠƋueŶĐes 
ĐodaŶtes ideŶtiƋues, aĐtiǀitĠs ďiologiƋues iŶteƌĐhaŶgeaďles…Ϳ et Ƌu͛ils agisseŶt via un même 

récepteur, MET (Bottaro et al. 1991; Naldini et al. 1991; Weidner et al. 1991). 

2. Du gène à la structure de la protéine 

 Le gğŶe de l͚HGF/SF est situé sur le chromosome 7 (bande q21.1) et couvre environ 

70kb avec 18 exons et 17 introns (Seid et al. 1991). L͛HGF/SF est uŶe glǇĐopƌotĠiŶe d͛aďoƌd 
sĠĐƌĠtĠe sous la foƌŵe d͛uŶ pƌĠĐuƌseuƌ iŶaĐtif siŵple ĐhaîŶe, le pƌo-HGF. Pour devenir 

biologiquement actif, le pro-HGF est ĐliǀĠ au Ŷiǀeau de l͛aƌgiŶiŶe 494 et la valine 495(Naldini 

et al. 1992). Ce Đliǀage peut ġtƌe effeĐtuĠ paƌ l͛aĐtiǀateuƌ de l͛HGF ;HGFaͿ Ƌui est l͛aĐtiǀateuƌ 
le plus efficace, mais aussi par la matriptase, l͛hepsiŶe et le facteur de coagulation (XIIαͿ 
(Shimomura et al. 1995; Owen et al. 2010). La littérature diverge concernant le clivage du pro-

HGF via les activateurs du plasminogène (uPA et tPA) (Mars et al. 1993; Zamolodchikov et al. 

2019). Le Đliǀage iŶduit aloƌs uŶ hĠtĠƌodiŵğƌe foŶĐtioŶŶel ĐoŵposĠ d͛uŶe ĐhaîŶe α de 69 kDa 

et d͛uŶe ĐhaîŶe β de 34 kDa reliée par un pont disulfure (Gherardi et al. 2012).  
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 L͛aŶalǇse de la sĠƋueŶĐe HGF/SF a ŵoŶtƌĠ uŶe hoŵologie de sĠƋueŶĐe de ϯϴ% aǀeĐ le 
plasminogène (Lokker et al. 1992). Cette protéine est composée de 6 domaines : ă l͛eǆtƌĠŵitĠ 
N-terminale est présente la sous-unité α Ƌui ĐoŶtieŶt uŶ doŵaiŶe eŶ ĠpiŶgle ă Đheǀeuǆ 
(Hairpin loopͿ aǀeĐ uŶ site de liaisoŶ de haute affiŶitĠ ă l͛hĠpaƌiŶe et ϰ doŵaiŶes KƌiŶgle ;Kϭ ă 
K4 stabilisés les uŶs auǆ autƌes paƌ des poŶts disulfuƌesͿ. La ĐhaîŶe β est ĐoŶstituĠe ă elle seule 
du domaine SPH (serine protease homologyͿ ă l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale. Ce domaine est 

appaƌeŶtĠ au doŵaiŶe ĐatalǇtiƋue des sĠƌiŶes pƌotĠases ŵais l͛HGF/SF est dĠpouƌǀu d͛aĐtiǀité 

enzymatique à cause de mutation dans sa séquence génomique (Figure 20; Birchmeier et al., 

2003). 

 Pour une écriture plus simplifiée, il sera employé le terme HGF à la place de HGF/SF 

dans la suite du manuscrit. 

III. La signalisation du couple MET/HGF 

1. L’aĐtivatioŶ du récepteur MET 

a. Interactions entre l’HGF et MET 

 Le pro-HGF peut se lieƌ au ƌĠĐepteuƌ MET ŵais il est daŶs l͛iŶĐapaĐitĠ d͛eŶ iŶduiƌe soŶ 
activation (Lokker et al. 1992). L͛iŶteƌaĐtioŶ de l͛HGF suƌ le ƌĠĐepteuƌ MET iŵpliƋue d͛uŶe paƌt 
le domaine N-Kϭ et SPH de l͛HGF, et d͛autƌe paƌt le doŵaiŶe SEMA de MET (Stamos et al. 

2004). Un second site potentiel de fixation a été décrit entre le domaine N-Kϭ de l͛HGF et les 
domaines IPT3 et IPT4 de MET (Basilico et al. 2008). La liaisoŶ de l͛HGF iŶduit sa diŵĠƌisatioŶ 
grâce à une interaction tête-bêche mais également la dimérisation de MET et son activation 

Figure 20 : RepƌĠseŶtatioŶ de l’HGF/SF. 
(A) Les domaines de stƌuĐtuƌe de l͛HGF/SF. α et β font référence aux sous-unités qui sont présentes 

après le clivage protéolytique. N : domaine amino-terminal ; K1-K4 : domaine kringle 1 à 4 ; SPH : 

domaine homologue aux sérines protéases. (B) Structure cristallographique des 6 domaines de 

l͛HGF/SF. D͛apƌğs Birchmeier et al., 2003. 
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(Figure 21; Gherardi et al., 2006). A Ŷoteƌ, Ƌue l͛HGF peut ĠgaleŵeŶt se fiǆeƌ suƌ 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 

soŶt esseŶtielles pouƌ l͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ et faǀoƌise la phosphoƌǇlatioŶ de deuǆ 
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 possèdent 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 à activité kinase et 

phosphatase, permettant de réguler la signalisation de MET. Apƌğs l͛aĐtiǀatioŶ de MET, la 
tyrosine 1003 est phosphorylée au niveau de la région juxtamembranaire. Cette tyrosine est 

ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe iŶhiďitƌiĐe puisƋu͛elle peƌŵet le ƌeĐƌuteŵeŶt d͛uŶe uďiƋuitiŶe 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, 

d͛autƌes tǇƌosiŶes soŶt poteŶtielleŵeŶt phosphoƌǇlaďles :  les tyrosines 1194, 1313 et 1365 

(Maulik et al. 2002; Cristiani et al. 2005).  

Figure 21 : Base stƌuĐtuƌale de l’iŶteƌaĐtioŶ HGF/MET. 
(A) StƌuĐtuƌe de l͛HGF. (B) RepƌĠseŶtatioŶ de l͛iŶteƌaĐtioŶ de l͛HGF/MET eŶgageaŶt le doŵaiŶe N et 
K1 et la sous-uŶitĠ β de l͛HGF aiŶsi Ƌue le doŵaiŶe SEMA de MET. (C) Structure cristallographique de 

l͛assoĐiatioŶ eŶtƌe la ĐhaîŶe β de l͛HGF et le doŵaiŶe SEMA-PSI de MET. (D) Structure 

ĐƌistallogƌaphiƋue du doŵaiŶe kiŶase et d͛uŶe paƌtie du doŵaiŶe juǆtaŵeŵďƌaŶaiƌe de MET. EŶ ƌouge 
et ďleu, il s͛agit des ĐhaŶgeŵeŶts stƌuĐtuƌels de la ďouĐle d͛aĐtiǀatioŶ eŶtƌe soŶ Ġtat aĐtif ;eŶ ƌougeͿ 
et son état inactif (en bleu). D͛apƌğs 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 

sigŶal eŶ ƌeĐƌutaŶt des pƌotĠiŶes adaptatƌiĐes Ƌui ǀoŶt aŵplifieƌ le sigŶal ou l͛oƌieŶteƌ, et 
iŶduiƌe l͛aĐtiǀatioŶ de ǀoies de signalisation spécifique. Les principales protéines partenaires 

sont : Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), Gab1 (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).  

 Gab1  

 Gab1 se fixe directement sur la Tyr 1349 du récepteur MET grâce à son domaine MBD 

ou il s͛assoĐie iŶdiƌeĐteŵeŶt suƌ la TǇƌ ϭϯϱϲ via Grb2 (Lock et al. 2000). La protéine Gab1 une 

fois fiǆĠe, s͛aĐtiǀe paƌ phosphoƌǇlatioŶ et seƌt de platefoƌŵe pouƌ ƌeĐƌuteƌ d͛autƌes pƌotĠiŶes 
telles que PI3k, Crk (CT10 regulator kinase), PLC (phospholipase C), ou SHP2. Cette dernière 

reconnaît les tyrosines situées sur la partie C-terminale de Gab1. La protéine SHP2 se 

phosphoryle alors et active la voie Ras/MAPK qui est essentielle pour la morphogenèse de 

branchement (Maroun et al. 2000; Schaeper et al. 2000). Outƌe l͛HGF, Gaďϭ est aĐtiǀĠ paƌ de 
Ŷoŵďƌeuǆ faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe Đoŵŵe l͛EGF, le NGF ;nerve growth factorͿ, l͛iŶsuliŶe ou 
certaines interleukines (IL-3 et IL-6). La fonction de Gab1 semble essentielle dans la 

signalisation de MET car des embryons de souris déficientes en Gab1 présentent les mêmes 

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 ĐoŵposĠe d͛uŶ doŵaiŶe SHϮ, Ƌui se lie diƌeĐteŵeŶt suƌ la 
TǇƌ ϭϯϱϲ, eŶĐadƌĠ paƌ Ϯ doŵaiŶes SHϯ esseŶtiels pouƌ le ƌeĐƌuteŵeŶt d͛autƌes pƌotĠiŶes de 
signalisation (Songyang et al. 1994). Grb2 a aussi la possibilité de se lier de façon indirecte à 

MET via la protéine SHC, elle-même 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 à MET (Pelicci et al. 1995). L͛adaptateuƌ GƌďϮ est ĐoŶŶu pouƌ 
s͛assoĐieƌ au faĐteuƌ d͛ĠĐhaŶge de ŶuĐlĠotides SOS ;son of sevenless), activant la voie 

Ras/MAPK. Cette protéine permet aussi le recrutement de la protéine Gab1 et de la protéine 

CBL (Casitas B-cell lineageͿ Ƌui iŶteƌǀieŶt daŶs l͛iŶteƌŶalisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ MET. De plus, 
Grb2 semble influer dans la myogenèse tardive. En effet, alors que la mutation des tyrosines 

1349 et 1356 est létale, l͛Ġtude de MaiŶa ŵoŶtƌe que la mutation de la Tyr 1356 permet un 

dĠǀeloppeŵeŶt du fœtus ă teƌŵe ŵais aǀeĐ uŶe ŵasse ŵusĐulaiƌe des ŵeŵďƌes ƌĠduite et 
un déficit généralisé des fibres secondaires aboutissant au décès peu de temps après la 

naissance (Maina et al. 1996b). 
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 SHP2 

 SHP2 est une des protéines tyrosine phosphatase (PTP) impliquée dans la signalisation 

de MET. SHPϮ se fiǆe iŶdiƌeĐteŵeŶt suƌ MET paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de Gaďϭ, Đe Ƌui peƌŵet 
l͛aĐtiǀatioŶ ĐoŶfoƌŵatioŶŶelle de SHPϮ et l͛iŶduĐtioŶ des ǀoies Ras et MAPK. Mġŵe si la 
pƌĠseŶĐe de SHPϮ Ŷ͛est pas esseŶtielle pouƌ l͛aĐtiǀatioŶ de Đes ǀoies, elle peƌŵet de ŵaiŶteŶiƌ 
leur activation (Maroun et al. 2000; Cunnick et al. 2002). Le mécanisme de cette activation 

ŵaiŶteŶue seƌait dû ă uŶe iŶhiďitioŶ de RasGAP, l͛iŶhiďiteuƌ de la ǀoie Ras (Montagner et al. 

2005). AiŶsi, SHPϮ Ŷ͛eǆeƌĐe pas d͛aĐtiǀitĠs iŶhiďitƌiĐes suƌ la sigŶalisatioŶ de MET, 
ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt ă Đe Ƌue l͛oŶ pouƌƌait atteŶdƌe de paƌ soŶ poteŶtiel tǇƌosiŶe phosphatase. De 
plus, la voie Gab1/ SHP2 est décrite dans des processus biologiques tels que la morphogenèse 

et la régénération du foie (Bard-Chapeau et al. 2006). SHP2 est également considéré comme 

un oncogène puisque des mutations sporadiques ont été retrouvées dans certains cancers 

(Ostman et al. 2006). Parmi les autres PTP participant à 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 Gab1 et Gab2 (Gu et al. 2000; Ong et al. 2001). Le recrutement de SHC par la protéine 

fusion TPR/MET est nécessaire à 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 Gab1. STAT3 activé par phosphorylation se dimérise, se 

transloque dans le noyau et se comporte comme un facteur de transcription en favorisant la 

morphogenèse et la tumorigenèse (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 

sigŶalisatioŶ iŶteƌǀeŶaŶt diƌeĐteŵeŶt ou iŶdiƌeĐteŵeŶt apƌğs l͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ MET. 
Mais, au sein de cette signalisation, certains partenaires protéiques vont être retrouvés de 

façon récurrente (Gab1 et Grb2) aloƌs Ƌue d͛autƌes Ŷe ǀoŶt ġtƌe iŵpliƋuĠs Ƌue daŶs uŶ 
contexte cellulaire particulier. 

2. Les voies de signalisation 

 La ƌĠpoŶse Đellulaiƌe suite ă l͛aĐtiǀatioŶ de MET ƌepose suƌ uŶe ĐasĐade de pƌotĠiŶe de 
sigŶalisatioŶ Ƌui peƌŵetteŶt l͛aĐtiǀatioŶ de ǀoies 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 très bien décrite dans la littérature. Cette voie peut être activée par de nombreux 

ƌĠĐepteuƌs, ŵeŶaŶt ă l͛aĐtiǀatioŶ de faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ Ƌui faǀoƌiseŶt l͛eǆpƌessioŶ de 
gènes induisant la prolifération cellulaire. Après la fixation de Grb2 sur MET, cette protéine 

recrute à son tour la protéine SOS qui se fixe sur le domaine SH3 de Grb2. SOS stimule 

l͛ĠĐhaŶge d͛uŶ GDP eŶ GTP daŶs la ďouĐle effeĐtƌiĐe de la pƌotĠiŶe Ras Đe Ƌui la stabilise et 

l͛aĐtiǀe, peƌŵettaŶt le ƌappƌoĐheŵeŶt de Raf ă la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue afiŶ d͛ġtƌe aĐtiǀĠe paƌ 
phosphoƌǇlatioŶ. AiŶsi, Raf iŶduit l͛aĐtiǀatioŶ eŶ ĐasĐade de Mek et de Eƌk, deƌŶieƌ ŵailloŶ de 
la chaîne (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.  

PIϯk est uŶe eŶzǇŵe ĐoŵposĠe d͛uŶe sous-unité catalytique (pϭϭϬͿ et d͛uŶe sous-unité 

régulatrice (p85). PI3k se fixe directement à MET par la sous-unité p85 qui possède un 

doŵaiŶe SHϮ, ou paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de Gaďϭ. PIϯk uŶe fois ƌeĐƌutĠe, peƌŵet la 
phosphorylation de phospho-inositols membranaires : PIP2 (PI,3,4-biphosphate) en PIP3 

(PI3,4, 5 triphosphate). PIP3 sert de ligand pour recruter la protéine Akt à 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 

s͛opposeƌ ă l͛aƌƌġt du ĐǇĐle Đellulaiƌe. La pƌotĠiŶe Akt peut liďĠƌeƌ le faĐteuƌ NF-ĸB impliqué 

notamment dans la prolifĠƌatioŶ et l͛aŶgiogeŶğse (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 être activée par la PLCγ Ƌui est ĠƋuipĠe d͛uŶ doŵaiŶe SH2. Et Ras 

Ŷ͛aĐtiǀe pas eǆĐlusiǀeŵeŶt les MAPK ŵais peut aĐtiǀeƌ ĠgaleŵeŶt PIϯk et PLCε (phospholipase 

Cε) (Hennessy et al. 2005). 
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Figure 22: SigŶalisatioŶ de l’HGF/MET et Đes aĐtivitĠs ďiologiƋues. 
À la suite de l͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ MET paƌ soŶ agoŶiste l͛HGF, MET se diŵĠƌise et 
s͛autophosphoƌǇle au Ŷiǀeau de diǀeƌses tǇƌosiŶes. Il s͛eŶ suit uŶ ƌeĐƌuteŵeŶt de pƌotĠiŶes 
adaptatrices comme Gab1 et Grb2 qui à leurs tours recrutent des partenaires protéiques (Shc, Crk, 

PI3k, PLCγ, SHP2…Ϳ ĐoŶduisaŶt ă des ƌĠpoŶses ďiologiƋues telles Ƌue l͛iŶǀasioŶ, la ŵigƌatioŶ ou eŶĐoƌe 
la prolifération cellulaire.  

3. La régulation du récepteur 

a. Internalisation de MET 

 Apƌğs stiŵulatioŶ paƌ l͛HGF, le ƌĠĐepteuƌ MET est ƌapideŵeŶt iŶteƌŶalisĠ paƌ 
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 

l͛uďiƋuitiŶǇlatioŶ du ƌĠĐepteuƌ. Ce ƌeĐƌuteŵeŶt se fait soit diƌeĐteŵeŶt paƌ l͛assoĐiatioŶ du 
domaine kinase de CBL et de la Tyr 1003 de MET ou soit indirectement par son association à 

Grb2 via son domaine riche en proline (Peschard et al. 2001). Ce recrutement permet la 

foƌŵatioŶ d͛uŶ Đoŵpleǆe eŶtƌe MET, CBL, l͛eŶdophiliŶe et CINϴϱ ;CBL- interacting protein of 

85kDaͿ, iŶitiaŶt l͛eŶdoĐǇtose ĐlathƌiŶe-dépendante (Petrelli et al. 2002). Ce complexe permet 

de ŵodifieƌ les phospholipides ŵeŵďƌaŶaiƌes, d͛iŶduiƌe uŶe Đouƌďuƌe de la ŵeŵďƌaŶe 
plasŵiƋue et de foƌŵeƌ le ŵaŶteau de ĐlathƌiŶe. Il s͛eŶ suit uŶe iŶǀagiŶatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe 
qui foƌŵe la ǀĠsiĐule d͛eŶdoĐǇtose, iŶitiaŶt aloƌs l͛iŶteƌŶalisatioŶ de MET (Petrelli et al. 2002). 

Paƌ ailleuƌs, l͛Ġtude de KoƌhaŶ eŶ ϮϬϭϰ ŵoŶtƌe Ƌue le ƌĠĐepteuƌ MET peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe 
internalisé par une voie clathrine-iŶdĠpeŶdaŶte, paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de la ĐaǀĠoliŶe (Korhan 

et al. 2014). 
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 Au Đouƌs de soŶ iŶteƌŶalisatioŶ, MET ĐoŶtiŶue d͛aĐtiǀeƌ Đeƌtaines voies de 

signalisation. En effet, lorsque MET est présent dans les endosomes précoces, il active les 

pƌotĠiŶes Eƌkϭ/Ϯ, leuƌ ƌeloĐalisatioŶ au Ŷiǀeau des poiŶts foĐauǆ d͛adhĠsioŶs, faǀoƌisaŶt 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 rôle de facteur 

de transcriptioŶ. Fait iŶtĠƌessaŶt, loƌsƋue l͛iŶteƌŶalisatioŶ de MET est ďloƋuĠe, cela provoque 

une inhibition de la phosphorylation de Erk et de STAT3 (Kermorgant and Parker 2008). 

 Aloƌs Ƌue l͛iŶteƌŶalisatioŶ est tƌaditioŶŶelleŵeŶt dĠĐƌite pouƌ stoppeƌ la sigŶalisatioŶ, 
daŶs l͛eǆeŵple de MET, Đette sigŶalisatioŶ Ŷe s͛effeĐtue pas seulement à la membrane 

plasŵiƋue ŵais se pouƌsuit au Đouƌs de l͛iŶteƌŶalisatioŶ. Le ƌeĐƌuteŵeŶt pƌĠfĠƌeŶtiel de 
ĐeƌtaiŶs effeĐteuƌs est ă l͛oƌigiŶe de la spĠĐifiĐitĠ du sigŶal de MET, au dĠpeŶd de sa 
localisation (Kermorgant and Parker 2005). 

b. Dégradation et recyclage de MET 

 A la suite de l͛iŶteƌŶalisatioŶ, le ƌĠĐepteuƌ MET est diƌigĠ ǀeƌs les eŶdosoŵes précoces 

où il recrute la protéine HRS (HGF regulated tyrosine kinase substrate), capable de reconnaître 

et d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ l͛uďiƋuitiŶe. La pƌotĠiŶe HRS permet de guider le récepteur MET vers les 

diffĠƌeŶtes Ġtapes de ŵatuƌatioŶ de l͛eŶdosoŵe et foƌŵe aǀeĐ d͛autƌes pƌotĠiŶes le Đoŵpleǆe 
ESCRT (endosomal sorting complex required for transport). Ce complexe permet la formation 

d͛uŶ eŶdosoŵe ŵultiǀĠsiĐulaiƌe Ƌui Ġǀolue eŶ eŶdosoŵe taƌdif. Ce deƌŶieƌ fusioŶŶe aǀeĐ uŶ 
lǇsosoŵe doŶt l͛aĐiditĠ est ŶĠĐessaiƌe pouƌ l͛aĐtiǀitĠ des eŶzǇŵes Ƌui iŶduiseŶt la dĠgƌadatioŶ 
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 à 

la membrane par un processus de recyclage. DaŶs les eŶdosoŵes de tƌi, MET peut s͛assoĐieƌ 
à la protéine GGA3 (golgi-localized γ-ear-containng Arf-binding protein3) via l͛adaptateuƌ Crk. 

L͛eǆtiŶĐtioŶ de la pƌotĠiŶe GGAϯ ŵoŶtƌe uŶe iŶhiďitioŶ du ƌeĐǇĐlage au pƌofit d͛uŶe 
augmentation de la dégradation de MET. Cette extinction induit aussi une réduction de 

l͛aĐtiǀitĠ de Eƌk, Ƌui ƌĠsulte paƌ uŶe diŵiŶutioŶ de la migration cellulaire. Ainsi, le recyclage 

de MET participe aussi au contrôle 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 à sa dégradation. 

Après stiŵulatioŶ paƌ soŶ ligaŶd l͛HGF, MET se diŵĠƌise et s͛autophosphoƌǇle. Il ƌeĐƌute des pƌotĠiŶes 
adaptatrices dont Gab1 et Grb2. La protéine CBL vient se fixer sur la Tyr 1003 pour permettre 

l͛uďiƋuitiŶǇlatioŶ et aiŶsi l͛iŶteƌŶalisatioŶ de MET. DaŶs les eŶdosoŵes, MET peut toujouƌs aĐtiǀeƌ les 
voies de signalisation. De la même manière dans les endosomes périnucléaires, MET favorise la 

translocation de STAT3. Dans les endosomes, MET peut suivre la voie de la dégradation induite par le 

lǇsosoŵe ou la ǀoie de ƌeĐǇĐlage eŶ s͛assoĐiaŶt aǀeĐ la pƌotĠiŶe GGAϯ. 
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IV. Les fonctions du couple MET/HGF 

1. Au cours du développement des organes périphériques 

 L͛eǆpƌessioŶ de MET et de l͛HGF au Đouƌs de l͛eŵďƌǇogeŶğse ƌĠǀğle uŶ sĐhĠŵa 
d͛eǆpƌessioŶ Ƌui ǀaƌie eŶ foŶĐtioŶ du stade du dĠǀeloppeŵeŶt. Leuƌ eǆpƌessioŶ ĐoŶjoiŶte est 
retrouvée précocement pendant la gastrulation (6,5 à 7ème jour de développement) chez la 

souƌis au seiŶ du ŵĠsodeƌŵe et de l͛eŶdodeƌŵe, suggĠƌaŶt uŶ ŵode d͛aĐtioŶ autoĐƌiŶe. Paƌ 
la suite, peŶdaŶt l͛oƌgaŶogeŶğse ;ϴ-10ème jour de développement) leur co-expressioŶ Ŷ͛est 
ƌetƌouǀĠe Ƌue daŶs de ƌaƌes zoŶes Ƌue soŶt le tuďe Ŷeuƌal, les soŵites et le Đœuƌ. DaŶs le 
ƌeste de l͛eŵďƌǇoŶ et jusƋu͛ă la fiŶ du dĠǀeloppeŵeŶt, le patƌoŶ d͛eǆpƌessioŶ de Đes deuǆ 
gènes est distinct : l͛HGF est eǆpƌiŵĠ daŶs les tissus ŵĠseŶĐhǇŵateux alors que MET est 

eǆpƌiŵĠ daŶs les tissus ĠpithĠliauǆ, iŶdiƋuaŶt plutƀt uŶ ŵode d͛aĐtioŶ paƌaĐƌiŶe du ƌĠĐepteuƌ 
(Jung et al. 1994). Ainsi, la signalisation de MET favorise la morphogenèse de plusieurs organes 

tels que le rein, le foie, le placenta, la glande mammaire, les testicules, le pancréas et les 

pouŵoŶs. De plus, MET et l͛HGF soŶt aussi iŵpoƌtaŶts daŶs le développement du système 

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; Ieraci et al. 2002; Prunotto et al. 2004).  

 DaŶs les aŶŶĠes ϭϵϵϬ, l͛iŶǀalidatioŶ du gğŶe MET ou de l͛HGF a permis de confirmer 

que le couple joue un rôle essentiel dans les processus de développement embryonnaire et 

dans les interactions épithélium-mésenchyme. De fait, l͛iŶǀalidatioŶ de Đes gğŶes est lĠtale in 

utero à 15 jours de développement et les embryons MET -/- et HGF -/- ont des altérations 

phénotypiques similaires. Les embryons présentent un défaut de développement du 

tƌophoďlaste Ƌui foƌŵe la paƌtie fœtale du plaĐeŶta, Đ͛est Đe Ƌui est ă l͛oƌigiŶe de la lĠtalitĠ 
(Figure 24; Bladt et al., 1995; Schmidt et al., 1995; Uehara et al., 1995). Leur taille de foie est 

aussi ƌĠduite s͛eǆpliƋuaŶt paƌ uŶe ďaisse de la suƌǀie et de la pƌolifĠƌatioŶ des hĠpatoĐǇtes 
(Schmidt et al. 1995). Ils ont également une altération de la répartition des cellules 

musculaires, due à 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 

dĠǀeloppeŵeŶt. Paƌ eǆeŵple, l͛iŶǀalidatioŶ de MET iŶhiďe le ďoŶ dĠǀeloppeŵeŶt alǀĠolaiƌe 
des poumons et réduit le nombre de néphrons ainsi que la taille du rein (Ishibe et al. 2009; 

Calvi et al. 2013). Au seiŶ du SNC, soŶ eǆtiŶĐtioŶ gĠŶĠtiƋue peut ĐoŶduiƌe ă uŶe peƌte d͛uŶ 
sous-groupe de motoneurones (Lamballe et al. 2011). Loƌs d͛uŶe hĠpateĐtoŵie paƌtielle ou 
uŶ ƌeiŶ aďîŵĠ, l͛HGF stiŵule la ŵoƌphogeŶğse de ďƌaŶĐheŵeŶt daŶs le foie et le rein chez 

l͛adulte (Balkovetz and Lipschutz 1999; Huh et al. 2004). Ainsi, au cours du développement, le 

Đouple HGF/MET est iŶdispeŶsaďle pouƌ l͛oƌgaŶogeŶğse et l͛hoŵĠostasie tissulaiƌe ;foie, ƌeiŶ, 
poumon).  
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2. Au cours du neurodéveloppement 

 L͛Ġtude de JuŶg eŶ ϭϵϵϰ dĠŵoŶtƌe paƌ hǇďƌidatioŶ in situ que les transcrits de MET et 

de l͛HGF soŶt eǆpƌiŵĠs daŶs le Đeƌǀeau de souƌis adulte et eŶ dĠǀeloppeŵeŶt (Jung et al. 

1994). L͛eǆpƌessioŶ de l͛HGF et MET au seiŶ du SNC dĠďute ă EϭϮ et Eϭϯ ƌespeĐtiǀeŵeŶt (Jung 

et al. 1994; Achim et al. 1997). L͛ARNŵ de l͛HGF est pƌiŶĐipaleŵeŶt loĐalisĠ dans les neurones 

de l͛hippoĐaŵpe, du Đoƌteǆ, et des Đellules gƌaŶulaiƌes du Đeƌǀelet, aloƌs Ƌue l͛ARNŵ de MET 
est plus spĠĐifiƋueŵeŶt ƌestƌeiŶt ă l͛aiƌe CAϭ de l͛hippoĐaŵpe, au Đoƌteǆ et au septuŵ (Jung 

et al. 1994; Thewke and Seeds 1999; Korhonen et al. 2000). Fonctionnellement, les neurones 

répondent à la signalisation HGF/MET par une augmentation rapide de la transcription du 

gène c-Fos (Jung et al. 1994).  

 La Đaƌte d͛eǆpƌessioŶ du tƌaŶsĐƌit MET ŵoŶtƌe uŶ faiďle Ŷiǀeau de soŶ eǆpƌessioŶ au 
stade prénatal (E16.5) puis son expression augmente à la naissance et atteint un pic 

d͛eǆpƌessioŶ ă Pϳ. EŶsuite, l͛eǆpƌessioŶ de MET est ƌelatiǀeŵeŶt staďle peŶdaŶt la seĐoŶde 
semaine post-natale puis décline fortement à P21 pour se maintenir à de faibles niveaux 

d͛eǆpƌessioŶ ă l͛ąge adulte (Figure 25; Judson et al., 2009). L͛Ġtude ƌĠǀğle Ƌue les piĐs 
d͛eǆpƌessioŶ de MET ĐoïŶĐideŶt aǀeĐ les pĠƌiodes de pƌoloŶgeŵeŶt des Ŷeuƌites et de 
synaptogenèse, suggérant un rôle fonctionnel de MET dans le développement de la 

ĐoŶŶeĐtiǀitĠ du Đeƌǀeau. De plus, l͛eǆpƌessioŶ de MET peŶdant cette période est présente 

daŶs l͛hippoĐaŵpe, le ŶĠoĐoƌteǆ et les ƌĠgioŶs liŵďiƋues sous-corticales (Judson et al. 2009). 

Dans ces régions, MET est exprimé par des neurones à projections excitateurs et in vivo il Ŷ͛Ǉ 
a pas de preuve reportée de son expression dans les interneurones (Eagleson et al. 2011). 

 Ce couple influence différents évènements neurodéveloppementaux, incluant 

l͛iŶduĐtioŶ Ŷeuƌale, la ŵoƌphogeŶğse des ŶeuƌoŶes ;sǇŶaptogeŶğse et dĠǀeloppeŵeŶt des 

Figure 24 : Implication du couple HGF/MET au cours du développement embryonnaire et chez 

l’adulte. 
En A, appaƌeŶĐe eǆteƌŶe d͛eŵďƌǇoŶ sauǀage HGF+/+ et d͛eŵďƌǇoŶ HGF-/- à E13.5 montrant les 

aŶoŵalies de foƌŵatioŶ du plaĐeŶta. A dƌoite, il s͛agit d͛uŶe iŵage ƌepƌĠseŶtatiǀe du foie issu des 

ŵġŵes souĐhes d͛aŶiŵauǆ aǀeĐ uŶe ƌĠduĐtioŶ de la taille du foie Đhez les eŵďƌǇoŶs HGF-/-.  En B, 

l͛eǆtiŶĐtioŶ ĐoŶditioŶŶelle de MET dans le foie de souris adulte inhibe la régénération hépatique. 

D͛après Schmidt et al., 1995; Huh et al., 2004. 
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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 

ă l͛HGF augŵeŶte la loŶgueuƌ des deŶdƌites, le Ŷoŵďƌe de ďƌaŶĐheŵeŶt et la deŶsitĠ 
synaptique (Eagleson et al. 2016). Cette activation de MET engage les voies Ras/MAPK et 

PI3k/Akt (Eagleson et al. 2016). Stƌeit eŶ ϭϵϵϱ ŵoŶtƌe Ƌue peŶdaŶt la gastƌulatioŶ, l͛HGF est 
eǆpƌiŵĠ daŶs le Ŷœud de HeŶseŶ d͛eŵďƌǇoŶs de poussiŶs. Suƌ des Đultuƌes d͛Ġpiďlastes issues 
d͛eŵďƌǇoŶs de poussiŶs, le tƌaiteŵeŶt ă l͛HGF peƌŵet ă Đes Đellules d͛adopteƌ uŶe 
ŵoƌphologie ŶeuƌoŶale et d͛eǆpƌiŵeƌ aussi des ŵaƌƋueuƌs ŶeuƌoŶauǆ (Streit et al. 1995). Les 

auteuƌs suggğƌeŶt Ƌue l͛HGF joue uŶ ƌƀle daŶs les pƌeŵiğƌes Ġtapes de l͛iŶduĐtioŶ Ŷeuƌale, 
pƌoďaďleŵeŶt eŶ iŶduisaŶt ou eŶ ŵaiŶteŶaŶt la ĐapaĐitĠ de l͛Ġpiďlaste ă ƌĠpoŶdre aux signaux 

neuronaux.            

 Le développement du cervelet a principalement lieu après la naissance, impliquant des 

pƌoĐessus de pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe et de ŵigƌatioŶ. L͛HGF et MET soŶt Đo-exprimés lors du 

développement du cervelet (Ieraci 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 tƌaiteŵeŶt ă l͛HGF. L͛utilisatioŶ d͛uŶe souĐhe de souƌis MET mutée (incapable de fixer Grb2) 

met en évidence une réduction de la taille du cervelet et une diminution de la prolifération 

des Đellules gƌaŶulaiƌes, dĠŵoŶtƌaŶt l͛iŵpliĐatioŶ de l͛aǆe HGF/MET daŶs le dĠǀeloppeŵeŶt 
du cervelet (Ieraci et al. 2002).  

 Par ailleurs, la signalisation MET semble influencer le système sensorimoteur. En effet, 

l͛HGF pƌoŵeut le dĠǀeloppeŵeŶt de ŶeuƌoŶes seŶsoƌiels eŶ ĐoopĠƌaŶt aǀeĐ le faĐteuƌ NGF. 
Cette ĐoopĠƌatioŶ peƌŵet d͛aĐtiǀeƌ la ĐƌoissaŶĐe aǆoŶale et d͛augŵeŶteƌ le Ŷoŵďƌe de 
neurites des neurones sensoriels (Maina et al. 1997). De plus, l͛HGF se Đoŵpoƌte Đoŵŵe uŶ 
facteur chemo-attractant qui permet de guider les axones des motoneurones et de 

promouvoir leur survie durant leur développement (Ebens et al. 1996). L͛HGF agit Đoŵŵe uŶ 
facteur neurotrophique pour les motoneurones, et un des mécanismes potentiels évoqué 

pour permettre une croissance optimale des axones des neurones ganglionnaires serait via un 

ŵĠĐaŶisŵe autoĐƌiŶe de l͛HGF (Judson et al., 2009; Peng et al., 2013). 

 L͛eǆpƌessioŶ spatio-temporelle de MET impacte donc sur les processus 

neurodéveloppementaux du système cérébral. La suƌǀeŶue d͛altĠƌatioŶs de l͛eǆpƌessioŶ de 
MET peut modifier le bon développement cérébral et conduire alors à divers troubles 

comportementaux et psychiatriques.  
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3. La dérégulation de MET dans la tumorigenèse 

MalgƌĠ l͛eǆisteŶĐe de ŵĠĐaŶisŵes de ƌĠgulatioŶ, la dĠƌĠgulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ ou de 
la sigŶalisatioŶ de MET et de l͛HGF est uŶe ĐaƌaĐtĠƌistiƋue dĠĐƌite daŶs de Ŷoŵďƌeuǆ tǇpes de 
cancers humains. Ses dérégulations sont multiples mais les principales causes sont : une 

ŵutatioŶ de MET, uŶe suƌeǆpƌessioŶ de l͛HGF ou l͛aĐtiǀatioŶ ĐoŶstitutiǀe du ƌĠĐepteuƌ. DaŶs 
certains cancers, ses altérations sont associées à un mauvais pronostic.  

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

 De nombreux types de cancers humains sont associés à 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/ 

ƌĠpeƌtoƌie la liste des ĐaŶĐeƌs iŵpliƋuaŶt MET et l͛HGFͿ. Plus de ϭϮϬϬ ŵutatioŶs de MET oŶt 
été répertoriées et sont regroupées sur le site COSMIC (catalogue of somatic mutations in 

cancer). Cependant, même si ces mutations sont présentes dans certains cancers, toutes les 

mutations ne sont pas systématiquement impliquées dans les processus oncogéniques. Il est 

nécessaire de vérifier si ces mutations ont un rôle fonctionnel dans la tumorigenèse. Certains 

« hotspots » sont présents sur la séquence de MET, notamment au niveau du domaine kinase, 

juxtamembranaire et plus rarement dans le domaine extracellulaire. 

 C͛est eŶ ϭϵϵϳ, dans un carcinome rénal papillaire héréditaire que la première 

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 à une activation constitutive du 

Figure 25 : Profil d’eǆpƌessioŶ de MET daŶs le ŶeuƌodĠveloppeŵeŶt. 

A, ǁesteƌŶ ďlot ƌepƌĠseŶtaŶt l͛eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue de MET daŶs le Đoƌteǆ aŶtĠƌieuƌ, postĠƌieuƌ et le 
Đeƌǀelet Đhez des souƌis sauǀages de Eϭϲ ă l͛ąge adulte ;PϵϬͿ.  B, le pƌofil d͛eǆpƌessioŶ de MET ŵoŶtƌe 
un pic pendant la période périnatale correspondant à la croissance neuronale et la synaptogenèse. 

Puis, la protéine MET est réduite pour permettre la maturation des circuits cérébraux et la plasticité 

sǇŶaptiƋue. D͛apƌğs Judson et al., 2009; Peng et al., 2013. 

http://www.vai.org/Met/
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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 tumorigène de chaque mutation (Graveel et al. 2004). Il s͛aǀğƌe 
que chaque mutation conduit à un profil de tumeur différent, suggérant que chaque mutation 

affeĐte ses pƌopƌes Điďles Đellulaiƌes ou agit distiŶĐteŵeŶt suƌ l͛aĐtiǀitĠ du ƌĠĐepteur. 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 à 10% des cancers pulmonaires (Krishnaswamy et al. 2009; 

Tyner et al. 2010; Boland et al. 2013). Paƌ ailleuƌs, le sĠƋueŶçage Đoŵplet d͛ĠĐhaŶtilloŶs de 
ĐaŶĐeƌs du pouŵoŶ ideŶtifie le saut de l͛eǆoŶ ϭϰ daŶs le tƌaŶsĐƌit de MET (Kong-Beltran et al. 

2006). EŶ ϮϬϭϱ, l͛ĠƋuipe de FƌaŵptoŶ aŶalǇse le gĠŶoŵe de ϯϴ ϬϮϴ tuŵeuƌs et en identifie 

ϮϮϭ pƌĠseŶtaŶt uŶ saut de l͛eǆoŶ ϭϰ aǀeĐ ϭϮϲ sĠƋueŶĐes diffĠƌeŶtes (Frampton et al. 2015). 

L͛eǆoŶ ϭϰ est situĠ daŶs la ƌĠgioŶ juǆtaŵeŵďƌaŶaiƌe de MET, le saut de cet exon induit une 

région tronquée et une endocytose compromise, qui mène à une accumulation du complexe 

HGF/MET à la surface et donc à une activation prolongée de la signalisation (Gherardi et al. 

2012; Lee et al. 2014). La pƌĠǀaleŶĐe de Đe saut d͛eǆoŶ est ƌetƌouǀĠe daŶs ϯ% des 
adénosarcomes pulmonaires, 0,4% des gliomes cérébraux et divers autres types de cancer 

(Frampton et al. 2015). La présence du saut de l͛eǆoŶ ϭϰ peut promouvoir à elle seule 

l͛oŶĐogeŶğse, Đe Ƌui eŶ fait uŶe Điďle thĠƌapeutiƋue (Frampton et al. 2015; Pilotto et al. 2017). 

La ƌĠgioŶ eǆtƌaĐellulaiƌe Ŷ͛est pas ĠpaƌgŶĠe paƌ des ŵutatioŶs, gĠŶĠƌaleŵeŶt localisées dans 

le doŵaiŶe SEMA Ƌui paƌtiĐipe ă la liaisoŶ de l͛HGF. La ŵutatioŶ la plus fƌĠƋueŶte est la NϯϳϱS 
retrouvée dans les cancers bronchiques non à petites cellules (CBNPC). Toutefois, son 

implication dans la tumorigenèse est controversée. Cette ŵutatioŶ pouƌƌait ġtƌe issue d͛uŶ 
siŵple polǇŵoƌphisŵe puisƋu͛elle eǆiste aussi daŶs la populatioŶ asiatiƋue et Ŷ͛est pas 
associée à 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 à 70% des cancers gastriques (Di 

Renzo et al. 1995; Huang et al. 2001; Tang et al. 2004; An et al. 2014), dans 20 à 70% des 

cancers du sein (Ghoussoub et al. 1998; Camp et al. 1999; Nakopoulou et al. 2000) et jusƋu͛ă 
80% dans les cancers rénaux (Natali et al. 1996). Cette surexpression peut être dû à une baisse 

de la dégradation et donc à une surexpression de MET à la membrane. Certains facteurs 

environnementaux peuvent induire une surexpression. Par exemple, eŶ situatioŶ d͛hǇpoǆie, 
le facteur HIF1α est liďĠƌĠ et se fiǆe suƌ la ƌĠgioŶ pƌoŵotƌiĐe de MET pour en augmenter son 

expression (Hara et al. 2006). D͛autƌe paƌt, la suƌaĐtiǀatioŶ de MET est associée à une 

surexpression génique du récepteur (Cooper et al. 1984). Cette amplification génique peut 

être définie par un ratio MET/CEP7 (nombre de copies de MET/ nombre de copies sur le 

chromosome 7) supérieur à 2 (Burel-Vandenbos et al. 2017). De nombreuses lignées 

Đellulaiƌes oŶt Đette suƌeǆpƌessioŶ Ƌui est ƌespoŶsaďle d͛uŶe aĐtiǀatioŶ ĐoŶtiŶue de l͛aĐtiǀitĠ 
kiŶase iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt de l͛HGF (Smolen et al. 2006; Lutterbach et al. 2007). Cette 

dérégulation est souvent associée à un mauvais pronostic, dans les gliomes par exemple, 

l͛aŵplifiĐatioŶ de MET Ŷ͛est oďseƌǀĠe Ƌue daŶs tuŵeuƌs de gƌade IV (Kwak et al. 2015). 
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 Le ƌĠĐepteuƌ Ŷ͛est pas le seul ă suďiƌ des dĠƌĠgulatioŶs, l͛HGF est aussi ƌetƌouǀĠ Đoŵŵe 
étant surexprimé dans divers cancers, et est également associé à un mauvais pronostic (Ujiie 

et al. 2012). Le dosage de sérum de patients atteints de cancers tels que les gliomes ou les 

ĐaŶĐeƌs du pouŵoŶ ŵoŶtƌe uŶe ƋuaŶtitĠ iŵpoƌtaŶte d͛HGF (Arrieta et al. 2002; Toiyama et 

al. 2009). L͛HGF est sĠĐƌĠtĠ paƌ les cellules du stroma (action paracrine) mais il semble que 

daŶs le Đas d͛uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt tuŵoƌal, la sĠĐƌĠtioŶ de l͛HGF puisse ġtƌe autoĐƌiŶe. C͛est le 
cas dans les lignées cellulaires issus de gliomes humains ; U87MG et U118 (Rosen et al. 1996; 

Koochekpour et al. 1997).         

 D͛autƌe paƌt, des ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶts ĐhƌoŵosoŵiƋues issus de la fusion entre le 

récepteur MET et une protéine ont été rapportés. En effet, en 2014, la fusion entre MET et le 

gène PTPRZ1 (receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta 1) est découverte en 

sĠƋueŶçaŶt l͛ARN tuŵoƌal de patieŶts atteiŶts de glioďlastoŵes (Bao et al. 2014). D͛autƌes 
études sont venues étayer le nombre de protéines fusions ; MET-TFG (Trk-fused gene), MET-

CLIP2 (CAP-Gly domain containing linker protein 2Ϳ pouƌ Ŷ͛eŶ Điteƌ Ƌue deuǆ ;IŶteƌŶatioŶal 
Cancer Genome Consortium Pedbrain Tumor Project, 2016). Dans la plupart des fusions, le 

doŵaiŶe kiŶase de MET fusioŶŶe aǀeĐ l͛eǆtƌĠŵitĠ N-terminale de la protéine, qui forment des 

protéines chimères constitutivement actives. Pour rappel, la découverte de MET est issue du 

ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶt ĐhƌoŵosoŵiƋue ƌespoŶsaďle de la foƌŵatioŶ de l͛oŶĐogğŶe TPR-MET (Cooper 

et al. 1984). 

b.  Les stratégies thérapeutiques 

Diverses stratégies thérapeutiques ont pour cible de bloquer la signalisation induite 

par MET. Ces stƌatĠgies se foĐaliseŶt suƌ le ďloĐage de l͛iŶteƌaĐtioŶ HGF/MET, soit via des 

aŶtagoŶistes ou des aŶtiĐoƌps ŶeutƌalisaŶt l͛HGF ou soit eŶ ďloƋuaŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de MET 
par des inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI, tyrosine kinase inhibitor) (Figure 26).  

Les TKIs sont des petites molécules qui se fixent de manière compétitive sur les sites 

de liaisoŶ de l͛ATP des ƌĠĐepteuƌs ă aĐtiǀitĠ tǇƌosiŶe kiŶase Đe Ƌui ďloƋue leuƌ aĐtiǀatioŶ. 
CeƌtaiŶs TKIs soŶt spĠĐifiƋues ă uŶe seule Điďle aloƌs Ƌue d͛autƌes oŶt uŶ speĐtƌe plus laƌge 
(Scagliotti et al. 2013). C͛est le Đas du ĐƌizotiŶiď, uŶ TKI ŵulti-cible spécifique à 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 

ĐoŶtieŶŶeŶt uŶe ŵutatioŶ daŶs l͛eǆoŶ ϭϰ de MET soŶt aussi sensibles au traitement TKIs, avec 

par exemple le capmatinib (Heist et al. 2016) et le glesatinib (Schrock et al. 2016). L͛Ġtude 
PROFILE-1001 montre une amélioration de la survie avec le crizotinib dans le cas de patient 

atteiŶt d͛uŶ CBNPC accompagné de la présence du saut de l͛eǆoŶ ϭϰ de MET. Des inhibiteurs 

sélectifs de MET sont également utilisĠs. C͛est le Đas du SUϭϭϮϳϰ Ƌui est aussi uŶ TKI. Il ďloƋue 
la signalisation de MET et inhibe des évènements biologiques comme la motilité cellulaire et 

la morphogenèse de branchement (Wang et al. 2003). Il iŶhiďe spĠĐifiƋueŵeŶt MET et Ŷ͛a pas 
d͛effet suƌ l͛EGFR, FGFRϭ ou PDGFRβ. Le JNJ-38877605 est aussi un puissant inhibiteur sélectif 

de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de MET (Benvenuti et al. 2011). Il se fixe aux sites ATP de MET et il a 

démontré une activité antitumorale dans des modèles 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 ƌĠĐepteuƌ MET et l͛EGFR soŶt tous deuǆ des ƌĠĐepteuƌs ă aĐtiǀitĠ tǇƌosiŶe kiŶase Ƌui 
partagent un réseau de signalisation similaire. Une amplification de MET est une forme de 

ƌĠsistaŶĐe daŶs les thĠƌapies aŶtiĐaŶĐĠƌeuses ĐiďlaŶt l͛EGFR aǀeĐ des TKI ;EGFR-TKI) (Bean et 

al. 2007; Engelman et al. 2007). L͛aĐtiǀatioŶ de MET peut aloƌs ĐoŵpeŶseƌ l͛iŶhiďitioŶ de 
l͛EGFR. QuaŶd Đes faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe soŶt ĐoŵďiŶĠs, uŶ effet additif suƌ la pƌolifĠƌatioŶ 
cellulaire est observé in vitro dans des cancers CBNPC (Puri and Salgia 2008). Ceci suggère 

Ƌu͛uŶe ĐoŵďiŶaisoŶ aǀeĐ des iŶhiďiteuƌs de MET et de l͛EGFR-TKI pourrait avoir des effets 

synergiques anti-tumoraux. Cette combinaison est appliquée en clinique spécifiquement chez 

des patieŶts ƌĠsistaŶts ă l͛EGFR-TKI. 

Il existe uŶe ǀaƌiĠtĠ d͛iŶhiďiteuƌs de MET iŶĐluaŶt les aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶauǆ, les TKIs, 
des ŵolĠĐules Ƌui ǀoŶt Điďleƌ le site d͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ l͛HGF ou eŶĐoƌe l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de 
MET. Parmi les anticorps anti-MET, on peut citer Onartuzumab (MetMab), un anticorps 

ŵoŶoĐloŶal huŵaiŶ Ƌui ƌeĐoŶŶaît le doŵaiŶe SEMA de MET et ďloƋue sa liaisoŶ ă l͛HGF 
(Merchant et al. 2013). L͛Eŵiďetuzuŵaď est uŶ aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶal aŶti-MET empêchant 

aussi la fiǆatioŶ de l͛HGF suƌ MET ŵais il ĐoŶduit ă uŶe iŶteƌŶalisatioŶ et uŶe dĠgƌadatioŶ de 
MET (Scagliotti et al. 2017). Le JNJ-ϲϭϭϴϲϯϳϮ se fiǆe suƌ le ƌĠĐepteuƌ MET et l͛EGFR pouƌ 
bloquer la fixation de leur ligand. Il est utilisé dans essais clinique chez des patients ayant par 

eǆeŵple des ŵutatioŶs de l͛EGFR ou uŶe ƌĠsistaŶĐe ă l͛EGFR-TKI (Emdal et al. 2017). 

De nombreuses études cliniques et précliniques ont développé des anticorps 

ŵoŶoĐloŶauǆ afiŶ d͛eŵpġĐheƌ l͛aĐtiǀatioŶ de l͛HGF ou de Ŷeutƌaliseƌ sa fiǆatioŶ suƌ MET. Le 
Rilotuŵaď et le FiĐlatuzuŵaď soŶt des aŶtiĐoƌps Ƌui se fiǆeŶt ă l͛HGF suƌ la ĐhaîŶe β. 
L͛efficacité thérapeutique est évaluée dans des études cliniques en comparant un traitement 

dĠjă effiĐaĐe ă des tƌaiteŵeŶts ĐoŵďiŶĠs. Paƌ eǆeŵple, l͛essai ĐliŶiƋue eŶ phase II Ġǀalue 
l͛effiĐaĐitĠ du fiĐlatuzuŵaď eŶ ĐoŵpaƌaŶt le gefitiŶiď ;iŶhiďiteuƌ de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de l͛EGFRͿ 
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 

ĐiďlaŶt l͛EGFR et uŶ ĐiďlaŶt MET pouƌ diŵiŶueƌ les phĠŶoŵğŶes de ĐoŵpeŶsatioŶ. 

Ainsi, le récepteur MET est un oncogène impliqué dans de nombreux cancers chez 

l͛Homme. De nombreuses thérapies combinent plusieurs traitements avec par exemple un 

tƌaiteŵeŶt ĐiďlaŶt l͛EGFR ;EGFR-TKI) et un ciblant MET pour limiter les résistances 

thĠƌapeutiƋues. Des ƌĠsultats eŶĐouƌageaŶts d͛essais ĐliŶiƋues ŵoŶtrent la nécessité de 

développer des thérapies ciblées et « à la carte » sur des populations de patients 

sélectionnées.  



 
 

 

67 Introduction – Le ƌĠĐepteuƌ MET et soŶ ligaŶd, l’HGF 

  

V. L’iŵpliĐatioŶ du ƌĠĐepteuƌ MET et NMDA daŶs les tƌouďles du 
spectre autistique 

1. Les troubles du spectre autistique 

a.  Définition 

 Le mot autisme vient du grec ancien autos signifiant « soi-même ». En 1911, le 

psǇĐhiatƌe suisse EugeŶ Bleuleƌ pƌopose Đe teƌŵe pouƌ dĠsigŶeƌ l͛Ġtat de ƌepli des patieŶts 
souffrant de schizophrénie. Le terme autisme réapparaît 30 ans plus tard, en 1943 à Baltimore 

paƌ l͛aŵĠƌiĐaiŶ Leo KaŶŶeƌ. Ce deƌŶieƌ, utilise Đe teƌŵe pouƌ dĠĐƌiƌe uŶ taďleau ĐliŶiƋue 
siŵilaiƌe, ă saǀoiƌ des ĐoŵpoƌteŵeŶts d͛iŶdiffĠƌeŶĐe soĐiale et de tƌouďles affeĐtifs Đhez ϭϭ 
enfants verbaux et non verbaux (Kanner 1943). A la même période, en 1944 mais de façon 

indépendante, le pédiatre autrichien Hans Asperger publie sa seconde thèse dans laquelle il 

dĠĐƌit uŶ gƌoupe d͛eŶfaŶts et d͛adolesĐeŶts souffrant de déficits en communication ainsi 

Ƌu͛uŶ sĐhĠŵa de ĐoŵpoƌteŵeŶt ƌĠpĠtitif et ƌestƌiĐtif (Asperger 1944). Même si le tableau 

clinique dépeint est similaire entre les deux, les enfants décrits par Asperger diffèrent de ceux 

de KaŶŶeƌ daŶs le fait Ƌu͛ils Ŷ͛oŶt pas de ƌetaƌds daŶs le dĠǀeloppeŵeŶt ĐogŶitif ou daŶs Đelui 
du laŶgage. Aspeƌgeƌ et KaŶŶeƌ soŶt ĐoŶsidĠƌĠs Đoŵŵe les deuǆ pioŶŶieƌs de l͛autisŵe.  

Figure 26 : Principaux mécanismes de dérégulations de l’aǆe HGF/MET. 
Les ŵĠĐaŶisŵes ǀaƌiĠs de la dĠƌĠgulatioŶ de l͛aǆe HGF/MET Đoŵpoƌtent 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, aŶtagoŶisteͿ et l͛HGF ;aŶtiĐoƌps aŶti-HGF). 

Adaptée de Liang & Wang, 2020. 
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 Ce Ŷ͛est Ƌu͛eŶ ϭϵϴϬ, Ƌue l͛autisŵe iŶfaŶtile est apparu dans le Manuel diagnostique et 

statistique des troubles mentaux (DSM) en tant que catégorie diagnostique distincte (Pichot 

and Guelfi 1983) DSM-III ; Association américaine de psychiatrie (AAP) ou APA pour 

Association psychiatry of America, 1980). En 1994, la DSM-IV ĐatĠgoƌise l͛autisŵe de ŵaŶiğƌe 
plus générale par des troubles envahissants du développement (TED) incluant aussi d͛autƌes 
sous-catégories (Cooper 2001). La nouvelle publication du DSM-V en 2013 introduit deux 

ŵodifiĐatioŶs iŵpoƌtaŶtes pouƌ le diagŶostiĐ d͛autisŵe. PƌeŵiğƌeŵeŶt, des ŵodifiĐatioŶs 
dans la nomination et la nomenclature ont été apportées. En effet, la DSM-V élimine les sous-

catégoƌies de TED et iŶtƌoduit la ŶotioŶ de speĐtƌe. Les tƌouďles du speĐtƌe de l͛autisŵe ;TSAͿ 
iŶĐlueŶt le tƌouďle autistiƋue, le sǇŶdƌoŵe d͛Aspeƌgeƌ 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 symptômes pour les critères de diagnostic. Sous la DSM-IV, les symptômes 

ĠtaieŶt ƌĠpaƌtis eŶ ϯ doŵaiŶes et ils soŶt ă pƌĠseŶt diǀisĠs Ƌu͛eŶ deuǆ doŵaiŶes.  

 AĐtuelleŵeŶt, seloŶ l͛AAP, les TSA se dĠfiŶisseŶt paƌ uŶ dĠfiĐit peƌsistaŶt de la 
ĐoŵŵuŶiĐatioŶ soĐiale et l͛iŶteƌaĐtioŶ daŶs diffĠƌeŶts ĐoŶteǆtes aiŶsi Ƌue paƌ des 
ĐoŵpoƌteŵeŶts ƌĠpĠtitifs, ou eŶĐoƌe, paƌ des aĐtiǀitĠs ou ĐeŶtƌes d͛iŶtĠƌġts ƌestƌeiŶts. Si les 

manifestations surviennent habituellement pendant la petite enfance, elles peuvent 

également apparaître à un âge plus avancé, lorsque la demande sociale excède les capacités 

des personnes (Association 2013; DSM-5 2015).      

 LoƌsƋu͛il est fait ƌĠfĠƌeŶĐe ă uŶe altĠƌatioŶ de la ĐoŵŵuŶiĐatioŶ soĐiale, Đelle-ci peut 

se manifester par une difficulté dans la réciprocité sociale et émotionnelle. Par exemple, la 

personne a des difficultés à amorcer et suivre une conversation, une conduite sociale 

aŶoƌŵale, ou des tƌouďles daŶs l͛iŶitiatioŶ soĐiale. Il peut ĠgaleŵeŶt Ǉ aǀoiƌ uŶe altĠƌatioŶ 
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 à 

établir et à maintenir des relations sociales qui correspondent à son niveau de 

développement.           

 Le second domaine de sǇŵptƀŵes fait ƌĠfĠƌeŶĐe auǆ ĐeŶtƌes d͛iŶtĠƌġts ƌestƌeiŶts ou 
auǆ ĐoŵpoƌteŵeŶts ƌĠpĠtitifs. Il peut s͛agiƌ eŶtƌe autƌes, d͛uŶ disĐouƌs ou de ŵouǀeŵeŶts 
ƌĠpĠtitifs ou stĠƌĠotǇpĠs, d͛uŶe adhĠƌeŶĐe iŶfleǆiďle ă des ƌğgles, des aĐtes ƌoutiŶieƌs. Il s͛agit 
aussi de ĐoŵpoƌteŵeŶts ƌitualisĠs, d͛uŶ ďesoiŶ eǆĐessif de ĐoŶstaŶĐe, ils soŶt ƌĠsistaŶts au 
changement même insignifiant. Ils peuvent manifester un intérêt limité sur lequel la personne 

se foĐalise de façoŶ aŶoƌŵaleŵeŶt iŶteŶse, Đoŵŵe daŶs le Đas d͛uŶe pƌĠoĐĐupatioŶ ou d͛uŶ 
attaĐheŵeŶt pouƌ uŶ oďjet iŶhaďituel. Il peut s͛agiƌ d͛uŶe hǇpeƌ- ou d͛uŶe hǇpoƌĠaĐtiǀitĠ 
seŶsoƌielle telle Ƌu͛uŶe iŶdiffĠƌeŶĐe ă la douleuƌ ou uŶe ƌĠpoŶse iŶhaďituelle ă ĐeƌtaiŶs soŶs 
et textures. Enfin, il peut aussi être observé des attƌaits pouƌ des aspeĐts de l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt 
sensoriel, se manifestant par des comportements tels que toucher ou sentir des objets, une 

fascination pour la lumière et les objets qui tournent (Poirier and Rivières-Pigeon 2013). 
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Bien que les TSA ne comptent que deux domaines fonctionnels déficitaires, ces 

ǀaƌiatioŶs ŶeuƌodĠǀeloppeŵeŶtales peuǀeŶt s͛eǆpƌiŵeƌ paƌ uŶ laƌge ĠǀeŶtail de sǇŵptƀŵes. 
Le taďleau ĐliŶiƋue du TSA ǀaƌie eŶ foŶĐtioŶ des ĐapaĐitĠs ĐogŶitiǀes de l͛iŶdiǀidu, du Ŷiǀeau 
de langage atteiŶt et de l͛ąge. L͛APA dĠfiŶit plutƀt tƌois Ŷiǀeauǆ de sĠǀĠƌitĠ seloŶ le Ŷiǀeau de 
soutieŶ doŶt a ďesoiŶ l͛iŶdiǀidu pƌĠseŶtaŶt uŶ TSA.     

 De plus, de ŵultiples pƌoďlğŵes de saŶtĠ soŶt liĠs au TSA, l͛Ġpilepsie Ƌui est ĠtudiĠe 
depuis longtemps pour vérifier sa relation causale ou son existence avec le trouble. Les 

problèmes gastro-iŶtestiŶauǆ et la ŵaladie ĐœliaƋue eŶ foŶt paƌtie. L͛hǇgiğŶe de ǀie, iŶĐluaŶt 
l͛aliŵeŶtatioŶ, l͛oďĠsitĠ, et le soŵŵeil soŶt des diffiĐultĠs dĠĐƌites Đhez les peƌsoŶŶes aǇant 

uŶ TSA. Il est ĠgaleŵeŶt ƌappoƌtĠ Ƌue les tƌouďles aŶǆieuǆ, le tƌouďle dĠfiĐitaiƌe de l͛atteŶtioŶ 
aǀeĐ ou saŶs hǇpeƌaĐtiǀitĠ aiŶsi Ƌue les tƌouďles de l͛huŵeuƌ peuǀeŶt ġtƌe assoĐiĠs au TSA. 
Enfin, la déficience intellectuelle, les troubles du comportement, la dysphasie et la dyspraxie 

peuǀeŶt l͛aĐĐoŵpagŶeƌ. Les peƌsoŶŶes pƌĠseŶtaŶt uŶ TSA foƌŵeŶt uŶ gƌoupe hĠtĠƌogğŶe taŶt 
par la variabilité dans la manifestation des symptômes et le degré de fonctionnement que par 

la pƌĠseŶĐe ou l͛aďseŶĐe de ĐoŶditioŶs ŵédicales, psychologiques ou psychiatriques 

assoĐiĠes. A saǀoiƌ Ƌu͛uŶ TSA Ŷe se guĠƌit pas, il s͛agit d͛uŶe ĐoŶditioŶ 
neurodéveloppementale avec laquelle la personne évoluera toute sa vie (Poirier and Rivières-

Pigeon 2013). 

b. Prévalence, étiologie et facteur de risque 

 Ces dernières années, il y a eu un intérêt grandissant pour cette pathologie qui est 

probablement dû ă l͛augŵeŶtatioŶ du tauǆ de la pƌĠǀaleŶĐe de Đe tƌouďle. Le Ŷoŵďƌe 
d͛eŶfaŶts diagŶostiƋuĠs a foƌteŵeŶt augŵeŶtĠ daŶs l͛eŶseŵďle des paǇs iŶdustƌialisĠs Đes ϮϬ 
dernières années. Au début des années 2000, environ 1 enfant sur 2000 recevait le diagnostic 

de TSA (Fombonne 2003). Aujouƌd͛hui, la pƌĠǀaleŶĐe du TSA est estiŵĠe eŶtƌe ϭ ă Ϯ% 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 Contrôle des Maladies (CDC) 

estiment la prévalence à 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 garçons que chez les filles, avec 4 

garçons atteints pour 1 fille (DSM-V, 2015; Maenner, 2020). EŶ FƌaŶĐe, seloŶ l͛INSERM et le 
seĐƌĠtaƌiat d͛Etat aupƌğs du ŵiŶistƌe ĐhaƌgĠ des peƌsoŶŶes handicapées, la prévalence 

actuelle est de 1 naissance sur 100, et 650 000 personnes vivraient avec une condition du 

spectre de l͛autisŵe. Le seǆe-ratio est de 4 garçons 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 

sĐieŶtifiƋue. Elle peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ l͛ĠlaƌgisseŵeŶt des Đƌitğƌes diagŶostiƋues, ŵais 
ĠgaleŵeŶt paƌ uŶe ĐoŶŶaissaŶĐe ĐƌoissaŶte et uŶe aŵĠlioƌatioŶ daŶs l͛ideŶtifiĐation et la 

détection des individus présentant un TSA. Toutefois, la sous-estimation antérieure de 

peƌsoŶŶes atteiŶtes de TSA paƌ ŵaŶƋue de ĐaŵpagŶes de pƌĠǀeŶtioŶ et d͛iŶfoƌŵatioŶ peut 
aussi être un facteur à prendre en compte. 
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 L͛eŶseŵďle des Đauses des troubles du spectre autistique demeure encore inconnu. 

Cependant, la recherche a pu fournir quelques pistes qui pourraient être associées au TSA. 

Tout d͛aďoƌd, plusieuƌs Ġtudes pƌouǀeŶt l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe ďase gĠŶĠtiƋue (Miles 2011). Divers 

faĐteuƌs gĠŶĠtiƋues soŶt pƌoďaďleŵeŶt eŶ Đause daŶs l͛Ġtiologie du TSA et de ŵultiples 
marqueurs génétiques pourraient être associés aux diverses trajectoires phénotypiques du 

TSA. L͛iŵpliĐatioŶ gĠŶĠtiƋue daŶs Đe tƌouďle est appoƌtĠe paƌ l͛Ġtude des juŵeauǆ. EŶ effet, 
chez des jumeaux monozygotes, le taux de concordance du diagnostic est de 70 à 90% alors 

que ce taux est de 0 à 14% chez des jumeaux dizygotes (Lichtenstein et al. 2010). Ces résultats 

iŶdiƋueŶt Ƌue l͛appoƌt de la gĠŶĠtiƋue se situeƌait eŶtƌe ϳϬ et ϵϬ% et Ƌu͛il ƌeste encore 10 à 

30% de ǀaƌiaŶĐe ă eǆpliƋueƌ. UŶe Ġtude de ϮϬϭϬ estiŵe Ƌue le tauǆ de ƌĠĐuƌƌeŶĐe du TSA d͛uŶ 
individu dans une fratrie est de 10.9%, ce qui est largement au-dessus du taux de prévalence 

d͛eŶǀiƌoŶ ϭ% daŶs la populatioŶ gĠŶĠƌale (Constantino et al. 2010). Ces résultats appuient 

l͛idĠe seloŶ laƋuelle il Ŷ͛Ǉ a pas uŶ gğŶe ŵais plusieuƌs gğŶes Ƌui soŶt susĐeptiďles d͛ġtƌe ă 
l͛oƌigiŶe du tƌouďle. Les sĐieŶtifiƋues s͛eŶteŶdeŶt suƌ le fait Ƌue le TSA a pouƌ oƌigiŶe uŶ 
modèle Đoŵpleǆe iŵpliƋuaŶt de ŵultiples gğŶes Ƌui iŶteƌagisseŶt aǀeĐ l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt de 
plusieuƌs façoŶs. Il s͛agit de gğŶes ĐaŶdidats Ƌui augŵeŶteŶt le ƌisƋue d͛appaƌitioŶ ŵais Ŷe 
suffisent pas, à eux seuls, à causer le trouble (Cuccaro et al. 2003). Des études ont entrepris 

des analyses du génome pour identifier les gğŶes ĐaŶdidats susĐeptiďles d͛aĐĐƌoîtƌe le ƌisƋue 
de TSA. Les aberrations chromosomiques retrouvaient les plus fréquentes sont en position : 

7q, 15q, 17q, 22q, 24q (Yang and Gill 2007). De nombreux gènes 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 à jour les gènes 

impliqués dans les TSA (sfari.org). Malgré la quantité de recherche dans le domaine et 

l͛aŵĠlioƌatioŶ teĐhŶologiƋue, seul ϲ ă ϭϱ % des peƌsoŶŶes atteiŶtes d͛uŶ TSA oŶt ƌeçu uŶ 
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 

paƌ uŶ dĠĐleŶĐheŵeŶt pƌĠĐoĐe, l͛iŶflueŶĐe des faĐteuƌs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ se pƌĠseŶteŶt 
sûƌeŵeŶt loƌs des pĠƌiodes pƌĠŶatales et pĠƌiŶatales. Les dĠfis liĠs ă l͚eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt au Đouƌs 
de la grossesse sont la cause probable de modifications épigénétiques nocives pour le 

dĠǀeloppeŵeŶt du Đeƌǀeau du fœtus. Des Ġtudes soŶt paƌǀeŶues ă ideŶtifieƌ ĐeƌtaiŶs faĐteuƌs 
de ƌisƋues pƌĠŶatauǆ et pĠƌiŶatauǆ pouƌ le TSA. Coŵŵe ƌisƋue attƌiďuaďle ă l͛eŶfaŶt, oŶ peut 
citer : sexe ŵasĐuliŶ, hǇpoǆie ŶĠoŶatale, le fait d͛ġtƌe uŶ pƌeŵieƌ ŶĠ, uŶ ąge gestatioŶŶel de 
moins de 35 semaines et un faible poids à la naissance (Guinchat et al. 2012). Les facteurs 

attribuables aux parents sont entre autres : la rubéole maternelle, la réponse immune 

pƌĠŶatale atǇpiƋue, l͛ąge aǀaŶĐĠ au ŵoŵeŶt de pƌoĐƌĠeƌ (39 ans pour le père et 35 ans pour 

la ŵğƌeͿ, le fait pouƌ la ŵğƌe d͛ġtƌe fuŵeuse, de pƌĠseŶteƌ ou d͛aǀoiƌ daŶs le passĠ uŶe 
maladie auto-iŵŵuŶe, uŶe histoiƌe d͛alleƌgie ou uŶ diagŶostiĐ psǇĐhiatƌiƋue (Guinchat et al. 

2012). 
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 Malgré des progrès dans la compréhension des facteurs génétiques, 

environnementaux et développementaux qui sous-tendent au TSA, il existe toujours des zones 

d͛oŵďƌe. Le dĠfi pƌiŶĐipal ƌeste l͛hĠtĠƌogĠŶĠitĠ ĠtiologiƋue du TSA, Ƌui ĐoŶtƌibue à la 

complexité de son tableau clinique. 

2. Le gène 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 gènes candidats, il y figure le gène MET et le gène GRIN2B 

(Campbell et al. 2006; Myers et al. 2011).  

 Le gène humain MET (OMIM 164860 ; chromosome 7q31) est reporté pour la première 

fois Đoŵŵe uŶ faĐteuƌ de ƌisƋue de l͛autisŵe paƌ l͛ĠƋuipe de Caŵpďell eŶ ϮϬϬϲ eŶ se ďasaŶt 
suƌ des Ġtudes d͛assoĐiatioŶ paŶgĠŶoŵiƋue. Ces Ġtudes oŶt pouƌ ďut d͛ideŶtifieƌ la 
surexpression de variations génétiques chez des individus atteints de TSA par rapport à une 

population contrôle (Campbell et al. 2006). En se basant sur les observations menées avant 

l͛Ġtude, MET s͛est aǀĠƌĠ ġtƌe uŶ gğŶe ĐaŶdidat. PƌeŵiğƌeŵeŶt, le gğŶe est loĐalisĠ suƌ le 
Đhƌoŵosoŵe huŵaiŶ ϳƋϯϭ, uŶe zoŶe d͛iŶtĠƌġt daŶs les Ġtudes du gĠŶoŵe des TSA (IMGSAC 

1998; Yonan et al. 2003). EŶsuite, la sigŶalisatioŶ MET ŵĠdie la ĐƌoissaŶĐe et l͛eǆteŶsioŶ des 
neurites et contribue au développement cérébral (Maina et al. 1997; Gutierrez et al. 2004). 

Cette signalisation joue un rôle 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 

uŶ hǇpoŵoƌphisŵe ;diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ du gğŶeͿ 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 (Ieraci et al. 2002; Powell et al. 2003; 

Eagleson et al. 2005).  

 L͛Ġtude de Caŵpďell aŶalǇse le gğŶe MET chez plus de 1200 familles dont une des 

peƌsoŶŶes est atteiŶte d͛autisŵe. L͛Ġtude ƌĠǀğle uŶe foƌte assoĐiatioŶ gĠŶĠtiƋue d͛uŶ allğle 
commun « C » sur un promoteur (rs1858830 « C ») au sein de la région régulatrice 

tƌaŶsĐƌiptioŶŶelle ϱ͛ du gğŶe MET Đhez plus de ϮϬϬ faŵilles atteiŶtes d͛autisŵe (Campbell et 

al. 2006). Chez des faŵilles doŶt plus d͛uŶ eŶfaŶt est autiste, la ŵodifiĐatioŶ allĠliƋue est 
encore plus importante. Toutefois, cette variation allélique est fonctionnelle, et est associée 

à des phénotypes spécifiques chez des individus atteints de TSA. Le polymorphisme de 

nucléotide simple « G » en « C » iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ de ϱϬ% de l͛aĐtiǀitĠ pƌoŵotƌiĐe 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 spécifiquement à 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 

d͛eǆpƌessioŶ de MET suƌ du tissu post-mortem provenant du lobe temporal de personnes 

autistes et de personnes contrôles.  
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L͛Ġtude ƌĠǀğle uŶe diŵiŶutioŶ du tƌaŶsĐƌit de MET et de son expression protéique chez les 

individus autistes comparés aux individus contrôles (Campbell et al. 2007). 

 Paƌ la suite, d͛autƌes Ġtudes gĠŶĠtiƋues ŵeŶĠes suƌ diffĠƌeŶtes populatioŶs 
confirment que le gène MET est un facteur de risque de l͛autisŵe. EŶ ϮϬϬϵ, l͛ĠƋuipe de Sousa 
tƌouǀe uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ positiǀe eŶtƌe le pƌoŵoteuƌ ƌsϯϴϴϰϱ et les TSA. CepeŶdaŶt, l͛Ġtude Ŷe 
ŵoŶtƌe pas de ĐoƌƌĠlatioŶ eŶtƌe l͛allğle ǀaƌiaŶt « C » du promoteur rs1858830 et les TSA 

(Sousa et al. 2009). Une seconde étude se basant sur deux cohortes retrouve la présence de 

l͛allğle ǀaƌiaŶt «C » dans la cohorte TSA mais pas dans la cohorte de personnes présentant des 

troubles envahissants de développement (Jackson et al. 2009). Dans le même temps, une 

Đohoƌte de TSA au seiŶ d͛uŶe populatioŶ japoŶaise ƌĠǀğle uŶ autƌe polǇŵoƌphisŵe de 
nucléotide simple (simple nucleotide polymorphism, SNPͿ loĐalisĠ daŶs l͛iŶtƌoŶ ϭ, ƌsϯϴϴϰϭ, Ƌui 
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 gène 

MET et les TSA indépendamment de la variation génétique.  

 L͛allğle « C » de MET est enrichi chez des enfants autistes qui ont également des 

troubles gastro-intestinaux (GI) (Campbell et al. 2009). Cette association TSA et troubles GI 

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 

soŶt assoĐiĠs ă l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt eǆtĠƌieuƌ. L͛Ġtude de Volk ŵoŶtƌe uŶe iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le 
génotype MET aǀeĐ l͛allğle ǀaƌiaŶt « C », l͛eǆpositioŶ ă des Ŷiǀeauǆ ĠleǀĠs d͛aiƌ polluĠ et le 
ƌisƋue d͛aǀoiƌ des TSA. EŶ effet, les eŶfaŶts Ƌui oŶt l͛allğle ǀaƌiaŶt et dont les mères ont été 

exposées pendant leur grossesse à un environnement fortement pollué ont un risque plus 

iŵpoƌtaŶt d͛ġtƌe atteiŶt de TSA (Figure 27; Volk et al., 2014). 

 Toutes Đes doŶŶĠes suppoƌteŶt l͛idĠe seloŶ laƋuelle uŶe ƌĠduĐtioŶ ou uŶ 
hypomorphisme de MET constitue un facteur de risque des TSA. Cependant, la présence de 

l͛allğle ǀaƌiaŶt daŶs la ƌĠgioŶ pƌoŵotƌiĐe de MET Ŷe suffit pas ă diagŶostiƋueƌ uŶ TSA. 



 
 

 

73 Introduction – Le ƌĠĐepteuƌ MET et soŶ ligaŶd, l’HGF 

3. Association du gène humain GRIN2B avec les TSA 

 Le gène GRIN2B (chromosome 12p13) codant la sous-unité GluN2B des récepteurs 

NMDA a été identifié comme un gène candidat pouƌ la pƌĠdispositioŶ au TSA eŶ ϮϬϭϭ. L͛ĠƋuipe 
de Myers cherche à identifier des variations génétiques rares chez 285 patients atteints de 

TSA et de schizophrénie (Myers et al. 2011). L͛Ġtude ƌĠǀğle ϯ gğŶes MAP1A, CACNA1F et 

GRIN2B sur lesquels il est constamment retrouvé un excès 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. L͛ĠƋuipe de Taƌaďeuǆ est la 
première à identifier une mutation de novo de GRIN2B chez des personnes ayant un TSA 

(Tarabeux et al. 2011). Puis ĐoŶsĠĐutiǀeŵeŶt, l͛ĠƋuipe de O͛Roak ideŶtifie ϯ ŵutatioŶs de novo 

entraînant une perte de fonction de la protéine et une mutation faux-sens sur GRIN2B. Une 

Figure 27 : La pƌĠseŶce de l’allğle vaƌiaŶt daŶs la sĠƋueŶce pƌoŵotƌice de MET est uŶ facteuƌ de 
risque des TSA. 

Le polymorphisme nucléotidique simple du « G » en « C » dans la région promotrice de MET est 

ƌespoŶsaďle d͛uŶe diŵiŶutioŶ de ϱϬ% de l͛aĐtiǀitĠ du pƌoŵoteuƌ. Du haut ă gauĐhe, au ďas ă dƌoite : 

chez le génotype C/C, il est retrouvé une réduction du transcrit et de la protéine MET dans le cortex 

temporal. Des études de neuroiŵageƌie Đhez l͛Hoŵŵe montre une réduction de la densité de matière 

gris dans les zones corticales exprimant MET et une altération fonctionnelle et structurelle chez les 

indiǀidus possĠdaŶt l͛allğle C/C. L͛eǆaŵeŶ ĐoŵpoƌteŵeŶtal de sous-groupes de TSA révèle un 

enrichissement en allèle C/C chez les enfants qui ont des troubles de communication sociale et des 

problèmes gastrointestinaux (GI). Dans le système immunitaire, chez les individus avec le génotype 

C/C, il Ǉ a uŶe aĐtiǀatioŶ de ĐeƌtaiŶes Đellules iŵŵuŶes, iŶduisaŶt uŶe ƌĠduĐtioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de 
l͛iŶteƌleukiŶe ϭϬ ;IL-ϭϬͿ. De plus, l͛allğle C/C est eŶƌiĐhi Đhez les ŵğƌes Ƌui pƌoduiseŶt des aŶtiĐoƌps 
reconnaissant des pƌotĠiŶes ĐĠƌĠďƌales fœtales assoĐiĠes au TSA. EŶfiŶ, il Ǉ a uŶe augŵeŶtatioŶ du 
ƌisƋue de TSA Đhez les eŶfaŶts aǇaŶt l͛allğle C/C et doŶt les ŵğƌes oŶt ĠtĠ eǆposĠes peŶdaŶt la 
gƌossesse ă des Ŷiǀeauǆ ĠleǀĠs de pollutioŶ de l͛aiƌ. D͛apƌğs Eagleson et al., 2016. 
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pƌeŵiğƌe Ġtude s͛iŶtĠƌesse ă ϮϬϵ faŵilles pƌĠseŶtaŶt des Đas de TSA spoƌadiƋues. Le 
séqueŶçage de l͛eǆoŵe ŵoŶtƌe uŶe ŵutatioŶ fauǆ-sens affectant GRIN2B chez les cas de TSA 

;O͛Roak et al. 2012b). La seconde étude séquence 44 gènes candidats dont le gène GRIN2B 

chez 2 446 personnes atteintes de TSA. Parmi ces gènes candidats, 6 gènes dont GRIN2B 

présentent des mutations récurrentes de novo chez la cohorte TSA comparé à 762 individus 

non TSA. En effet, le gène GRIN2B possède 4 sites de mutations dont 3 induisent une altération 

de la fonction pour la protéine GluN2B ;O͛Roak et al. 2012a).  

 D͛autƌes populatioŶs aǇaŶt uŶ TSA mettent en évidence une variation génétique de 

GRIN2B. Yoo et collaborateurs rapportent chez une population coréenne, 5 SNP situés sur le 

même haplotype de GRIN2B chez les personnes atteintes de TSA (Yoo et al. 2012). De plus, 

une cohorte familiale comprenant 1 945 sujets (TSA et contrôles) 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 même zone sur le génome et 6 SNP ont le même haplotype 

GCGCG qui se retrouve fortement associé au TSA (Pan et al. 2015). Ces deux études différentes 

retrouvent 2 mêmes SNP variants (rs 1805247 et rs 1805522) sur GRIN2B. (Yoo et al. 2012; 

Pan et al. 2015). Le risque de TSA semble être associé aux variations génétiques communes 

chez les TSA qui pourraient être regroupées sur le même haplotype de GRIN2B. 

 Paƌ ailleuƌs, ă l͛ĠĐhelle Đellulaiƌe et ŵolĠĐulaiƌe, l͛Ġtude de ϯ ǀaƌiaŶts de GluNϮB ă 
l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale (S1413L, L1422F et S1450F) chez le rongeur montre une dysfonction 

de fixation pour la protéine PSD-95. Le site S14ϭϯL ĐoƌƌespoŶd au Sϭϰϭϱ Đhez l͛Homme qui est 

un variant retrouvé chez certaines personnes atteintes de TSA et les sites L1422F et S1450F 

correspondent respectivement à L1424F et S1452F qui sont des variants présents chez 

certaines personnes schizophrènes (Myers et al. 2011; Tarabeux et al. 2011). Seule la mutation 

SϭϰϭϯL iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ d͛eǆpƌessioŶ ă la suƌfaĐe de GluN2B et uŶe deŶsitĠ d͛ĠpiŶes 
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 dû à la réduction du trafic de GluN2B à la synapse. De plus, la sérine 

ϭϰϭϯ seŵďle ġtƌe iŵpoƌtaŶte pouƌ la loĐalisatioŶ aiŶsi Ƌue la ƌĠgulatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de GluNϮB 
(Liu et al. 2017).  

AǀaŶt ϮϬϭϭ, d͛autƌes Ġtudes aǀaieŶt dĠjă ŵis eŶ ĠǀideŶĐe des associations entre le 

gène GRIN2B et la schizophrénie (Ohtsuki et al., 2001) ainsi que les troubles obsessionnels 

compulsifs (Arnold et al. 2004). 

 De façoŶ iŶtĠƌessaŶte, l͛Ġtude du ƌĠseau pƌotĠiƋue de MET ideŶtifie ϳϮ ĐaŶdidats eŶ 
se ďasaŶt suƌ des aŶalǇses d͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ et de speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse. Paƌŵi Đes ϳϮ 
protéines, 9 sont des candidats associés à des troubles neurodéveloppementaux dont figure 

le gène GRIN2B (Figure 28; Xie et al., 2016). 
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Figure 28 : L’iŶteƌaĐtoŵe de MET est uŶ ƌĠseau eŶƌiĐhi à des protéines associées à des troubles 

neurodéveloppementaux. 

Au seiŶ de l͛iŶteƌaĐtoŵe de MET, il Ǉ a ϴ gğŶes ĐaŶdidats assoĐiĠs ă des tƌouďles 
neurodéveloppementaux dont la protéine GluN2B. Puis, il y a ensuite des protéines secondaires qui 

sont aussi en lien avec des troubles neurodéveloppementaux, parmi lesquels on retrouve le récepteur 

ă l͛EGF. Ces pƌotĠiŶes oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠes à partir de GeneMania. Adaptée de Xie et al., 2016. 
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4. Les modèles 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 

autaŶt ĐoŶŶaîtƌe l͛Ġtiologie eǆaĐte. Toutefois, la foƌte ĐoŶĐoƌdaŶĐe eŶtƌe les juŵeauǆ 
monozygotes suppose une importante part de composante génétique, encourageant le 

développement de modèles animaux, avec la souris et le rat pour sujets principaux. Ces 

ŵodğles s͛aǀğƌeŶt ġtƌe des outils utiles afin de tester les découvertes épidémiologiques, 

d͛aŵĠlioƌeƌ les tƌaiteŵeŶts et d͛Ġtudieƌ les ŵĠĐaŶisŵes ďiologiƋues sous-jacents aux 

comportements spécifiques du TSA. Une large variété de modèle sont décrits comme étant 

des modèles de TSA, et certains critères de validité sont utilisés pour juger de la pertinence 

d͛uŶ ŵodğle ĐiďlaŶt les tƌouďles psǇĐhiatƌiƋues. PƌeŵiğƌeŵeŶt, il s͛agit de la ǀaliditĠ 
apparente qui se réfère au degré de similarité phénoménologique entre le comportement du 

ŵodğle aŶiŵal et le sǇŵptƀŵe d͛iŶtĠƌġt huŵaiŶ. Puis, la ǀaliditĠ ĐoŶstƌuĐtiǀe fait référence à 

la capacité du modèle animal à reproduire les processus dysfonctionnels cognitifs et/ou 

comportementaux du désordre psychiatrique (Robbins and Sahakian 1979; Belzung and 

Lemoine 2011). Le critère étiologique, qui peut être inclus dans la catégorie de validité 

ĐoŶstƌuĐtiǀe, dĠfiŶit l͛eǆisteŶĐe d͛Ġtiologies ideŶtiƋues eŶtƌe le phĠŶoŵğŶe huŵaiŶ et le 
ŵodğle aŶiŵal. Cette ǀaliditĠ est diffiĐile ă ǀĠƌifieƌ Đaƌ les Đauses d͛uŶe ŵaladie psǇĐhiatrique 

sont bien souvent méconnues, le but du modèle étant justement de les établir. Le dernier 

critère est celui de la validité prédictive, se définissant comme la capacité du modèle à 

identifier des drogues pouvant avoir un potentiel thérapeutique pour traiter un désordre 

psychiatrique humain (Willner 1984). 

 Le modèle animal idéal de TSA doit inclure des analogies au trois symptômes 

pƌiŶĐipauǆ, ă saǀoiƌ : des altĠƌatioŶs d͛iŶteƌaĐtioŶ soĐiale, des dĠfiĐits eŶ ĐoŵŵuŶiĐatioŶ et 
des ĐoŵpoƌteŵeŶts stĠƌĠotǇpĠs. AfiŶ d͛Ġǀalueƌ les ĐoŵpoƌteŵeŶts d͛iŶteƌaĐtioŶ soĐiale Đhez 
le rongeur, il peut être utilisé le test des 3 chambres, aussi ĐoŶŶu Đoŵŵe le test d͛iŶteƌaĐtioŶ 
social de Crawley (Moy et al. 2004; Nadler et al. 2004). Il peƌŵet d͛aĐĐĠdeƌ de ŵaŶiğƌe 
quantitative à la sociabilité et à la préférence à la nouveauté sociale. Dans un premier temps, 

ce test consiste à introduire une souris étrangère dans un des côtés de la chambre et de laisser 

le champ libre à la souris sujet de visiter les 3 compartiments de la chambre. On mesure alors 

le temps que la souris sujet passe avec la souris étrangère, comparé au temps passé dans la 

chambre vide. Une seconde souris étrangère est introduite dans le compartiment vide de la 

Đhaŵďƌe, Đe Ƌui peƌŵet d͛aĐĐĠdeƌ au Đƌitğƌe de pƌĠfĠƌeŶĐe ă la ŶouǀeautĠ soĐiale eŶ 
mesurant le temps passé avec la seconde souris comparé à celui passé avec la souris familière 

(Iwata 2019). Le temps de « sniffing » est aussi un paramètre à 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 

foŶdaŵeŶtales daŶs le diagŶostiĐ des TSA. BieŶ Ƌue les ƌoŶgeuƌs Ŷ͛aieŶt pas de faĐultĠs de 

laŶgage, l͛espğĐe pƌĠseŶte ŶĠaŶŵoiŶs des ŵĠĐaŶisŵes de ĐoŵŵuŶiĐatioŶ soĐiale. EŶ effet, 
les ƌoŶgeuƌs soŶt Đapaďles d͛Ġŵettƌe des sigŶauǆ auditifs, iŶĐluaŶt des ǀoĐalises ă ultƌasoŶs, 
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des sigŶauǆ soĐiauǆ olfaĐtifs Đoŵŵe le dĠpƀt de phĠƌoŵoŶes daŶs l͛eŶvironnement. Une 

ŵĠthode ďieŶ ĐaƌaĐtĠƌisĠe pouƌ Ġǀalueƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶ ĐoŵŵuŶiĐatioŶ soĐiale est 
l͛eŶƌegistƌeŵeŶt des ǀoĐalises ă ultƌasoŶs Ġŵises par les nouveau-ŶĠs loƌsƋu͛ils soŶt eŶ 
dehors du nid. En effet, ils émettent des appels de « détresse » correspondant à des ultrasons 

de l͛oƌdƌe de 50 à 80kHz qui peuvent être détectés par leur parent. Le test standard consiste 

à séparer quelques minutes le nouveau-ŶĠ eŶtƌe PϮ ă PϭϮ du Ŷid, et d͛eŶƌegistƌeƌ via un 

microphone ses vocalises à ultrasons afin de les quantifier. De faibles niveaux de vocalises 

chez le nouveau-ŶĠ peƌŵet de dĠteĐteƌ des dĠfiĐits d͛iŶteƌaĐtioŶ eŶ ĐoŵŵuŶiĐatioŶ (Branchi 

et al. 1998; Baranek 2002). L͛eŶƌegistƌeŵeŶt des ǀoĐalises Đhez des souƌis adultes Ƌui 
ĠŵetteŶt peu ou pas de ǀoĐalises loƌs de la sĠpaƌatioŶ aǀeĐ leuƌs petits peut s͛iŶteƌpƌĠteƌ 
Đoŵŵe uŶ dĠfiĐit d͛attaĐheŵeŶt. De plus, la seĐonde approche pour étudier la 

communication sociale chez les rongeurs est focalisée sur la communication olfactive. Des 

tests olfaĐtifs d͛haďituatioŶ et de dĠshaďituatioŶ peƌŵetteŶt de ŵesuƌeƌ l͛iŶtĠƌġt ă des 
Ŷouǀeauǆ stiŵuli olfaĐtifs et l͛iŶtĠƌġt dĠĐƌoissaŶt faĐe auǆ ŵġŵes stiŵuli ƌĠpĠtĠs. L͛utilisatioŶ 
d͛uŶ ĐotoŶ iŵďiďĠ d͛uŶe litiğƌe sale ĐoŶteŶaŶt des souƌis ĠtƌaŶgğƌes est uŶe des façoŶs 
d͛Ġǀalueƌ l͛iŶtĠƌġt pouƌ les odeuƌs, les phĠƌoŵoŶes sont en lien avec la communication et la 

sociabilité. 

Les comportements stéréotypés peuvent être évalués par la piscine de Morris et le T-

ŵaze. La pisĐiŶe de Moƌƌis est uŶ test d͛appƌeŶtissage ĐoŶsistaŶt ă loĐaliseƌ uŶe platefoƌŵe 
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 à distinguer la nouvelle position de la plateforme nécessite des capacités 

d͛appƌeŶtissage ŵais pouƌƌait aussi ġtƌe iŶteƌpƌĠtĠe Đoŵŵe uŶe ƌĠsistaŶĐe au Đhangement. 

Pour le T-ŵaze, il s͛agit d͛Ġǀalueƌ si la souƌis alteƌŶe ďieŶ eŶtƌe les ϯ ďƌas du T-ŵaze. S͛il Ǉ a uŶ 
dĠfaut d͛alteƌŶaŶĐe eŶtƌe les ďƌas, Đela peut sigŶifieƌ uŶ dĠfiĐit de ŵĠŵoiƌe de tƌaǀail ou uŶe 
ĐeƌtaiŶe ƌigiditĠ ĐogŶitiǀe. Des tests d͛aĐtiŵĠtƌie ou des tests ƋuaŶtifiaŶt l͛auto-toilettage, le 

« circling » ou encore les sauts permettent également d͛Ġǀalueƌ les ĐoŵpoƌteŵeŶts 
stéréotypés moteurs chez la souris.  

En complément de ces tests, de nombreux autres tests ciblant les symptômes associés 

au TSA peuǀeŶt ġtƌe effeĐtuĠs. Paƌŵi Đes sǇŵptƀŵes, il est fƌĠƋueŵŵeŶt dĠĐƌit de l͛aŶǆiĠtĠ, 
de l͛agƌessiǀitĠ, des tƌouďles du soŵŵeil, des Đƌises d͛Ġpilepsie doŶt certains tests 

correspondants sont récapitulés dans le tableau ci-dessous (Figure 29).  
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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 symptômes multiples et 

ǀaƌiĠs, foƌĐe est d͛adŵettƌe Ƌue ĐeƌtaiŶs sǇŵptƀŵes tels Ƌue les dĠfiĐits de laŶgage Ŷe 
peuvent pas être transposés chez les modèles de rongeur. Toutefois, de multiples analogies 

symptomatiques peuvent être étudiées dans des tests comportementaux chez la souris. Il est 

ŶĠĐessaiƌe d͛Ġtudieƌ toutes les faĐettes du speĐtƌe de l͛autisŵe aǀaŶt de pƌĠteŶdƌe aǀoiƌ uŶ 
ŵodğle ƌeleǀaŶt. Ces ŵodğles aŶiŵauǆ soŶt iŶdispeŶsaďles afiŶ d͛eǆploƌeƌ d͛aŶĐieŶŶes et de 
nouvelles hypothèses dans le domaine des TSA.  
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Le récepteur MET est un ƌĠĐepteuƌ ă aĐtiǀitĠ tǇƌosiŶe kiŶase aǀeĐ pouƌ seul agoŶiste l͛HGF. 
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 

adaptatƌiĐes telles Ƌue Gaďϭ et GƌďϮ. Il s͛eŶ suit aloƌs l͛aĐtiǀatioŶ des ǀoies de sigŶalisatioŶ 
Ras/MAPK et PIϯk/Akt. Le Đouple MET/HGF est iŶdispeŶsaďle pouƌ l͛oƌgaŶogeŶğse et 
l͛hoŵĠostasie tissulaiƌe de ĐeƌtaiŶs oƌgaŶes pĠƌiphĠƌiƋues ŵais il iŶteƌǀieŶt aussi durant le 

développement.          

La dĠƌĠgulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ ou de la sigŶalisatioŶ de MET et de l͛HGF est une 

caractéristique décrite dans de nombreux types de cancers humains. Ainsi, des stratégies 

thérapeutiques sont développées afin de bloquer la sigŶalisatioŶ de l͛aǆe HGF/MET via des 

anticorps, des antagonistes et des TKIs.  

Outre son implication en oncologie, le gène MET est reporté pour être un facteur de risque 

dans les troubles du spectre autistique, tout comme le gène GRIN2B. Concernant MET, c͛est 
uŶe ŵutatioŶ au seiŶ de sa sĠƋueŶĐe pƌoŵotƌiĐe, ă l͛oƌigiŶe d͛uŶ hǇpoŵoƌphisŵe du gğŶe 
MET Ƌui eŶ fait uŶ gğŶe ĐaŶdidat au TSA. EŶ Đe Ƌui ĐoŶĐeƌŶe GluNϮB, il s͛agit de ŵutatioŶs 
génétiques qui sont retrouvés significativement chez des personnes atteintes d͛uŶ 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 TKIs.  

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 GluN2B, genetic mutations are found in patients affected by ASD 
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PROJET DE THESE 

Le TSA est un trouble neurodéveloppemental qui se définit par un déficit persistant de 

la communication sociale et de l͛iŶteƌaĐtioŶ daŶs diffĠƌeŶts ĐoŶteǆtes aiŶsi Ƌue paƌ des 
comportements répétitifs, ou encore, par des actiǀitĠs ou ĐeŶtƌes d͛iŶtĠƌġts ƌestƌeiŶts. 
L͛Ġtiologie de Đette pathologie est eŶĐoƌe iŶĐoŶŶue ŵais l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe ďase gĠŶĠtiƋue 
semble être une composante importante à étudier. Le gène GRIN2B et le gène MET sont deux 

gènes candidats figurant comme facteur de risque dans les TSA (Campbell et al. 2006; Myers 

et al. 2011).  

L͛HGF est le ligaŶd du ƌĠĐepteuƌ MET et paƌtage ϯϴ% d͛hoŵologies aǀeĐ le 
plasminogène (Lokker et al. 1992). La sérine protéase tPA active le plasminogène en plasmine. 

Toutefois, la littérature diverge quant à la capacité du tPA à convertir le pro-HGF en HGF 

mature (Mars et al. 1993; Zamolodchikov et al. 2019). Il a aussi été montré que le tPA peut 

aĐtiǀeƌ des ƌĠĐepteuƌs ă aĐtiǀitĠ tǇƌosiŶe kiŶase, les ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF (Bertrand et al. 2015). 

Ces derniers appartiennent également à la famille Erbb3, tout comme les récepteurs MET.  

D͛autƌe paƌt, au seiŶ du paƌeŶĐhǇŵe ĐĠƌĠďƌal, des tƌaǀauǆ de Ŷotƌe ĠƋuipe oŶt ŵoŶtƌĠ 
que le tPA augmente la signalisation calcique des récepteurs NMDA activés via une fixation et 

un clivage de la sous-unité GluN1 (Nicole et al. 2001; Fernández-Monreal et al. 2004; Lopez-

Atalaya et al. 2008). Le tPA existe sous deux formes, une forme dite « simple chaîne » (sc-tPA) 

et une forme dite « double chaîne » (tc-tPAͿ. L͛Ġtude de PaƌĐƋ est Đollaďoƌateuƌs a ŵoŶtƌĠ uŶ 
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 façon intéressante, les deux formes de tPA 

activent les ƌĠĐepteuƌs ă l͛EGF ŵais seul l͛effet du tĐ-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 thèse font suite à ces questions :  

 Comment ces tPA modulent-ils différentiellement la signalisation glutamatergique ? Le 

récepteur MET est-il un partenaire impliqué dans ce mécanisme ?  

 

 Si oui, Ƌuel est le ŵode d͛aĐtioŶ des deuǆ foƌŵes de tPA suƌ Đe paƌteŶaiƌe ? De quelle(s) 

façon(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 tƌaǀauǆ oŶt doŶŶĠ lieu ă la ƌĠdaĐtioŶ d͛uŶe puďliĐatioŶ : « Tissue type plasminogen 

activator dependant crosstalk between MET and NMDA receptors containing GluN2B : 

possible involment in autism spectrum disorders ».
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RÉSULTATS 

ARTICLE: ͞TISSUE TYPE PLASMINOGEN ACTIVATOR DEPENDANT CROSSTALK BETWEEN MET 

AND NMDA RECEPTORS CONTAINING GLUN2B: POSSIBLE INVOLVEMENT IN AUTISM 

SPECTRUM DISORDERS͟. 

Titre :  L͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe ŵodule la sigŶalisatioŶ NMDA eŶ iŵpliƋuaŶt le 
récepteur à activité tyrosine kinase MET avec un possible rôle 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 à la phase aigüe. 

SoŶ aĐtiǀitĠ thĠƌapeutiƋue est ďasĠe suƌ l͛aĐtiǀatioŶ du plasŵiŶogğŶe eŶ plasŵiŶe. EŶ 
conditions physiologiques, le tPA est synthétisé et relâché sous sa forme simple chaîne (sc-

tPA) et est converti en une forme double chaîne (tc-tPA). Outre, son rôle dans la conversion 

du plasminogène en plasmine, le tPA interfère avec de nombreux récepteurs incluant les 

récepteurs NMDA. De manière intéressante, il a été décrit un rôle différentiel entre ces deux 

formes de tPA. En effet, il a été rapporté sur des modèles expérimentaux que seul le sc-tPA 

est pro-eǆĐitotoǆiƋue eŶ poteŶtialisatioŶ l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue ă tƌaǀeƌs les ƌĠĐepteuƌs NMDA. En 

paƌallğle, la fiǆatioŶ de l͛HGF suƌ le ƌĠĐepteuƌ MET iŶduit uŶe aĐtiǀatioŶ de tǇpe tǇƌosiŶe 
kinase. La structure de l͛HGF paƌtage ϯϴ% d͛hoŵologies aǀeĐ le plasŵiŶogğŶe. In vitro, il a été 

ƌepoƌtĠ Ƌue l͛uPA et le tPA peuǀeŶt ĐoŶǀeƌtiƌ le pƌo-HGF en HGF mature. Toutefois, la 

littérature diverge quant à la capacité de conversion du tPA Nous aǀoŶs ĠtudiĠ si l͛aǆe 
HGF/MET interfère 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 ă l͛HGF afiŶ 
d͛Ġtudieƌ la signalisation neuronale.  

Résultats : Nous avons montré que seul le tc-tPA active les récepteurs MET, conduisant à un 

rapprochement à 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 GluN2B 

et une dégradation de cette même 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 rôle du tc-tPA sur la 

signalisation neuronale en impliquant dans ce mécanisme le récepteur MET. 



 

 

82 Résultats 

TISSUE TYPE PLASMINOGEN ACTIVATOR DEPENDANT CROSSTALK BETWEEN MET 

AND NMDA RECEPTORS CONTAINING GLUN2B: POSSIBLE INVOLVEMENT IN AUTISM 

SPECTRUM DISORDERS  

Running title: MET and NMDA neuronal crosstalk 

Élodie Hédou1, Sara Douceau1, Arnaud Chevilley1, Alexandre Varangot1, Hélène Party1, 

Audrey Thiebaut1, Eloise Lemarchand2, Mehdi Boudjadja2, Hortense Triniac1, Isabelle 

Bardou1, Carine Ali1, Mike Maillasson3, Tiziana Crepaldi4, Paolo Comoglio4, Veronique Agin1, 

Benoit Roussel1*, Denis Vivien1,5 *  

1 Normandie Univ, UNICAEN, INSERM U1237, Etablissement Français du Sang (EFS), 

Physiopathology and Imaging of Neurological Disorders (PhIND), Cyceron, Institut Blood and 

Brain @ Caen-Normandie (BB@C), 14000 Caen, France. 

2 University of Manchester, Faculty of Biology, Medicine and Health, Oxford Rd, Manchester 

M13 9PL, United Kingdom. 

3 Plateforme IMPACT Biogenouest, INSERM UMR 1232- Nantes University, Boulevard Benoni 

Goullin, 44200 Nantes, France. 

4 Candiolo Cancer Institute IRCCS-FPO, Candiolo, Turin, Italy. 

5 Department of clinical research, Caen-Normandie University Hospital, CHU, Avenue de la 

côte de Nacre, Caen, France. 

Corresponding authors: Pr Denis Vivien, PhD; / Dr Benoit Roussel UMR-S Normandie Univ, 

UNICAEN, INSERM U1237, Etablissement Français du Sang (EFS), Physiopathology and 

Imaging of Neurological Disorders (PhIND), GIP CYCERON, Institut Blood and Brain @ Caen-

Normandie (BB@C), Bvd Becquerel, BP 5229, 14074 Caen Cedex, France; Tel: + 33 2 

31470166; Fax: + 33 2 31470222; E-mail: vivien@cyceron.fr / broussel@cyceron.fr  

*: authors with equal contribution 

Acknowledgments 

This work was supported by grants from the INSERM (French National Institute for Health and 

Medical Research), the French Ministry for Research and upper Education, the Caen-

Normandy University, the RHU project Marvelous (16-RHUS-0009), Fonds Européens de 

Développement Economique et Régional (FEDER) Normandie and AIRC IG n. 15572 to PC 

and the H2020-MSCA-ITN-2018. “ENTRAIN”. ENdoThelium macRophage Alliance. We thank 

R.Albano for DO-24 mAb production and purification. There is no conflict of interest about the 

use of DO-24. 

mailto:vivien@cyceron.fr
mailto:broussel@cyceron.fr


 
 

 

83 Résultats 

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 

(NMDARs). By activating MET, tc-tPA leads to a selective endocytosis and proteasome-

dependent degradation of GluN2B 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 GluN2B 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 

GluN2B-containing NMDARs. 

 

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

MET receptor 

 

Abbreviations: DIV: days in vitro; GluN1: 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)1,2, and is currently used under its recombinant form in the 

treatment of thromboembolic diseases including stroke3. Its therapeutic activity relies on the 

activation of plasminogen into active plasmin4. tPA is synthetized and released as a single-

chain form (sc-tPA) that is processed into a two-chain form (tc-tPA) within the circulation5, 

however, both forms display the same fibrinolytic activity 6. 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)7. Interestingly, only the sc-tPA was 

reported to promote NMDARs signalling in experimental models8,9. At the opposite, the tc-tPA 

was reported to decrease neuronal NMDARs signalling9.  

Hepatocyte growth factor (HGF) and its receptor MET are present in the CNS10. Binding 

of HGF to MET results in tyrosine kinase activation11. The structure of HGF shares 38% of 

sequence homology with plasminogen12. The pro-HGF is converted to its active form by a 

plasmin-dependent extracellular proteolytic processing13. It has also been reported in vitro that 

both uPA and tPA, as well as factor XII, were able to activate pro-HGF14–16. However, a 

controversy is present in the literature about the capacity of tPA to activate pro-HGF into its 

active form17,18.  

In cultured neuronal cells, HGF enhances neurite extension and branching, maturation 

of the dendritic spine and membrane translocation of NMDARs19,20. HGF induces 

phosphorylation of the GluN2B subunit of NMDARs20 and endorses neuronal survival21. 

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 vitro22,23. 

Accordingly, the HGF-MET axis contributes to the activity-dependent regulation of 

physiological learning and memory performance in the adult brain24.  

Numbers of neurological and psychiatric diseases are linked to malfunction of NMDARs 

during brain development and in adulthood25. For instance, schizophrenia and autism 

spectrum disorders (ASD)26,27 are associated with either the presence of NMDARs auto-

antibodies and/or missence variants of its regulatory GluN2B subunit28–31. Mutations of other 

neuronal receptors have been reported to contribute to ASD, including MET32,33. 

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 behaviours34–36. To 

explain these observations, we revealed that tc-tPA is capable to activate neuronal MET 

leading to a proteasome dependent down-regulation of the GluN2B subunit-containing 
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NMDARs 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; 

Ministère de l’Agriculture et de la Forêt) 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 β-D-arabinoside (Ara-

C), glycine, foetal bovine serum, horse serum, sodium chloride (NaCl), HEPES, potassium 

chloride (KCl), calcium chloride (CaCl2), magnesium sulfate (MgSO4), sodium phosphate 

monobasic (NaH2PO4), 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 (Illkrich-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 

KCl, 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 (Illumina, San Diego, CA, USA) and 

sequenced on an Illumina GAIIx sequencer as 75 bp paired reads by Hybrigenics-Helixio 

(Clermont-Ferrand, France). Samples were quantified with Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo 

Fischer) and checked with Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher). Libraries were prepared with 

three kits: NEBNext Ultra II 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 (Illumina). 

Data were processed with Bcl2fastq (Illumina). 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 
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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 

described101,102. 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% CO2 atmosphere. Cytosine β-D-arabinoside 

(10 μmol/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 describe101,102. Cortices were dissected and dissociated in DMEM and plated 

(250 000 cell/ mL) on glass bottom microwell dishes (MatTek Corporation, P35G-1.5-14-C, 

Ashland, MA, USA) earlier coated with poly-D-lysine (0.1mg/ml) and laminin (0.02mg/ml). Cells 

were cultured in Neurobasal Medium supplemented with 0.4 mM of glutamine, 2% B27 

supplement 50X, 10% horse serum and penicillin/streptomycin (10 000 IU/ml; 10 000 UG/ml). 

After 1 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% CO2 atmosphere. Cytosine β-D-arabinoside (10 μmol/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-GluN1 (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 μm 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-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl and 0.5% Triton X-100)-

lysed cultured cortical neurons (13 DIV) (100 μg of total proteins) were incubated overnight at 

4 °C with an antibody (raised against the GluN1 subunit of NMDAR (1µg, 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 GluN1 (Santa-Cruz Biotechnology, sc-1467, diluted 1:1000) or an antibody raised 

against total MET (R&D systems, Noyal Châtillon 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 DMI6000B, Nanterre, France) equipped with a 150 W Xenon high stability 

lamp and a Leica 40×, 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, KCl 5,4mM, CaCl2 1,8mM, MgSO4 0,8mM, HEPES 12mM, 

NaH2PO4 0,34mM, D-Glucose 5,5mM, NaHCO3 25mM, Glycine 10µM) at DIV 12 and loaded 

with Fura-2-AM (10µM; Invitrogen, Life Technologies F1201, Saint Aubin, France) diluted in 

pluronic acid (Life Technologies P-3000MP) for 45 min at 37°C. The Ca2+ bound form of Fura-

2 gets excited at 340nm, the Ca2+ unbound form at 380nm and both recorded at 510nm. 

Neurons were washed with HBBSS flux and NMDA stimulations (2 X 25µM 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)103, JNJ-38877605 (500nM; antagonist of MET)104 or SU11274 (2µM; inhibitor 

of MET activation; Selleckchem S1080, Houston, TX, USA)51 or Glunomab® (antagonist of the 

action of tPA on the GluN1 subunit of NMDAR)59,105 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 0.45μm 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 20µg/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 30μL/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 

https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/chemistry/membrane-filter
https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/chemistry/sodium-acetate
https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/chemistry/primary-amine
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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 

100µm 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-HCl, pH 7.4, 150 mMNaCl, and 0.5% Triton X-

100) supplemented with a cocktail of protease and phosphatase inhibitors. Debris were 

removed by centrifugation (12,000 × g at 4°C, 20min). Protein quantification was performed 

according to the BCA method. Proteins (20 μg) 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-GluN2B (abcam, ab65783, 

diluted 1:1000), anti-phospho-GluN2B (Y1474) (abcam, ab194923, diluted 1:1000), anti-

GluN2A (Y1325) (abcam, ab16646, diluted 1:1000), anti-GluN2A (abcam, ab14596, diluted 

1:1000), anti-GluN1 (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, Illkrich, France). Briefly tPA lox/lox 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 lx). 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 

behaviours107. 
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T-maze- To assess learning performance, we used a T-maze which required the use of distal 

landmarks to orientate properly45–47. 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 rodents48,108. 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/Lxr 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 µM), excitotoxicity was induced by exposure to NMDA (10 μM) in serum-free 

DMEM supplemented with 20 μM 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)109, DO-24 antibody (50ng/mL; 

agonist of  MET)103, JNJ-38877605 (500nM; antagonists of MET)104 or SU11274 (2µM; inhibitor 

of MET activation)51 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 cells110. 
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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 

literature37. 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 tPA WT 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 = 3 tPA WT and tPA Null mice), 154 in the parietal 

cortex (91 up-regulated and 63 down-regulated; Fig. 1d,i n = 3 tPA WT and tPA Null mice) and 

185 in the entorhinal cortex (29 up-regulated and 156 down-regulated; Fig. 1e,j n = 3 tPA WT 

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 disorders38,39. 

tPA-deficient mice demonstrate autistic-like behaviours. 

As MET is a candidate gene linked with ASD in human32, 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 disease40: 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 

course41,42, emerging shortly after birth, peaking at around P8, and then decreasing at around 

P10 (Fig. 2a; tPA WT: 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, tPA WT: 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, tPA WT: 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 sameness42–44. 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 landmarks45–47. 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; tPA WT: 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 rodents48,49. 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 functions8,9, we have here tested these two forms on MET signalling. Although tc-tPA 

induced the phosphorylation of MET (+156% of phosphoMET/β-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/β-actin, P = 0.0022; +284% 

of phospho/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/β-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 tPA18. 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 control18 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 10-8M 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 NMDARs signalling8,50. Interestingly, the two forms of 

tPA have opposite effects on NMDARs signalling: while sc-tPA promotes it by increasing 

calcium influx, tc-tPA decreases it8 (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 

GluN1 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 (GluN1/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 GluN2B phosphorylation (Fig. 6a and corresponding densitometry Fig. 6b) (-

1.2%, -21.4%, -15.2% of phospho-GluN2B compared to control at 10, 30, and 60 minutes 

respectively, P : ns; n = 5 from 5 independent neuronal cultures), nor on total GluN2B (Fig. 6a 

and corresponding densitometry Fig. 6c) (-4%, -21.37%, -10.35% of total GluN2B 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-GluN2B (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 GluN2B subunits of NMDARs (Fig.6d 

and corresponding densitometry Fig. 6f) (-53.69%, -27.84%, -49.54% of control of total GluN2B 

at 10, 30, and 60 minutes respectively, P = 0.0139; n = 4 from 4 independent neuronal 

cultures). Levels of both phosphorylated and total GluN2A 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 GluN1 at 10, 30, and 60 

minutes respectively, P = 0.0139; n = 4 from 4 independent neuronal cultures). As expected 

sc-tPA did not influence GluN1 (Fig. 6a,c) (-0.9%, -0.8%, -22.2% of GluN1 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-GluN2B 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-GluN2B 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 GluN2B-containing NMDARs, mediated by MET signalling. In order to 

validate this hypothesis, similar experiments were performed in the presence of the Lactacystin 

(5µM), an inhibitor of the proteasome (Fig. 7a). Our data reveal that tc-tPA led to a down-

regulation of GluN2B-containing NMDARs (-30.95% of total GluN2B 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 GluN2B compared to tc-tPA 

alone , P < 0.0286; n = 4 from 4 independent experiments (Fig.7a). Parallel experiments using 

immunocytochemistry of surface versus total GluN2B, confirmed a tc-tPA dependent 

endocytosis and degradation of GluN2B-containing NMDARs. Experiments in permeabilized 

conditions with tc-tPA treatment decrease total GluN2B 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 reported9, 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, JNJ-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 51,52 (-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 MET53) (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 reported8, 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). 

 

 

  



 
 

 

101 Résultats 

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 GluN2B subunit-

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

A number of studies demonstrated the physical interaction between NMDAR subunits and 

other receptors, including Dopamine D1 receptor (D1R)54, VEGF receptor (VEGFR2)55, and 

Ephrin-B256,57. These complexes are dynamically regulated by ligands, which mutually modify 

receptor functions58,59. For example, uncoupling D1R/NMDAR complexes in the hippocampus 

impairs NMDARs-dependent LTP and working memory60. Ligand-dependent activation of 

VEGFR2 induces a rapid redistribution of GluN2B at synaptic sites influencing the 

consolidation of emotional memory55. 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-B256. 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 formation61, and also associated with neurodevelopmental disorders such as 

ASD62,63. Accordingly, the NMDARs antagonist, DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid, was 

reported to interfere with the pro-survival effect of HGF on cultured neurons64. 

Like all the members of the plasminogen activator family, the secreted sc-tPA is processed 

into tc-tPA by plasmin or kallikrein65,66. 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 fibrin6. It has been reported that sc-tPA, but not tc-tPA, promotes NMDARs 

signalling and neurotoxicity in cortical neurons67,68. 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, 
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leading to an increased endocytosis and degradation of GluN2B-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 

binds69, or indirectly through the protein Gab170, 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 Shp271. Indeed, SFKs are crucial for controlling NMDARs-

mediated synaptic transmission and plasticity72, 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 functions73. This is confirmed in Shp2 deficient 

mice, where the addition of a Src family kinase inhibitor reversed the phosphorylation of 

GluN2B, restored basal synaptic transmission, and rescued the contextual fear memory deficit 

of the deficient animals74. Our results are in line with these findings, where activation of MET 

by tc-tPA leads to a downregulation of GluN2B-containing NMDARs 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 GluN2B-

containing NMDARs 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-II, Epidermal Growth Factor 

Receptor (EGFR) and NMDARs, among others75. Although there is a consensus about the 

capacity of tPA to modulate NMDAR signalling and functions, some opposite results are 

reported in the literature50,76. When it interacts with the GluN2A subunit, tPA activates either 

the Akt/mTOR/p70S6K/HIF1α signalling pathway, leading to neuroprotection and to an 

increase of glucose uptake77 or the Erk1/2/CREB/ATF3 signalling pathway to decrease 

excitotoxicity78. tPA was also reported to interact79 and possibly cleave the GluN2B subunit of 

NMDAR leading to change its pharmacological properties. GluN2B-dependent effects were 

associated with influence of tPA on acute stress80 and on seizures induced by alcohol 

withdrawal79. The sc-tPA was reported to interact with the GluN1 subunit of NMDARs either 

directly50 or through LRP181 to promote NMDARs 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 reported67, 

to a broad activation of NMDARs, due to its ability to bind the common GluN1 subunit50, and 
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the tc-tPA leading to a specific down-regulation of GluN2B-containing NMDARs, a mechanism 

dependent of MET activation.  

MET is a susceptibility gene for ASD82. Accordingly, genetically altered mice with a kinase-

inactive MET display autistic like behaviours associated with profound deficits in neural 

development, synaptic transmission, and plasticity83,84. Interestingly, variants of GRIN2B gene 

encoding the GluN2B subunit of the NMDARs have been also reported in neurodevelopmental 

disorders, including language, motor and learning deficits, and in autistic patients31,85. Although 

clinical phenotypes have shown GRIN2A variants (GluN2A) associated with an epileptic 

phenotype, GRIN2B variants were more often associated with neurodevelopmental 

disorders86,87. ASDs are also associated with mutations of neurobeachin (NBEA), a protein 

involved with KIF21B in local recycling of GluN2B-containing NMDARs88. 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 rodents43. We first show reductions of USV in the mutant pup mice. Similar 

social defects have been reported in other ASD models89. 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 development90,91. 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 behaviors40. 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 familiarization92,93. 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 models94,95. Deletion of tPA also induced behavioural despair 

in the forced swimming test. This behavior, classically conceptualized as a depressive-like 

behavior in mice96, is in line with reports of depression in some autistic individuals97. 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 80,98,99, with tPA involved in mechanisms controlling anxiety-like behaviour80,100 . 

When present in the entorhinal cortex, tPA is known to control spatial learning, especially when 

landmarks are distal versus proximal46. 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 GluN2B-containing NMDARs, their endocytosis and proteosomal down regulation of the 

neuronal surface, and subsequent reduced signaling.   
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Figure 1. RNA sequencing analysis demonstrates downregulation of MET gene from 
tPA Null. 

(a-e), Volcano plot of log2 fold change versus significance (-log10(q-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: ntPA WT = 19; ntPA Null = 20. 
c, Actimetry: ntPA WT = 12; ntPA Null = 15. (d, e), T-maze: ntPA WT = 10; ntPA Null = 14. f, Forced 
swimming test: ntPA WT = 13; ntPA Null = 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.  
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Figure 3. The tc-tPA activates MET receptors. 

(a, b, c), 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 FXIIa (internal control), 150nM tc-tPA and 
150nM sc-tPA. Immunodetection of αHGF 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, 2µM) 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 2,5x10-8M.  

  



 

 

116 Résultats 

 

Figure 5. NMDAR and MET form complexes at the neuronal surface modulating by sc-
tPA, tc-tPA and HGF. 

a, Immunoprecipitations with GluN1 antibody revealed by western blot against either MET or 
GluN1 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. c, 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 GluN2B phosphorylation (Y1474) 
and total GluN2B involving MET receptor. 

a, Representative western blot b, and analysis mean density of the band for pGluN2A (Y1325) 
and pGluN2B (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. c, Analysis mean density of the band for total GluN2A, total GluN2B and total GluN1 
(n = 5 independent experiments for GluN2B and GluN1, n = 3 for GluN2A). No significant 
difference with sc-tPA. d, Representative western blot. e, Analysis mean density of the band 
for pGluN2A (Y1325) and pGluN2B (Y1474) on cultures of cortical neurons incubated with with 
tc-tPA (300nM) on time-dependent (10-30-60 minutes; n = 4 independent experiments for 
GluN2B (Y1474) and n = 7 for pGluN2A (Y1325) at 10-30minutes and n = 4 at 60minutes. The 
analysis reveals that tc-tPA induces a decrease of pGluN2B (Y1474) at 10-30 and 60 minutes. 
f, Analysis mean density of the band for total GluN2A, total GluN2B and total GluN1 (n = 4 
independent experiments for GluN2B and GluN1, n = 7 for GluN2A at 10-30minutes and n = 4 
at 60minutes). tc-tPA significantly decreases total GluN2B 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 pGluN2B (Y1474) after treatment on cortical neurons with tc-tPA (300nM) for 10 min 
alone or in combination with JNJ-38877605 (500nM). JNJ-38877605 significantly reverses the 
level of pGluN2B (Y1474) (n = 4 independent experiments for pGluN2B (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 GluN2B 

Pre-treatment for 2 hours with the Lactacystin (5µM) 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 GluN2B. The tc-tPA with Lactacystin 
significantly reverse the level of GluN2B 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. c, Representative images of cortical neurons (13 DIV) using for 
immunocytochemistry experiments. Scale bar = 50µM. d, in preparation. e, tc-tPA (300nM) 
significantly decreases total GluN2B 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 = 10µM. 
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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), JNJ-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 (2µM; 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 (10µM), 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), c, DO-24 (50ng/mL; n = 5, mean ± SEM), d, SU11274 
(2µM; 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 GluN2B: possible involvement in autism 

spectrum disorders. 

 

L͛Ġtude de PaƌĐƋ et Đollaďoƌateuƌs a ĠtĠ la pƌeŵiğƌe à décrire des effets différentiels 

entre le sc-tPA et le tc-tPA sur la signalisation glutamatergique. Au cours de ce travail de thèse, 

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 iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt d͛uŶe ĐoŶǀeƌsioŶ du pƌo-HGF en HGF. Le tc-tPA et l͛HGF ƌeĐƌuteŶt 
ŵassiǀeŵeŶt le ƌĠĐepteuƌ MET ă la ŵeŵďƌaŶe, ă pƌoǆiŵitĠ des ƌĠĐepteuƌs NMDA. A l͛iŶǀeƌse, 
le sc-tPA diminue la proximité entre ces deux récepteurs. De plus, le tc-tPA induit une 

diminution de la phosphorylation de GluNϮB ;YϭϰϳϰͿ dĠpeŶdaŶte de l͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ 
MET. Il est ĠgaleŵeŶt ƌespoŶsaďle d͛uŶe dĠgƌadatioŶ pƌĠĐoĐe de la sous-unité GluN2B. 

D͛autƌe paƌt, l͛Ġtude tƌaŶsĐƌiptoŵiƋue ŵeŶĠe suƌ des souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ tPA ;tPA NullͿ 
a révélé une diminution du Ŷoŵďƌe de tƌaŶsĐƌits MET daŶs l͛aŵǇgdale et le Đoƌteǆ eŶtoƌhiŶal. 
De façon intéressante, les gènes codant la sous-unité GluN2B et le récepteur MET sont deux 

gğŶes ĐaŶdidats ideŶtifiĠs Đoŵŵe faĐteuƌ de ƌisƋue daŶs les TSA. L͛Ġtude ĐoŵpoƌteŵeŶtale 
sur les souris tPA Null montre des déficits comportementaux caractéristiques des TSA. 
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I. Implication du récepteur MET dans la signalisation 

glutamatergique 

1. Activation du récepteur MET par le tc-tPA 

La conversion du pro-HGF eŶ HGF ŵatuƌe paƌ le tPA est iŶitiĠe eŶ ϭϵϵϯ paƌ l͛ĠƋuipe de 
Mars et collaborateurs. En radiomarquant du pro-HGF aǀeĐ de l͛iode ϭϮϱ, ils ŵoŶtƌeŶt Ƌue le 
tPA et l͛uPA ĐoŶǀeƌtisseŶt le pƌo-HGF en HGF apƌğs uŶe heuƌe d͛iŶĐuďatioŶ ă ϯϳ°C (Mars et al. 

1993). En revanche, Ŷos ƌĠsultats Ŷ͛oŶt pas peƌŵis de dĠŵoŶtƌeƌ Đette ĐoŶǀeƌsioŶ eŶ 
présence de sc-tPA et de tc-tPA apƌğs ϰ heuƌes d͛iŶĐuďatioŶ ă ϯϳ°C. Nos doŶŶĠes soŶt eŶ 
aĐĐoƌds aǀeĐ la littĠƌatuƌe ƌĠĐeŶte, et ŶotaŵŵeŶt aǀeĐ la puďliĐatioŶ de l͛ĠƋuipe de 
Zamolodchikov en 2019. Dans leur étude, la technique utilisée est celle que nous avons 

employée. Celle-Đi ƌepose suƌ l͛iŶĐuďatioŶ ă ϯϳ°C de pƌo-HGF recombinant en présence de 

tPA, spécifiquement de tc-tPA, durant 18 heures. Comme le montre la figure ci-dessous, 

aucune forme ŵatuƌe d͛HGF Ŷ͛est dĠteĐtĠe (Figure 30, Zamolodchikov et al. 2019). A partir 

de Đes ƌĠsultats, diffĠƌeŶtes hǇpothğses peuǀeŶt ġtƌe suggĠƌĠes pouƌ eǆpliƋueƌ l͛aĐtiǀatioŶ du 
récepteur MET par le tc-tPA. PƌeŵiğƌeŵeŶt, Đoŵŵe il a ĠtĠ ĠǀoƋuĠ daŶs l͛iŶtƌoduĐtioŶ, les 
deux formes de tPA sont capables de convertir le plasminogène en plasmine, possédant à titre 

de ƌappel ϯϴ% d͛hoŵologies aǀeĐ l͛HGF (Lokker et al. 1992). L͛hǇpothğse auƌait ĠtĠ Ƌue le tc-

tPA clive le plasminogène en plasmine, qui lui clive à son tour le pro-HGF. Mais, comme prouvé 

eŶ ϭϵϵϱ paƌ l͛ĠƋuipe de Shiŵoŵuƌa, la plasŵiŶe Ŷe ĐoŶǀeƌtit pas le pƌo-HGF en HGF, mais elle 

est Đapaďle d͛iŶduiƌe uŶ Đliǀage pƌotĠolǇtiƋue du pƌo-HGF en de multiples fragments, 

aboutissant à sa dégradation (Shimomura et al. 1995). 

Figure 30 : Conversion du pro-HGF en HGF mature. 

En A, ƌepƌĠseŶtatioŶ d͛uŶ ǁesteƌŶ ďlot ŵoŶtƌaŶt Ƌue l͛HGF aĐtiǀateuƌ ;HGFAͿ et le βFXIIa 

peuvent convertir le pro-HGF en HGF. En présence de tc-tPA (tPA dans la figure) et de 

thrombine, le pro-HGF Ŷ͛est pas ĐoŶǀeƌti (Zamolodchikov et al. 2019). En B, il s͛agit d͛uŶ 
western blot représentant aussi la conversion du pro-HGF eŶ HGF eŶ pƌĠseŶĐe de l͛HGF 
aĐtiǀateuƌ ;HGFAͿ et de l͛αFXIIa. L͛uƌokiŶase Ŷe ŵoŶtƌe pas de ĐoŶǀeƌsioŶ et la plasŵiŶe 
clive protéolytiquement le pro-HGF en plusieurs fragments (Shimomura et al. 1995).  
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Il est ĠgaleŵeŶt possiďle Ƌue le ŵĠĐaŶisŵe dĠpeŶde d͛uŶ tƌoisiğŵe paƌteŶaiƌe, Ƌue le 
tc-tPA activerait et qui cliverait le pro-HGF. EŶ iŵageƌie ĐalĐiƋue, l͛utilisatioŶ d͛uŶ aŶtiĐoƌps 
ďloƋuaŶt de l͛HGF aǀeĐ du tĐ-tPA poteŶtialise l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue, ƌĠǀeƌsaŶt aloƌs l͛effet eǆeƌĐĠ 
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 être réalisés. Nous récupèrerons ensuite le surnageant et 

ĠǀalueƌoŶs paƌ iŵŵuŶoeŵpƌeiŶte la pƌĠseŶĐe d͛HGF. Il est possiďle Ƌue le tĐ-tPA ait besoin 

d͛uŶe suƌfaĐe d͛aĐtiǀatioŶ ou d͛uŶ autƌe paƌteŶaiƌe pouƌ ĐoŶǀeƌtiƌ le pƌo-HGF. 

 

 

Figure 31 : Effet de l’aŶtiĐoƌps HGF ďloƋuaŶt suƌ la sigŶalisatioŶ glutaŵateƌgiƋue et la ŵoƌt 
neuronale de type excitotoxique. 

 a, b, en imagerie calcique sur des cultures de neurones corticaux (DIV 12), après une stimulation 

contrôle avec du NMDA (25µM) utilisée comme baseline, les neurones sont incubés pendant 45 min 

aǀeĐ soit le ďuffeƌ ;Ŷ=ϳϲͿ, l͛aŶtiĐoƌps HGF ďloƋuaŶt ;ϱϬŶg/ŵl ; n=80), le sc-tPA (300nM ; n=96), le tc-

tPA (300nM ; Ŷ=ϵϲͿ seul ou ĐoŵďiŶĠ aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps HGF ďloƋuaŶt ;ϱϬŶg/ŵl ; n=99 et n=106 

respeĐtiǀeŵeŶtͿ. Les ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛HGF ďloƋuaŶt Ŷ͛iŶflue pas suƌ le sĐ-tPA mais réverse 

l͛effet du tĐ-tPA seul sur la signalisation glutamatergique*p<0.05, ****p<0.0001 indique la différence 

significative par rapport au contrôle avec le test de Mann-Whitney. 
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Paƌ ailleuƌs, Ŷotƌe seĐoŶde hǇpothğse se ďase suƌ l͛aĐtioŶ du tĐ-tPA sur un premier 

récepteur, qui à son tour activerait le récepteur MET. Un candidat potentiel est le récepteur à 

l͛EGF, appaƌteŶaŶt aussi à 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 déjà établie dans la littérature, essentiellement 

en utilisant des cultures de lignées cancéreuses. Yamamoto et collaborateurs ont observé que 

la phosphoƌǇlatioŶ du ƌĠĐepteuƌ MET peut se faiƌe paƌ l͛uŶe des tǇƌosiŶes kiŶases du ƌĠĐepteuƌ 
ă l͛EGF, la pƌotĠiŶe adaptatƌiĐe SHC. Il s͛agiƌait d͛uŶe aĐtiǀatioŶ diƌeĐte du ƌĠĐepteuƌ MET paƌ 
le ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF paƌ tƌansphosphorylation (Yamamoto et al. 2006). Une seconde étude 

suggğƌe Ƌue les pƌotĠiŶes sigŶalĠtiƋues MAPK aĐtiǀĠes paƌ le ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF augŵeŶte le 
recrutement de MET à la membrane et active sa phosphorylation (Breindel et al. 2013). Il 

s͛agiƌait doŶĐ daŶs Đette Ġtude d͛uŶe aĐtiǀatioŶ iŶdiƌeĐte du ƌĠĐepteuƌ MET paƌ le ƌĠĐepteuƌ 
ă l͛EGF (Breindel et al. 2013). Nous savons que le sc-tPA et le tc-tPA possèdent un domaine 

EGF-like et nous avons montré par la technique de SPR que les deux formes de tPA peuvent 

se fiǆeƌ suƌ le ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF aǀec une affinité (Kd) légèrement plus importante pour le tc-

tPA (Figure 32)  

 

Figure 32 : SeŶsoƌgƌaŵŵe ƌepƌĠseŶtaŶt la fiǆatioŶ de l’EGF, du sĐ-tPA et du tc-tPA sur le récepteur 

à l’EGF paƌ la teĐhŶiƋue de SPR. 
Mesuƌe d͛iŶteƌaĐtioŶ ă ϱ ĐoŶĐeŶtƌatioŶs diffĠƌeŶtes d͛EGF, de sĐ-tPA, de tc-tPA suƌ le ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF 
iŵŵoďilisĠ. La solutioŶ d͛HBS seƌt de ĐoŶtƌƀle ŶĠgatif. 
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En se basant sur la même hypothèse, un second récepteur à activité tyrosine kinase, 

l͛IGF-1R (insulin growth factor 1 receptor) serait également une piste éventuelle. En effet, ce 

ƌĠĐepteuƌ paƌtage des hoŵologies stƌuĐtuƌales aǀeĐ le ƌĠĐepteuƌ ă l͛EGF ŶotaŵŵeŶt 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 

sigŶalisatioŶ d͛IGF-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 

ƌespeĐtifs ;l͛HGF et l͛IGF-1 (insulin growth factor 1) agissent en synergie pour induire la 

ŵigƌatioŶ et l͛iŶǀasioŶ tuŵorale. Une « down-regulation » de MET inhibe quasi complétement 

les effets de ŵigƌatioŶ et d͛iŶǀasioŶ ŵĠdiĠ paƌ l͛IGF-1 seul (Bauer et al. 2006). L͛agoŶiste de 
l͛IGF-ϭR est l͛IGF-ϭ doŶt l͛aĐtiǀitĠ ďiologiƋue est ŵodulĠe paƌ siǆ IGFBP huŵaiŶes ;insulin-like 

growth factor binding protein). Le complexe majoritairement retrouvé est un complexe 

teƌtiaiƌe ĐoŵposĠ d͛IGFBP-3, IGF-ϭ et d͛uŶe sous-unité « acide labile ». De manière 

intéressante, en 2012, Elzi et collaborateurs ont montré que le tPA, mais pas l͛uPA, Đliǀe 
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 chaîne. On ignore si le tc-tPA est en 

ŵesuƌe de Đliǀeƌ IGFBPϯ, et s͛il s͛aǀğƌe Ƌue Đe soit effeĐtiǀeŵeŶt le Đas, Đela Ŷ͛eǆpliƋueƌait pas 
la diffĠƌeŶĐe d͛aĐtiǀatioŶ eŶtƌe les deuǆ foƌŵes de tPA suƌ le ƌĠĐepteuƌ MET.  

Ainsi, malgré ces différentes hypothèses, 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 à 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 33Ϳ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, l͛utilisatioŶ de la teĐhŶiƋue de 
PLA (proximity ligation assay) met en évidence une augmentation de la proximité des 

récepteurs NMDA et MET à la membrane après traitement au tc-tPA et ă l͛HGF ;Papier ; Figure 

5b et cͿ. A l͛iŶǀeƌse, le sĐ-tPA diminue la proximité de ces récepteurs (Papier ; Figure 5b et c). 

La PLA s͛est foĐalisĠe suƌ 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 GluN2B et la protéine 

adaptatrice PSD-ϵϱ. UŶ tƌaiteŵeŶt ă l͛HGF augŵeŶte l͛eǆpƌessioŶ ă la sǇŶapse de GluN2B, de 

CAMKII et de la sous-unité GluA1 des récepteurs AMPA (Tyndall and Walikonis 2006). Sur des 

cultures de neurones (DIV 14), il a été montré via l͛utilisatioŶ de la PLA, uŶe augŵeŶtatioŶ de 
la proximité des récepteurs MET et NMDA contenant la sous-unité GluN2B après 10 minutes 

de tƌaiteŵeŶt ă l͛HGF (Figure 33 ; Xie et al. 2016). 

3. L’aǆe HGF/MET suƌ la sigŶalisatioŶ glutaŵateƌgiƋue 

 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 

ĐeƌtaiŶs stiŵuli Đoŵŵe ă la suite d͛uŶ tƌaiteŵeŶt ă l͛HGF ou au tĐ-tPA. Mais quelle en est 

l’iŵpliĐatioŶ ?  

Figure 33 : Interaction et proximité des récepteurs MET et NMDA à la surface neuronale. 

En A, sur des cultures primaires de neurones corticaux (DIV 13), il a été effectué une co-

immunoprécipation (IP) après traitement au sc-tPA (300nM), tc-tPA ;ϯϬϬŶMͿ et ă l͛HGF ;ϱϬŶg/ŵlͿ 
pendant 1 heure. Les complexes entre les récepteurs MET et NMDA sont déjà présents en condition 

basale. No ab : no antibody correspond au contrôle négatif pour lequel il Ŷ͛Ǉ a eu auĐuŶ ajout 
d͛aŶtiĐoƌps. EŶ B, image représentative et quantification de PLA sur des neurones corticaux (DIV 14) 

ciblant le récepteur MET et la sous-uŶitĠ GluNϮB apƌğs tƌaiteŵeŶt ă l͛HGF ă ϱ, ϭϬ et ϯϬ ŵiŶutes. A ϭϬ 
ŵiŶutes, l͛HGF augŵeŶte sigŶificativement la proximité entre les récepteurs NMDA contenant la sous-

unité GluN2B et les récepteurs MET. B, d͛apƌğs Xie et al. 2016. 
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Nos résultats montrent que le tc-tPA (300nM) diminue la phosphorylation de GluN2B 

sur la tyrosine 1474 (Papier ; Figure 6d et e). Puisque les récepteurs MET sont des récepteurs 

à activité tyrosine kinase, nous souhaitions déterminer si cet effet était dépendant de MET. 

L͛utilisatioŶ de tĐ-tPA avec le JNJ-38877605, inhibiteur sélectif de MET, réverse le niveau de 

phosphorylation de GluN2B par rapport au tc-tPA seul. Quel serait le mécanisme permettant 

cette déphosphorylation ?  

Pouƌ ƌappel, l͛aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ MET iŶduit la phosphoƌǇlatioŶ des ƌĠsidus 
tyrosines 1234/1235 situés dans le domaine kinase et favorise la phosphorylation de deux 

tyrosines supplémentaires : Tyr1349 et Tyr1356. Ces dernières permettent le recrutement de 

protéines adaptatrices dont des protéines tyrosines phosphatases telles que SHP2 qui se fixe 

indirectement sur MET, paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de la pƌotĠiŶe adaptatƌiĐe Gaďϭ (Maroun et al. 

2000). Il faut mentionner que la régulation des récepteurs NMDA peut dépendre de kinases 

de la famille SRC pouvant être à leurs tours activées par SHP2 (Zhang et al. 2004). De manière 

iŶtĠƌessaŶte, la peƌtuƌďatioŶ de l͛ĠƋuiliďƌe de SHPϮ ;gaiŶ ou peƌte de foŶĐtioŶͿ affeĐteƌait la 

mémoire et la signalisation des récepteurs NMDA (Cesarini et al. 2009). Chez des souris 

dĠfiĐieŶtes eŶ SHPϮ, l͛ajout d͛uŶ iŶhiďiteuƌ kiŶase de la faŵille SRC ƌĠǀeƌse la phosphoƌǇlatioŶ 
de GluN2B, 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 après traitement au tc-tPA.  

Par ailleurs, uŶe hǇpothğse Ƌui Ŷ͛a pas ĠtĠ ƌĠfutĠe seƌait Ƌue le tĐ-tPA interagisse 

diƌeĐteŵeŶt aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs NMDA. D͛apƌğs les doŶŶĠes de FeƌŶĄŶdez-Monreal et ses 

Đollaďoƌateuƌs, le ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ du sĐ-tPA qui est proposé est une fixation primaire via 

son domaine Kringle 2, sur la lysine178 de la sous-unité GluN1 du récepteur NMDA. Après la 

fixation, le sc-tPA pƌĠseŶte soŶ doŵaiŶe ĐatalǇtiƋue ă l͛aƌgiŶiŶe ϮϲϬ de la seĐoŶde sous-unité 

GluN1 et induit le clivage (Fernández-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 lysine178 mais de par 

une conformation tridimensionnelle différente de celle du sc-tPA ne puisse pas présenter son 

doŵaiŶe ĐatalǇtiƋue. L͛aĐtioŶ du tĐ-tPA ƌeposeƌait aloƌs suƌ l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs MET et 
sa fixation sur les récepteurs NMDA avec pour finalité un effet biologique commun qui est 

l͛aďseŶĐe de poteŶtialisatioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA iŶduite paƌ le tc-tPA. 

Par ailleurs, est-ce que le récepteur MET peut moduler la signalisation glutamatergique ? En 

iŵageƌie ĐalĐiƋue, l͛utilisatioŶ du JNJ-ϯϴϴϳϳϲϬϱ et d͛uŶ seĐoŶd iŶhiďiteur, le SU11274 induit 

la poteŶtialisatioŶ de la sigŶalisatioŶ des ƌĠĐepteuƌs NMDA et ƌĠǀeƌse aloƌs l͛effet du tĐ-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 à la condition 

contrôle (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 diŵiŶueƌ l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue. Les ƌĠĐepteuƌs MET pouƌƌaieŶt 
influencer par exemple sur les propriétés biophysiques des récepteurs NMDA, comme la 
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pƌoďaďilitĠ d͛ouǀeƌtuƌe et de feƌŵetuƌe, leuƌ ĐoŶduĐtaŶĐe, la seŶsiďilitĠ eŶǀeƌs leuƌs 
agonistes et co-agoŶistes… DaŶs Ŷotƌe Ġtude, le ƌĠĐepteuƌ MET est ŶeuƌopƌoteĐteuƌ puisƋu͛il 
iŶteƌǀieŶt daŶs le ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ du tĐ-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). 

 EŶ iŵageƌie ĐalĐiƋue, l͛HGF Ŷe poteŶtialise pas l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue, tout Đoŵŵe le tĐ-tPA 

(Figure 8d). La présence du tc-tPA et de l͛HGF Ŷ͛iŶduit pas d͛effet sǇŶeƌgiƋue, suggĠƌaŶt aloƌs 
uŶ ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ siŵilaiƌe. Le tĐ-tPA serait un composant HGF-like. Un co-traitement 

avec du sc-tPA et de l͛HGF diŵiŶue sigŶifiĐatiǀeŵeŶt l͛effet pƌo-excitotoxique du sc-tPA, 

mettant en évidence deux mécanismes distincts pouvant intervenir sur la signalisation 

glutaŵateƌgiƋue. De plus, l͛utilisatioŶ d͛uŶ aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶt de l͛HGF a tendance à 

potentialiser les récepteurs NMDA, de la même façon que le JNJ-38877605 et le SU11274. 

L͛ajout de Đet aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶt eŶ pƌĠseŶĐe de tĐ-tPA augŵeŶte l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue et la ŵoƌt 
neuronale de type excitotoxique (Figure 31 ; Figure 34)  

 

Ces résultats, pour lesquels l͛HGF eǆeƌĐeƌait uŶ ƌƀle pƌoteĐteuƌ ĐoŶtƌe l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ 

sont en accords avec la littérature, EŶ ϮϬϬϮ, l͛ĠƋuipe de HossaiŶ ŵontre que le traitement à 

l͛HGF suƌ des ŶeuƌoŶes gƌaŶulaiƌes augŵeŶte leuƌ ǀiaďilitĠ faĐe ă l͛eǆĐitoǆoĐitĠ iŶduite paƌ le 
NMDA en activant la voie PI3K/Akt (Hossain et al. 2002). Une seconde étude montre 

ĠgaleŵeŶt uŶe ŶeuƌopƌoteĐtioŶ de l͛HGF ĐoŶtƌe l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ iŶduite paƌ du NMDA suƌ des 
ŶeuƌoŶes hippoĐaŵpiƋues. L͛effet de l͛HGF seƌait dû au ďloĐage paƌtiel de l͛aĐtivation de la 

caspase 3, protéine pro-apoptotiƋue, et de l͛iŶhiďitioŶ de la tƌaŶsloĐation de l͛AIF ;apoptosis 

inducing factor) dans le noyau (Ishihara et al. 2005).  
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Figure 34 : Effet de l’aŶtiĐoƌps HGF ďloƋuaŶt suƌ la ŵoƌt ŶeuƌoŶale de tǇpe eǆĐitotoǆiƋue. 

Sur des cultures de neurones corticaux, la mort neuronale est mesurée via la libération de LDH dans 

le ŵilieu apƌğs Ϯϰ heuƌes d͛eǆpositioŶ ă ϭϬµM de NMDA, ;Ŷ=ϳ eǆpĠƌieŶĐes iŶdĠpeŶdaŶtesͿ. L͛aŶtiĐoƌps 
HGF-ďloƋuaŶt Ŷ͛iŶflueŶĐe pas la ŵoƌt de tǇpe eǆĐitotoǆiƋue iŶduite paƌ le sĐ-tPA mais augmente la 

mort par rapport au tc-tPA. *p<0.05 indique la différence significative par rapport au contrôle avec le 

test de Mann-Whitney. 
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II. Le tPA dans les troubles du spectre autistique 

1. Les données comportementales chez les tPA Null 

L͛Ġtude ĐoŵpoƌteŵeŶtale ŵeŶĠe suƌ les aŶiŵauǆ tPA Null révèle divers déficits 

comportementaux. Premièrement, le test des vocalises à ultrasons montre un déficit de 

communication précoce chez les tPA Null qui est mis en évidence par une durée et un nombre 

d͛appels ƌĠduits paƌ ƌappoƌt ă leuƌs homologues sauvages. Les nouveau-nés tPA Null seraient 

moins sensibles loƌsƋu͛ils soŶt sĠpaƌĠs de leuƌ ŵğƌe, Đes ƌĠsultats seƌaieŶt ĠgaleŵeŶt eŶ lieŶ 
aǀeĐ uŶ tƌouďle de l͛attaĐheŵeŶt. Si l͛oŶ souhaite tƌaŶsposeƌ Đhez l͛Hoŵŵe, ĐeƌtaiŶs paƌeŶts 
dont les enfants sont atteints de TSA ont déclaré avoir eu des bébés dits « faciles » qui 

pleuraient très peu (Frith 1991). 

Un second critère essentiel caractéristique au TSA est la présence de comportements 

ƌestƌeiŶts et stĠƌĠotǇpĠs. Le test d͛aĐtiŵĠtƌie peƌŵet d͛Ġǀalueƌ de nombreux paramètres et a 

montré un nombre plus important de mouvements verticaux pouvant être interprétés comme 

des comportements spontanés à caractère répété. Nous avons également étudié le toilettage, 

la fouille et le saut, qui sont des paramètres pouvant être évalués afin de mettre en évidence 

des ĐoŵpoƌteŵeŶts ƌĠpĠtitifs et stĠƌĠotǇpĠs. Toutefois, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs oďseƌǀĠ auĐuŶe 
différence significative pour ces différents paramètres (Figure 35). Mais, chez les personnes 

atteintes de TSA, il a été rapporté une large variété de comportements répétitifs moteurs 

Đoŵŵe le fait de se gƌatteƌ, d͛agiteƌ le ďƌas ou eŶĐoƌe de se ďalaŶĐeƌ. De Đe fait, Đhez les souƌis 
tPA Null, il semblerait que leur stéréotypie motrice se caractérise par une activité verticale 

plus iŵpoƌtaŶte. Ces doŶŶĠes souligŶeŶt l͛iŶtĠƌġt de ƌĠaliseƌ des tests ĐoŵpoƌteŵeŶtaux 

diffĠƌeŶts afiŶ de s͛assuƌeƌ de la pƌĠseŶĐe ou de l͛aďseŶĐe d͛uŶ tƌait ĐoŵpoƌteŵeŶtal.  
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D͛autƌe paƌt, paƌŵi l͛ĠǀeŶtail de sǇŵptƀŵes du spectre autistique, les animaux tPA 

Null ne présentent que certaines caractéristiques. En effet, le trouble de sociabilité est un 

critère essentiel dans la symptomatologie du TSA et peut être évalué chez le rongeur grâce au 

test des 3 chambres (évoqué dans l͛iŶtƌoduĐtioŶͿ.  
Nous avons évalué le temps de « sniffing » et montré Ƌue les aŶiŵauǆ tPA Null Ŷ͛oŶt 

pas de déficit de sociabilité, ils présentent un intérêt social et une préférence pour la 

nouveauté sociale (Figure 36). 

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 litière durant 5 min afin de 

d͛eŶƌegistƌeƌ leuƌ ĐoŵpoƌteŵeŶt paƌ ĐaŵĠƌa GoPƌo. EŶ A, le test d͛auto-toilettage (grooming) ne 

montre aucune différence entre les deux génotypes. La même conclusioŶ s͛iŵpose concernant le 

nombre de saut (B) ainsi que la fouille (digging) au sein de la litière non-familière (C). N=13 tPA WT ; 

N=18 tPA Null, ns=non significatif en utilisant un test de Mann-Whitney. 
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2. Le tPA et les symptômes associés au TSA 

En complément, nos résultats ont montré des déficits associés au TSA comprenant un 

dĠfiĐit d͛appƌeŶtissage et un comportement à caractère dépressif (Figure 2). En effet, ce sont 

deux symptômes associés présents chez certaines personnes atteintes de TSA (Steinhausen 

and Metzke 2004; Gegelashvili 2019). 

Paƌŵi les Ŷoŵďƌeuǆ sǇŵptƀŵes assoĐiĠs au TSA, l͛Ġpilepsie est uŶ des faĐteuƌs de 
risque dont le lien avec les TSA a été bien étudié. Chez les sujets atteints de TSA, la prévalence 

de l͛Ġpilepsie est ĠǀaluĠe seloŶ les Ġtudes eŶtƌe ϱ et 40% (Canitano 2007). Ces taux sont 

nettement supérieurs à ceux observés dans la population générale qui sont proches de 1 à 2% 

(Christensen et al. 2018). La relation entre les deux est complexe et la signification 

physiopathologique de leur association reste peu claire. De manière intéressante, au cours de 

leur étude sur la plasticité synaptique en 1993, Qian et collaborateurs ont observé une 

suƌeǆpƌessioŶ de tPA au Ŷiǀeau de l͛hippoĐaŵpe, ϭ heuƌe apƌğs l͛iŶduĐtioŶ de Đƌises 
d͛Ġpilepsie (Qian et al. 1993). De plus, il a été observé que les souris déficientes en tPA sont 

protégées de l'apparition de convulsions après l'administration systémique de 

pentylènetétrazole ou d'acide kaïnique (Tsirka et al. 1995b). Ces résultats suggèrent 

fortement que l'activité du tPA régule l'excitabilité neuronale de manière à modifier la 

sensibilité aux crises. Les travaux de Yepes ont démontré par la suite que le tPA endogène est 

impliqué dans la généralisation des crises épileptiques induites chez les rongeurs après une 

Figure 36 : Test des 3 chambres évaluant la sociabilité sur la souche de souris tPA Null. 

Apƌğs ϱ ŵiŶutes d͛haďituatioŶ, il est iŶtƌoduit uŶe souƌis ĠtƌaŶgğƌe daŶs uŶ des ĐoŵpaƌtiŵeŶts de la 
chambre et on évalue le temps de « sniffing » pendant les 5 premières minutes du sujet. Puis, dans le 

compartiment vide, il est introduit une nouvelle souris étrangère et on mesure aussi le temps de 

« sniffing » afin de déterminer si la souris discrimine bien le second étranger. De la même façon, les 

deux génotypes ont un temps de « sniffing » plus important dans la phase de sociabilité ainsi que dans 

la phase de préférence à la nouveauté sociale. N=18 tPA WT ; N=18 tPA Null avec un test de Wilcoxon : 

** p<0,01. 
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iŶjeĐtioŶ d'aĐide kaïŶiƋue au Ŷiǀeau de l͛aŵǇgdale et Ƌue Đette aĐtiǀitĠ est iŶdĠpeŶdaŶte du 
plasminogène (Yepes et al. 2002). Les auteurs ont également montré que l'activité du tPA ainsi 

Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de NS soŶt augŵeŶtĠes au Ŷiǀeau de l͛aŵǇgdale daŶs les ϭϬ ŵiŶutes apƌğs 
l͛adŵiŶistƌatioŶ d'aĐide kaïŶiƋue. LoƌsƋue la NS est iŶjeĐtĠe daŶs l'hippoĐaŵpe aǀaŶt 
l'adŵiŶistƌatioŶ d͛aĐide kaïŶiƋue daŶs l͛aŵǇgdale, la pƌogƌessioŶ et la généralisation des crises 

sont atténuées. La NS étant un inhibiteur du tPA au niveau du parenchyme, ces résultats 

soutiennent donc l'hypothèse 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 3ème 

symptôme associé au TSA.  

EŶ ĐoŵplĠŵeŶt, de Ŷoŵďƌeuǆ autƌes tests pouƌƌaieŶt ġtƌe eŶtƌepƌis afiŶ d͛appƌofoŶdiƌ 
les repères 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-ŶĠ ă ġtƌe eŶ ŵesuƌe de se ƌetouƌŶeƌ suƌ ses pattes. L͛ąge ŵoǇeŶ d͛appaƌitioŶ de Đe 
réflexe chez les rongeurs est P5 (Feather-Schussler and Ferguson 2016). L͛appaƌitioŶ de 
l͛ouǀeƌtuƌe ďilatĠƌale des yeux chez le nouveau-ŶĠ peƌŵet de s͛assuƌeƌ de l͛Ġǀeil de l͛aŶiŵal 
(Feather-Schussler and Ferguson 2016). 

3. Les données génétiques chez les tPA Null 

PuisƋue de Ŷoŵďƌeuses doŶŶĠes soutieŶŶeŶt l͛iŵpliĐatioŶ de faĐteuƌs gĠŶĠtiƋues 
daŶs l͛Ġtiologie du TSA, Ŷous aǀoŶs souhaitĠ Ġtudier les gènes pouvant être dérégulés au sein 

de notre souche de souris tPA Null (Constantino et al. 2010; Iossifov et al. 2012). Notre étude 

a permis de révéler de nombreux gènes « up » et « down » ƌĠgulĠs gƌąĐe ă l͛aŶalǇse du 
sĠƋueŶçage d͛ARN suƌ les aŶiŵauǆ tPA Null ;Papier, Figure 1). Cette analyse a été menée sur 

les 5 structures cérébrales suivantes : l͛hippoĐaŵpe, le Đoƌteǆ eŶtoƌhiŶal, l͛aŵǇgdale, le Đoƌteǆ 
préfrontal et le cortex pariétal. Le gène MET ressort significativement comme étant « down » 

ƌĠgulĠ daŶs le Đoƌteǆ eŶtoƌhiŶal et l͛aŵǇgdale. EŶ ƌeǀaŶĐhe, le sĠƋueŶçage d͛ARN Ŷe ŵoŶtƌe 
pas de variation du nombre de transcrit pour le gène GRIN2B parmi ces 5 structures. Pour 

autant, cela ne signifie pas obligatoirement que le gène GRIN2B Ŷ͛est pas iŵpaĐtĠ. EŶ effet, 
l͛aŶalǇse a ĠtĠ effeĐtuĠe suƌ ϯ aŶiŵauǆ de ĐhaƋue souĐhe ągĠe de ϴ seŵaiŶes. CepeŶdaŶt, la 
variation du transcrit peut être présente à un stade plus précoce, en stade prénatale par 

exemple, étant donné que la protéine GluN2B est fortement présente dès le stade 

embryonnaire (Monyer et al. 1994). Puisque les nouveau-nés tPA Null ont un déficit de 

communication qui est présent dès le 2ème jour post-natal (Papier, Figure 2a,b), il serait 

iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ le Ŷiǀeau pƌotĠiƋue de GluNϮB et de MET eŶ iŵŵuŶoeŵpƌeiŶte du stade 
eŵďƌǇoŶŶaiƌe jusƋu͛ă PϭϮ. Ces doŶŶĠes Ŷous peƌŵettƌaieŶt de saǀoir si la sous-unité GluN2B 

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 neurogenèse et de synaptogenèse. Des données de la littérature ont montré que 

le récepteur MET et GluN2B peuvent influencer ces processus. A titƌe d͛eǆeŵple, une étude 

de ϮϬϬϴ ŵoŶtƌe Ƌu͛uŶ tƌaiteŵeŶt ă l͛HGF suƌ des Đultuƌes de ŶeuƌoŶes hippoĐaŵpiƋues 
augmente la longueur des dendrites primaires (Lim and Walikonis 2008). L͛Ġtude de Qiu eŶ 
2014 a rapporté que la signalisation du récepteur MET est impliquée dans la croissance 

neuronale et la maturation fonctionnelle des synapses glutamatergiques. Il est montré que la 

perte de fonction de MET altère 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 accélère la maturation développementale en induisant un switch 

plus rapide de la sous-unité GluN2B en GluN2A (Qiu et al. 2014). De façon similaire, la sous-

uŶitĠ GluNϮB peut joueƌ uŶ ƌƀle suƌ la ŵoƌphologie des ŶeuƌoŶes. L͛Ġtude d͛uŶ ǀaƌiaŶt de 
GluN2B retrouvé chez des personnes atteintes de TSA (S1415L correspondant à S1413L chez 

la souƌisͿ ŵoŶtƌe uŶe ƌĠduĐtioŶ du Ŷoŵďƌe d͛ĠpiŶes deŶdƌitiƋues (Liu et al. 2017). La délétion 

conditionnelle cortico-hippocampique de GluN2B montre aussi une réductioŶ d͛ĠpiŶes 
deŶdƌitiƋues et est assoĐiĠe ă uŶ dĠfiĐit d͛appƌeŶtissage ;ŵĠŵoiƌe de tƌaǀail et de ƌĠfĠƌeŶĐe 
daŶs l͛espaĐeͿ (Brigman et al. 2010). 

AfiŶ d͛appƌofondir les résultats en lien avec les TSA, et après avoir révélé des déficits 

fonctionnels, il serait intéressant d͛Ġtudieƌ si les tPA Null ont également des modifications 

neuronales structurelles. Similairement aux études sur MET et GluN2B 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 

ĠpiŶes…Ϳ. Suƌ des souĐhes dĠfiĐieŶtes eŶ tPA diffĠƌeŶtes de la souĐhe tPA Null, il a déjà été 

ŵoŶtƌĠ daŶs l͛aŵǇgdale, Ƌue les souƌis dĠfiĐieŶtes eŶ tPA oŶt uŶ Ŷoŵďƌe plus iŵpoƌtaŶt 
d͛ĠpiŶes et Ƌue Đet effet est plus pƌoŶoŶĐĠ loƌsƋue les souƌis soŶt souŵises ă uŶ stƌess (Bennur 

et al. 2007)(Figure 37). Cette différence de densité pourrait être un indicateur de mauvaises 

connections synaptiques engendrant des déficits de connectivité ou des problèmes 

d͛iŶhiďitioŶs. De plus, des eŶƌegistƌeŵeŶts eŶ ĠleĐtƌophǇsiologie pouƌƌaieŶt également être 

réalisés sur des neurones tPA Null et leurs homologues sauvages dans le but de comparer leurs 

propriétés électrophysiologiques. 
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Pour résumer, la caractérisation comportementale des animaux tPA Null a permis de 

révéler des déficits de communication précoce et un comportement stéréotypé moteur, qui 

soŶt au Đœuƌ des sǇŵptƀŵes dĠfiŶissaŶt le TSA. L͛oƌigiŶalitĠ de Ŷotƌe étude est que nous ne 

nous sommes pas focalisés uniquement sur un gène qui serait impliqué dans les TSA mais 

notre mécanisme implique 2 gènes reconnus MET et GRIN2B (base SFARI) pour être des 

candidats à risque dans les TSA (Campbell et al. 2006; Iossifov et al. 2015). Pour autant, nous 

saǀoŶs Ƌue Ŷotƌe ŵodğle d͛aŶiŵauǆ tPA Null Ŷe ĐoŶstitue pas un modèle parfait des TSA mais 

il Ŷ͛eŶ deŵeuƌe pas ŵoiŶs Ƌu͛il possğde ă la fois des doŶŶĠes ĐoŵpoƌteŵeŶtales et 
génétiques qui sont en analogies avec cette pathologie neurodéveloppementale.  

III. Influence du tPA sur la signalisation glutamatergique 

1. Rôle du sc-tPA et du tc-tPA sur la sous-unité GluN2B 

Sur des cultures de neurones corticaux, notre étude montre que le tc-tPA diminue le 

niveau de phosphorylation de GluN2B sur la tyrosine 1474 ainsi que le niveau de GluN2B total, 

Đet effet est pƌĠseŶt dğs ϭϬ ŵiŶutes de tƌaiteŵeŶt. EŶ ƌeǀaŶĐhe, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas mis en 

évidence de différence concernant les niveaux de phosphorylation de GluN2A pour le tc-tPA 

(Figure 6d,e). Concernant le sc-tPA, auĐuŶe diffĠƌeŶĐe Ŷ͛a ĠtĠ dĠteĐtĠe pouƌ GluNϮA et 
GluN2B (Figure 6a,b,c). Notƌe Ġtude s͛est liŵitĠe ă uŶ seul site de phosphorylation pour les 

sous-unités GluN2A et GluN2B.  

Figure 37 : L’iŶvalidatioŶ du gğŶe du tPA ƌĠvğle uŶe deŶsitĠ sǇŶaptiƋue plus iŵpoƌtaŶte daŶs 
l’aŵǇgdale. 

(A) Le graphique montre un nombre de synapse plus élevé chez les tPA-/-. (B) L͛aŶalǇse segŵeŶtaiƌe 
du Ŷoŵďƌe d͛ĠpiŶes pƌĠseŶt tous les ϭϬμŵ du soŵa ŶeuƌoŶal jusƋu͛ă la fiŶ de la ďƌaŶĐhe deŶdƌitiƋue 
ƌĠǀğle uŶe augŵeŶtatioŶ de la pƌopoƌtioŶ d͛ĠpiŶes pƌoĐhes du soŵa Đhez les tPA -/-. (C) Image 

ƌepƌĠseŶtaŶt uŶ segŵeŶt issu d͛uŶe ďƌaŶĐhe pƌiŵaiƌe d͛uŶe deŶdƌite Đhez les tPA WT et -/-.  D͛apƌğs 
Bennur et al., 2007. 
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Toutefois, Đoŵŵe il a ĠtĠ dĠĐƌit daŶs la paƌtie NMDA de l͛iŶtƌoduĐtioŶ, de Ŷoŵďƌeuǆ 
autres sites tyrosines peuvent être phosphorylées sur ces deux sous-unités, pouvant être 

associées à des effets différents.  

Sachant que le sc-tPA interagit avec les récepteurs NMDA et possède un effet pro-

eǆĐitotoǆiƋue, oŶ auƌait pu s͛atteŶdƌe ă aǀoiƌ uŶe ŵodifiĐatioŶ des niveaux de 

phosphorylation des sous-uŶitĠs GluNϮ. D͛ailleuƌs, l͛Ġtude de Wu eŶ ϮϬϭϯ a ŵoŶtƌĠ uŶe 
augmentation de la phosphorylation de GluN2A (Tyr 1325) à 1H dès 5nM de tPA (simple 

chaîne) qui est le même site de phosphorylation que nous avons étudié. La même étude 

montre également que le tPA (simple chaîne) augmente la phosphorylation de GluN2B sur la 

tyrosine 1472 de façon dose dépendante à partir de 200nM après 1heure de traitement (Wu 

et al. 2013). Ce site tyrosine qui est proche du site que nous avons étudié contient le motif 

d͛iŶteƌŶalisatioŶ YEKL. Il seƌait aloƌs iŶtĠƌessaŶt d͛eŶǀisageƌ de ƌegaƌdeƌ 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 GluN2B et donc une endocytose de ce récepteur, de 

manière cohérente, nous devrions avoir une différence de phosphorylation. 

D͛autƌe paƌt, daŶs uŶ ĐoŶteǆte d͛eǆpositioŶ ĐhƌoŶiƋue ă l͛alĐool, le tPA et les ƌĠĐepteuƌs 
NMDA sont surexprimés au sein du système limbique (Pawlak et al. 2005). L'injection de tPA 

Đhez les souƌis ͚alĐoolisĠes͛ et dĠfiĐieŶtes eŶ tPA augŵeŶte la gƌaǀitĠ des Đƌises d͛Ġpilepsie. 
Cet effet est ďloƋuĠ paƌ l͛adŵiŶistƌatioŶ d'ifeŶpƌodil, uŶ iŶhiďiteuƌ spĠĐifiƋue de la sous-unité 

GluN2B du récepteur NMDA. Dans cette étude, une co-immunoprécipitation issue 

d͛hoŵogĠŶats de Đultures hippocampiques montre une interaction du tPA spécifiquement 

avec la sous-unité GluN2B.  

Dans notre étude, le tc-tPA induit une dégradation de la sous-unité GluN2B et nous 

savons que le tc-tPA Ŷe poteŶtialise pas l͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue ă tƌaǀeƌs les ƌĠĐepteurs NMDA. 

Cependant, Ŷotƌe Ġtude Ŷe dĠŵoŶtƌe pas diƌeĐteŵeŶt si l͛effet du tĐ-tPA sur la signalisation 

glutaŵateƌgiƋue est le fƌuit d͛uŶe diŵiŶutioŶ de la phosphoƌǇlatioŶ de GluNϮB. Pouƌ Đela, de 
la mutagenèse dirigée ciblant la tyrosine 1474 de la sous-unité GluN2B en réalisant ensuite de 

l͛iŵageƌie ĐalĐiƋue pouƌƌait ġtƌe eŶǀisagĠe. EŶ effet, Đela Ŷous peƌŵettƌait d͛Ġǀalueƌ si 
l͛aďseŶĐe de poteŶtialisatioŶ de la sigŶalisatioŶ glutaŵateƌgiƋue iŶduite paƌ le tĐ-tPA implique 

spécifiquement la sous-unité GluN2B via un mécanisme de déphosphorylation de la tyrosine 

1474. Il est intéressant de mentionner que sur des cellules HEK transfectées avec la sous-unité 

GluN1 et GluN2A, le sc-tPA ŵaiŶtieŶt soŶ augŵeŶtatioŶ d͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue ă tƌaǀeƌs les 
récepteurs (Fernández-Monreal et al. 2004). Il seƌait aloƌs plausiďle Ƌue l͛effet du tĐ-tPA sur 

la sous-uŶitĠ GluNϮB ait uŶe foŶĐtioŶ ŶeuƌoŶale Ƌue Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas eŶĐoƌe ŵise eŶ luŵiğƌe. 

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

l’AVC 

Loƌs d͛uŶ AVC isĐhĠŵiƋue, l͛eǆĐitotoǆiĐitĠ est uŶe des ĐoŵposaŶtes de la ĐasĐade 
dĠlĠtğƌe. La dĠfaillaŶĐe ĠŶeƌgĠtiƋue ă la suite de l͛isĐhĠŵie ĐoŶduit au dǇsfoŶĐtioŶŶeŵeŶt 
cérébral de la pompe Na+/K+, ă l͛eŶtƌĠe ŵassiǀe de ĐalĐiuŵ daŶs le Ŷeurone et à une libération 
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importante de glutamate dans la fente synaptique. Le relargage important de glutamate dans 

la fente synaptique entraîne une hyperactivation des récepteurs NMDA, AMPA et kaïnate 

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).  

Loƌs d͛uŶ AVC isĐhĠŵiƋue, l͛adŵiŶistƌatioŶ de tPA ƌeĐoŵďiŶaŶt a peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ uŶ 
effet bénéfique grâce à 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 GluN1 par 

le tPA, ƌespoŶsaďle d͛uŶe augŵeŶtatioŶ d͛iŶfluǆ ĐalĐiƋue et de la poteŶtialisatioŶ de la ŵoƌt 
neuronale induite par le NMDA (Nicole et al. 2001). Ces données de la littérature amènent à 

se poser différentes questions : in vivo, ĐoŵŵeŶt l͛iŶteƌaĐtioŶ du tPA aǀeĐ les ƌĠĐepteuƌs 
NMDA affeĐte la pathophǇsiologie de l͛AVC ? Est-ce que la suractivation des récepteurs NMDA 

est suffisaŶte pouƌ iŶduiƌe les effets ŶĠgatifs/positifs du tPA daŶs l͛AVC ?  

Autant de questions dont les réponses peuvent varier en fonction des modèles animaux 

et expérimentaux utilisés, des doses de tPA administrées ou une combinaison de ces facteurs. 

Notƌe ŵodğle d͛eǆĐitotoǆiĐitĠ ƌepose suƌ uŶ tƌaiteŵeŶt aǀeĐ du NMDA suƌ Ŷos Đultuƌes 
pendant 24 heures, suiǀi d͛uŶ dosage de la laĐtate dĠshǇdƌogĠŶase afiŶ d͛Ġǀalueƌ la ŵoƌt 
neuronale. C͛est suƌ Đe tǇpe de ŵodğle Ƌu͛il a ĠtĠ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe l͛ effet pro-excitotoxique 

du sc-tPA et l͛effet différentiel entre le sc-tPA et le tc-tPA (Nicole et al. 2001; Parcq et al. 2012). 

CepeŶdaŶt, il ĐoŶǀieŶt d͛ġtƌe pƌudeŶt suƌ l͛eǆtƌapolatioŶ des données de ce modèle à la 

phǇsiopathologie de l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. EŶ effet, Đe modèle provoque une sur-activation 

d͛uŶ seul tǇpe de ƌĠĐepteuƌ glutaŵateƌgiƋue, Ŷe pƌeŶd pas eŶ Đoŵpte l͛aĐtiǀatioŶ d͛autƌes 
récpeteurs et voies de signalisation. Or, ce modèle est réalisé uniquement sur des neurones 

et doŶĐ l͛effet phǇsiologiƋue d͛ĠliŵiŶatioŶ du tPA et de sa ƌeĐaptuƌe paƌ les astƌoĐǇtes est 
masqué (Cassé et al. 2012). De plus, nous avons étudié le tPA à une forte dose de 300nM et 

uniquement sur des neurones corticaux. 

Sur un modèle in vitro d͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale ĐoŶsistaŶt ă seǀƌeƌ eŶ oǆǇgğŶe et eŶ gluĐose 
(OGD, oxygen and glucose deprivation) les neurones, le tPA protège 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). DaŶs l͛Ġtude de Wu et Đollaďoƌateuƌs, l͛effet 
neuroprotecteur du tPA en OGD est dépendant de l͛aĐtiǀatioŶ d͛HIF-ϭα et de ŵTOR, uŶ 
répresseur de l͛autophagie (Wu et al. 2012). In vivo, suƌ uŶ ŵodğle d͛isĐhĠŵie 
thƌoŵďoeŵďoliƋue, l͛iŶjeĐtioŶ de tPA diminue le volume de lésion. Mais sur le même modèle, 

l͛iŶjeĐtioŶ de l͛aŶtiĐoƌps GluŶoŵaď® dans la circulation, ďloƋuaŶt spĠĐifiƋueŵeŶt l͛iŶteƌaĐtioŶ 
du tPA avec la sous-unité GluN1, réduit le volume de lésion et bloque les effets délétères du 

tPA tout eŶ peƌŵettaŶt d͛ĠteŶdƌe la feŶġtƌe thĠƌapeutiƋue de la thƌoŵďolǇse (Macrez et al. 

2011). De plus, daŶs uŶ ŵodğle d͛eŶĐĠphalite auto-iŵŵuŶe eǆpĠƌiŵeŶtale, l͛iŶjeĐtioŶ de 
Glunomab® en intraveineux diŵiŶue l͛ouǀeƌtuƌe de la BHE et l͛iŶfiltƌatioŶ des Đellules 
iŶflaŵŵatoiƌes. OŶ peut aloƌs se deŵaŶdeƌ si l͛effet pƌoteĐteuƌ oďseƌǀĠ du Glunomab® dans 
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le ŵodğle d͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale Ŷ͛est pas dépendant de la BHE en impliquant les récepteurs 

NMDA des cellules endothéliales(Macrez et al. 2016). Si la part délétère du tPA sur les 

ƌĠĐepteuƌs NMDA ŶeuƌoŶauǆ Ŷ͛est Ƌu͛uŶe faiďle ĐoŵposaŶte paƌ ƌappoƌt ă soŶ iŵpliĐatioŶ 
sur les autres récepteurs et acteurs cellulaires environnants. Les modèles in vitro et in vivo 

rapportant un effet délétère 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 à la 

ĐoŵposaŶte eǆĐitotoǆiƋue du ƌĠĐepteuƌ NMDA seul daŶs l͛isĐhĠŵie ? In vitro, dans le modèle 

d͛eǆĐitotoǆiĐitĠ iŶduit paƌ du NMDA, le tPA est pƌo-excitotoxique. In vivo, dans un modèle 

thƌoŵďoeŵďoliƋue, l͛iŶjeĐtioŶ de GluŶoŵaď® en présence de tPA est protectrice en 

diminuant le volume de lésion (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 

d͛autaŶt plus Đet effet ŶeuƌopƌoteĐteuƌ (Figure 38). 

De plus, il faut souligner que in vivo le clivage de la sous-uŶitĠ GluNϭ paƌ le tPA Ŷ͛a jaŵais 
été montré. Toutefois, ces modèles animaux apportent des informations mécanistiques utiles, 

alors que les données cliniques restent encore amoindries et contradictoires. En effet, une 

étude cas-témoins iŶĐluaŶt ϮϯϮϳ peƌsoŶŶes ǀiĐtiŵes d͛AVC montre une association de la 

thrombolyse via le tPA et la suƌǀeŶue de Đƌise d͛Ġpilepsie Đhez ϭ,2% des patients dans les 7 

premiers jours après leur AVC (Alvarez et al. 2013). CepeŶdaŶt, Đette assoĐiatioŶ Ŷ͛est pas 
ƌetƌouǀĠe daŶs toutes les Ġtudes. Paƌ eǆeŵple, Ŷi l͛aŶalǇse ƌĠtƌospeĐtiǀe de ϯϬϮ patieŶts et Ŷi 
la méta-analyse coŵptaďilisaŶt ϰϯϲϮ peƌsoŶŶes aǇaŶt eu uŶ AVC Ŷ͛a ideŶtifiĠ d͛assoĐiatioŶ 
entre le tPA et l͛Ġpilepsie ă la suite d͛uŶ 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 

justifiĠ la ŵise eŶ plaĐe de l͛Ġtude ĐliŶiƋue OPHELIE. Cette Ġtude ƌĠalisĠe daŶs ϭϯ ĐeŶtƌes eŶ 
FƌaŶĐe, a peƌŵis d͛iŶĐluƌe ϭϬϬϰ patieŶts ǀiĐtiŵes d͛AVC isĐhĠŵiƋues et aǇaŶt ďĠnéficié de la 

thrombolyse par le tPA (Leys et al. 2016). L͛iŶtĠƌġt de l͛Ġtude Ġtait de ŵettƌe eŶ ƌelatioŶ le 
devenir clinique des patieŶts eŶ foŶĐtioŶ du ƌatio sĐ/ ;sĐ+tĐͿ des foƌŵes de tPA Ƌu͛ils leuƌ 
avaient été administrées loƌs de la thƌoŵďolǇse. Les ƌĠsultats Ŷ͛oŶt pas ĐoƌƌĠlĠ le ƌatio 
sc/(sc+tc) reçu à la mortalité ou au handiĐap ă tƌois ŵois de l͛isĐhĠŵie. Le ƌatio Ŷe ŵodifiait 

Figure 38 : En OGD, le tPA diminue la mort 

ŶeuƌoŶale, et l’ajout du GluŶoŵaď® accentue 

cet effet. 

Mort cellulaire des neurones corticaux 

mesurée via la libération de LDH dans le milieu 

de culture après une OGD de 40min en 

présence de tPA (300nM) et/ou de Glunomab® 

(10µg/ml). Données représentant la moyenne 

± SEM. n=32 pour les conditions Control, Buffer 

et tPA et n=16 pour la condition 

tPA/Glunomab® 

*p<0.01, ** p<0,01, ***p<0.001 avec un t-test. 
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pas l͛appaƌitioŶ des Đƌises d͛Ġpilepsie ŵais l͛aŶalǇse post-hoc menée sur les patients ayant eu 

uŶe Đƌise d͛Ġpilepsie a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛ils aǀaieŶt ƌeçu uŶ haut ƌatio sĐ/;sĐ+tĐͿ ;supĠƌieuƌ ă ϴϬ.ϱ%Ϳ. 
Les patients ayant reçus les plus bas ratios étaient plus sujets aux transformations 

hémorragiques (Leys et al. 2016). EŶ l͛aďseŶĐe d͛Ġtudes ĐliŶiƋues supplĠŵeŶtaiƌes pouƌ 
appuyer celle d͛Alǀaƌez et ses Đollaďoƌateuƌs, il seŵďleƌait Ƌue la thƌoŵďolǇse induite avec le 

tPA ne soit pas associée ă l͛Ġpilepsie. 

EŶ ƌĠuŶissaŶt les diffĠƌeŶts ƌĠsultats, il seŵďle doŶĐ Ƌu͛il Ǉ ait ďieŶ uŶe ĐoŵposaŶte tPA 
et récepteurs NMDA qui soit pro-excitotoxique in vitro. Mais, ce modèle 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. DaŶs le Đadƌe de l͛isĐhĠŵie, Đette ĐoŵposaŶte pƌo-excitotxique est 

présente mais ne semble pas être un effet majoritaire au regard de l͛iŵpoƌtaŶt ďĠŶĠfiĐe de la 

reperfusion induite par le tPA. Toutefois, l͛utilisatioŶ d͛uŶ aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶt Đette iŶtĠƌaĐtioŶ 
ŵoŶtƌe Ƌue l͛oŶ peut toujouƌs aŵĠlioƌeƌ l͛effet du tPA daŶs le ĐoŶteǆte isĐhémique. 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 d͛Ġtudes. 
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CONCLUSION 

 L͛eŶseŵďle de ŵes tƌaǀauǆ de thèse a contribué à mieux comprendre le mécanisme 

d͛aĐtioŶ des deuǆ foƌŵes de tPA au Ŷiǀeau ŶeuƌoŶal eŶ iŵpliƋuaŶt uŶ Ŷouǀeau paƌteŶaiƌe, le 
récepteur MET.  

 Cette étude nous permet de montrer que seul la forme double chaîne du tPA active la 

signalisation du récepteur à activité tyrosine kinase, MET. Cette activation est indépendante 

d͛uŶe fiǆatioŶ diƌeĐte suƌ le ƌĠĐepteuƌ MET et d͛uŶe ĐoŶǀeƌsioŶ du pƌo-HGF en HGF mature 

ŵais Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas eŶĐoƌe ĠluĐidĠ paƌ Ƌuel ŵĠĐaŶisŵe Đette aĐtiǀatioŶ se pƌoduit-elle. 

Nous montroŶs Ƌue l͛effet du tĐ-tPA sur la signalisation glutamatergique est dépendante de 

MET gƌąĐe ă l͛utilisatioŶ d͛iŶhiďiteuƌs sĠleĐtifs. De plus, Ŷous ƌĠǀĠloŶs uŶe pƌoǆiŵitĠ des 
récepteurs NMDA et MET à la surface neuronale pouvant être régulée par les deux formes de 

tPA aiŶsi Ƌue l͛HGF. Le tĐ-tPA diminue le niveau de phosphorylation de GluN2B et induit une 

dégradation de cette même sous-uŶitĠ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, Ŷous Ŷe ŵettoŶs pas eŶ ĠǀideŶĐe d͛effet 
du sc-tPA sur les sous-unités GluN2A et GluN2B. 

 En parallèle à cette sigŶalisatioŶ, l͛Ġtude ĐoŵpoƌteŵeŶtale ŵeŶĠe suƌ des souƌis 
déficientes en tPA (tPA Null) a révélé des déficits comportementaux caractéristiques dans les 

TSA. EŶ ĐoŵplĠŵeŶt, l͛Ġtude gĠŶĠtiƋue et la sigŶalisatioŶ du tĐ-tPA impliquent deux cibles : 

MET et GluN2B, dont leurs gènes sont reportés dans la base SFARI pour être des gènes 

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 

rôle 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 à la mort neuronale. La 

protéostasie fait référence à l'équilibre entre synthèse de la protéine, repliement, transport 

et dégradation de la protéine. Dans le cerveau, la protéostase joue un rôle clé dans 

l'apprentissage et la mémoire en contrôlant la synthèse et la dégradation des protéines. Deux 

ǀoies iŵpoƌtaŶtes soŶt iŵpliƋuĠes daŶs la ƌĠgulatioŶ de la pƌotĠostase: l͛UPR et la ŵaĐƌo-

autophagie (appelée ci-dessous autophagie). Les deux sont nécessaires à la survie des cellules. 

Cependant, leur durée d'activation excessive ou leur intensité peuvent conduire à la mort 

cellulaire. De plus, l'UPR et l'autophagie peuvent s'activer et se potentialiser mutuellement 

aggravant les lésions ischémiques. Une meilleure compréhension de l'autophagie et du stress 

du RE permettra d'élaborer des stratégies thérapeutiques pour les AVC, à la fois pendant la 

phase aiguë et pendant la période de récupération. Cette revue résume les dernières avancées 

thérapeutiques impliquant le stress du RE ou l͛autophagie daŶs uŶe isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. Nous 
souteŶoŶs l͛idĠe Ƌue loƌs de l͛Ġtude de l͛isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale, il est iŵpoƌtaŶt d͛iŶǀestigueƌ 
l͛eŶseŵďle des pƌoĐessus ƌĠgissaŶt la pƌotĠostasie, plutƀt Ƌue de se ĐoŶĐeŶtƌeƌ suƌ le stƌess 
du RE ou l'autophagie de manière isolée. 
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Modulation de la signalisation glutamatergique par l’activateur tissulaire du plasminogène 

et le récepteur MET dans le système nerveux central 

     Résumé 

L͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du plasŵiŶogğŶe ;tPAͿ est uŶe sĠƌiŶe pƌotĠase iŶitialeŵeŶt dĠĐouǀeƌte 
daŶs le ĐoŵpaƌtiŵeŶt ǀasĐulaiƌe, Ƌui ĐoŶstitue la ŵolĠĐule aĐtiǀe de l͛AĐtilǇse®, ŵĠdiĐaŵeŶt utilisĠ eŶ 
ĐliŶiƋue daŶs la phase aigüe de l͛AVC isĐhĠŵiƋue pouƌ ses propriétés fibrinolytiques. Le tPA est 
également exprimé dans le parenchyme cérébral où il peut moduler la neurotransmission 
glutamatergique de type NMDA (N-Methyl-D-Aspartate). Cette protéase existe sous deux formes 
actives : une forme simple chaîne (sc-tPA) et une forme double chaîne (tc-tPA). Malgré une activité 
fibrinolytique similaire, ces deux formes de tPA ont des rôles 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 
ĠǀideŶĐe l͛iŵpliĐatioŶ d͛uŶ Ŷouǀeau ƌĠĐepteuƌ paƌtenaire, 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 à une augmentation de la proximité des récepteurs NMDA et MET à la surface neuronale. 
De plus, le tc-tPA diminue la phosphorylation de GluN2B et dégrade cette même sous-unité. En 
iŵageƌie ĐalĐiƋue, l͛utilisatioŶ d͛iŶhiďiteurs sélectifs de MET réverse l͛effet du tĐ-tPA sur la signalisation 
des ƌĠĐepteuƌs NMDA. EŶ paƌallğle, l͛Ġtude tƌaŶsĐƌiptoŵiƋue ŵeŶĠe sur des souris déficientes en tPA 
;tPA NullͿ a ƌĠǀĠlĠ uŶe diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďƌe de tƌaŶsĐƌits MET daŶs l͛aŵǇgdale et le Đoƌteǆ eŶtoƌhiŶal 
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 GluN2B 

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. 
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