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Résumé

Le facteur XII (FXIl) est une sérine protéase de 80 kDa produite et sécrétée par le foie qui initie la voie
intrinseque de la coagulation. Diverses études ont montré un réle déléteére du FXIl dans des pathologies
cérébrales telles que I'accident vasculaire cérébral, la maladie d’Alzheimer et la sclérose en plaques.
Néanmoins, l'impact direct du FXII sur le devenir des cellules neuronales reste inconnu. De plus,
I'expression du FXIl dans le systeme nerveux central (SNC) n'a pas encore été étudiée. Le premier
objectif de nos travaux a été d’étudier le réle du FXIl dans I'apoptose neuronale puis dans un second
temps d’étudier I'expression du FXII dans le SNC.

Dans notre étude, nous avons constaté que le FXIl protege les neurones en culture de la mort
apoptotique. Les effets bénéfiques du FXII résultent de l'interaction directe du FXIl avec le récepteur
du facteur de croissance épidermique (EGFR). L'activation de I'EGFR par le FXIl déclenche les voies
signalétiques antiapoptotiques MAPK. Il est intéressant de noter que la forme double chaine du FXII,
aFXlla, exerce des effets protecteurs complémentaires en convertissant le précurseur du facteur de
croissance hépatocytaire en sa forme mature, ce qui active a son tour le récepteur MET. Enfin, dans
notre étude, nous avons observé que le FXII était exprimé dans le SNC (a la fois 'ARNm et la protéine).
Cette expression est notamment retrouvée au niveau des neurones corticaux. Ce travail décrit un
nouveau mécanisme d'action du FXII et décrit les neurones en tant que cellules cibles pour les effets
facteur de croissance du FXII. Dans I'ensemble, ces travaux devraient donc aider a mieux comprendre
comment le FXII agit dans les pathologies cérébrales en tant que sérine-protéase unique a l'interface
de la thrombose, de l'inflammation et de la survie cellulaire.

Mots clés : Facteur XIl, EGFR, MET, apoptose, neurones

Abstract

Factor XII (FXII) is an 80 kDa serine protease produced and secreted by the liver that participates in the
intrinsic coagulation pathway. Various studies have shown a deleterious role of FXIl in cerebral
pathologies like stroke, Alzheimer disease and multiple sclerosis. Nevertheless, the direct impact of
FXIl on neuronal cell fate remains unknown. In addition, the expression of FXIl in the central nervous
system (CNS) has not been investigated yet. The first objective of our work was to study the role of FXII
in neuronal apoptosis and then to study the expression of FXIl in the CNS.

In our work, we found that FXII protects cultured neurons from apoptotic death by a growth factor-
like effect. The beneficial effects of FXII result from the direct interaction with the epidermal growth
factor receptor (EGFR). Activation of EGFR by FXII triggers antiapoptotic signaling MAPK pathways.
Interestingly, the two chain form of FXII, aFXlla, exerts complementary protective effects by converting
the hepatocyte growth factor (HGF) precursor into its mature form, which in turn activates MET
receptor. Finally in our work we observed FXII expression in the CNS (both mRNA and protein). This
expression is particularly found in cortical neurons. This work describes a novel mechanism of action
of FXll and discloses neurons as target cells for growth factor effects of FXII. Overall, these works should
thus help further understanding how FXII acts in brain diseases as a unique serine-protease at the
interface of thrombosis, inflammation and cell survival.

Key words : Factor Xll, EGFR, MET, apoptosis, neurons
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Abréviations

AD : Alzheimer Disease

AIF : Apoptosis Inducing Factor

Apaf-1: Apoptotic Peptidase Activating Factor 1
ATP : Adenosine Triphosphate

AVC : Stroke

AB : Peptide amyloide-

BHE : Blood Brain Barrier ; BBB

BK : Bradykinin

CAD : Caspase-Activated Deoxyribonuclease
DAPI : 4',6-diamidino-2-phénylindole

DD : Death Domain

DED : Death Effector Domain

DIV : Days In Vitro

EAE : Experimental autoimmune encephalomyelitis
EGF : Epidermal Growth Factor

EGF-like : Epidermal Growth Factor domain
EGFR : Epidermal Growth Factor receptor
EndoG : Endonucléase G

FXII : Factor Xll simple chain

aFXlla : activated form of Factor Xll type a
BFXlla : activated form of Factor Xll type B
HGF : Hepatocyte Growth Factor

HK : High molecular weight Kininogen
MPTP : Mitochondrial Permeability Transition Pore
NETSs : Neutrophil Extracellular Traps
NMDA : N-méthyl-D-Aspartate

OPC : Oligodendrocytes

PK : Pre-Kallikréin

PLA : Proximity Ligation Assay

polyP : Polyphosphate

PtdSer : Phosphatidylserin

SD : Serum Deprivation

SEP : Multiple Sclerosis

SNC : Central Nervous System

TFD : Trophic Factor Deprivation

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor

tPA : Tissue type plasminogen activator
TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling
uPA : Urokinase

uPAR : Urokinase Receptor

VWEF : Von Willebrand Factor

WT : Wild-type Mouse

OGD : Oxygen Glucose Deprivation


https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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INTRODUCTION

l. Le Facteur Xl|

1) Découverte

En 1955 I’'hématologue Oscar Ratnoff observe un temps
de coagulation augmenté en tube lors d’un prélevement
sanguin de routine chez le patient John Hageman. Il
détermine a I'époque que cela est di a I'absence d’un

facteur de coagulation jusqu’alors non-identifié (Ratnoff et

al., 1955) (Figure 1). Ce facteur est tout d’abord dénommé
Facteur Hageman et renommé par la suite Facteur XII (FXII).

Puis en étudiant la famille de ce patient, Oscar Ratnoff

constate que ce déficit est un trouble autosomique récessif

n‘impactant que peu la coagulation (Margolius et Ratnoff,
P q P & ( g Figure 1 : Photographie d’un prélévement

1956). En effet, malgré un temps de coagulation allongé de  de sang du patient John Hageman par
I’hématologue Oscar Ratnoff.

facon marquée, les personnes atteintes d'un déficit en FXII

n'ont aucune tendance a saigner spontanément ou de fagon discontinue, a l'inverse d’une

personne hémophile présentant des déficits en Facteur VIl et IX (Wang et al., 1997).

A partir de 1957, Oscar Ratnoff collabore avec Earl Davie pour purifier le FXIl du plasma

humain et ainsi décrire I'intégralité de la voie intrinséque de la coagulation (Davie et Ratnoff,

1964).

A Toronto en 1981, en reconnaissance pour ses recherches sur la coagulation sanguine, la

Société internationale de thrombose et d'hémostase (ISTH) décerne a Oscar Ratnoff la plus

haute distinction, la médaille Robert P. Grant.

2) Activation

Le FXII, sérine protéase, est constitué d’'une chaine lourde composée de deux domaines

fibronectines, deux domaines homologues au facteur de croissance épidermique (EGF-like),
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un domaine kringle et une région riche en proline et d’'une chaine légére composée du
domaine catalytique (sérine protéase). Lors de son activation, le FXII simple chaine est clivé
en aFXlla, double chaine (Pathack et al., 2015). Il existe également une forme tronquée de
I'aFXlla, le BFXIlla, qui est clivé au niveau de la région riche en proline. Le BFXlla ne possede
donc que le domaine catalytique actif et une petite partie de la région riche en proline

(Pathack et al., 2015) (Figure 2).

s — s
EGF | EGF I Proline-rich Catalytic domain
HaN . |‘COOH FXII 80 kDa
Fibll Fibl Kringle Cys ys
340 367
s — 5
EGF | EGF Il Proline-rich Catalytic domain
His AP Ser
Fa Joy _air coon  @FXlla 80 kDa
Fib Il Fib1 Kringle Cys Cys
340 367
s — 5
Catalytic domain
His AP Ser
203 442 COOH BFX"E 28 kDa

Figure 2 : Structure des différentes formes de FXII.
1/ La forme simple chaine FXIl 2/ La forme double chaine aFXlla 3/ La forme tronquée FFXlla

Le FXIl est communément considéré comme un zymogene, une proenzyme simple chaine non-
protéolytiguement active. L'activation du FXIl en aFXlla, sérine protéase active, est donc
nécessaire pour avoir I'effet catalytique et se fait par clivage protéolytique via une surface
(Renné et al., 2012). Toutefois une étude récente montre que le FXIl simple-chaine posséede
tout de méme une activité protéase. Ainsi I'activation in vivo du FXIl reste encore a I'heure

actuelle peu claire et controversée (lvanov et al., 2017).

a) Clivage protéolytique

Le clivage protéolytique constitue le mécanisme d’activation du FXll le plus communément
admis par la communauté scientifique. L’activation du FXII est I'activation sur une surface
d’échange du zymogene FXIl en sérine protéase aFXlla. En effet le zymogene FXII circulant se
lie a une surface chargée (négative ou positive) et ce contact permet au FXIl de s'immobiliser

et d’étre clivé protéolytiquement, soit par ses formes actives aFXlla ou BFXlla, il s’agit d’'une
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autoactivation, soit par I'a-Kallikréine ou le kininogéne de haut poids moléculaire (HK, High
molecular weight Kininogen), protéases participant au systéme Kallikréine-Kinine (Kaplan et

Silverberg, 1987).

Le domaine fibronectine de type 2 permet au FXIl de se lier a une surface négative comme
positive par la présence d’un site de liaison, « surface binding site » (Citarella et al., 1996 ;
Miller et al., 2009). De nombreuses surfaces chargées ont été montrées comme permettant
la conversion du FXIl en aFXlla et BFXlla.

Le zinc, chargé positivement, a été décrit comme surface catalysant I'activation du FXIl et est
indispensable dans l'interaction du FXIl avec certains récepteurs comme le récepteur a
I"'urokinase (récepteur a I'uPA ou uPAR) (Shibayama et al., 1994 ; Larush et al., 2010 ; Stavrou
et al., 2018 ; Madhi et al., 2002).

Les phosphatidylsérines (PtdSer) permettent également la fixation du FXIl. Les PtdSer sont
exposées par exemple a la surface des plaquettes activées et des cellules en apoptose (Puddu

et al., 2010 ; Fadok et al., 1992 ; Martin et al., 1995).

Les polyphosphates (polyP), enchainement d’orthophosphates chargées négativement, ont
été décrits comme servant de surface d’activation (Mdller et al., 2009) (Figure 3A et 3B). Les
polyP sont de petites molécules tres conservées au cours de I'évolution et exprimées de fagon
ubiquitaire chez les mammiféres. Les polyP sont notamment retrouvés libérés lors de la
dégranulation des plaquettes activées mais également retrouvés comme exprimés au niveau
du systéme nerveux central par les astrocytes et les neurones (Stotz et al., 2014 ; Holmstrom
et al., 2013) (Figure 3C et 3D). De facon intéressante, les polyP peuvent étre visualisés par le
DAPI (4',6’-diamidine-2’phenylindole dihydrochloride), intercalant de I’ADN, reconnaissant les

charges négatives des polyP.
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Figure 3 : Génération de I'aFXlla par les polyP plaquettaires et expression des polyP dans le systéme nerveux
central (Miiller et al., 2009 ; Stotz et al., 2014 ; Holmstrém et al., 2013).

A. Schématisation de la structure des polyP. B. Incubation du plasma Humain pendant différents temps avec des
polyP plaquettaires. Comparaison avec un contréle négatif (tampon) et un contréle positif (la kaoline, argile
blanche). Visualisation de [l’activation de I'aFXlla par substrat chromogénique. C. Visualisation des polyP
neuronaux par la technique de DAPI D. Visualisation des polyP astrocytaires par la technique de DAPI.

Plus récemment, les NETs (Neutrophil Extracellular Traps), fibres extracellulaires composées
majoritairement d’ADN et produites de facon dynamique par les neutrophiles, ont été
identifiées comme surface chargée fixant le FXIl et permettant son activation (Gould et al.,

2014).

De plus, le peptide AB (B-amyloide), peptide formant les plaques séniles de la maladie
d’Alzheimer, est décrit comme permettant la génération de thrombine via |’activation du FXII.
L’agglomération des AP servirait ainsi de surface d’activation du FXIlI (Zamolodchikov et al.,

2015).

Enfin des surfaces artificielles, telles que la kaoline (argile blanche) ou le dextran sulfate,
permettent aussi la liaison du FXIl et son activation in vitro (Griffin, 1978 ; Tankersley et al.,

1983).

Il s’agit d’une liste non-exhaustive de surface d’activation. Le FXIl a une énorme capacité de
liaison et de trés nombreuses autres surfaces sont décrites (collagéne, fibrine, fibrinogéne,

héparine...).
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b) Activation du BFXlla, forme tronquée de I'aFXIla

L'aFXlla peut étre clivé au niveau de sa région riche en proline par I'a-kallikréine et la
trypsine, le domaine catalytique ainsi libéré donne la forme BFXlla (Dunn et al., 1982) (Figure
2-4).

Bien que conservant son activité protéolytique vis-a-vis des substrats protéiques, le BFXlla est
incapable de se lier a des surfaces. Ainsi, ne possédant aucun « surface binding site », le BFXlla
ne peut promouvoir tous les roles associés et est notamment incapable de promouvoir la
coagulation (détaillée par la suite). De plus, longtemps considéré comme un simple fragment

d’aFXlla, aucune étude ne s’est intéressée au rble propre de la forme BFXlla.

AB Fibrinogene Héparine polyP PtdSer Fibrine

SURFACE D’ACTIVATION

Zn** Collagéne Kaoline Dextran sulfate NETs

HK @ | ©
Kallikréine Trypsine

aFXlla/BFxila  Kallikreine

Figure 4 : Schématisation des différents activateurs et des différentes surfaces d’activation du FXII.
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c) Activité protéolytique de la forme simple chaine FXII

L’activation du FXII est depuis toujours peu claire. Plusieurs groupes ont proposé que le
FXII gagnait son activité par sa conversion, sur une surface, en aFXlla ou BFXlla (comme décrit
ci-dessus). L’activité du FXII, observée dans certains cas, ne serait due qu’a une impureté de
la source de FXII qui serait contaminée par des traces d’aFXlla ou BFXlla (Silverberg et al.,

1980 ; Tans et al., 1983).

Toutefois une étude de 2017, publiée par I'équipe de Gailani, remet en question cette
hypothese. Par l'utilisation de différents mutants du domaine catalytique du FXIl, ils ont
démontré que le FXIl simple chaine présente une activité catalytique (lvanov et al., 2017).
Leurs résultats supportent un modeéle d’activation de la phase contact indépendant de
I'aFXlla, de I'a-Kallikréine ou de I’'HK. Le FXIl monocaténaire catalyserait la conversion initiale
de FXIl en aFXlla sur une surface. Puis, I'activité initiale du FXII étant relativement faible,
I’aFXlla nouvellement produit permettrait d’accélérer le processus et d’obtenir une quantité

suffisante d’aFXlla (lvanov et al., 2017).

d) Inhibition du Facteur XII

Il existe différents types d’inhibiteurs pharmacologiques ciblant le FXIl ou ses formes
actives aFXlla et BFXlla. Ces inhibiteurs peuvent étre classés en quatre catégories : les
anticorps bloquants, les inhibiteurs biologiques, les petites molécules et enfin les

oligonucléotides (Tableau 1).
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Tableau 1 : Inhibiteurs courants du FXII et de I'aFXlla, modes d’action, et références associées (D’apres Kenne
et Renné, 2014). En rouge inhibiteurs utilisés au cours de notre étude.

pour l'inhiber

Classe Nom Cible Mode d’action Référence
Anticorps 3F7 aFXlla Anticorps humanisé bloquant le | (Larsson etal., 2014)
domaine catalytique du aFXlla
15H8 FXII Anticorps ciblant la chaine lourde du (Matafonov et al.,
FXII 2014)
C6B7 BFXlla Anticorps ciblant la forme BFXlla (Pixley et al., 1993)
B7C9 FXII Anticorps ciblant la chaine lourde du (Pixley et al., 1987)
FXII
2 et/ou BFXlla Anticorps ciblant la forme BFXlla (Esnouf et al., 2000)
215
P5-2-1 FXII Anticorps ciblant la chaine lourde du (Saito et al., 1985)
FXII
Anti-HF FXII Anticorps ciblant le FXII (Small et al., 1985)
Inhibiteurs CTI aFXlla Forme un complexe avec I'aFXlla (Hojima et al., 1980 ;
Biologiques Trypsine Yau et al., 2012)
YAP aFXlla Se lie a 'aFXlla (Rajapakse et al.,
2005)
Infestine-4 aFXlla Se lie a 'aFXlla (Hagedorn et al.,
2010 ; Xu et al., 2014)
Dimiconin FXII Inhibe I’activation du FXII (Ishimaru et al., 2012)
C1INH FXlla FXla Inhibe les sérines protéases (Davis et al., 2010)
a-kallikréine
Ir-CPI aFXlla FXla | Selie a 'aFXlla, FXla, a-kallikréine (Decrem et al., 2009)
a-kallikréine
COuU254 aFXlla Se lie a I'aFXlla (Kraft et al., 2010)
Petites molécules PPACK FXII aFXlla Inhibe l'activité catalytique de (Kleinschnitz et al.,
a-kallikréine | I'aFXlla et de I'a-kallikréine 2006)
Peptide FXII Inhibe I’activation du FXII (Baeriswyl et al., 2013)
Bicyclique
3
Oligonucléotides RNA-apter FXIl aFXlla | Se lie au FXIl et a lI'aFXlla mais | (Woodruff et al., 2013)
n’interfere pas avec [Iactivité
catalytique
ASO FXII Se lie a 'ARNm et a la protéine FXIl | (Revenko et al., 2011)




Introduction — Le Facteur XlI

3) Roles du Facteur XlIl dépendant de son domaine sérine protéase

Le premier réle du FXII décrit fut historiquement celui d’initier la voie intrinséque de la

coagulation, il participe ainsi activement a 'hémostase. Mais tres vite le FXII a été montré

comme initiant également le systeme Kallikréine-Kinine. Dans ce systeme, le FXIl permet la

génération de bradykinine, qui, en se fixant sur ses récepteurs, joue un rble pro-

inflammatoire. Il a été suggéré que la synergie de ces deux voies d’activation était délétere

dans des pathologies du systéeme nerveux central : la maladie d’Alzheimer et les accidents

vasculaires cérébraux, suite a des études sur des modeéles animaux.

a) Hémostase

L’'hémostase représente I'ensemble
des processus permettant l'arrét du
saignement suite a une lésion tissulaire
et nécessite l'activité de nombreuses
sérines protéases dont le FXII. Elle est
subdivisée en trois parties (Figure 5) :

1/ Hémostase primaire faisant intervenir
les plaquettes.

2/ Hémostase secondaire constituée des
cascades de coagulation.

3/ Hémostase tertiaire ou fibrinolyse qui

permet la dissolution du caillot sanguin.

Hémostase primaire : clou plaguettaire

BRECHE VASCULAIRE

| AGREGATION
| PLAQUETTAIRE

Figure 5 : Résumé des différentes étapes de ’Hémostase.

Lors d’une lésion tissulaire, la matrice extracellulaire sous endothéliale est exposée au

sang. Cette matrice contient de nombreuses macromolécules, ligands des récepteurs

plaquettaires, permettant une adhésion rapide des plaquettes : le collagene, la facteur Von

Willebrand (VWF), la laminine, la fibronectine et la thrombosporine (Jackson et al., 2009).
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L'interaction du collagene et VWF avec les récepteurs plaquettaires GpVI et Gplba conduit a
I'activation plaquettaire. L’activation plaquettaire se traduit par une dégranulation des
plaquettes, granules contenant certaines surfaces d’activation du FXIl (Heemskerk et al.,
2002) :

- Les granules a contiennent de la P-sélectine, du fibrinogéne, de la fibronectine, du
facteur V, du facteur VIII, du facteur plaquettaire 1V, du facteur de croissance dérivé
des plaquettes et du facteur de croissance tumorale a (TNF-a)

- Les granules 6 ou les granules denses contiennent de I'adénosine triphosphate (ATP),
de I'adénosine diphosphate, du calcium, de la sérotonine, de I'histamine, des polyP et

de I'épinéphrine.

Enfin suite a leur adhésion et leur activation, I’agrégat plaquettaire permet in fine la formation

d’un clou plaquettaire et interrompt le saignement (Nieswandt et al., 2001).
Lors de leur activation et leur adhésion, les plaguettes exposent leurs PtdSer a la surface
(Puddu et al., 2010). Ce sont les PtdSer qui recrutent les facteurs de coagulation notamment

le FXIl et ainsi déclenchent ’hémostase secondaire (Furie, 2009) (Figure 7).

Hémostase secondaire : voies de coagulation

Les cascades de coagulation de I'hémostase secondaire permettent la formation de
fibrine, constituant majeur du caillot sanguin. Les cascades de coagulation ou voies de
coagulation sont composées de facteurs, majoritairement des sérines protéases, qui agissent
en clivant des protéines en aval. Ces voies peuvent étre subdivisées en trois : 1/ la voie

intrinséque 2/ la voie extrinséque 3/ La voie commune.

La voie intrinséque de la coagulation est initiée par le FXII. Celui-ci est produit et sécrété
par le foie puis libéré dans la circulation générale. L’activation du FXIl nécessite une surface
d’activation que constitue les PtdSer des plaquettes ou encore les polyP libérés par les
plaquettes (Van der Meijden et al., 2009) (Figure 6). A noter que le domaine fibronectine de
type 2 est nécessaire a la coagulation car via le « surface binding site », il permet la liaison du

FXIl et de I'aFXlla au Facteur XI pour I'activer (Citarella et al., 1998) (Figure 7).
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SURFACE D’ACTIVATION

Jo

FIBRINOGENE FIBRINE

Figure 6 : Schématisation de la cascade d’activation de la voie intrinséque de la coagulation.
L’activation du FXIl permet in fine la formation de fibrine.

La voie extrinséque de la coagulation est initiée par le Facteur tissulaire. En cas de lésion, le
facteur tissulaire est exprimé par les fibroblastes de I'adventice vasculaire et les cellules
endothéliales (Wilcox et al., 1989 ; Jennings, 2009 ; Furie, 2009). Le facteur tissulaire se fixe a
la surface des plaquettes via les PtdSer et permet le recrutement du Facteur VII (Wolberg et

Campbell, 2008) (Figure 7).

La voie commune de la coagulation débute au moment de I'activation du Facteur X. En effet
les voies extrinséque et intrinseque convergent pour permettre |'activation du Facteur X, puis
I'activation de la thrombine (ou Facteur Il), elle-méme permettant I'activation de la Fibrine

(Wilcox et al., 1989 ; Jennings, 2009 ; Furie, 2009) (Figure 7).
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A noter que la voie intrinseque n’est pas considérée a I’heure actuelle comme une voie

essentielle a la coagulation, mais plut6t comme une voie annexe permettant 'augmentation

de la production de thrombine (Triplett, 2002).
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Facteur tissulaire

(|
(|

Facteur Xlla

? Récepteurs plaguettaires



Introduction — Le Facteur XlI

Hémostase tertiaire : fibrinolyse

L’hémostase tertiaire ou fibrinolyse est le mécanisme enzymatique initié par la plasmine,
capable de dégrader les caillots de fibrine. La plasmine est produite et sécrétée par le foie sous
la forme d’une pro-enzyme inactive, le plasminogene (Collen et Lijnen, 1991).

Il existe deux sérines protéases, activatrices principales du plasminogéne chez I'homme :

I’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) et I'urokinase (uPA).

Le tPA est produit pas les cellules endothéliales sous une forme simple chaine. Méme si sous
sa forme simple chaine le tPA est capable de cliver le plasminogéne, cette capacité est
démultipliée en présence de fibrine (Hoylaerts et al., 1982). Le tPA va ainsi se fixer a la fibrine
et activer la plasmine principalement au niveau du thrombus (Medved et Nieuwenhuizen,

2003) (Figure 8).

L'uPA est sécrétée comme pro-enzyme par les cellules endothéliales et est activée par une
liaison de haute affinité a son récepteur de surface uPAR. Une fois activée, I'uPA catalyse

I'activation du plasminogéne (Fowler et al., 1998 ; Vincenza Carriero et al., 2009) (Figure 8).

Le FXIl a également été identifié comme permettant la fibrinolyse. Des études in vitro ont
montré que non seulement aFXlla, forme active du FXIl, mais aussi les autres protéases de la
phase contact, kallikréine et Facteur XI activé, sont capables de cliver le plasminogéne et
contribuent ainsi a la fibrinolyse (Colman, 1969 ; Mandle et Kaplan, 1979 ; Konings et al.,
2015). Méme si la génération de plasmine reste plus rapide par le tPA, la plus grande
concentration plasmatique d’aFXlla lui confere tout de méme une capacité fibrinolytique non
négligeable (Miles et al., 1983). Il a également été rapporté que I'aFXlla stimulait la fibrinolyse
de maniére indirecte en inactivant PAI-1, l'inhibiteur principal du tPA in vivo (Tanaka et al.,
2009).

Enfin le FXII et I'aFXlla présentent une forte affinité pour la fibrine et le fibrinogene. Cette
affinité permet au FXIl de se servir de la fibrine ou du fibrinogéne comme d’une surface

d’activation (Medved et Nieuwenhuizen, 2003) (Figure 8).
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Figure 8 : Schématisation de ’hémostase tertiaire.
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sur ses récepteurs Bl (B1R) et B2 (B2R) active différentes voies de signalisation pro-
inflammatoires. Ainsi la BK induit la dilatation des vaisseaux, le chimiotactisme des
neutrophiles et augmente la perméabilité vasculaire (Leeb-Lundberg et al., 2005) (Figure 9).
En outre il a été décrit que la BK permettait I'ouverture de la barriere hémato-encéphalique

(BHE) (Bartus et al., 1996).

L’activation du systéme kallikréine-kinine est également appelé activation de la phase contact.
La génération d’aFXlla permet pas la suite d’initier la voie intrinseque de la coagulation. Ces

deux voies travaillent en synergie (Figure 10).
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Figure 10 : Schématisation de la phase contact.
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Les rbles pro-coagulants et pro-inflammatoires de la phase contact ont été par la suite

caractérisés comme délétéres dans des pathologies cérébrales : la maladie d’Alzheimer, et les

accidents vasculaires cérébraux.

c) Roles de la phase contact dans les pathologies du systeme nerveux central

Réle du FXIl dans la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (AD, Alzheimer disease) est caractérisée par le dépo6t de plaques
AB et est accompagnée de perte étendue de neurones cérébraux. C’est cette perte
progressive de neurones qui sous-tend le déclin cognitif et la détérioration progressive des

fonctions neuronales.

De trés récentes études se sont intéressées au role du FXIl dans I’AD. En 2015, I'équipe de
Strickland a démontré que le plasma de patient atteints d’AD présentait une activation accrue
de la phase contact : augmentation de I'activation du FXIl, augmentation de I'activation de
I’a-kallikréine, augmentation du clivage du HK et donc augmentation de la génération de BK
(Zamolodchikov et al., 2015). Une activation accrue de la phase contact a également été
observée dans le plasma de souris doubles mutantes pour PS/APP (modéle murin d’AD) et
dans le plasma de souris sauvages injectées en intraveineux avec le peptide AP

(Zamolodchikov et al., 2015).

En 2016, ils ont décrit la capacité du peptide AB a servir de surface d’activation pour le FXII

(Zamolodchikov et al., 2016).

Enfin en 2017, cette méme équipe a publié que la déplétion du FXIl au niveau hépatique
permettait de diminuer le déclin cognitif, en diminuant I'activation microgliale et astrocytaire
et en diminuant les dépots de fibrine, chez des souris doubles mutantes PS/APP (Chen et al.,

2017).
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Suite a ses études, I'équipe de Strickland a proposé le modéle suivant (Figure 11) :
Le peptide AR permettrait I'activation du FXIl dans la circulation, puis 'activation de la voie

intrinseque de la coagulation et du systeme Kallikréine-Kinine dans le plasma de patient AD.

1/ Le systeme Kallikréine-kinine ainsi activé permet la production de BK. La BK agirait sur ses
récepteurs B2 présents a la surface des cellules endothéliales composants la BHE. L’activation
des récepteurs B2 entrainerait une perméabilisation de la barriéere. La BK pourrait donc entrer
dans le parenchyme et irait activer ses récepteurs B1 présents a la surface des astrocytes et

des neurones, induisant ainsi une neuroinflammation.

2/ En paralléle, la fibrine produite suite a I'activation de la voie intrinséque de la coagulation
pourrait rentrer dans le parenchyme cérébral et engendrerait les dommages neuronaux

observés lors de I’AD.

L’ensemble de ces phénomeénes agirait sur le déclin cognitif de I’AD.
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Figure 11 : Schématisation du modéle d’action du FXII dans I'AD selon I’équipe de Strickland (d’apres Chen et
al., 2017).
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Réle du FXIl dans les Accidents Vasculaires Cérébraux

Un accident vasculaire cérébral (AVC) résulte de I'interruption de la circulation sanguine
dans le cerveau, en général quand un vaisseau sanguin éclate ou est bloqué par un caillot.
L’apport en oxygene et en nutriments est stoppé, ce qui endommage les tissus cérébraux.
(Définition de 'OMS en 2016). Les AVC sont classiquement subdivisés en deux groupes : 1/ les
AVC de type hémorragique dus a la rupture d’un vaisseau cérébral 2/ les AVC de type

ischémique résultant de I'occlusion d’un vaisseau cérébral.

Depuis ces dix derniéres années, la communauté scientifique a émis I’hypothése que le FXII
ne participerait pas a I’hémostase physiologique mais plutét a la thrombose pathologique. En
effet une étude en 2006 a montré que les souris déficientes en FXIl présentaient un volume
de lésion deux fois moins élevé que les souris de type sauvage, suite a une occlusion de
I'artere cérébrale moyenne par le modele de filament (Kleinschnitz et al., 2006) (Figure 12A
et 12B). Cette déficience permet également d’améliorer le score neurologique des souris suite

a 'occlusion (Kleinschnitz et al., 2006) (Figure 12C).
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Figure 12 : Réle du FXIl dans un modéle d’AVC ischémique par occlusion de I'artére cérébrale moyenne par
filament (Kleinschnitz et al., 2006). Souris sauvages (WT) Vs Souris déficiente en FXII (FXII”") Vs Souris déficientes
en FXIl avec injection intraveineux de FXIl humain (FXII”-+ hFXIl) A. Volume de Iésion sur tranche de cerveaux par
TTC B. Quantification du volume de Iésion C. Neuroscore

Par la suite, I'utilisation d’infestine-4, inhibiteur de la forme active aFXlla, s’est avérée
bénéfique dans le méme modele d’occlusion de I'artere cérébrale moyenne (Krupka et al.,

2016 ; May et al., 2016 ; Hagedorn et al., 2010).
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Une étude de cohorte plus récente a mis en évidence une corrélation entre le niveau
plasmatique de FXII et le risque d’AVC hémorragique chez ’homme, mais étonnement pas
entre le niveau de FXII plasmatique et les risques d’AVC ischémiques ou d’infarctus du
myocarde (Johansson et al., 2017). Cette étude de cohorte n’est donc pas en adéquation avec

les études précliniques antérieures.

4) Roéles du Facteur Xl dépendant de son domaine fibronectine de type 2 et de

I"interaction avec uPAR

En plus de ses interactions avec une surface et avec le Facteur X, il a été démontré que le
domaine fibronectine de type 2 du FXII lui permettait de se lier aux cellules endothéliales, aux
neutrophiles, aux plaquettes et aux cellules dendritiques. En effet le blocage de ce domaine
empéche son interaction avec le récepteur a I'uPA présent a la surface des cellules
endothéliales, des neutrophiles et des cellules dendritiques (Larusch et al., 2010 ; Stavrou et
al., 2018 ; Mahdi et al., 2002). Aux niveaux des plaquettes, le FXII peut se lier via ce domaine
aux récepteurs plagquettaires Gplb de type IX et V, récepteurs exprimés lors d’une activation

plaquettaire (Bradford et al., 2000).

L'interaction du domaine fibronectine de type 2 du FXIl avec le récepteur a 'uPA a été identifié
comme permettant au FXIl de jouer un réle dans I'angiogénése, la cicatrisation et la sclérose

en plaques.

a) Role du FXIl dans I'angiogénese

Bien que la plupart des recherches se concentrent sur le FXII en tant que sérine protéase,
pour la premiere fois en 2010 il avait été montré que le FXIl présentait des activités
angiogéniques sur des cellules endothéliales en culture (cellules endothéliales primaires de la

veine ombilicale humaine, HUVECs), et indépendamment de son activité enzymatique.



En effet LaRusch et collaborateurs ont observé en 2010 que
la stimulation de cellules HUVECs avec du FXIl permettait la
phosphorylation des protéines signalétiques Erk1/2 et Akt.
Puis via [I'utilisation d’un anticorps bloquant pour le
domaine 2 du récepteur uPAR (LRG20), ils ont montré que
cette phosphorylation était reversée. Cet anticorps bloque
également la fixation du FXII sur le récepteur (LaRusch et al.,

2010).

lIs ont par la suite montré qu’un anticorps bloquant des
intégrines Bl et a, tout comme un inhibiteur de la
phosphorylation du récepteur EGF (Epidermal Growth

Factor Receptor) (AG1478) reversaient également les effets
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Figure 13 : Modéle signalétique proposé
par LaRusch et al., en 2010 (Renné et al.,
2012).

du FXII. Enfin ils ont établi que le FXIl initiait également I’angiogénése des cellules en matrigel.

A noter que I'ensemble de ces effets sont zinc dépendant (LaRusch et al., 2010).

Les auteurs ont donc proposé le modele suivant : Le Facteur XII, via sa fixation sur le domaine

2 du récepteur uPAR, permet le recrutement des intégrines 1 et a. Ces intégrines mobilisent

le récepteur EGF et I'activent. EGFR phosphoryle les protéines signalétiques Erk1/2 et Akt et

confere au FXIl un réle pro-prolifératif sur les cellules endothéliales (Figure 13).

Les auteurs précisent que ce modele d’interaction ne serait pas physiologique car

nécessiterait une quantité plasmatique trés importante en zinc. Ainsi il s’agirait plutét d’une

capacité angiogénique du FXII dans le cas de lésion tissulaire ou les plaquettes activées

libérent une grande quantité de zinc dans le plasma.

Suite a cette découverte, I'activation du récepteur a I'uPA par le FXIl a été montré comme

jouant un réle dans I’aggravation de la sclérose en plaques et dans la cicatrisation.
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b) Role du FXIl dans la sclérose en plaques

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune du systéme nerveux central
(SNC), caractérisée par une démyélinisation accompagnée dans la majorité des cas par une
infiltration anormale de cellules immunitaires et d’une rupture de la BHE conduisant ou non
a des dommages axonaux (Compston and Coles, 2008). Il s’agit de la premiéere cause de
handicap non traumatique chez le jeune adulte (Compston and Coles, 2002). Toutefois, malgré
I'identification de 100 genes de susceptibilité, I'origine de la SEP reste inconnue (International
Multiple Sclerosis Genetics Consortium et al., 2013).

L'une des principales caractéristiques de la SEP est la présence de zones de démyélinisation
dans le cerveau et/ou la moelle épiniere des patients. Ces Iésions sont caractérisées par une
destruction de la gaine de myéline et une mort des oligodendrocytes. L'évolution de la
maladie peut entrainer, dans des phases plus tardives, une perte axonale et neuronale. C'est
cette perte neuronale plus tardive qui participe a I'atrophie cérébrale et a I'élargissement
ventriculaire retrouvés chez les patients SEP (Dendrou et al., 2015).

Afin d’étudier cette pathologie, il existe des modéles animaux tels que les modeéles EAE, pour
Encéphalyte Autoimmune Experimentale. Ces modeles consistent en l'injection d’un peptide
de myéline (MOG ou PLP) et I'adjuvant complet de Freund permettant de mimer les signes

cliniques de la SEP (McRae et al., 1992).

De récentes études ont montré un réle du c
! - —— WT
FXII dans la SEP. 6 - —— iz
5 - )
En effet une étude en 2016 a montré que la 5 4. ;l“qn“u....ﬂ-‘-.
o
déficience en FXIl chez la souris permettait E Z
de réduire les signes cliniques dans un 11

modele murin de sclérose en plaques (EAE- o5 10 18 25 30 35
. o o Dianys allar imemunization
MOG) (Figure 14). Ainsi le FXII apparaitrait Figure 14 : Comparaison des scores cliniques EAE-

S , . MOG entre les souris sauvages (WT) et les souris
comme délétere dans I'EAE (GGbel et al, déficientes en FXII (F127") (Gébel et al., 2016).

Les scores cliniques sont significativement diminués
chez les souris déficientes en FXII.

2016).
Au niveau mécanistique, les auteurs se sont
rendus compte que le FXII stimule la génération de lymphocytes TH17, lymphocytes

caractérisés dans la sécrétion de l'interleukine-17, cytokine pro-inflammatoire (Miossec,
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2016). Cette stimulation lymphocytaire par le FXII est médiée par I'activation a la surface des
cellules dendritiques périphériques du récepteur a I'uPA (Gobel et al., 2016). Le recrutement
des cellules dendritiques périphériques par le FXIlI aboutit ainsi a une différenciation des

lymphocytes en lymphocytes TH17 (Gobel et al., 2016).

Enfin cette année, une étude a montré une augmentation des niveaux plasmatiques de FXII

chez les patients atteints de SEP (Zioliotto et al., 2018).

c) Role du FXII dans la cicatrisation

Une unique étude, publiée en Mars dernier, a montré un réle du FXIl dans la cicatrisation
(Stavrou et al., 2018). En effet Stavrou et collaborateurs ont constaté une cicatrisation moins
importante chez les souris déficientes en FXII et cette diminution de cicatrisation était corrélée
a un recrutement excessif des neutrophiles au niveau de la plaie (Stavrou et al., 2018). Par le
biais de siRNA ciblant la production du FXIl hépatique, les auteurs se sont rendus compte que
le FXII circulant n’était responsable qu’en partie de cette activité du FXIl sur les neutrophiles

(Gould et al., 2014 ; Stavrou, 2018).

lls ont également observé in vitro que le FXIl promulguait la migration et I'adhésion des
neutrophiles murins et humains par l'activation du récepteur a I'uPA de fagon zinc
dépendante (Stavrou et al., 2018). De plus les auteurs ont remarqué que le FXII permettait via
uPAR d’augmenter I'expression de l'intégrine ampBz, intégrine responsable de la mort des
neutrophiles par NETose. Les NETs ainsi libérés servent de surface d’activation du FXII (Stavrou
et al., 2018). Enfin ils ont également vu une expression des ARNm du FXIl et de la protéine

FXII par les neutrophiles.

L’équipe d’Alvin Schmaier a donc proposé le modele suivant : Lors d’une lésion tissulaire, les
plaquettes activées vont produire une grande quantité de zinc. Ainsi le FXIl va pouvoir se fixer
sur les neutrophiles et induire leur recrutement via I'activation du récepteur a I'uPA. Cela va
enclencher une libération de FXIl par les neutrophiles, boucle d’auto-activation, mais
également une migration, une adhésion et un chimiotactisme des neutrophiles. En parallele,

le FXII peut également induire la mort des neutrophiles par NETose. Il régule ainsi a la fois, la
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suractivation des neutrophiles sur le site de la Iésion, facteur aggravant de la plaie, mais

également son activation par la production de NETs (Figure 15).

Neutrophil
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Figure 15 : Réle de FXII dans la cicatrisation (Stavrou et al., 2018).

Le FXIl plasmatique permet I'activation du récepteur a I'uPA a la surface des neutrophiles de fagcon zinc
dépendant. L’activation du récepteur permet la libération du FXII par les neutrophiles et induit ainsi une bloucle
d’auto-activation des neutrophiles. L’activation du récepteur permet également I'adhésion, la migration et le
chimiotactisme des neutrophiles au niveau de la Iésion. Enfin, en paralléle, le FXII permet également I'induction
de la mort des neutrophiles par NETose. Les NETs libérés servent de surface d’activation pour le FXII.

5) Roéles du Facteur XIl dépendant de ses autres domaines

L’aFXlla a été reconnu pour réguler |'expression du récepteur Fcyll, récepteur Fc présent
sur les monocytes, reconnaissant les 1gG circulantes ou présentes a la surface des cellules
(Chien et al., 1988). Il a également été démontré que le FXIl et I'aFXlla amélioraient la
prolifération des hépatocytes (Gordon et al., 1996 ; Schmeidler-Sapiro et al., 1991).
Cependant, méme si un role des domaines EGF-like est suspecté, ces différentes interactions

ne sont toujours pas associées a un domaine en particulier.

Ainsi, si les roles du domaine catalytique et du domaine fibronectine de type 2 du FXIl

commencent a étre bien caractérisés, les réles du domaine Fibronectine de type I, du domaine
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kringle, de la région riche en proline et des domaines EGF-like du FXIl restent pour I'heure

inconnus.

6) Expression du Facteur XII

Le facteur Xll est une sérine protéase produite et sécrétée par le foie. Il est issu du géne
F12, situé sur le chromosome 13, composé de 13 introns et 14 exons (Saito et al., 1983 ;
Stavrou et Schmaier 2010). Sa concentration plasmatique est trés élevée, 30 pg/mL soit 375

nM. L’expression du FXII, autre qu’hépatique, reste peu étudiée.

Une étude a montré une expression du FXIl au niveau de la moelle épiniére de souris et que
cette expression était augmentée lors du modéle murin de sclérose en plaques, EAE. Toutefois
I'immunohistochimie réalisée n’indique pas le type cellulaire impliqué (Gobel et al., 2014)
(Figure 16A).

Une étude a également identifié son expression par les neutrophiles a la fois a la surface mais
également de facon intracellulaire (Stavrou et al.,, 2018) (Figure 16C). Enfin une étude
antérieure avait établi une expression du FXII par les fibroblastes pulmonaires humains

(Jablonska et al., 2010) (Figure 16B).

A noter que méme si I'expression du FXIl dans le cerveau n’a pas été clairement établie, une
ouverture de la BHE peut faciliter son entrée dans le parenchyme et ainsi lui permet d’aller
agir sur les cellules cérébrales. Par exemple, la BK activée par le FXIl dans le systeme
Kallikréine-kinine a déja été montrée comme permettant I'ouverture de la BHE (Bartus et al.,

1996 ; Chen et al., 2017). Elle pourrait donc ainsi permettre un accés du FXIl au parenchyme.
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Figure 16 : Expression du FXII.

A. Expression du FXIl dans la région lombaire de la moelle épiniére de souris sauvages avec injection d’adjuvant
complet de Freud (naive) et souris sauvages EAE injection de la MOG et des adjuvants complets de Freud (EAE-
MOG) (Gébel et al., 2014). Analyse histologique sur coupe, marquage rouge pour le FXII et bleu pour le DAPI. B.
Expression du FXII par les fibroblastes pulmonaires humains normaux avec ou sans perméabilisation (+/- Triton)
(Jablonska et al., 2010). Images confocales du FXIl en rouge et du DAPI en bleu. C. Expression intra- et extra-
cellulaire du FXIl par les neutrophiles humains normaux inactifs (UT) ou actifs (ajout de N-formylmethiony!
peptide ; +fMLP) (Stavrou et al., 2018). Image confocale du FXIl en vert et du DAPI en bleu.
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Il existe trois formes de FXIl : La forme simple chaine FXII, les formes doubles chaines aFXlla
et BFXlla.

Lactivation du FXIl est peu claire. Communément admis, le FXIl simple chaine est un
zymogene c'est-a-dire une forme non-active. Il acquiert son activé par clivage protéolyique
de Pa-kallikréine ou du kininogéne de haut poids moléculaire ou encore de ses formes
actives aFXlla et BFXlla (autoactivation). De nombreuses surfaces servent a cette activation :
polyphosphates, NETSs, zinc...

Néanmoins la non-activité de la forme simple chaine FXIl a été remis en cause en 2017
(lvanov et al., 2017).

Seul les réles du domaine catalytique et du domaine fibronectine de type 2 sont connus. lls
ont été montrés comme étant délétéres dans certaines pathologies du systéme nerveux
central : sclérose en plaques, AVC et maladie d’Alzheimer.

Lexpression du FXII, autre qu’hépatique, est peu étudiée. Il a été montré comme exprimé
par les cellules de la moelle épiniére chez la souris (Gobel et al., 2016). Toutefois le type
cellulaire impliqué dans cette expression n’a pas étudié.

Les roles dépendants du domaine catalytique du FXIl ont été les premiers étudiés. En effet

ce domaine permet une activité pro-coagulante et pro-inflammatoire du FXIl, montrée comme
délétere dans I’AD et les AVC. De plus la liaison de son domaine fibronectine de type 2 avec le
récepteur a I'uPA participe aux réles du FXIl dans la SEP, I'angiogénése et la cicatrisation.
Toutefois, a I’heure actuelle, aucun role n’est clairement attribué aux autres domaines du FXII
et notamment pour les domaines EGF-like.

Dans le laboratoire Phind U1237, il a été établi qu’une autre sérine protéase, le tPA,
caractérisée comme exprimée dans le SNC, pouvait via son domaine EGF-like se lier au

récepteur EGF et exercer des roles « growth factor like » sur les cellules cérébrales.
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1. Réle domaine EGF-like

1) Le récepteur EGF

Le récepteur EGF également appelé
ErbB1 est une protéine transmembranaire EGF

faisant partie de la famille EGFR qui

comprend également ErbB2, ErbB3, ErB4 @ @
(Pines et al., 2010). Le monomeére EGFR est
inactif. Aprés la liaison du ligand au niveau @ ® ®

: - . P) Q
de son site de liaison, le récepteur se

A \EROLIFERATION
o . APOPTOSE
dimérise et se  transactive  par 2 INVASION
1~ MOBILITE

transphosphorylation de sa région tyrosine

kinase (Pines et al., 2010). En plus de former

des homodimeres actifs, EGFR peut étre

également associé a un autre membre de
Figure 17 : Schématisation des différentes cascades de

la famille des récepteurs ErbB pour former  gohqjisation du récepteur EGF.

cette fois-ci des hétérodimeres actifs

(Pines et al., 2010).

Sept ligands se lient et activent le récepteur chez les mammiféres : EGF, le TGF-a (Transforing

Growth Factor «a), le facteur de croissance de type EGF liant I’héparine, la bétacelluline,

I"'amphiréguline, I'épiréguline et I'épigéne (Singh et al., 2016). L'AG1478 (ou Tyrphostin) est

un inhibiteur sélectif du récepteur EGF. Il bloque la transphosphorylation du récepteur (Banno

et al,, 2015).

L'EGFR phosphoryle des protéines signalétiques initiant ainsi plusieurs cascades de
transduction. Il s’agit principalement des voies MAPK, PI3K-Akt et JAK-STAT (Figure 17) (Oda
et al., 2005). Ces voies permettent la prolifération cellulaire, la mobilité cellulaire, I'invasion

cellulaire et inhibent I'apoptose.
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L'un des ligands clé de 'EGFR est I'EGF. Mais il a été décrit que des sérines protéases possédant
des domaines EGF-like pouvait interagir avec le récepteur EGF, au méme titre que I'EGF

(Correa et al., 2011 ; Bertrand et al., 2015).

2) Ro6le du domaine EGF-like du tPA dans I'apoptose cérébrale

Plusieurs études de I'unité Phind U1237 ont établi un effet anti-apoptotique du tPA sur

deux types cellulaires : les neurones et les oligodendrocytes.

En effet, en 2006, I'’équipe a démontré que des doses croissantes de tPA, in vitro, permettaient
de diminuer la mort apoptotique des neurones corticaux induite par le modele SD (Serum
Deprivation) (Liot et al., 2006) (Figure 18A). Le tPA induit la diminution du clivage de la
caspase-3, protéase pro-apoptotique, de facon dose-dépendant (Liot et al., 2006) (Figure
18B). Cet effet est indépendant de son activité catalytique car 'utilisation d’un « tPA stop »,
tPA inhibé au niveau de son domaine catalytique, n’a pas d’effet sur la mort neuronale (Liot
et al., 2006) (Figure 18C). Enfin le laboratoire a établi que le tPA phosphoryle les protéines
signalétiques Erk1/2 (MAPK) et Akt (Liot et al., 2006).
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Figure 18 : Réle anti-apoptotique du tPA indépendant de son domaine catalytique sur les neurones corticaux
(Liot et al., 2006).

A. Quantification de la mort neuronale avec ou sans ajout de doses croissantes de tPA [0.02-20 ug/mL] sur des
neurones corticaux murins sevrés ou non en sera pendant 24H (+/- SD; +/- apoptose). B. Analyse par
immunoempreinte du clivage de la caspase-3, protéase pro-apoptotique, avec ou sans des doses croissantes de
tPA [0.02-20 ug/mL] sur des neurones corticaux murins sevrés ou non en sera pendant 24H (+/- SD ; +/- apoptose).
Comparaison des mémes échantillons avec la protéine de référence actine. C. Quantification de la mort neuronale
avec ou sans 20 ug/mL de tPA ou 1 ug/mL de tPA stop, tPA protéolytiquement inactif sur des neurones corticaux
murins sevrés ou non en sera (+/- SD ; +/- apoptose) pendant 24H.
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Par la suite en 2011, une étude de l'unité s’est intéressée a I'effet du tPA sur les progéniteurs
d’oligodendrocytes. Des doses croissantes de tPA diminuent la mort des progéniteurs
d’oligodendrocytes par l'activation des protéines Erk1/2 et Akt, ce qui conduit a une
diminution de I’expression de Bax et Bad, protéines pro-apoptotiques, et a une augmentation
d’expression de Bcl-2 et Bcl-xl, protéines anti-apoptotiques (Correa et al., 2011) (Figure 19A
et 19D).

Ces effets sont dépendants de la fixation du domaine EGF-like du tPA sur le récepteur EGF
présent a la surface des neurones et des oligodendrocytes (Correa et al., 2011 ; Bertrand et

al., 2015) (Figure 19B et 19C).
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Figure 19 : Réle anti-apoptotique du tPA sur les progéniteurs d’oligodendrocytes (Correa et al., 2011).

A. Quantification de la mort des progéniteurs d’oligodendrocytes (OL) avec ou sans ajout de doses croissance de
tPA [0.2-20 ug/mL] sur des progéniteurs murins d’oligodendrocytes sevrés ou non en facteurs trophiques pendant
24H (+/- TFD; +/- apoptose). B. Co-immunoprécipitation du tPA biotinylé avec un anticorps anti a-EGFR.
Visualisation de la fixation du tPA sur le récepteur EGF par révélation de la biotine par avidine-préoxidase.
Contréle de la visualisation du récepteur EGF sur la méme membrane C. Quantification de la mort des
progéniteurs d’oligodendrocytes (OL) avec ou sans ajout de tPA natif (tPA wt) ou tPA sans domaine EGF-like (AEGF
tPA) sur des progéniteurs murins d’oligodendrocytes sevrés ou non en facteurs trophiques pendant 24H (+/- TFD ;
+/- apoptose). D. Immunoempreinte révélant les variations des protéines pro (Bad et Bax) et anti-apoptotiques
(Bcl-2 et Bcl-xl) avec ou sans ajout de 10 ug/mlL de tPA, 10 ug/mL de tPA + AG1478 (inhibiteur EGFR), 10 ng/mL
EGF et 10 ng/mL EGF + AG1478 sur des progéniteurs d’oligodendrocytes sevrés ou non en facteurs trophiques
pendant 24H (+/- TFD ; +/- apoptose). Comparaison des mémes échantillons avec la protéine de référence a-
Tubuline.

Ainsi I’équipe Phind U1237 a pu démontrer que le tPA réduit 'apoptose des neurones et des

progéniteurs d’oligodendrocytes par sa fixation via son domaine EGF-like sur le récepteur EGF.
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lls ont également décrit les mécanismes intracellulaires impliqués (Liot et al., 2006 ; Correa et

al., 2011 ; Bertrand et al., 2015) (Figure 20).

Le FXIl a été décrit précédemment comme présentant deux domaines EGF-like. De plus ces

domaines se sont avérés structurellement semblables a celui du tPA.
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Figure 20 : Schématisation du réle anti-apoptotique du tPA dans le cerveau (d’aprés Correa et al., 2011 ; Liot et al.,
2006)

3) Homologies structurelles des EGF-like domaines du tPA et du FXII

Des analyses structurelles ont révélé que le FXIl présentait des homologies

structurelles avec d’autres protéines telles que le tPA (Stavrou et Schmaier, 2010) (Figure 21).
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En effet le FXIl présente 40% d’homologie structurelle avec le tPA (Stavrou et Schmaier,
2010). Ces deux sérines protéases ont en commun des domaines Finger ou Fribronectine, des
domaines EGF-like, des domaines kringle et enfin leurs domaines catalytiques (Stavrou et
Schmaier, 2010). En particulier les domaines EGF-like et kringle montrent un haut degré

d'homologie (Cool et al., 1985 ; Beringer et Kroon-Batenburg, 2013).
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Figure 21 : Comparatif des structures de deux sérines protéases impliquées dans I’lhémostase : le simple chaine
FXII et le simple chaine tPA.

4) Expression du tPA dans le systéeme nerveux central

Le FXIl comme le tPA joue un rdle dans I’"hémostase et ils ont tous les deux été identifiés
comme jouant un role dans le cerveau. Toutefois, si I'expression cérébrale du FXIl a été peu
étudiée, une seule immunohistochimie de la moelle ne révélant pas le type cellulaire impliqué,
I’expression du tPA au sein du systéme nerveux central, elle, a été largement documentée
(Gobel et al., 2016).

En effet le tPA est exprimé et sécrété par différents types cellulaires du SNC. Au niveau
transcriptionnel, les ARNm du tPA sont exprimés dans les différentes régions cérébrales :
hippocampe, cervelet, striatum et cortex (Sappino et al., 1993). L’expression neuronale du tPA
est la mieux caractérisée. Les neurones stockent le tPA dans des vésicules a cceur dense au
niveau des épines synaptiques, puis suite a une dépolarisation, ils sont capables de le libérer
par exocytose (Fernandez-Monreal et al., 2004 ; Lochner et al., 2005). Selon plusieurs études,
les astrocytes se sont révélés capables de synthétiser du tPA (Cassé et al., 2012). De plus les
cellules microgliales présentent également une expression du tPA et sa libération pourrait

étre a I'origine de processus neurodégénératifs (Tsirka et al., 1995). Enfin, au niveau de la
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substance blanche, le laboratoire Phind U1237 a mis en évidence une expression du tPA par
les oligodendrocytes matures myélinisants et que cette expression diminuait au cours du

vieillissement (Correa et al., 2011) (Figure 22).

(Tsirka et al., 1995)
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Figure 22 : Expression du tPA dans le SNC par les différents types cellulaires : Neurones, Astrocytes, Microglie,
Oligodendrocytes (d’aprés Tsirka et al., 1995; Correa et al., 2011; Louessard et al., 2016). Microglie :
Immunomarquage du tPA en marron chez des souris sauvages dans le striatum. Oligodendrocytes (OPC) :
Immunomarquage du tPA en rouge, des vaisseaux (Col IV) en vert et des OPC (APC) en bleu. Neurones :
Immunomarque du tPA en rouge et des neurones (Fox3) en vert. Astrocytes : Imnmunomarquage du tPA en rouge
et des astrocytes (GFAP) en vert.

Le tPA est donc décrit comme exprimé dans le SNC. De plus I’équipe Phind U1237, via diverses
publications au cours de ces dix dernieres années, a décrit des roles du domaine EGF-like du

tPA dans les processus apoptotiques. Les homologies structurelles entre le FXIl et le tPA sont



Introduction — Role domaine EGF-like

essentiellement situées au niveau des domaines EGF-like qu’ils ont en commun. Aucun réle

de ce domaine n’a vraiment été clairement établi pour le FXII.

5) Role surl’apoptose du FXII ?

Aucune étude n’a clairement établi un réle du FXII sur I'apoptose. Toutefois deux études

suggerent un role de celui-ci sur I'apoptose des cellules placentaires et des lymphocytes.

En effet I'utilisation d’un anticorps bloquant pour le FXIl chez la souris gestante augmente
I"'apoptose des cellules placentaires (Velayuthaprabhu et al., 2011). De plus in vitro, il a été
montré que le FXIl se fixait a la surface des lymphocytes T en apoptose via les PtdSer et
permettait ainsi aux cellules apoptotiques d’avoir une activité pro-coagulante (Yang et al.,

2017).

EGFR n’est pas le seul récepteur présentant des effets anti-poptotiques. D’autres récepteurs
tyrosines kinases tels que le récepteur MET ont été décrit comme permettant la survie
cellulaire, de plus le FXIl a par le passé été identifié comme I'un des activateurs de la voie

HGF/MET.

6) Rble du FXIl dans la voie
HGF/MET o

a) Lavoie HGF/MET
® 06

MET est un hétérodimere
transmembranaire composé de deux & [P
chaines a et B reliées par des ponts e
disulfures (Gherardi et al., 2012 ;

> PROLIFERATION

Stamos et al., 2004). L’activation du J APOPTOSE
récepteur MET se fait par son ligand
unique le facteur de croissance

hépatocytaire (HGF) (Gak et al., 1992

; Naldini et al., 1991). Figure 23: Schématisation des différentes cascades de

signalisation du récepteur MET.
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L’'HGF est d’abord sécrété sous une proforme inactive (pro-HGF). En effet, la proforme est
capable de se lier au récepteur mais ne peut I'activer (Lokker et al., 1992). L’activation de 'HGF
se fait par clivage protéolytique. L'un des activateurs les plus connus pour 'HGF est 'HGFA
(Miyazawa et al., 1998). La fixation de 'HGF mature (ou double chaine) sur le récepteur MET
entraine 'homodimérisation du récepteur et la phosphorylation de ses deux résidus tyrosines

(Rodrigues et Park, 1993).

Une fois que le récepteur MET est activé, de nombreuses protéines de signalisation vont étre
solicitées pour mettre en place ses réponses biologiques. Ainsi comme EGFR, MET est capable
de phosphoryler les protéines MAPK, PI3K/Akt, permettant au récepteur de jouer un rdle dans
la prolifération cellulaire et la survie cellulaire (Paumelle et al., 2002 ; Xiao et al., 2001) (Figure

23).

b) Activation de la voie HGF/MET par le tPA et le FXII

Une étude in vitro a montré que la tPA pouvait convertir le pro-Hepatocyte Growth Factor
(Pro-HGF) en mature HGF (Mars et al., 1993). A noter que la présence du tPA seul n’est pas
suffisant pour avoir I'effet. Cela nécessite la présence de son co-facteur, la fibrine, comme
surface d’activation (Mars et al., 1993). Ce méme potentiel de conversion a également été
montré pour I'aFXlla et sa forme tronquée BFXlla. Mais, a la différence du tPA, les deux formes

actives du FXIl sont suffisantes pour convertir le Pro-HGF en HGF (Shimomura et al., 1995).

L'HGF est le ligand unique du récepteur MET, impliqué majoritairement en oncologie. Des
études ont observé un effet anti-apoptotique de la voie HGF/MET dans le cerveau. L'HGF
provoque la survie des motoneurones, des neurones hippocampiques et des neurones
corticaux (Maina et Klein, 1999 ; Hayashi et al., 2001). De plus I’étude in vitro des effets de
I’'HGF sur I'apoptose des neurones corticaux a permis de déterminer qu’il s’agissait de
I'implication des voies Erk1/2 (MAPK) et PI3K/Akt. Enfin il a été établi que I'HGF entraine le
blocage de la translocation de Bax du cytoplasme vers le noyau et permet I'expression de Bcl-

2 et Bcl-xl (He et al., 2008).
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7) Role des récepteurs EGFR et MET dans I'apoptose

EGFR et MET activent un large éventail de voies, prolifération, motilité, migration, invasion
et la survie cellulaire. Ces deux récepteurs sont décrits pour inhiber I'apoptose. Cette capacité
pro-survie en fait des cibles désignées dans le cas de cancer, lors d’une diminution
pathologique d’apoptose (Wieduwilt et Moasser, 2008).

Contrairement au récepteur EGF qui compte plusieurs substrats (EGF, tPA, TGF..), le

récepteur MET ne comporte qu’un substrat unique, I'HGF.

De nombreuses publications ont décrit une coopération entre EGFR et MET en cancérologie.
I a notamment été montré qu’une inhibition du récepteur EGFR était palliée par une
activation du récepteur MET par I'HGF,
expliquant la résistance aux traitements o s
ciblant uniquement le récepteur EGFR (Yano

et al., 2008; Mueller et al.,, 2008). A

TR0 06y

I'inverse, l'une des tyrosines kinases de \/

EGFR a été montrée comme permettant la TransQ
phoshorylation directe du récepteur MET EXOCWOSiSD
(Yamamoto et al., 2006). De plus 'HGF a été L'Q

montré comme pouvant activer le
récepteur EGFR (Reznik et al., 2008). Ainsi
. . i Figure 24 : Schématisation de Ila coopération
I’HGF peut activer en synergie les récepteurs  per/eGrR
EGFR et MET (Reznik et al., 2008) (Figure

24).

Les protéines partenaires SRC, MAPK et intégrine B1 ont été désignées comme participant
activement a cette coopération MET/EGFR (Yamamoto et al., 2006 ; Dulak et al., 2011 ;
Breindel et al., 2013 ; Ju et Zhou, 2013). Par exemple, suite a I'activation d’EGFR a la surface
de différentes lignées cancéreuses, les protéines signalétiques MAPK (Erk 1 et 2) permettent
la phosphorylation du récepteur MET en I'absence d’HGF (Breindel et al., 2013). Les MAPK

permettent également d’augmenter lI'exocytose des récepteurs EGFR et MET et ainsi
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augmentent la disponibilité des récepteurs (Breindel et al., 2013) (Figure 24). La coopération

EGFR/MET n’a pour le moment pas été étudiée en apoptose.
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Le domaine EGF-like du tPA joue un role antiapoptotique sur les
neurones et les progéniteurs d’oligodendrocytes via le récepteur EGF.

Le FXIl et le tPA présentent 40% d’homologie structurelle et notamment
au niveau des domaines EGF qu’ils ont en commun.

Contrairement au FXII, 'expression du tPA a été largement étudiée dans
le cerveau. Le tPA est exprimé dans l'ensemble des régions cérébrales
par les neurones, les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules
microgliales. De plus aucune étude ne s’est intéressée au role du FXII
sur l'apoptose.

La bibliographie suggére un réle potentiel du FXIl dans la voie anti-
apoptotique HGF/MET.

Il existe un coopération entre les récepteurs MET et EGF en
cancérologie. Cette coopération n’a pas été établie dans I'apoptose.

P AP P AP

Le FXIl et le tPA sont deux sérines protéases impliquées dans I’'hémostase. Une analyse
structurelle a également révélé un haut degré d’homologies structurelles entre elles deux

notamment au niveau des domaines EGF-like qu’ils ont en commun.

Plusieurs publications de l'unité Phind U1237 ont établi un réle anti-apoptotique du tPA
dépendant de la fixation de son domaine EGF-like sur le récepteur EGF. Des études suggerent

un role du FXIl dans I'apoptose.
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IIl.  L'apoptose
1) Généralités

a) Historique

Le terme apoptose, du grec « apo - au loin et ptosis — chute » signifiant feuilles tombant

d’un arbre, fut pour la premiere fois utilisé par Kerr, Wyllie et Currie en 1972 pour détailler
un type de mort cellulaire morphologiquement distinct des autres (Kerr et al., 1972).
Par la suite les composants moléculaires et cellulaires de I'apoptose ont été décrits dans deux
études importantes. Les études génétiques, chez le nématode Caenorhabditis elegans, ont
permis de révéler trois génes impliqués dans la régulation de Il'apoptose et du
développement : CED-3, CED-4 et CED-9 (mort cellulaire anormale -3, -4 et -9) (Brenner 1974 ;
Sulston et Horvitz, 1977 ; Ellis et Horvitz, 1986) (Figure 25).
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Sydney Brenner H. Robert Horvitz E. Sulston

Figure 25 : Prix Nobel de Physiologie ou Médecine en 2002.

Le prix Nobel de physiologie ou de médecine 2002 a été décerné conjointement a Sydney Brenner, H. Robert
Horvitz et John E. Sulston, pour leurs découvertes concernant la régulation génétique du développement et la
mort cellulaire programmée.

Par la suite, Bcl-2, un oncogéne humain surexprimé dans le lymphome folliculaire, fut montré

comme un régulateur clé de I'apoptose (Tsujimoto et al., 1984).
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b) Morphologie de I'apoptose

Kerr et collaborateurs ont identifié les caractéristiques mophologiques de I'apoptose par
la microscopie életronique et la microscopie a lumiére blanche (Kerr et al., 1972) (Figure 26).
Ainsi durant le début du processus, nous pouvons visualiser un rétrécissement cellulaire et
des pycnoses, terme décrivant la rétractation du noyau cellulaire (Kerr et al., 1972). Par la
suite, le rétrécissement cellulaire entraine une condensation du cytoplasme conduisant a un
rapprochement des différents organites. Les pycnoses, elles, sont la résultante de la
condensation de la chromatine, caractéristique la plus représentative de l'apoptose. La
condensation de la chromatine meéne a la caryorrhexie, c’est-a-dire a une fragmentation du
noyau cellulaire et dissolution de celui-ci dans le cytoplasme.
L'intégrité des organites est toujours maintenue, I'ensemble étant enfermé dans une
membrane plasmique intacte. La cellule apoptotique bourgeonne transitoirement pour
former ce qu’on appelle « les corps apoptotiques » qui exposent a leur surface les PtdSer,
facilitant ainsi leur reconnaissance par les cellules phagocytaires (Fadok et al., 2000 ; Fadok et
al., 2001).
Ces corps sont ensuite phagocytés par des macrophages, des cellules parenchymateuses ou
des cellules néoplasiques, et sont dégradés dans les phagolysosomes.
Généralement, aucune réaction inflammatoire n’est associée au processus d’apoptose. Ceci
s’explique par la non-libération du contenu cellulaire, la rapidité de la phagocytose par les
cellules environnantes et enfin par le fait que les cellules englobantes ne produisent pas de

cytokines anti- ou pro-inflammatoires (Savill et Fadok 2000 ; Kurosaka et al., 2003).
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Figure 26 : lllustration des différentes étapes morphologiques de I'apoptose (Kerr et al., 1962).
Schématisation historique de la morphologie du processus d’apoptose retrouvée dans la publication de Kerr et
ses collaborateurs.

2) Mécanismes

Il existe deux voies distinctes d’activation de I'apoptose : 1/ Une voie dite intrinséque
mettant en jeu les mitochondries. Cette voie est gouvernée principalement par des protéines
appartenant a la famille de Bcl-2. 2/ Une voie dite extrinséque, induite par signaux de stress
extracellulaires, impliquant des récepteurs de la famille des facteurs de nécrose tumorale
(TNF, Tumor Necrosis Factor) (Figure 23). Elles conduisent toutes deux a l’activation des
effecteurs caspases (Cystéines Aspartyl-Protéases), permettant le clivage de plusieurs

molécules.
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a) Voie extrinseque (voie signaux de mort)

La voie extrinséque de I'apoptose est induite par des signaux de stress extracellulaires qui
sont détectés et propagés par des récepteurs transmembranaires spécifiques. L’apoptose
extrinséque est initiée par la liaison de ligands dits létaux sur leurs récepteurs, appelés
« récepteurs de mort ». Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires appartenant a
la super famille des récepteurs au facteur de nécrose tumorale (TNFR), qui compte huit
membres (Fas, TNF-R1, DR3, DR4, DR, DR6, p75 et EDAR) (Reed, 2000). Ces récepteurs sont
composés d’'un domaine extracellulaire N-terminale, riche en cystéines permettant la fixation
du ligand et sa trimérisation. lls sont également composés d’un domaine transmembranaire
permettant leur ancrage a la membrane et enfin d’'un domaine intracellulaire en position C-

terminale, composé d’'un domaine de mort (DD, Death Domain) (Reed, 2000).

La fixation du ligand induit la trimérisation du récepteur, le recrutement du domaine effecteur
(domaine DED ; Death Effector Domain) par le DD. Le DED attire les procaspases -8 et -10. Le
rapprochement de plusieurs procaspases conduit a leur autoactivation (Muzio et al., 1998 ;
Martin et al., 1998) et a I'activation directe ou indirecte de la caspase effectrice caspase-3

(Hirata et al., 1998 ; Stennicke et al., 1998).

En opposition a I'activation directe de la caspase effectrice par les caspases -8 ou -10,
I'activation indirecte de celle-ci passe par les mitochondries et rejoint ainsi par I'intermédiaire
de la protéine Bid, protéine de la famille de Bcl-2, la voie intrinséque ou mitochondriale (Ren

et al., 2010).

b) Voie intrinseque (ou mitochondriale)

La voie intrinséque, également appelée voie mitochondriale, est régulée par les membres
de la famille de Bcl-2. Cette famille est subdivisée en trois groupes : les pro-apoptotiques ou

également appelées membres BH3 (Bim, Bid, Puma, Noxa, Hrk, Bmf et Bad), les molécules
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effectrices pro-apoptotiques (Bax et Bak) et les protéines de la famille Bcl-2 anti-apoptotiques

(Bcl-2, Bel-xl, Mcl1, Al et Bcl-B) (Czabotar et al., 2014).

Dans les cellules saines, I'action de Bax/Bak est inhibée par des membres de la famille Bcl-2
anti-apoptotiques. En revanche, lors d’une réponse a un stimulus apoptotique
(développement, absence de facteur de croissance et/ou de survie, agents génotoxiques), les
membres BH3 sont surproduits (Ham et al., 2005 ; Vela et al., 2013). Cette surproduction
entraine une libération du cytochrome c¢ par les mitochondries. En temps normal le
cytochrome c se maintient dans la mitochondrie et participe a la chaine respiratoire, mais en
cas d’apoptose, sa libération conduit a sa complexation avec Apaf-1 (Apoptotic Peptidase
Activating Factor 1) et forme des apoptosomes. A I'état basal, Apaf-1 est présent dans le
cytosol mais sous une forme repliée inactive. La complexation avec le cytochrome c I'active et
ce de facon dépendante de I’ATP (Zou et al., 1997 ; Kluck et al., 1997 ; Reubold et Eschenburg,
2012).

Ce sont par la suite les apoptosomes qui recrutent la procaspase monomere 9 qui se dimérise.
Ce dimeére subit un clivage autocatalytique pour former un complexe hétérotétramérique
actif. La caspase-9 active initie ensuite I'activation de la caspase effectrice de I'apoptose

caspase-3 (Zou et al., 1999).

c) Issues biochimiques de I'apoptose

Les caspases effectrices peuvent cliver plus de 1300 substrats différents. La
fragmentation de I’ADN, 'exposition des PtdSer a la surface cellulaire et la perte du potentiel
mitochondrial par ouverture des pores mitochondriaux (MPTP) sont les caractéristiques

biochimiques de I'apoptose (Masato et al., 1998 ; Fadok et al., 1992 ; Shimizu et al., 1999).
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Figure 27 : Schématisation des différentes étapes de I'apoptose.

d) Différence nécrose et apoptose
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La nécrose fut pendant longtemps considérée comme le seul processus conduisant a la

mort cellulaire.

D’un point de vue morphologique pure, I'apoptose et la nécrose difféerent. La nécrose fait

référence a un gonflement cellulaire par rupture précoce de la membrane, contrairement a

I’apoptose qui, elle, fait référence a un rétrécissement cellulaire sans rupture membranaire

(Farber et El Mofty, 1975 ; Proskuryakov et al., 2003). Toutefois, il existe un chevauchement

entre ces deux processus. En effet I'apoptose, tout comme la nécrose, résulte d’un réseau

biochimique partagé décrit comme le « continuum apoptose-nécrose » (Raffray and Cohen,

1997). Par exemple, ces deux types de mort comprennent une diminution de la disponibilité

des caspases, enzymes clés lors de 'apoptose et/ou la nécrose mais également une diminution
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de I'ATP intracellulaire (Kroemer et al., 2009). Ainsi I’activation de I'un plutét que I'autre va
dépendre de la nature du signal de mort, du type de tissu, du stade de développement et du
milieu physiologique (Kroemer et al., 2009).

La nécrose reste un processus passif et incontrélé qui en général concerne de vastes champs
de cellules tandis que l'apoptose est controlée et dépend de |'énergie intracellulaire
disponible et elle peut affecter une cellule seule comme un groupe de cellules (Kroemer et al.,

2009) (Tableau 2).

Tableau 2 : Comparaison des caractéristiques de I'apoptose et de la nécrose
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S .
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©
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3) Techniques de visualisation

In vivo, la visualisation de I'apoptose reste complexe a étudier. En effet il s’agit d’'un
processus rapide et les corps apoptotiques sont trés rapidement phagocytés. Toutefois
I'apoptose est un processus présentant une cascade d’activation complexe et une
morphologie bien particuliére. Ainsi I'apoptose peut étre évaluée a différentes étapes et le
regroupement de plusieurs critéeres tels que la fragmentation de I’ADN, I’activation des
caspases, les dommages membranaires et les dommages mitochondriaux, permettent de

déterminer si la cellule étudiée meurt bien par apoptose.

a) Lafragmentation de ’ADN

Le clivage de I’ADN internucléosomale peut étre identifié par une échelle d’ADN sur
gel d’agarose par simple électrophorése. De plus la fragmentation de I’ADN, due a I'apoptose,
empéche la cellule de fixer I'iodure de propidium, intercalant de I’ADN (Telford et al., 1991 ;
Formichi et al.,, 2000). Cette caractéristique peut étre visualisée par cytométrie en flux
(Nicoletti et al., 1991). La cytométrie fournit des mesures quantitatives au cours du temps de
I’étendue de I'apoptose par évaluation des cellules apparaissant fluorescentes, cellules fixant
I'iodure de propidium. Toutefois ces deux techniques ne sont pas envisageables pour un
échantillon présentant peu d’apoptose ou pour des cellules apoptotiques sans clivage

internucléosomique de I’ADN.

La technique de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling) est
utilisée pour évaluer les produits de clivage des endonucléases, indépendamment de leur
taille et de leur origine, en marquant enzymatiquement les ruptures du brin d’ADN (lto et
Otsuki, 1998 ; Correa et al., 2011). En effet cette technique ajoute, par I'enzyme terminal
transferase, des dUTP en 3’ sur les fragments d’ADN. Ainsi la fragmentation de I’ADN, par la
technique de TUNEL, peut étre visualisée par différentes sondes en microscopie a

fluorescence ou en cytométrie.


https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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Enfin la fragmentation de 'ADN peut étre visualisée par un intercalant de I’ADN tel que le
DAPI, agent fluorescent permettant de visualiser les noyaux en microscopie a fluorescence.

En cas d’apoptose les noyaux apparaissent fragmentés (Servais et al., 2006).

b) L'activation des caspases et les protéines de la famille de Bcl-2

Différents dosages peuvent étre utilisés pour identifier les caspases activées, cela
comprend les immunoempreintes (Western blot) et les immunohistochimies ou
immunocytochimies (Gurtu et al., 1997). En effet il existe sur le marché différents anticorps,
gu’ils soient polyclonaux ou monoclonaux, reconnaissant a la fois les procaspases et les

caspases clivées. Il en est de méme pour I'ensemble des protéines de la famille de Bcl-2.

c) Dommages de la membrane plasmique

La translocation des PtdSer a la surface des cellules apoptotiques peut étre détectée par
I’Annexine V marquée a un fluorochrome (Van Engeland et al., 1996 ; Hingorani et al., 2011).

L’Annexine V possede une forte affinité pour les PtdSer.

d) Dommages mitochondriaux

Des colorants métaboliques ou d’intégrité membranaire peuvent étre utilisés pour étudier
I'activité mitochondriale des cellules, par exemple le fluorophore JC-1, témoin de la
perméabilité membranaire des mitochondries par accumulation du fluorophore dans la cellule

(Lieven et al., 2003).

Ces différentes techniques d’évaluation de I'apoptose ont permis d’établir des roles de

I"apoptose dans le SNC.
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4) Roéles physiologique et pathologique de 'apoptose dans le systéeme nerveux

central

a) Physiologie

Il a été démontré qu’afin de maintenir I’'homéostasie chez I’adulte, environ 10 millions
de cellules proliferent chaque jour, pour contrebalancer les cellules mortes par apoptose
(Renehan et al., 2001). Et ce nombre peut étre augmenté significativement lors du

développement et du vieillissement physiologique et notamment au niveau du SNC.

L’apoptose lors du développement cérébral

L’apoptose se produit dans tout le SNC lors de son développement. Il est estimé qu’au
moins la moitié de la population cellulaire initiale est éliminée a la suite de I'apoptose
(Oppenheim, 1984 ; Coultas et al., 2007). Le réle potentiel de I'apoptose au cours du
développement neural comprend |'optimisation des connexions synaptiques, I’élimination
des neurones inutiles et la formation des réseaux neuronaux. Il est suggéré que les chances
de survie d’'un neurone pendant le développement dépendent directement de I'étendue de
ses connexions a une cible postsynaptique, ce qui suggere que les neurones sont d’abord
surproduits et ensuite en compétition pour les facteurs neurotrophiques (Cowan et al,,
1984). Apres le retrait des facteurs neurotrophiques, le cytochrome c est libéré par les
mitochondries neuronales, ce qui déclenche I'apoptose (Deshmukh et Johnson, 1998 ;

Glebova et Ginty 2005 ; Gosh et al., 2011).

L’apoptose lors du vieillissement cérébral

A mesure que les organismes vieillissent, certaines cellules commencent a se détériorer
plus rapidement et sont éliminées par apoptose. L'une des théories a été proposée par
Harman et collaborateurs en 1992. IllIs expliquent que l'apoptose observée au cours du
vieillissement serait due au stress oxydatif. Celui-ci jouerait un role primordial dans la
physiologie de I'apoptose induite par I'age, par I'accumulation de radicaux libres qui

endommagerait I’ADN mitochondrial (Harman, 1992; Ozawa, 1995). De plus les
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mitochondries provenant de cellules cérébrales prélevées chez des souris vieillissantes
présentent une activation importante du pore MPTP, responsable de la libération du

cytochrome c (Mather et Rottenberg, 2000).

Il est clair que I'apoptose doit étre étroitement régulée car une mort cellulaire trop faible ou
trop importante peut entrainer des cas pathologiques d’apoptose, comme par exemple des
anomalies du développement, des maladies auto-immunes, une neurodégénérescence ou des

cas de cancer.

b) Pathologie

Certaines pathologies se caractérisent par une accumulation de cellules, telles que les
maladies auto-immunes. Cette accumulation cellulaire serait due a une prolifération cellulaire
et/ou a une diminution de I'apoptose. A l'inverse, d’autres pathologies du type maladie
neurodégénérative accidentelle telle que les AVC ou les maladies neurodégénératives
chroniques telles que I'AD, sont caractérisées par une augmentation du processus

apoptotique.

La sclérose en plaques

La SEP se caractérise par une prolifération lymphocytaire et une mort des oligodendrocytes le
tout conduisant a des plaques de démyélinisation.

Il a été montré dans un modele murin de SEP, le modeéle EAE, que I'apoptose des lymphocytes
T permettait de réduire I'inflammation cérébrale (Schmied et al., 1993).

En opposition le blocage de I'apoptose des oligodendrocytes permettait une remyélinisation
dans I'EAE (Caprariello et al., 2012 ; Akassoglou et al., 1998 ; Valentin-Torres et al., 2018).
Ainsi I'apoptose a été montrée comme un processus bénéfique ou délétére dans des modeles

animaux de SEP.
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La maladie d’Alzheimer

L’AD se caractérise par une perte étendue de neurones cérébraux qui engendre les déclins
cognitifs et la détérioration progressive des fonctions neuronales. Il a été suggéré que
I"'apoptose pouvait étre I'un des principaux types de mort mis en jeu dans la perte étendue de

neurones (Cotman et Su, 1996).

Différentes études ont mis en évidence une fragmentation de I’ADN au niveau des cellules du
SNC chez des patients AD (Troncoso et al., 1996). Les caractéristiques morphologiques de
I'apoptose ont également été documentées telles que les rétrécissements cellulaires, les

pycnoses et les corps apoptotiques (Grasl-Kraupp et al., 1995).

Dans un modele murin d’AD, il a été montré que I'apoptose était impliquée dans la mort
neuronale hippocampique chez des souris de 22 mois doubles mutantes pour PS/APP (Chui et
al., 1999). Les auteurs ont montré un clivage de la caspase-3, la fragmentation de I’ADN. La
morphologie caractéristique de lI'apoptose a également été identifiée par microscopie

électronique (Yang et al., 2008).
Toutefois I'apoptose est un processus rapide et dispersé in vivo, donc difficile a visualiser. Par
conséquent les preuves de l'implication de I'apoptose dans les neurodégénérescences

observées dans I’AD restent insuffisantes.

Accidents vasculaires cérébraux ischémiques

Les lésions ischémiques cérébrales se développent selon une cascade complexe
d’événements évoluant dans le temps : I'excitotoxicité, I'inflammation et I'apoptose (Dirnagl

et al., 1999) (Figure 28).
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Figure 28 : Evolution temporelle des principaux phénoménes délétéres lors de l'ischémie cérébrale (Dirnagl et
al., 1999).

L'implication des caspases dans la mort neuronale d’origine ischémique a été mise en
évidence par l'utilisation d’inhibiteurs de la caspase-3 en injection intracérébrovasculaire.
L'injection a permis de réduire les volumes d’infarctus mais également les déficits
neurologiques consécutifs a une ischémie focale transitoire chez le rat et la souris (Fink et al.,
1998 ; Endres et al., 1998).

L’activation de la caspase-3 est observée a des temps précoces (dans les premiéres heures
suivant la reperfusion ou l'occlusion) dans un modele d’ischémie focale transitoire ou

permanente (Namura et al., 1998 ; Guegan et Sola, 1999 ; Benchoua et al., 2001).

Par la suite différentes publications se sont intéressées a l'indentification de la voie
apoptotique (intrinseque ou extrinséque) impliquée dans I'ischémie cérébrale. En ce qui
concerne la voie intrinseque, des données ont montré une activation de la caspase-9 lors de
I'ischémie cérébrale (Noshita et al., 2001 ; Cao et al., 2002 ; Hagberg et al., 2009). De plus, une
augmentation de FaslL et caspase-8 suggere également une activation de la voie extrinseque
(Jin et al., 2001 ; Benchoua et al., 2001).

Plus récemment des études ont cherché a développer une stratégie neuroprotectice des AVC
ischémique en ciblant les voies apoptotiques. L'utilisation intranasale d’un inhibiteur
hautement spécifique de la caspase-9 a été observée comme neuroprotecteur dans un

modele d’occlusion de I'artére cérébrale moyenne chez le rat (Akpan et al., 2011).
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5) Modeles vitro d’apoptose cérébrale

L’apoptose peut étre initiée par différents stimuli : absence des facteurs de croissance,
agents génotoxiques, ligands des récepteurs de mort. Par la modulation de ces différents

paramétres, des modeles in vitro d’apoptose ont été décrits.

a) Le modele murin d’apoptose neuronale in vitro par sevrage en sera (SD)

Le modele murin d’apoptose neuronale in vitro par sevrage en sera SD (Serum Deprivation)
est un modele mis au point par Liot et collaborateurs en 2004 dans I’équipe Phind U1237 (Liot
et al., 2004). Il s’agit du modeéle utilisé au cours de cette étude qui consiste a sevrer en sera

les neurones corticaux murins. Il est subdivisé en plusieurs étapes (Figure 29).

1/ ’élaboration d’une culture pure de neurones corticaux murins.

2/ A sept jours in vitro, une dilution successive du milieu de culture avec un milieu sans
sera permet le sevrage des neurones en facteurs de croissance. Les différents traitements
testés sont ajoutés a cette étape du protocole ainsi qu’un inhibiteur du récepteur NMDA (N-
Méthyl-D-Aspartate), le MK801. Le MK801, en bloquant le canal du récepteur NMDA,
affranchit le modeéle de toute possible mort nécrotique.

3/ Apres vingt-quatre heures de SD, la mort neuronale est évaluée a I'aide du bleu de

trypan. Une analyse protéique peut étre également réalisée par immunoempreinte.
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Figure 29 : Schématisation du protocole de sevrage en sera (SD, Serum Deprivation) (Protocole issu de Liot et
al., 2006).

La caractérisation du modéle a été effectuée grace a différentes approches (Liot et al., 2004 ;
Liot et al., 2006).

- Test de la viabilité cellulaire par le bleu de trypan. Le bleu de trypan s’infiltre
uniqguement dans les cellules dont la membrane plasmique est perméable au colorant.
Environ 50% des cellules meurent par apoptose dans le modele SD. Le nombre de
cellules bleues peut étre quantifié manuellement a 'aide du logiciel Image J (Figure
30A).

- La fragmentation de I’ADN a été visualisée par le DAPI et par électrophoreése (Figure
308B).

- L’activité des caspases a été évaluée par immunoempreinte. Présence des caspase-3,
-8 et -9 clivées, protéases proapoptotique, uniquement dans la condition SD sans sera

(Figure 30C).
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Figure 30 : Caractérisation du modeéle de SD (Liot et al., 2004 ; Liot et al., 2006).

A. Photomicrographie de la viabilité cellulaire par bleu de trypan et quantification correspondante de la mort
neuronale avec ou sans sevrage des neurones corticaux murins en sera (+/- SD) B. Fragmentation de I'ADN visualisée
par DAPI (photomicrographie) et électrophorése C. Analyse par immunoempreinte du clivage de la caspase-3 -8 et -
9, protéase proapoptotique, sur des neurones corticaux murins sevrés ou non en sera pendant 24H (+/- SD).
Comparaison des mémes échantillons avec la protéine de référence actine.

A la suite de cette caractérisation, Liot et collaborateurs ont conclu que le modéle de SD

résultait de I'activation des deux voies d’apoptose.

Une variante de ce modele, appelée TFD (Trophic Factor Deprivation), consiste a sevrer en
facteurs trophiques les progéniteurs d’oligodendrocytes murins. Ce modéle a également été
mis au point dans I'équipe Phind U1237 et génére 20% de mort des progéniteurs par la voie
intrinseque de I'apoptose (Correa et al.,, 2011). La viabilité cellulaire a été évaluée par la
mesure d’activité de la lactate déshydrogénase dans le milieu, témoin de lintégrité
membranaire. La caractérisation du modeéle a été effectuée par la technique de TUNEL et

I’évaluation de I'expression des protéines de la famille de Bcl-2 (Correa et al., 2011).

A noter que ces deux modeéles utilisent des cellules en développement. Ainsi ces deux modeles

peuvent étre considérés comme des modeles in vitro d’apoptose développementale.
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b) Autres modeles

Les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et FasL, ligands des récepteurs de
mort, peuvent initier la voie extrinséque de I'apoptose (Schiitze et al., 1998).
De plus des agents chimiques tels que le déxamethasone, glucocorticoide de synthése,
peuvent étre également utilisés. Initialement utilisé comme anti-inflammatoire et
immunosuppresseur, il a été montré comme initiant I'apoptose. Toutefois son mécanisme

d’action reste pour I’heure inconnu (Yang et al., 2017).

L’ensemble des modeles in vitro dépendent de la durée, de la dose et du type cellulaire.
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Lapoptose ou mort cellulaire programmée, est subdivisée en deux voies
1/ La voie extrinséque initiée par les récepteurs de mort
2/ La voie intrinséque, mitochondriale

Les critéres définissant I'apoptose sont nombreux : fragmentation de
I’ADN, activation des caspases, perte de l'intégrité de la membrane
mitochondriale, exposition des PtdSer... Ces criteres sont non-exclusifs
et doivent donc étre recoupés pour définir 'apoptose.

Lapoptose au niveau du systeme nerveux central intervient au cours du
développement et vieillissement mais également au cours de certaines
pathologiestelles que la maladie d’Alzheimer, les AVC et |a SEP.

Il a été mis au point un modéle d’apoptose neuronale dans le laboratoire
Phind, modeéle SD (Serum Deprivation) (Liot et al., 2004). Il permet
d’initier 'apoptose en sevrant en sera les neurones corticaux murins.
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OBJECTIFS DE L'ETUDE

L’équipe Phind U1237 a caractérisé le role du tPA dans |'apoptose cérébrale. Le tPA
joue un role anti-apoptotique dans un modeéle murin d’apoptose neuronale et
oligodendrocytaire (Liot et al., 2006 ; Correa et al., 2011). De plus, Correa et collaborateurs
ont montré que cet effet anti-apoptotique était la résultante de la fixation du domaine EGF-
like du tPA sur le récepteur EGF a la surface des neurones et des progéniteurs

d’oligodendrocytes.

Le tPA présente 40% d’homologie structurelle avec le FXII. Cette homologie concerne surtout
les domaines EGF-like qu’ils ont en commun. Ainsi nous pouvons nous poser la question, le

FXIl, comme le tPA, module-t-il 'apoptose cérébrale ?

A I'heure actuelle, seuls les réles du FXIl dépendant de son domaine catalytique et de son
domaine fibronectine de type 2 sont établis. L’expression du FXII dans le SNC reste peu claire.
Gobel et collaborateurs ont montré une expression du FXIl au niveau de la moelle épiniere
chez la souris. Toutefois I'immunohistochimie réalisée ne précise pas le type cellulaire
impliqué (Gobel et al., 2016). Ainsi, nous pouvons nous poser la question, le FXII est-il exprimé

dans le cerveau ?

Etude 1 : ROle du Facteur Xll sur I’apoptose neuronale

Cette premiere étude vise a étudier le réle du FXIl dans I'apoptose neuronale en répondant
aux questions suivantes :
- Laforme simple chaine FXIl joue-elle un réle sur I'apoptose neuronale ?
- Les autres formes du FXII, la forme double chaine aFXlla et la forme tronquée BFXIla,
ont-elles un réle sur I'apoptose neuronale ?

- Quel mécanisme est impliqué dans ces potentiels effets ?



Objectifs

Etude 2 : Expression du Facteur Xll dans le systéme nerveux central

Cette seconde étude permet de répondre aux questions suivantes :
- Le FXIl est-il exprimé dans le SNC ?
- Quel(s) type(s) cellulaire(s) cérébral(aux) exprime(nt) le FXII ?
- Lexpression du FXIl est-elle modulée au cours du développement et du

vieillissement cérébral?
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ETUDE 1 : Role du Facteur Xl dans
’apoptose neuronale

1) Avant-propos

a) Contexte de I'étude

L’activité catalytique de I'aFXlla présente divers effets dans la circulation, allant de
I'activation de la voie intrinseque de coagulation a des rbles pro-inflammatoires par la
production de BK (Cochrane et al., 1973). Le domaine Fibronectine de type 2 du FXIl a été
montré comme permettant son interaction avec le récepteur a I'uPA et ainsi promeut
I'angiogénese (Larusch et al., 2010). Suite a ces observations, les activités des domaines
catalytiques et fibronectine de type 2 du FXIl ont été établies comme déléteres dans des
pathologies du SNC. Le FXIl augmente le volume de Iésions suite a un modele murin d’ischémie
cérébrale (Kleinschnitz et al., 2006). Il stimule la génération de lymphocytes TH17 dans un
modele murin de SEP (Gobel et al., 2016). Il participe également au déclin cognitif dans un
modeéle murin d’AD (Chen et al., 2017). Néanmoins le role des autres domaines du FXIl et

notamment le réle des domaines EGF-like du FXII n’a pas encore été identifié.

Le FXII est une sérine protéase présentant des homologies structurelles avec d’autres comme
le tPA et notamment au niveau des domaines EGF-like qu’ils ont en commun (Stavrou et
Schmaier, 2010). Contrairement au FXII, une expression et des roles du tPA ont déja été décrits
dans le cerveau. Le tPA est exprimé par les neurones corticaux et promeut in vitro leur survie
en diminuant leur apoptose via la fixation de son domaine EGF-like sur le récepteur EGF

(Louessard et al., 2016 ; Correa et al., 2011).

b) Question posée

Le FXII, comme le tPA, influence-t-il I'apoptose neuronale ?



c) Méthodes

Le laboratoire Phind U1237 dispose d’un modeéle d’apoptose neuronale. Il consiste a sevrer
les neurones corticaux murins en développement. Dans ce travail nous avons étudié, dans ce
modele d’apoptose, I'influence du FXIl et de sa forme active aFXlla. Différentes approches
pharmacologiques ont permis d’explorer la survie neuronale, I'expression protéique et les

interactions protéine-protéine.

d) Principaux résultats

Cette étude a permis de mettre en évidence un réle anti-apopototique du FXIl et de
I'aFXlla et le mécanisme impliqué.
- Le FXll et sa forme active aFXlla se fixent et activent le récepteur EGF
- Le domaine catalytique actif de I'aFXlla permet un clivage du pro-HGF et une activation
du récepteur MET par I’"HGF néoformé.
- La coopération EGFR/MET phosphoryle les protéines signalétiques Erk 1 et 2 (MAPK),
ce qui entraine une diminution de la protéine pro-apoptotique Bax et une

augmentation de la protéine anti-apopototique Bcl-2
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Abstract

Coagulation Factor XII (FXIl) is a serine protease that participates in the intrinsic
coagulation pathway. Several studies have shown a deleterious role for plasmatic FXII
in cerebral ischemia and traumatic brain injury by promoting thrombo-inflammation.
Nevertheless, the direct impact of FXII on neuronal cell fate remains unknown. Here,
we found that single-chain FXII protects cultured neurons from apoptosis through a
growth factor-like effect. This mechanism was triggered by direct interaction with
epidermal growth factor (EGF) receptor, activation of this receptor and engagement of
anti-apoptotic intracellular pathways. Interestingly, the “proteolytically” active and two-
chain form of FXII, aFXlla, exerted additional protective effects by converting the pro-
form of hepatocyte growth factor (HGF) into its mature form, which in turn activated
HGF receptor (HGFR/c-Met) pathway. Lastly, the use of non-proteolytic FXII (aFXlla-
PPACK) unveiled an alternative EGFR and HGFR co-activation pathway, through co-
receptor transphosphorylation. This study describes novel mechanisms of action of
FXII and discloses neurons as target cells for the protective effects of single and
double-chain forms of FXII. Overall, it contributes to underline the interrelations

between growth factors and blood serine proteases.



Introduction

Factor XlI (FXII), also known as Hageman Factor, is a 80 kDa serine protease (EC
3.4.21.38) with various effects in the circulation, ranging from activation of the phase
contact (“intrinsic”) coagulation pathway to pro-inflammatory actions [1]. FXII is
primarily produced as a single-chain enzyme (“zymogen”), secondarily activated to its
two-chain form aFXlla by plasma Kallikrein or by auto-activation when bound to some
biological or artificial surfaces [2]. Although most of the reported actions of FXII are
due to the proteolytic activity of its active form aFXlla, proteolytic and non-proteolytic
actions of the zymogen FXII have also been reported [3,4,5]. Several receptors,
including uPAR and Epidermal Growth Factor (EGF) receptor (EGFR) [3,4,6] have
been suggested to mediate these non-proteolytic effects.

Chymotrypsin-like serine proteases form a family of multi-domain proteins with mosaic
structures. In addition to similarities in their trypsin like protease domains, these
proteins share non-proteolytic domains such as Kringle or EGF-like domains. These
structural similarities suggest that, beyond their common protease activity, serine
proteases can share similarities in their non-proteolytic actions. In particular, the
domain composition of the serine protease tissue-type plasminogen activator (tPA), is
very similar to that of FXII: tPA displays two kringle domains and one EGF-like domain,
while FXII displays one Kringle domain and two EGF-like domains. In earlier studies,
we have shown that tPA, by the virtue of its EGF-like domain, induces anti-apoptotic
effects in oligodendrocytes and neurons by binding to EGF receptor (EGFR) [7,8]. In
light of the foregoing, we hypothesized that Factor Xll could promote anti-apoptotic
effects in neurons by non-proteolytic actions.

Apoptosis of neurons is considered to play a significant role in several neurovascular
disorders including stroke, Alzheimer's disease, Parkinson's disease, Huntington's

disease, or amyotrophic lateral sclerosis [9,10,11]. In those pathological conditions,



apoptosis can result from oxidative stress, exposure to pro-apoptotic factors such as
apoptosis stimulating fragment (Fas) or tumor necrosis factor (TNF), or starvation from
trophic factors [7]. This latter condition can be mimicked in vitro by removing trophic
support from cultured neurons in a classical paradigm termed serum deprivation (SD)
[8].

Here, we report that FXII rescues cultured neurons from apoptosis by non-protease
actions involving the direct binding to EGFR and subsequent activation of the Erk1/2
intracellular pathway. Pharmacological inhibition of Erk 1/2 phosphorylation quenches
the FXII-mediated protection. In addition, we observe that aFXlla also promotes
indirect trophic effects: it converts the pro-form of hepatocyte growth factor (HGF) to
its mature form, which in turn protects neurons from apoptosis. Together, these data
indicate that both forms of FXII promote survival of neurons by a crosstalk between its

proteolytic and non-proteolytic effects.



Materials and methods

Materials

FXII, aFXlla and Corn trypsin inhibitor (CTI) were obtained from Enzyme Research
Laboratories. EGF receptor kinase inhibitor (AG1478) and NMDA inhibitor (MK801)
were obtained from Tocris Bioscience. FXIl chromogenic substrate (S-2302) was
obtained from Werfen. Rabbit anti-pErk1/2 (#9102), anti-Erk1/2 (#9101) and anti-
EGFR (#4267) antibodies were purchased from Cell Signaling. Anti-HGF (SBF5)
antibody and recombinant mature HGF (PHG0254) were obtained from Invitrogen.
Blocking anti-HGF (sc1356) and Anti-pMET (sc101736) antibodies were obtained from
Santacruz. Anti-Actin (A2066), Anti-Bax (sc7480) and anti-Bcl-2 (sc7382) antibodies
were purchased from Sigma. PPACK (H-D-Pro-Phe-Arg-Chloromethylketone
trifluoroacetate salt) was obtained from Bachem. The biotinylation kit, EZ-link® Sulfo-
NHS-LC-Biotinylation kit was purchased from Thermo Scientific. Anti-uPAR (MAB531)
antibody was obtained from R&D Systems. Erk Inhibitor (SCH772984) was obtained
from Selleckchem. Recombinant human HGF Propeptide (proHGF, 7057-HG-010) and
anti-MET total antibody (AF527) were obtained from R&D Systems. JNJ-38877605

was was kindly provided by Janssen Pharmaceutica..

Primary murine neuronal cortical cultures

Murine neuronal cultures were prepared as previously described in Liot et al [8].
Neuronal cortical cultures were obtained from fetal mice at EL5—-E16. Cortices were
dissociated and plated on 24-well plates coated with poly-D-lysine (0.1 mg/mL) and
laminin (0.02 mg/mL). Cells were cultured in DMEM supplemented with 2 mM
glutamine, 5% horse serum and 5% fetal bovine serum. Cultures were maintained at

37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere. Cytosine -D-arabinoside (10 uM) was



added after 3 days in vitro (DIV) to inhibit non-neuronal proliferation. All experiments

were performed at DIV7.

Serum deprivation-induced apoptosis model

Serum deprivation (SD) was induced by the exposure of neuronal cultures (DIV7) to a
serum-free DMEM and characterized as previously described[9]. Controls were
maintained in serum-containing medium. MK801 (1 puM) was added to prevent
secondary NMDA receptor activation. Cells were treated with FXII, aFXlla or aFXlla-
PPACK. Inhibitors were added simultaneously to treatment (unless otherwise stated in
the text). Before fixation on 4% paraformaldehyde, cells were stained with 0.4% trypan
blue for 15 min after 24 h of SD. Neuronal cell injury was quantified by counting trypan
blue positive cells in four random fields per well. The percentage of neuronal death
was determined as the number of trypan blue positive neurons after SD compared with
the total neuron number. The mean values of trypan blue positive neurons in sham
washed control conditions were substracted from experimental values to yield the

specific effect of the tested conditions.

Western Blot

After solubilization in a lysis buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0.5% Triton X-100)
containing protease and phosphatase inhibitor cocktails (1/100), cell lysates were
centrifuged for 20 min at 12 000 g and supernatants were harvested. Protein
concentrations were calculated by using the BCA Protein Assay Reagent (#23225
Pierce, Rockford, IL, USA). Protein samples (20 ug) were separated by using a sodium
dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis and transferred into a polyviny-

lidene difluoride membrane. Membranes were blocked for 2h in Tween 20-Tris Base



Solution with 1% BSA and incubated overnight at 4°C with the specific primary
antibody at the following concentrations: for anti-Bax and anti-Bcl-2 at a dilution of
1/200; anti-aEGFR, anti-pErk, anti-Erk total and anti-Actin at 1/1000; anti-MET total
and anti-aHGF at 1/500; anti-pMET at 1/250. After washes and 1h of incubation with
the corresponding peroxidase secondary antibody, proteins were revealed with a

chemiluminescence ECL select immunoblotting detection system (GE).

EGFR crossed Immunoprecipitation assays

Biotinylated FXIl and aFXlla (Biot-FXII and Biot-aFXlla respectively) were produced
following manufacture’s kit (EZ-link® Sulfo-NHS-LC-Biotinylation). After treatment
during 24h with 125nM of Biot-FXIl and Biot-aFXlla, lysed cultured cortical neurons
(DIV 7) (100 pg of total protein) were incubated overnight at 4 °C with an antibody anti-
EGFR (6 ug, Cell Signaling, #4267) and then coupled to protein G—Sepharose. Then,
immunoprecipitated proteins were separated by 7.5% SDS-PAGE, and immunoblots

were revealed with Extravidin peroxidase (1/2000) [7].

aFXlla-PPACK generation

To inhibit completely aFXlla proteolytic’s activity, 250 nM of aFXlla was incubated with
PPACK (H-D-phe-pro-arg-chloromethylketone; 1000 nM) for 30 minutes at room
temperature in Hepes-buffer (25 mM Hepes, pH=7.4, 150 mM NaCl, 1 mg/ml BSA).
After incubation, free PPACK was extensively dialyzed. We then used FXII
chromogenic substrate s-2302 to confirm the complete blockade of aFXlla-PPACK

proteolytic activity.



FXII auto-activation at the surface of neurons

Serum deprivation (SD) was induced in a time dependent-manner (1h, 3h, 6h and 24h)
with 125 nM of single-chain FXIl. Then, the supernatants were collected. The
conversion of FXII into the two-chain form was determined using FXII chromogenic

substrate s-2302.

Statistical analysis

All results are expressed as mean SEM. For in vitro experiments, the n value
corresponds to n different well pools derived from independent dissections. For group
comparison, Kruskal-Wallis tests were used followed by Mann—Whitney U-tests as

post-hoc tests.



Results

FXIl induced anti-apoptotic effects on neurons by activating EGFR and
subsequent signaling pathways

Our first approach was to test the effect of single-chain FXII in cortical neurons
subjected to serum deprivation (SD), a paradigm that has been classically used to
model apoptosis. We observed that FXIl exerted a dose-dependent anti-apoptotic
effect on cortical neurons (Figure 1). Our hypothesis to explain this effect was that
FXIl, as previously reported for tPA [7,8], could act, at least in part, via binding to EGFR
and activating this receptor. To address this question, we treated cortical neurons with
biotinylated FXII, extracted the proteins and subjected them to immunoprecipitation
(IP) using an anti-EGFR antibody (Figure 2A). We detected biotinylated FXII among
the EGFR-immunoprecipitated proteins as a ~80kDa band revealed by peroxidase-
coupled avidin (Figure 2A), at the same molecular weight as biotinylated FXII ran in
parallel. This protein was absent in untreated cells (control). In parallel, the above
immunoprecipitated material showed a band at approximately 175 kDa corresponding
to EGFR, when revealed with anti-EGFR antibodies (Figure 2A). These data show
that FXII and EGFR are part of a same protein complex in FXlI-treated neurons.
Then, we asked whether the interaction of FXIl with EGFR, and the subsequent
activation of this receptor could be responsible for the anti-apoptotic effect of FXII on
neurons. In line with this hypothesis, the inhibitor of EGF receptor kinase, AG1478 (5
M), reversed the effect of FXII on neurons during SD in a dose-dependent manner,
while it showed no effect when applied alone (Figure 2B).

EGFR activation can trigger several signaling cascades, including mitogen-activated
protein kinase/extracellular regulated kinase (MAPK/Erk). Moreover, Tyrl068 in

EGFR, the residue phosphorylated upon FXII treatment, is involved in the transduction



of EGF signal through Erk pathway [12]. Here, we observed that single-chain FXII (125
nM) induced the rapid (within 5 minutes) and transient (<1h) phosphorylation of Erk1/2
(Figure 3A). In accordance with these results, the pre-treatment with MEK/Erk Y%
inhibitor (SCH7772984, 5 uM) reversed the anti-apoptotic effect of FXIl (Figure 3B).
Together, these data show that the activation of EGFR by FXII triggers Erk activation,
and that this pathway actively participates in the anti-apoptotic effects of FXII in
neurons.

Apoptosis is regulated by a balance between pro- and anti-apoptotic factors that
control downstream protease activity of effector caspases and subsequent cell death.
Here, we studied whether the pro-apoptotic factor Bax and the anti-apoptotic factor
Bcl-2 are regulated by FXII during SD. We observed that after 24h of SD, as compared
to 1h, treatment with FXII (125 nM) significantly decreased Bax expression, while it
induced the up-regulation of Bcl-2 (Figure 3C), thus reducing the ratio between pro-
and anti-apoptotic factors. These data show that single-chain FXII triggers anti-

apoptotic pathways in neurons subjected to SD.

FXII promotes HGF maturation, leading to HGFR-mediated anti-apoptotic effects
FXII can be activated from a single-chain form (FXII) to a more proteolytically active
two-chain form (aFXlla) [5] (Figure 4a). Our next step was to investigate if aFXlla
showed the same anti-apoptotic effects than its single chain form, FXIl. When applied
to cortical neurons during SD, aFXlla exerted an anti-apoptotic effect, although at
slightly higher doses than FXII (Figure 4B). Noteworthy, in contrast to what observed
for FXII, the anti-apoptotic effect of aFXlla was not completely reversed by the inhibitor
of EGFR activation alone, AG1478 at 5 nM (Figure 4C). Moreover, we observed that

proteolytically inactive aFXlla (aFXIla-PPACK) still retain an antiapoptotic capacity



(Supplemental Figure 1A). Thus, we wanted to study if aFXlla also acts via binding
to EGFR. We repeated the immunoprecipitation studies with biotinylated aFXlla,
confirming that we detected biotinylated aFXlla among the EGFR-immunoprecipitated
proteins as a ~50kDa band revealed by peroxidase-coupled avidin (Figure 4D), at the
same molecular weight as biotinylated aFXlla ran in parallel. These data show that
aFXlla and EGFR are part of a same protein complex in aFXlla-treated neurons.
Interestingly, the blockade of EGFR alone by AG1478 is not sufficient to block aFXlla.
Because aFXlla differs from FXII by its proteolytic activity, we wondered whether this
activity could be involved in its anti-apoptotic function. To address this question, we
co-treated neurons subjected to SD with aFXlla and Corn Trypsin Inhibitor (CTI) an
inhibitor of its proteolytic activity. CTI reversed the antiapoptotic effect of aFXlla when
applied at the dose of 10 uM, but no at 4 uM (Figure 4E). Interestingly, although neither
AG1478 nor CTI (4 uM) interfered with the anti-apoptotic action of aFXlla when added
alone, the combination of both partially reverted the protection by aFXlla (Figure 4F).
Together, these results suggest that aFXlla exerts anti-apoptotic effects on neurons
by a combination of proteolytic and non-proteolytic (“growth factor-like”) effects.

The proteolytic activity of aFXlla is known, among other actions, to induce the
activation of hepatocyte growth factor (HGF) from its pro-form to its active form [13],
which in turn can activate its receptor, HGFR (also known as c-Met). We thus
hypothesized that the effect of aFXlla could be mediated by the proteolytic activation
of HGF and a subsequent stimulation of HGFR. When we co-treated neurons
subjected to SD with aFXlla and sc1356, a blocking antibody of HGF [14], the anti-
apoptotic effect of aFXlla was completely reversed (Figure 5A). The same result was

obtained when using JNJ, an inhibitor of HGFR phosphorylation (Figure 5B). These



data show that aFXlla triggers the activation of HGF, which in turn acts on HGFR to
provide anti-apoptotic effects in neurons.

FXII activation into aFXlla can occur either by the action of proteases [1], or by surface-
meditated auto-activation in certain conditions [1,2]. Thus, we wanted to study whether
FXII could be auto-activated at the surface of neurons. By the use of a chromogenic
substrate specific for aFXlla activity, we observed that FXII underwent activation into
its two-chain form at the surface of neurons (Figure 6A) and not in the absence of
cells. Considering the protective effect of aFXlla described above (Figure 5), we
hypothesized that protease-mediated mechanisms could also be involved in FXII anti-
apoptotic effects. Indeed, the anti-apoptotic effect of FXII was also reversed by CTI
(Figure 6B). Furthermore, in purified conditions, incubation of proHGF with either FXII
or aFXlla led to an increase in the amount of mature HGF (Supplemental Figure 2).
That may account in our conditions for an increased activation of pro-HGF in mature
HGF by the protease activity which comes up from the activation of FXII into its
protease-active form (Figure 6A). As previously observed with aFXlla, FXIl effects
were also reversed by JNJ (Figure 6C) and sc1356 (Figure 6D). Finally, incubation of
neurons with FXII led to phosphorylation of HGFR (Figure 6F), which reflects its
activation. These data indicate that FXIl can protect from apoptosis by protease-
mediated, HGF-mediated effects, in addition to its protease-independent, EGFR
mediated effects (Figure 2-3). In accordance with this, we observed that
proteolytically-inactive PPACK-aFXlla showed a residual, protease-independent, anti-
apoptotic effect (Supplemental Figure 1A) reversed by AG1478 (Supplemental
Figure 1B). Interestingly enough, this anti-apoptotic effect was also blocked by JNJ,
showing that HGFR pathway is activated (Supplemental Figure 1C). We

hypothesized that EGFR and HGFR could be active via a co-receptor crosstalk. To



test if EGFR could transphosphorylate and activate HGFR independently of mature
HGF generation, as reported previously, we added sc1356 at 100 mg/mL to block a
putative interaction between HGFR and an extracellular ligand. The EGFR-dependent
anti-apoptotic effect of aFXlla-PPACK was not reversed when blocking the binding of
HGF to HGFR (Supplemental Figure 1D), whereas — as described above - it was
reversed when the phosphorylation of HGFR was blocked using JNJ. These results
support the transphosphorylation of HGFR by the activation of EGFR by FXII. Finally,
since it has been shown FXII activates EGFR signaling though uPAR [4] we also tested
this hypothesis using a uUPAR blocking antibody. Nevertheless, FXII antiapoptotic effect

seems independent of uPAR activation in this context (Supplemental Figure 3).

Discussion

This study describes the anti-apoptotic effects of FXIl against SD-induced apoptosis in
neurons. We report that this effect is due to a combination of direct “growth factor-like”
effects via the EGFR and proteolytic effects via the activation of the HGF/HGFR
pathway. Interestingly enough, we also observed a crosstalk between EGFR and
HGFR in the absence of HGF maturation.

We propose a model in which FXII can induce part of its effects via the direct binding
to EGFR, the subsequent activation of this receptor, the triggering of Erk pathways and
the modulation of Bcl-2/Bax balance towards anti-apoptotic effects in neurons. In
parallel, FXII can be activated to its two-chain, proteolytically active form aFXlla which
in turn activates proHGF into mature HGF. Mature HGF can then activate its receptor
HGFR to induce additional anti-apoptotic effects.

This is the first description that FXII, in addition to its largely described effects in

thrombosis and inflammation, can induce anti-apoptotic effects on neurons. It



complements the previous reports on anti-apoptotic effects of the structurally related
serine protease tPA on neurons [8] and oligodendrocytes [7]. While non-proteolytic,
growth factor-like effects were reported before for tPA in neurons [15], the present work
is the first one to show such effects for FXIl in neurons. The presence of EGF-like
domains in both proteins (one in tPA, two in FXII) could explain why both proteins can
induce these similar trophic effects by directly binding to EGFR and activating it.

We report here that FXII activates MAPK/Erk pathway in neurons by a growth-factor
like effect, which corroborates previous studies in endothelial cells [4] and aortic
smooth muscle cells [16]. In line with this, tPA, via EGFR activation, activates Bcl2 and
inhibits Bax [7], similarly to what reported here for FXII. Together, these studies seem
to indicate that growth factor-like activity of serine proteases such as FXIl and tPA
trigger in neurons the same anti-apoptotic pathways than genuine growth factors.

In addition to this direct growth factor-like effect due to binding to EGFR, we report that
FXII, in its proteolytic form aFXlla, induces additional indirect growth-factor like effects
by promoting the maturation of HGF, which in turn activates its receptor, HGFR. HGF
is linked to the blood coagulation and fibrinolytic system not only structurally but also
functionally. In fact HGF is similar to plasminogen, contains four kringle domains and
a serine protease homology domain that lacks proteolytic activity [17]. It stimulates
migration and survival of endothelial cells to repair blood vessels [18]. Thus, It is
rational that blood coagulation system triggers activation of a growth factor that
promotes angiogenesis. Here, we provide fresh knowledge on proteolytic action of FXII
on HGF/HGFR leading to neuroprotection against cell death. Similar indirect trophic
effects were reported before for tPA, although in a different context: by activating
plasmin, tPA can convert heparin-bound EGF into free EGF, leading to subsequent

EGF signaling.



Surprisingly, we observe that even in the absence of HGF maturation, HGFR pathway
can be activated by EGFR transphosphorylation. This crosstalk between EGFR and
HGFR has been reported previously in cancer cell survival pathways. However, is the
first time to our knowledge to be addressed in neurons under apoptotic conditions
[19,20].

Overall, these aforementioned works suggest that serine proteases with growth factor-
like domains could in specific conditions substitute trophic molecules such as cytokines
or growth factors to promote survival of brain cells. In addition to tPA and FXII, several
other serine proteases contain growth-factor like domain, such as urokinase or HGF
activator (HGFA) [21]. The conservation of these domains in several of these mosaic
proteins is intriguing on an evolutionary point of view. Some of the functions of these
proteases are redundant, while others are specific, which may explain their
maintenance over evolution. Strikingly, these different studies point out the fact that
serine protease such as tPA or FXII, and growth factors such as EGF or HGF are
redundant and pleiotropic actors which take part in interrelated networks, in which
serine proteases can facilitate growth factor maturation and activate their receptors to
induce trophic effects.

FXII has been referred to as a “mysterious” protease, and the question of the real
function of FXII has even been asked [22]. In addition to the two major physiological
functions attributed to FXIl -maintenance of thrombus stability and regulation of
vascular permeability- its anti-apoptotic action should emerge as an important function
and may help explaining the evolutionary maintenance of this protease.

The present study should inspire further works concerning the effects of FXII on
neuronal death in in vivo models of brain injury. First of all, a thorough description of

FXII expression in brain cells is still lacking and should be the purpose of further studies



using appropriate and reliable tools. Considering that it exerts common mechanisms
of action with tPA, FXII may induce protective effects in models where tPA has already
been shown to do so. Indeed, the growth factor-like effects of tPA (produced by brain
cells or exogenously administered) have been shown to induce protection to brain cells
in several in vivo animal models of brain injury [7,15,23,24] independently of its effect
in the circulation. Several studies in animal models of brain diseases have reported
deleterious effects of FXIl [25,26,27,28]. Noteworthy, these deleterious effects are
attributed to pro-thrombotic or pro-inflammatory effects of FXII. The protective effects
of FXII described here may have been masked in those conditions. Nevertheless, is
important to note that the doses used in this study are well below the plasma
concentrations of FXIl (12.5 nM to 125 nM in the present study, versus 375 nM in
plasma) [29]. Thus, in case of blood brain barrier leakage, the deleterious effects of
FXII observed in different brain models could be modulated by its beneficial effects.
Besides, the FXII benefits may be unveiled in models where the impact of apoptosis is
superior to those of thrombosis or inflammation. These studies should thus help further
understanding how FXII acts in brain diseases as a unique serine-protease at the

interface of thrombosis, inflammation and cell survival.
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Figure and Figure Legends
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Figure 1. Factor XIlI (FXII) rescues neurons from serum deprivation-induced apoptosis.
Quantification of neuronal death following 24h of serum deprivation (SD) alone or in the
presence of recombinant FXIl (12,5-250 nM). Error bars represent the mean + SEM. Symbols

indicate significantly different from serum deprivation by Mann Whitney (*** p < 0.001, n =
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Figure 2. FXII interacts with and activates Epithelial Growth Factor Receptor (EGFR) to
mediate its antiapoptotic effects in neurons. (A) 100 ug of total proteins from lysates of
untreated (SD) or biotinylated FXII (Biotin-FXIl)-treated mouse neurons (125nM) or purified
Biotin-FXIl were subjected to immunoprecipitation (IP) using a-EGFR antibody followed by
detection with either peroxidase-coupled avidin or with a-EGFR. As a control, the same
procedure was performed by omitting the o-EGFR (No Ab). Factor XIl and alpha-Factor Xlla
are indicated as FXIl or a.FXlla, respectively. Representative images of immunoblots from three
individual experiments are presented. Numbers indicate molecular mass of standard proteins
in kilodaltons (KDa). (B) Quantification of neuronal death following 24h of either SD alone
(blue) or SD in the presence of 125 nM FXII (yellow) with or without 5 uM of the EGFR kinase
inhibitor, AG1487 (green; mean + SEM; n = 16 in 4 different experiments). *** and ###, p <

0.001 significantly different from SD and FXII respectively. CTRL: control.
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Figure 3. Antiapoptotic effect of FXII implicates activation of Erk1/2 intracellular pathway
and targets antiapoptotic pathways. (A) Immunodetection of total and phosphorylated
Erk1/2 forms (denoted with a prefix, tot and p respectively) in 20 pg of total proteins from
lysates of neurons subjected to SD in the presence of 125 nM FXII after 5, 30’ and 1h of
incubation. Actin was used as a loading control. Total forms of Erk1/2 was used as a control.
Representative images of four independent experiments are presented. *, p < 0,05
significantly different from corresponding SD. (B) Quantification of neuronal death following
24 h of either SD alone or SD in the presence of 125 nM FXII (yellow) with or without 5 uM
Erk1/2 inhibitor, SCH772984 (green; mean * SEM; n = 16 in 4 different experiments). *, p <
0,05 and #, p < 0,05 significantly different from SD. (C) Immunodetection of Bax and Bcl-2 in
20 ug of total proteins from lysates of neurons subjected to SD in the presence of 125 nM FXII
at different times (1h and 24h). Representative images from three individual experiments are

presented. Actin was used as loading control.
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Figure 4. Active alpha-Factor XIlI (aFXlla) rescues neurons from serum deprivation-induced
apoptosis, but the mechanism is only partially dependent on EGFR activation. (A)
Quantification of neuronal death following 24h of either SD alone or SD in the presence of
recombinant aFXlla (12,5—-125 nM). Error bars represent the mean + SEM. Symbols indicate
significantly different from SD by Mann Whitney (** p < 0.01, n = 16 in 4 different
experiments). (B) Quantification of neuronal death following 24h of either SD alone or SD in
the presence of 125 nM aFXlla (orange) with or without 5 uM EGFR kinase inhibitor, AG1478
(green; mean + SEM; n = 16 in 4 different experiments). ***, p < 0,001 and no significantly
different from SD and aFXlla respectively. (C) 100 pg of total proteins from lysates of
untreated (SD) or biotinylated aFXlla (Biot-aFXlla)-treated mouse neurons (125nM) or
purified Biot-oFXlla were subjected to immunoprecipitation (IP) using o-EGFR antibody
followed by detection with either peroxidase-coupled avidin or with olEGFR. As a control, the
same procedure was performed by omitting the a-EGFR (No Ab). Factor Xll and alpha-Factor
Xll are indicated as FXII or a-FXlla, respectively. Representative images of immunoblots from

three individual experiments are presented. Numbers indicate molecular mass of standard



proteins in kilodaltons. (D) Quantification of neuronal death following 24h of either SD alone
or SD in the presence of 125 nM aFXlla (orange) with or without 4 or 10 uM FXlla inhibitor,
Corn trypsin inhibitor, CTI (green; mean + SEM; n = 16 in 4 different experiments). ***, p <
0,001 and #, p < 0.05 significantly different from SD and aFXlla respectively. (E) Quantification
of neuronal death following 24h of either SD alone or SD in the presence of 125 nM aFXlla
(orange) with or without 4 uM CTl and 5 uM AG1478 (green; mean + SEM; n = 16 in 4 different
experiments). *, p <0,05 and #, p < 0.05 significantly different from SD and aFXlla respectively.
CTRL: Control.
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Figure 5. The antiapoptotic effect of aFXlla is also dependent on HGF conversion and
HGFR/c-MET activation. (A) Quantification of neuronal death following 24h of either SD alone
or SD in the presence of 125 nM aFXlla (orange) with or without a blocking antibody of HGF
(green; mean + SEM; n = 16 in 4 different experiments). **, p < 0,01 and #, p < 0.05 significantly
different from SD and aFXlla respectively. (B) Quantification of neuronal death following 24h
of either SD alone or SD in the presence of 125 nM aFXlla (orange) with or without 500 nM
JNJ, an inhibitor of MET phosphorylation (green; mean + SEM; n = 16 in 4 different

experiments). *, p <0,05 and #, p < 0.05 significantly different from SD and aFXlla respectively.
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Figure 6. FXIl auto-activation during SD triggers HGF maturation and resultant mature HGF
interacts with HGFR/c-MET to mediate its antiapoptotic effects in neurons. (A) Supernatants
of neurons subjected to SD in the presence or not of 125 nM FXII during 1h to 24 h were
incubated with 800 UM chromogenic substrate S-2302 (yellow; conditions with neuron). In
control 125 nM FXIl in DMEM was incubated during 1h to 24h at 37°C (green; condition
without neurons). Changes in OD 405 nm were continuously monitored on a microplate
reader. (B) Quantification of neuronal death following 24h of either SD alone or SD in the
presence of 125 nM FXIl (yellow) cotreatment with or without 4 uM aFXlla inhibitor, corn
trypsin inhibitor, CTI (green; mean + SEM; n = 16 in 4 different experiments). *** and ###, p <
0.001 significantly different from SD and FXIl respectively. (C) Quantification of neuronal death
following 24h of either SD alone or SD in the presence of 125 nM FXII (yellow) with or without
500 nM JNJ, an inhibitor of MET phosphorylation (green; mean + SEM; n = 16 in 4 different
experiments). *, p < 0,05 and no significantly different from SD and FXII respectively. (D)
Quantification of neuronal death following 24h of either SD alone or SD in the presence of 125

nM FXII (yellow) with or without 50-100 ng/mL sc1356, a blocking antibody of HGF (green;



mean + SEM; n = 16 in 4 different experiments). *, p < 0,05 and ###, p < 0.001 significantly
different from SD and FXII. (E) The phosphorylated form of MET was immunodetected in 20
ug of total proteins 20 pg of total proteins from lysates of neurons subjected to SD in the
presence of 125 nM FXII. Total MET was used as a control. Representative images from four
individual experiments are presented and the relative quantification. *, p < 0,05 different from

SD and FXII.
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Supplemental Figure 1. Proteolytically inactive alpha-Factor XIlI (aFXlla-PPACK) retains an
antiapoptotic capacity dependent on EGFR activation and HGFR(c-MET) activation by
transphosphorylation. (A) Quantification of neuronal death following 24h of either SD alone
or SD in the presence of recombinant aFXlla-PPACK (12,5-125 nM). Error bars represent the
mean * SEM. Symbols indicate significantly different from SD by Mann Whitney (** p < 0.01,
n =16 in 4 different experiments). (B) Quantification of neuronal death following 24 h of either
SD alone or SD in the presence of 125 nM aFXlla-PPACK (purple) with or without 5 uM EFGR
kinase inhibitor, AG1478 (green; mean + SEM; n = 16 in 4 different experiments). **, p < 0,01;
#, p < 0.05 and no significantly different from SD and aFXlla respectively. (C) Quantification
of neuronal death following 24 h of either SD alone or SD in the presence of 125 nM aFXlla-
PPACK (purple) with 500 nM JNJ, an inhibitor of c-MET phosphorylation (green; mean + SEM;
n = 16 in 4 different experiments). *, p < 0,05 and #, p < 0.05 significantly different from SD

and FXII respectively. (D) Quantification of neuronal death following 24 h of either SD alone



or SD in the presence of 125 nM aFXlla-PPACK (purple) with 50 ng/mL sc1356, a blocking
antibody of HGF (green; mean = SEM; n = 16 in 4 different experiments). *, p < 0,05

significantly different from SD .
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Supplemental Figure 2. FXIl, aFXlla convert ProHGF in mature HGF in purified
conditions. Pro-HGF (52 nM) was incubated at 37°C for 4 h without proteases (lane 1) or with
5,2 nM FXIl, aFXlla, and aFXlla-PPACK. Immunodetection of aHGF after incubation.

Representative images of four independent experiments are presented.
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Supplemental Figure 3. Blocking antibody of uPAR MAB531 does not reverse anti-apoptotic
effect of FXIl. Quantification of neuronal death following 24 h of either SD alone or SD in the
presence of 125 nM FXII (yellow) with or without 25 ug/mL uPAR blocking antibody, MAB531
(green ; mean + SEM; n = 16 in 4 different experiments). *** and #, p < 0.05 significantly

different from SD and FXIl respectively. CRTL: control; NS: non significant
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Cette étude a permis de démontrer un role antiapopotique du FXIl in vitro sur les neurones
corticaux murins. Toutefois est-ce un rdle du FXII traversant la BHE ou un réle du FXII

parenchymateux ? Cette seconde étude vise a déterminer si le FXII est exprimé dans le SNC.



ETUDE 2 : Expression du Facteur XI|
dans le systeme nerveux central

1) Avant-propos

a) Contexte de I'étude

Le FXII, également connu sous le nom de Facteur Hageman, est une sérine protéase de 80
kDa (Stavrou et Schmaier, 2018). La forme simple chaine FXII est produite et sécrétée par le
foie. Une fois activé dans la circulation sanguine, le FXIl initie la phase contact, lui conférant

des effets pro-coagulants et pro-inflammatoires (Renné et al., 2012).

De récentes études ont montré une expression du FXII par la moelle épiniere de souris, les
neutrophiles humains et les fibroblastes pumonaires humains (Gobel et al., 2016 ; Stavrou et
al., 2018 ; Jablonska et al., 2010). Ces études constituent les seules montrant une expression

du FXIl en dehors du foie.

Au vu des résultats de notre premiere étude nous avons trouvé pertinent d’étudier plus en

détail I'expression du FXII par le systéme nerveux central.

b) Question posée
Le FXII est-il exprimé dans le SNC ?

c) Meéthodes

Afin de répondre a la question posée, des analyses protéiques et transcriptionnelles ont
été réalisées permettant la caractérisation de I'expression du FXII par les différentes régions

cérébrales chez la souris adulte, en développement et vieillissante. Les techniques de qPCR et

d’immunohistochimie ont donc été utilisées.



Principaux résultats

Les analyses protéiques ont révélé une expression du FXIl par les neurones corticaux,

hippocampaux et striataux.

Les analyses transcriptionnelles ont révélé :

In vitro, une expression des ARNm du FXII par les neurones et les astrocytes.
In vivo, une expression des ARNm du FXIl dans les différentes régions
cérébrales étudiées (cortex, striatum, cervelet et hippocampe).

Une augmentation de [|’expression des ARNm du FXIl au cours du
développement dans le cervelet, le striatum et le cortex.

Une augmentation de I'expression des ARNm du FXII au cours du vieillissement

dans le cervelet.



2) Introduction

Le facteur XII (FXII) est une sérine protéase de 80 kDa, produite et sécrétée par le foie. Il
est dérivé du gene F12, situé sur le chromosome 13, composé de 13 introns et de 14 exons
(Citarella et al., 1988). Sa concentration plasmatique est trés élevée, 30 ug / mL ou 375 nM.
(Citarella et al., 1988). Le FXIl présente diverses effets dans la circualtion, allant de I'activation
de la coagulation a des rdles pro-inflammatoires via la production de Bradykinine (Cochrane
et al., 1973). Plus récemment, des études ont identifié des réles du FXIl dans le systeme
nerveux central (SNC). En effet, le FXIl a été décrit comme augmentant le volume de Iésion
suite a un modele murin d’ischémie cérébrale (Kleinshmith et al., 2006), que le FXII stimulait
la génération de lymphocytes TH17 dans un modéle murin de sclérose en plaques (Gobel et
al., 2014) et enfin que le FXII contribuait au déclin cognitif dans un modéle murin de la maladie
d’Alzheimer (Chen et al., 2017). Ainsi le FXIl semble délétere dans des pathologies affectant le

SNC.

Outre dans le foie, son expression reste peu étudiée. Une étude a montré une expression du
FXII dans la moelle épiniére de souris et que cette expression augmentait lors d’'un modele
murin de sclérose en plaques (Gobel et al., 2014). Cependant, I'immunohistochimie réalisée
n’indique par le type cellulaire impliqué (Gobel et al., 2014). Les neutrophiles circulant ont
également été décrit comme exprimant le FXII aussi bien a leur surface qu’en intracellulaire

(Stavrou et al., 2018).

Compte tenu de son role potentiel dans le SNC et des faibles informations concernant son
expression en dehors du foie, cette seconde étude a eu pour but d’étudier I'expression du FXII
dans le SNC. Des analyses protéiques et transcriptionnelles ont été effectuées pour
caractériser I'expression de FXII par les différentes régions du cerveau chez la souris adulte.
Par la suite, il a également été étudié ses variations d'expression transcriptionnelle au cours

du développement et du vieillissement de la souris.



3) Matériels et Méthodes

Animaux

Notre étude a été réalisée sur des souris males C57BL/6 d'dges différents et approuvées par
les autorités locales (loi n ° 87-848 du ministere de I'Agriculture et de la Forét) et européenne
(directives du Conseil des Communautés européennes du 24 novembre 1986, 86/609 / EEC).
Les souris C57BL/6 ont une durée de vie d'environ 26 mois. Quatre groupes de souris agées
ont été congus: 8 semaines, 7 mois, 17 mois et 22 mois, avec cing souris par groupe. Cing
groupes des souris en développement ont été congus : souris au jour embryonnaire 14 (E14),
jour embryonnaire 16 (E16), jour embryonnaire 18 (E18), jour postnal O (PO) et jour postnal 5
(P5), avec cing animaux par groupe. Les animaux ont été hebergés dans une piece a
température contrdlée sur un cycle de 12 heures de lumiere / 12 heures sans lumiére, avec

de la nourriture et de I'eau a volonté.

Immunohistochimie

Les souris ont été anesthésiées et perfusées transcardiaquement avec 0,9% de NaCl hépariné,
suivi d'un mélange de 2% de paraformaldéhyde et de 0,2% d'acide picrique dans du tampon
phosphate de sodium 0,1 M, pH 7,4 (150 ou 400 ml, respectivement). Les cerveaux ont été
retirés, lavés dans un tampon contenant 20% de saccharose et congelés dans Tissue-Tek
(Miles Scientific). Des coupes coronales (8-10 um) ont été réalisées par cryostat, recueillies
sur des lames de poly-D-lysine et stockées a -80 ° C. Les sections ont été incubées pendant
une nuit a température ambiante avec un anticorps primaire ou un cocktail d'anticorps
primaires dilués dans un tampon contenant 0,25% de Triton x 100. Trois rincages ont été
effectués dans un tampon a température ambiante. Tous les anticorps secondaires ont été
dilués (1: 800) dans un tampon contenant 0,25% de Triton x 100. L'incubation a été effectuée
a température ambiante pendant 1h30. Les sections lavées ont été recouvertes d'un milieu
de montage contenant du DAPI. Pour chaque série d'immunocoloration, les controles suivants
ont été effectués systématiquement sur les coupes adjacentes: L'omission d'anticorps
primaires ou secondaires dans des expériences d'immunomarquage n'a donné lieu a aucun
marquage spécifique. De plus, I'absence de réactivité croisée entre les anticorps lors

d'expériences d'immunomarquage multiple a été démontrée par I'omission d'un des anticorps



primaires et, par conséquent, par I'absence de détection de signal pertinent avec le cocktail

d'anticorps secondaires.

Les images ont été capturées numériquement a l'aide d'une caméra coolsnap couplée au
microscope Leica DM6000B (ORCA Flash 4-LT; Hamamatsu), visualisées avec le logiciel

Metamorph 5.0 (Molecular Devices) et traitées a I'aide du logiciel Image J.

L’anticorps anti-FXIl NBP1-94203 a été obtenu auprés de Novus Biologicals.
Les anticorps anti-NeuN MAB377 et anti-Olig2 MABNn50A4 ont été obtenus aupres de

Millipore.

Cultures primaires de neurones corticaux murins

Les cultures neuronales ont été préparées comme décrit précédemment dans Liot et
collaborateurs (Liot et al., 2006). Des cultures corticales neuronales ont été préparées a partir
de souris aux jours embryonnaires 15 et 16, E15-E16. Les cortex ont été dissociés et les
neurones ont été ensemencés sur des plaques 24 puits recouvertes de poly-D-lysine (0,1 mg
/ ml) et de laminine (0,02 mg / ml). Les cellules ont été cultivées dans du DMEM supplémenté
de 2 mM de glutamine, 5% de sérum de cheval et 5% de sérum de veau foetal. Les cultures
ont été maintenues a 37 ° C dans une atmosphére humidifiée a 5% de CO2. De la cytosine B-
D-arabinoside (10 uM) a été ajoutée aprées 3 jours in vitro (DIV) pour inhiber la prolifération

non neuronale. Toutes les expériences ont été effectuées apres DIV7.

Cultures primaires d’astrocytes murins

Des cultures d'astrocytes corticaux ont été préparées comme décrit précédemment dans
Briens et collaborateurs, a partir de souris de 0 a 2 jours postnatales (Briens et al., 2017). Les
cortex cérébraux ont été disséqués et dissociés dans le DMEM. Ensuite, les cellules ont été
étalées dans du DMEM supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal, 10% de sérum de
cheval et 2 MM de glutamine sur des plaques revétues de collagéne (0,05 mg / ml). Le milieu
a été changé deux fois par semaine. Les expériences ont été réalisées lorsque les cellules ont

atteint la confluence, aprés 7 a 9 jours in vitro.



Cultures primaires d’oligodendrocytes de rat (OPC)

Les cultures OPC ont été préparées comme décrit précédemment dans Leonetti et al. (Leonetti
et al., 2017). Les hémisphéres des rats Wistar nouveau-nés ou du premier jour postnatal ont
été dissociés mécaniquement et remis en suspension dans du DMEM (D5671, Sigma-Aldrich)
contenant 10% de sérum de veau foetal, 10% de sérum de cheval, 2 mM de glutamine
(25030024, Thermo Fisher Scientific), 0,5% de pénicilline/streptomycine (15140122, Thermo
Fisher Scientific). Les cellules ont été ensemencées en flasques revétues de poly-D-lysine (0,1
mg / ml) (P6407, Sigma-Aldrich) (Nunc, Wiesbaden, Allemagne). Aprés 10 jours de culture, les
flasques ont été agitées a 210 tr / min a 37 ° C pendant 3 h pour éliminer les microglies
faiblement adhérentes. Les OPC restants présents au sommet de la monocouche confluente
d'astrocytes ont été délogés en agitant pendant une nuit a 270 tr / min. La suspension de
cellules a été filtrée a travers un tamis de nylon de 40 um et ensuite pré-plaguée sur des boites
de Petri de qualité bactérienne pendant 1 heure. Les OPC non adhérents qui sont restés en
suspension ont été récupérés, filtrés a travers un tamis de nylon de 40 um et étalés a nouveau
sur des boites de Petri de qualité bactérienne pendant 30 minutes. La suspension cellulaire

d'OPC enrichie résultante a été comptée et ensemencée conformément au dosage effectué.

Extraction et Quantification des ARNtotaux

Les ARN totaux ont été extraits a partir de structures cérébrales avec le TR/ reagent (Sigma;
Lyon, France) selon le protocol du fabricant. En bref, les tissus ont été dissociés dans le TRI et
les ARN ont été isolés par addition de chloroforme. L'ARN total a été lavé avec de I'éthanol et
traité avec de la TURBO DNase (Ambion; Saint Aubin, France) pour éviter la contamination par
I'ADN. Les ARN totaux ont été quantifiés par spectrophotométrie (NanoDrop Technologies;

Wilmington, USA).

Transcription inverse

Nous avons effectué la transcription inverse a partir de 1 ug d'ARN total et du kit iScript (kit
de synthése d'ADNCc iScript Select, Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France) dans un volume total
de 20 plL avec les conditions de cycle suivantes: 42 ° C (90 min); 85 ° C (5min). Les produits

d'ADNCc ont ensuite été stockés a -20 ° C jusqu'a leur utilisation.



Quantitative PCR (gPCR)

La PCR quantitative a été préparée comme décrit précédemment dans Brukert et
collaborateurs (Bruckert et al., 2016). Des qPCR ont été effectuées a partir de 1 pL d'ADNc
dilué a 1:20 dans 15 pl au total d'une solution 1X de iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad;
Marnes-la-Coquette, France) contenant 200 nM de chaque amorce. Sur la base des séquences
codantes de I'ARNm (www.ensembl.org), des amorces spécifiques a la souris et au rat ont été
congues a l'aide du logiciel Primer3Plus  (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Les dosages ont été effectués en triplicat sur le
thermocycleur c1000 du systéeme temps réel CFX96 (Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France),
avec les conditions de cycle suivantes: 95 ° C (3 min); [95°C(2s),60°C(205s)]x39;70°C(30
s). Chaque plaque contient les échantillons entiers (en triple des 5 souris par groupe) pour un
géne et une structure cérébrale et les valeurs de Cq ont été obtenues a partir du logiciel Bio-
Rad CFX Manager (Bio -Rad; Marnes-la-Coquette, France). Les valeurs relatives de I'expression
des genes (quantité initiale) ont été calculées avec le logiciel Bio-Rad CFX Manager puis
corrigées avec chaque efficacité, déduites des séries de dilutions standard (1/5%™¢) via le

logiciel gbase+.

Les amorces pour le FXIl sont : sens 5 AGAACATCAGCTCACCCTGC 3’ ; antisens 5’
GCATGCCACATTCATCGTCC 3’

Tableau 3 : Liste des neuf géenes de référence utilisés et leurs séquences d'amorces sens et antisens (Bruckert
etal., 2016).
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Analyses statistiques

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Pour les expériences in vitro, la valeur n
correspond a n pools de puits différents issus de dissections indépendantes. Pour la
comparaison de groupe, les tests de Kruskal-Wallis ont été utilisés, suivis par les tests U de

Mann-Whitney en tant que tests post hoc.

4) Résultats

Expression de la protéine FXIl dans le cerveau de souris adultes

La présence de FXII dans les différents types de cellules du SNC a été étudiée par
immunohistochimie sur des tissus cérébraux perfusés provenant de souris adultes (Figure 31,
32, 33). Les immunomarquages des sections hippocampiques, striatales et corticales ont
confirmé la présence de FXII. L'immunoréactivité du FXIl a été observée dans les neurones
(coréactivité avec NeuN) mais pas dans les oligodendrocytes (aucune réactivité avec Olig2).
De plus, nous pouvons observer un marquage FXII autour des vaisseaux et des ventricules
latéraux suggérant une expression potentielle de FXII par les cellules endothéliales et les
épendymocytes.

Les neurones corticaux FXII apparaissent situés pres du corps calleux, peut-étre la couche six
du cortex, la couche la plus profonde (Figure 33). Les neurones de |'hippocampe FXII
apparaissent localisés dans la région CA1 (Figure 32). Et enfin les neurones striataux FXII

apparaissent situés prés du ventricule latéral (Figure 31).

Des controles sans anticorps primaire ont été effectués et n'ont révélé aucun marquage ce qui

reflete la spécificité de I'anticorps.
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Figure 31 : Expression de FXII par les neurones striataux chez la souris adulte.

Photomicrographies de coupes de cerveau des images représentatives de trois souris. Représentation du FXII
(rouge), de Olig2 (cyan), de NeuN (vert) et du DAPI (bleu) dans le cerveau de souris de type sauvage dgées de huit
semaines. Barres d'échelle: 100 um

HIPPOCAMPUS

Figure 32 : Expression de FXII par les neurones hippocampiques chez la souris adulte.

Photomicrographies de coupes de cerveau des images représentatives de trois souris. Représentation du FXII
(rouge), de Olig2 (cyan), de NeuN (vert) et du DAPI (bleu) dans le cerveau de souris de type sauvage dgées de huit
semaines. Barres d'échelle: 100 um
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Variations de I'expression transcriptionnelle du FXIl au cours du développement cérébral de la

Figure 33 : Expression de FXII par les neurones corticaux chez la souris adulte.

Photomicrographies de coupes de cerveau des images représentatives de trois souris. Représentation du FXII
(rouge), de Olig2 (cyan), de NeuN ou MAP2 (vert) et du DAPI (bleu) dans le cerveau de souris de type sauvage
dgées de huit semaines. Barres d'échelle: 100 um

souris

Nous avons étudié les effets du développement cérébral sur I'expression de I'ARNm de
FXIl. Au cours du développement, nous observons une augmentation significative de
I'expression du FXIl dans le cervelet, le cortex et le striatum. Toutefois, ces variations
d’expression different dans le temps suivant ces trois régions. Si I'expression augmente autour
de la naissance pour le cervelet, c'est aprées la naissance qu’elle est augmentée dans le cortex
et le striatum. De facon intéressante, aucun changement associé au développement n'a été

observé dans I'hippocampe (Figure 34).
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Figure 34 : Effet du développement cérébral sur la transcription de FXII dans le SNC.

La transcription de FXIl a été étudiée dans cing groupes E14, E16, E18, PO et P5 dans les quatre régions du SNC,
le cortex, le striatum, le cervelet et I’hippocampe. Les gPCR ont été analysées avec deux logiciels Bio-Rad CFX
Manager et gbase (moyenne + SEM; n = 5; * p <0,05; test U de Mann-Whitney).



Expression transcriptionnelle du FXIl dans le cerveau de souris adulte

L'expression de I'ARNm du FXII a été étudiée par gPCR (Figure 35). Nous avons d'abord
comparé |'expression de I'ARNm du FXIl entre le foie et le cerveau. Nous pouvons observer
que le foie et le cerveau expriment le FXII, mais que I'expression hépatique est mille fois plus
importante que I'expression cérébrale (Expression relative du FXII dans le foie/Expression
relative du FXIl dans le cerveau) (Figure 35A). Ensuite, nous avons observé |’expression de
FARNm du FXII dans les cultures primaires d'astrocytes et de neurones murins. De facon
intéressante, la culture primaire d’oligodendrocytes de rats ne semble pas exprimer le FXII. En
effet, 'ARNm de FXIl n'est pas détecté dans les oligodendrocytes (Figure 35B). Enfin, nous
comparons l'expression de |'expression d'’ARNm de FXII dans les différentes régions du SNC.
Toutes les régions expriment I'ARNm de FXII. De plus, nous n'avons pas observé de variations

d’expression entre le cervelet, I'hippocampe, le cortex et le striatum (Figure 35C).

LIVER BRAIN B ASTROCYTES NEURONES OLIGODENDROCYTES
Relative expression of 7,494251 102 6,73449 .10° Relative expression 8,3942 .10°° 3,023 .10°% ND
FXIIl mRNA of FXIl mRNA
LIVER BRAIN c
CEREBELLUM CORTEX STRIATUM HIPPOCAMPUS

Relative 6,487 .10 3,023 .10" | 6,360.107 6,686.10"
expression
of FXII
mRNA

Figure 35 : Expression de ’ARNm du FXII par le cerveau de souris adulte et par la cultures primaires de cellules
cérébrales.

A. Expression différentielle de 'ARNm du FXIl entre le foie et le cerveau B. Expression de I'ARNm du FXII in vitro
dans les cultures d'astrocytes, de neurones et d'oligodendrocytes C. Expression in vivo de I'ARNm du FXII dans le
cortex, le cervelet, le striatum et I'hippocampe.

(n=5/groupe)



Variations de I'expression transcriptionnelle du FXII au cours du vieillissement cérébral chez la

souris

Nous avons étudié les effets du vieillissement cérébral sur I'expression de I'ARNm du FXII

chez la souris. Au cours du vieillissement cérébral, il y avait une augmentation significative de

I'expression dans le cervelet a partir du 17°™ mois. En revanche, nous n’avons observé aucun

changement associé a I'dge dans le striatum, le cortex et I'hippocampe (Figure 36).
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Figure 36 : Effet du vieillissement cérébral sur la transcription de FXII dans le SNC.

La transcription de FXIl a été étudiée dans quatre groupes 8W, 7M, 12M, 17M et 22M dans les quatre régions du
du SNC, le cortex, le cervelet, le striatum et I’hippocampe. Les gPCR ont été analysées avec deux logiciels : Bio-
Rad CFX Manager et gbase+ (moyenne + SEM; n = 5; * p <0,05; test U de Mann-Whitney).



Etude 2 — Expression du Facteur Xll dans le systéme nerveux central

5) Conclusion de I'étude 2

Etude 2- Expression du FXII dans le SNC

_ Expression du FXIl par les neurons du cortex, du
striatum et de I'hippocampe

Expression de 'ARNm du FXIl dans le cerveau
- Invitro par les neurones et les astrocytes
- Invivo par les différentes régions cérébrales

" des ARNm du FXIl au cours du développement
cérébral au niveau du cervelet, du cortex et du striatum

M des ARNm du FXII au cours du vieillissement cérébral
au niveau du cervelet







DISCUSSION







Ainsi cette thése nous a permis d’identifier un réle du FXIl dans I'apoptose neuronale, et

le mécanisme impliqué. De plus nous avons pu identifier une expression du FXII dans le SNC.

Au cours de la premiére étude, nous avons pu observer que le FXIl induit, d’'une part,
I'activation du récepteur EGFR par sa liaison directe, puis, d’autre part, la conversion du Pro-
HGF en HGF mature par son activité catalytique a la surface des neurones.

Les effets du FXIl sur la survie neuronale sont bloqués lors de I'utilisation d’un inhibiteur de la
phosphorylation du récepteur EGF (AG1478). L'activation du FXIl en aFXlla permet au FXII
d’activer la voie HGF/MET. Ces effets sont réversés par I'utilisation d’un anticorps bloquant
I"THGF présent dans le milieu de culture (sc1356) et d’un inhibiteur de I'activité catalytique du
FXIl le CTI. C'est 'HGF néoformé qui, par sa fixation sur son récepteur privilégié MET,
déclenche I'activation de celui-ci. L'inhibition de la phosphorylation du récepteur MET par le
JNJ réverse I'effet bénéfique du FXII sur la survie neuronale. L’activation directe du récepteur
EGFR et indirecte du récepteur MET permet la phosphorylation des protéines signalétiques
Erk 1 et 2, induisant ainsi une diminution de I'expression de la protéine pro-apoptotique Bax
et une augmentation de I’expression de la protéine anti-tapoptotique Bcl-2. Cette coopération
entre EGFR et MET peut étre empéchée par un inhibiteur des MAPK Erk, le SCH772984.
L'ensemble de ces processus conféere au FXII un réle anti-apoptotique sur les neurones

corticaux de souris (Figure 37 ; Tableau 4).

Au cours de la seconde étude, nous avons pu visualiser |'expression protéique et
transcriptionnelle du FXIl dans le SNC. Chez I'adulte, la transcription du FXIl a été observée
dans l'ensemble des régions cérébrales étudiées. Elle est augmentée au cours du
développement et du veillissement. De plus, chez I'adulte, ce sont les neurones corticaux et

striataux qui expriment la protéine FXII (Etude 2).



Tableau 4 : Récapitulatif des différents traitements pharmacologiques utilisés dans I’étude 1 et leurs effets.

Traitements SD + FXIl SD + aFXlla SD + BFXlla SD + aFXlla-PPACK
Effets (voir Figure 38 ci-
apres)

Effets antiapoptotiques Oui Oui Non Oui
Fixation EGFR Oui Oui Non-testé Non-testé
Inhibition AG1478 Oui Non Non-testé Ovui
Erk Phosphorylation Oui Non-testé Non-testé Non-testé
J Bax MBcl-2 Oui Non-testé Non-testé Non-testé
Activité catalytique Oui Oui Non-testé Non
Inhibition CTI Oui Oui Non-testé Non-testé
Inhibition Sc1356 Non Oui Non-testé Non
Inhibition JNJ Oui Oui Non-testé Oui
Conversion Pro-HGF Non Oui Oui Non
Phosphorylation MET Oui Non-testé Non-testé Non-testé
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Figure 37 : Role anti-apoptotique du FXII sur les neurones corticaux murins.



1) Role anti-apoptotique des différentes formes de Facteur Xl|
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Figure 38 : Beta-Facteur Xll (BFXlla) n’a pas d’impact sur la

mort neuronale.

FXIl et de I'aFXlla ne nécessite pas A-Schématisation de la structure du 6FXlla. B. Quantification
de la mort neuronale aprés 24h de SD seule ou en présence de

uniquement la présence du domaine Ia protéine recombinante 8FXlla (12,5-125 nM). Moyenne *

) ] SEM. NS = aucune différence significative n’a été observée, n =
catalytique, un ou plusieurs autres 1 gans trois différentes expériences.

(Figure 38). L'effet anti-apoptotique du

domaines semblent nécessaires.

Il a déja été montré par le passé des différences d’action entre les formes de FXII. Le BFXlla
présente la méme capacité enzymatique que I'aFXlla et ainsi présente par exemple, comme
I'aFXlla, une activité pro-inflammatoire par génération de BK (Pathak et al., 2015). Toutefois
le BFXIla ne possede aucun site « surface binding site ». Ce site s’est avéré essentiel pour le
clivage du Facteur Xl par I'aFXlla (Citarella et al., 1998). Le BFXlla est donc incapable de
promouvoir la coagulation contrairement a I'aFXlla. Le mécanisme identifié lors de I'étude 1
semble donc nécessiter un « surface binding site » pour permettre au FXIl et a I'aFXlla un effet
anti-apoptotique. Nous nous sommes donc intéressés par la suite a l'identification de « la

surface » permettant la fixation du FXII.

Le FXIl simple chaine et sa forme double chaine aFXlla sont initialement décrits comme initiant
la voie intrinseque de la coagulation, induisant la fibrinolyse, mais également décrit comme
activant le systéme kallikréine-kinine (Van der Meijden et al., 2009 ; Cochrane et al., 1973 ;
Konings et al., 2015). Si notre étude est la premiére identifiant un réle du FXIl dans I'apoptose,

les acteurs du systeme Kallikréine-kinine et d’autres sérines protéases de I'hémostase ont déja



été montrés comme jouant un réle dans la survie cellulaire. En effet la thrombine, protéase
de la voie commune de la coagulation, la sérine protéase fibrinolytique tPA mais également
des acteurs du systeme kallikréine-kinine, se sont déja avérés antiapoptotiques (Zain et al.,

2000 ; Liot et al., 2006 ; Correa et al., 2011 ; Yin et al., 2005).

Des concentrations élevées de thrombine alterent I'apoptose des cellules tumorales par la
diminution des caspases via I'activation de son récepteur PAR-1. Cet effet anti-apoptotique
de la thrombine n’a toutefois été visualisé que sur les cellules tumorales surexprimant le
récepteur PAR-1 (Zain et al., 2000). Nous
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39). Toutefois, le mécanisme résultant

ne semble pas étre le méme que pour
les cellules tumorales. Dans le modeéle

SD, l'effet anti-apoptotique de Ila

Figure 39 : Effet de la Thrombine, d'un inhibiteur de PAR-1
(SCH-79797) et d’un inhibiteur de la Thrombine (Hirudine) sur
l'apoptose neuronale.

Quantification de la mort neuronale aprés 24H de SD seul ou
SD en présence de 5 U/mL de Thrombine cotraité avec ou sans
2,5 uM de SCH79797 ou 2 uM d’Hirudine (n = 8 sur deux

thrombine semble étre dépendant de  Plaaues différentes)

son activité catalytique mais
indépendant de I'activation du récepteur PAR-1. Ainsi les effets anti-apoptotiques médiés par

la thrombine sur les neurones ne semblent pas étre, dans ce modele, dépendant de PAR-1.

Le systeme kallikréine-kinine a également été identifié comme protecteur dans I'apoptose
suite a un infarctus du myocarde chez le rat (Yin et al., 2005). Ainsi I'a-Kallikréine ou le HK,
acteur du systeme kallikréine-kinine initié par le FXIl, ont été décrit comme protecteurs de
I’apoptose des cardiomyocytes, cellules contractiles composant le muscle cardiaque. Il serait
donc intéressant de tester les effets de ces deux protéases dans le modele SD d’apoptose

neuronale.



Nous avons montré au cours de notre étude un role direct du FXII sur 'apoptose neuronale.
Toutefois les roles anti-apoptotiques de la thrombine et des acteurs du systéme kallikréine-
kinine pourraient constituer cette fois-ci un mécanisme indirect du FXIl sur I'apoptose

neuronale.

Enfin il a déja été établi dans le laboratoire Phind U1237 qu’une autre sérine protéase de
I’'hémostase, le tPA, avait un effet anti-apoptotique dans le méme modeéle d’apoptose
neuronale. Le laboratoire a déterminé que cet effet était dii a la fixation directe du tPA sur le
récepteur EGF via son domaine EGF (Correa et al., 2011 ; Bertrand et al., 2015). Or le tPA et le
FXIl contiennent 40% d’homologie structurelle. Cette homologie se situe particulierement au
niveau des domaines EGF-like qu’ils ont en commun (Stavrou et Schmaier, 2010). C'est en se
basant sur les études effectuées sur le tPA que le récepteur EGFR nous a semblé étre une

bonne cible pour le FXII.

2) Interaction du FXIl avec le récepteur EGFR

Le FXII se fixe sur le récepteur EGFR et I'active a la surface des neurones en SD et de facon
indépendante de son activité catalytique (Etude 1, Figure 2). En effet la forme inactivée
oFXlla-PPACK présente une activité anti-apoptotique, dépendante de [|'activation du
récepteur EGF et indépendante donc de I'activité du domaine protéolytique (Etude 1, suppl
1). Une activation indirecte du récepteur EGF par le FXIl avait déja été proposée en 2010
(Larusch et al., 2010). En effet, Larusch et collaborateurs avaient montré que le FXII était
capable d’activer le récepteur a I'uPA. Cette activation permet |'activation du récepteur EGF
via le recrutement d’intégrines, ce qui provoquait I'angiogénése des cellules endothéliales par
la FXII (Larusch et al., 2010).

Ici I'activation du récepteur EGFR est directe et indépendante de la fixation du FXII sur le
récepteur a 'uPA (Etude 1, suppl 3). ll serait intéressant d’étudier le domaine du FXIl impliqué

dans cette liaison. La création de mutant FXII pourrait étre envisagée.

A noter qu’en 2013, I'étude crystallographique du FXII avait comparé les structures des
domaines EGF-like du FXIl avec I'EGF, substrat classique de EGFR (Beringer et Kroon-

Batenburg, 2013). Cette étude suggeérait que s’il existait une interaction directe du domaine



EGF-like du FXII avec le récepteur EGF, celle-ci ne concernerait selon eux que le second
domaine EGF-like (Beringer et Kroon-Batenburg, 2013). En effet, le second domaine EGF-like
du FXII présente la conservation d’un résidu arginine nécessaire a l'interaction de EGF avec
EGFR (Beringer et Kroon-Batenburg, 2013). Ce résidu est remplacé par une phénylalanine dans

le premier domaine EGF-like du FXII (Beringer et Kroon-Batenburg, 2013).

La forme inactive aFXlla-PPACK présente une activité anti-apoptotique résultante de
I’activation du récepteur EGF (Etude 1, suppl 1A et 1B). En revanche la forme tronquée BFXlla,
ne possédant que le domaine catalytique, ne présente aucun effet anti-apoptotique. Ainsi le
role du FXIl sur I'apoptose neuronale via EGFR semble indépendant du domaine catalytique
du FXIl et semble nécessaire puisqu’une inhibition de EGFR empéche I'effet. Pour vérifier cette
hypothése il serait intéressant d’étudier les effets du FXII sur la mort neuronale apoptotique
chez des neurones déplétés en récepteur EGF. La transfection de culture primaire des
neurones corticaux murins avec des siRNA ciblant le récepteur EGF pourrait étre utilisée.

Toufefois pour I’'heure nous ne savons pas si ce type de culture est viable.

La forme double chaine du FXII, I'aFXlla, se fixe également au récepteur EGFR. Cependant
I'activation de EGFR par I'aFXIl nécessite I'activité de son domaine catalytique. En effet
I'inhibition seule du récepteur EGFR par 'AG1478 n’est pas suffisante pour bloquer les effets
de I'aFXlla. La réversion des effets de la forme double chaine du FXII nécessite le cotraitement

de ’AG1478 avec un inhibiteur du domaine catalytique, le CTI (Etude 1, Figure 4 et 6).

3) Role du FXII dans la voie anti-apoptotique HGF/MET

Comme prouvé en 1995 par Shimomura et collaborateurs mais également dans notre
étude, I'aFXlla et le BFXlla permettent, via un clivage protéolytique, la conversion du Pro-HGF
en HGF mature double chaine (Shimomura et al., 1995) (Etude 1, Suppl 2). Cette conversion
est présente pour le FXII (Etude 1, Suppl 2). Nous avons également pu remarquer que les
effets anti-apoptotiques du FXII sont réversés par un inhibiteur de son activité catalytique, le
CTl et nous observons une augmentation de I’activité du FXIl en présence des neurones (Etude
1, Figure 6A). Ces différents résultats suggerent une activation du FXIl a la surface des

neurones.



L'activité catalytique du FXII est peu claire.
Depuis les années 80, la communauté
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protéolytiquement actif. Agissant comme un  75kDa > (NSSEN S Heavy chain

zymogene, le FXIl ne gagne son activité que par

scientifique considere que le FXIl n’est pas

conversion. L’activité observée pour le FXII

serait due a des impuretés de la source

(Silverberg et al., 1980; Tans et al., 1983). 25 kDa » <« Light chain
Toutefois une étude récente remet en cause Figure 40 : Activation en aFXlla de la source FXII
(Enzyme Research Laboratory).

Immunoempreinte anti-FXII d’un aliquot de FXII.

1.25 - 0.625 nM FXII. Visualisation de la chaine
lourde et de la chaine légére (n = 1).

cette hypothese. Les auteurs ont montré par
différentes mutations du domaine catalytique
du FXIl que le FXIl simple chaine présente
également une activité catalytique (lvanov et al.,, 2017). Méme si nous observons une
augmentation d’activité du FXIl en présence des neurones, une réversion par le CTl et un léger
clivage protéolytique du Pro-HGF par le FXIl, une immunoempreinte a révélé que notre source
de FXII était déja en parti convertie (Etude 1, Figure 6A ; Figure 40). Ainsi I'étude 1 ne permet
pas de répondre complétement sur le mécanisme d’activation du FXIl dans notre modele, ni
de déterminer si le FXIl a réellement un pouvoir de conversion du Pro-HGF, ni si le FXII se sert

vraiment des neurones comme surface d’activation.

Le récepteur privilégié de I'HGF mature est MET. Diverses études ont observé un effet anti-
apoptotique de la voie HGF/MET, notamment une étude in vitro a établi que 'HGF diminuait
la mort apoptotique des neurones corticaux (He et al., 2008). Nous avons montré ici que sa
forme active aFXlla provoque I'activation de la voie HGF/MET, ce qui aboutit a une

phosphorylation du récepteur (Etude 1, Figure 5 et Suppl 2).

Méme si le BFXlla est capable de cliver le Pro-HGF en HGF mature en tube, le BFXlla n’a pas
de réle anti-apoptotique. Ainsi la présence du domaine catalytique mais également d’un ou
plusieurs autres domaines est nécessaire pour permettre I'effet du FXIl et de I’aFXlla. De plus
I'activation du récepteur EGF semble nécessaire dans les mécanismes du FXIl et de I'aFXlla,

puisque l'inhibition de celui-ci empéche la totalité des effets du FXII.



Enfin nous pouvons observer que méme si le FXII et I'aFXIla-PPACK ne permettent peut-étre
pas la conversion de I’'HGF, ils permettent tout de méme la phosphorylation du récepteur MET
(Etude 1, Figure 6C et 6E, Suppl. 1C). Ainsi la phosphorylation du récepteur MET semble

dépendante ou indépendante de la fixation de son ligand.

4) Coopération EGFR/MET dans I'apoptose neuronale médiée par le FXII

Le FXII nécessite la phosphorylation du récepteur EGFR et provoque la phosphorylation du
récepteur MET. L’activité tyrosine kinase de ces récepteurs aboutit a une phosphorylation des
protéines signalétiques MAPK Erk 1 et 2, une diminution de la protéine pro-apoptotique Bax

et une augmentation de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Etude 1, Figure 3).

Le FXIl permet donc une coopération des récepteurs MET/EGFR dans |'apoptose neuronale.
La coopération entre ces deux récepteurs est déja établie dans la littérature dans d’autres
contextes. En cancérologie, I'inhibition du récepteur EGFR est palliée par la surexpression
d’HGF et par conséquent la suractivation du récepteur MET (Yano et al., 2008 ; Mueller et al.,
2008). En revanche dans notre étude nous observons que l'inhibition de I'un des deux
récepteurs n’est pas compensée par |'activation de I'autre. En effet I’activation du récepteur
EGFR semble nécessaire puisque le BFXlla ne présente pas d’effet mais une inhibition de Ia
phosphorylation du récepteur MET empéche également |'effet. Notre étude montre qu’en
plus de coopérer, les récepteurs EGFR et MET travaillent en synergie et sont nécessaires I'un

a l'autre.

L'ancrage du FXII sur le récepteur EGF pourrait permettre une diaphonie des récepteurs
EGFR/MET. Yamamoto et collaborateurs ont observé que la phosphorylation du récepteur
MET pouvait se faire par l'une des tyrosine kinases du récepteur EGFR, il s’agirait ici d’une
activation directe du récepteur MET par le récepteur EGF (Yamamoto et al., 2006). Mais plus
récemment, Breindel et collaborateurs ont montré que les protéines signalétiques MAPK
activées par le récepteur EGFR augmentaient le recrutement de MET a la membrane et
activaient sa phosphorylation (Breindel et al., 2013). Il s’agirait donc dans cette étude d’une

activation indirecte du récepteur MET par le récepteur EGFR (Breindel et al., 2013). Nous
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avons observé dans notre étude que I'inhibition des MAPK Erk par le SCH772984, bloque le
role du FXII dans la survie neuronale (Etude 1, Figure 3). Ainsi nos résultats amenent a se
demander si les protéines partenaires MAPK Erk 1 et 2 ne permettent pas le recrutement du
récepteur MET par EGFR. |l serait donc intéressant de tester cette hypothese en regardant la
proximité des récepteurs MET et EGFR dans nos cultures par la technique de PLA (Proximity
ligation assay) (Bertrand et al., 2015).

De plus I'activité protéase de 'HGF semble également nécessaire a I'effet anti-apoptotique de
I'aFXlla puisque le blocage du domaine catalytique de I'HGF par I'anticorps sc1356 empéche
I’effet anti-apoptotique de I'aFXlla (Etude 1, Figure 5A). Il a été montré in vitro que I'HGF était
I'un des ligands du récepteur EGFR et permettait son activation et le recrutement a la
membrane des récepteurs MET et EGFR (Reznik et al., 2008). Ainsi dans notre modéle, I'HGF
présent dans le milieu de culture pourrait permettre I'activation en simultané des récepteurs
MET et EGFR, le recutement du récepteur EGFR a la membrane, avec une affinité toutefois

plus élevée pour le récepteur MET.
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Figure 41 : Hypothése de I'action du FXIl simple chaine, de la forme active aFXlla et de la forme inactivée
aFXlla-PPACK, sur la coopération EGFR/MET.

5) Limites de cette étude in vitro

Si ce modele vitro est particulierement intéressant pour étudier I'apoptose neuronale et
identifier les mécanismes d’action du FXIl, il néglige toutefois les autres types de mort
neuronale tels que I'excitotoxicité, type de mort nécrotique. Or en physiologie il existe un

chevauchement entre ces différentes morts, appelé « continuum apoptose-nécrose » (Raffray



and Cohen, 1997 ; Fujikawa, 2015). Nous avons donc voulu regarder les effets du FXII sur

I’excitotoxicité et la nécrose neuronale.

Un excés de glutamate, principal neurotransmetteur excitateur du cerveau chez les vertébrés,
est a l'origine d’'une mort neuronale dite « excitotoxique ». Ce type de mort peut étre
rencontré dans les mémes pathologies que I'apoptose telles que les AVC, et la SEP (Mehta et
al., 2012). L'équipe Phind U1237 a identifié que le tPA interagissait avec le récepteur NMDA,
récepteur glutamatergique, via son domaine kringle 2 et son domaine catalytique, (Nicole et
al., 2001). Le tPA s’est donc révélé excitotoxique par I'augmentation de I'influx calcique des
neurones. Le tPA apparait donc a la fois excitotoxique et antiapoptotique in vitro (Correa et

al.,, 2011 ; Benchenane et al., 2005).

L'un des modeéles de mort neuronale excitotoxique couramment utilisé dans le laboratoire
Phind U1237 est le modéle OGD (Oxygen Glucose Deprivation). Ce modeéle consiste en le
sevrage en oxygene et en glucose des neurones. Ce modeéle peut étre aussi bien utilisé sur
cultures primaires que sur tranche de cerveau (Louessard et al., 2017 ; Lemarchand et al.,

2016).

Les études de I'effet du FXIl en OGD sont

o0
«en cours ». Nous avons sevré deux ~
<
) ) +— 60 1
plagues de neurones corticaux murins o .
s O 40 '
matures d’oxygéne et de glucose (OGD) = x
c
et nous les avons traités avec des doses O 20 o
. = 5 B =3
croissantes de FXII. Il semble que le FXII % o4 ¥ L

PR () |

12,5nM  31,2nM 62,5nM 125 nM

augmente la mort neuronale en OGD. |l

serait intéressant de poursuivre cette Figure 42 : Effet du FXIl lors d'un modéle de nécrose
neuronale (OGD).

Quantification de Ila mort neuronale 2H30 apreés
réoxygénation en OGD en présence de 12.5 —31.2 — 62.5 -
125 nM de FXII (n = 2).

étude afin d’infirmer ou confirmer ce

résultat (Figure 42).



6) Pertinence in vivo des mécanismes décrits

Nous avons pu identifier un réle anti-apoptotique du FXIl dans un modele in vitro
d’apoptose neuronale. L'apoptose s’opére in vivo aussi bien dans un contexte physiologique
(développement par exemple) que pathologique (au cours des atteintes du SNC). Dans un
contexte physiologique, la balance apoptose/mitose est finement régulée afin de maintenir
I’lhoméostasie chez I'adulte (Renehan et al., 2001). Toutefois I'apoptose cérébrale
physiologique peut étre augmentée au cours du développement. D’autre part, 'apoptose
neuronale se révele également augmentée lors de pathologies du SNC telles que I’AD, les AVC

et la SEP.

a) Pertinence du mécanisme anti-apoptotique du FXIl en physiologie

Une étude a identifié une

expression du FXIl au niveau de la % 1,5 -
moelle épiniere de souris (Gobel et al., g D
- : i s 1 A+
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une expression du FXIl dans les
différentes régions cérébrales HK L.“.; 4 110 kDa

notamment au niveau des neurones

corticaux (Etude 2, Figure 32). Le FXIl Figure 43 : Immunoempreinte du Kininogéne de haut poids

moléculaire (HK).
20 uL de surnageant en condition contréle avec sera, condition
Kallikréine ou le HK (Ka plan et SD et condition SD + 125 nM de FXII (n = 3).

est clivé protéolytiguement par l'a-

Silverberg, 1987). Ces deux sérines

protéases sont déja décrites comme exprimées dans le SNC, notamment au niveau des
neurones corticaux chez le rat (Kizuki et al., 1993 ; Raidoo et al., 1996 ; Takano et al., 1999).
Ainsi les différentes formes de FXII : la forme simple chaine, la forme double chaine aFXlla et
la forme tronquée BFXlla pourraient étre présentes au sein du SNC. Dans le modele SD

d’apoptose neuronale, I'expression du HK n’a pas été observée (Figure 43). Ainsi il serait



intéressant d’étudier I'expression de I'a-Kallikréine et il pourrait étre envisagé un
cotraitement du FXII avec ses différents activateurs pour voir leurs effets conjoints sur

I'apoptose.

L'expression du FXIl est augmentée au cours du développement au niveau du cortex, du
cervelet et du striatum (Etude 2, Figure 35). De plus I’étude 1 a permis d’établir in vitro un role
antiapoptotique de la voie FXII/EGFR/MET sur les neurones en développement. Les souris
déplétées en EGFR ne sont pas viables, elles développent une neurodégénérescence
d’étiologie inconnue affectant exclusivement le cortex frontal et les bulbes olfactifs (Sibilia et
al., 1998). La voie FXII/EGFR pourrait étre impliquée dans le développement des neurones
corticaux. Il serait donc intéressant d’étudier le role du FXII cérébral lors de la corticogéneése.
Une déplétion de I'EGFR au niveau des astrocytes corticaux entraine leur apoptose ce qui
conduit a une mort neuronale corticale (Wagner et al., 2006). Il serait donc intéressant de

tester |'effet du FXIl sur 'apoptose des astrocytes corticaux.

La signalisation HGF/MET a été montrée comme bénéfique lors du développement des
neuroblastes, cellules nerveuses embryonnaires (Maina et al., 1998). Cette voie permet de
diminuer la mort apoptotique des neurones en développement. Ainsi le mécanisme anti-
apoptotique du FXII passant par la voie HGF/MET pourrait étre impliqué dans la survie des

neuroblastes.

Toutefois I'apoptose développementale au niveau du SNC est surtout décrite pour
I'optimisation des connexions synaptiques, I’élimination des neurones inutiles et par
conséquent la formation des réseaux neuronaux (Glebova et Ginty, 2005). Ainsi I'apoptose au
cours du développement cérébral apparait comme bénéfique. Le mécanisme anti-
apoptotique de la voie FXII/EGFR/MET décrit pourrait donc s’avérer délétére au

développement cérébral.

a) Pertinence du mécanisme anti-apoptotique du FXIl en pathologie

Les modeles animaux d’AVC ischémique, d’AD et de SEP présentent une rupture de la BHE

(Sweeney et al., 2018 ; Fournier et al., 2017 ; Haley et Lawrence, 2017). Ainsi nous pouvons



considérer dans ces trois modeles de pathologies cérébrales que le FXII circulant comme le
FXII cérébral peuvent étre présents dans le parenchyme et entrer en contact avec les

neurones, et ceci au méme titre que ses activateurs.

Les domaines catalytique et fibronectine de type 2 du FXIl ont été identifiés comme déléteres
dans des pathologies touchant le SNC. Ses activités pro-coagulante et pro-inflammatoire,
médiées par son activité catalytique, ont été montrées comme favorisant une
neuroinflammation et une neurodégénération, conduisant a un déclin cognitif chez des souris
doubles mutantes PS/APP, modele murin de I’AD (Chen et al., 2017). La génération de Fibrine
par le FXIl mais également le systeme Kallikréine-Kinine augmentent le volume de Iésion aprés
I'occlusion de I'artére cérébrale moyenne chez la souris (Kleinschnitz et al., 2006 ; Langhauser
et al., 2012). Enfin I'interaction du domaine fibronectine de type 2 du FXIl avec le récepteur a
I'uPA présent a la surface des cellules dendritiques a été établie comme stimulant la
génération de lymphocytes TH17 dans un modéle murin de SEP (Gobel et al., 2016). Ces effets
sont associés a une augmentation d’expression du FXIl au niveau plasmatique chez 'homme,
dans le cas de I'AD et de la SEP (Zamolodchikov et al., 2015 ; Ziolotto et al., 2018). Les auteurs
de ces différents papiers en ont conclu que I'inhibition du FXII pourrait étre bénéfique dans

ces différentes pathologies cérébrales.

L'apoptose est également décrite comme impliquée dans ces mémes pathologies cérébrales.
En effet I'apoptose des lymphocytes circulants est bénéfique lors de la SEP, elle permet leur
élimination et ainsi réduit I'inflammation cérébrale (Schmied et al., 1993). En opposition,
I'apoptose cérébrale semble délétere dans la SEP car le blocage de I'apoptose des
oligodendrocytes permettrait une remyélinisation dans I'EAE (Caprariello et al.,, 2012;
Akassoglou et al., 1998 ; Valentin-Torres et al., 2018).

Si jusqu’alors I'expression du FXII autre qu’hépatique a été peu étudiée et nottament au
niveau du SNC, elle a été seulement suggérée dans la moelle épiniére de souris (Gobel et al.,
2016), notre seconde étude a permis d’identifier son expression transcriptionnelle et
protéique dans le parenchyme cérébral (Etude 2, Figure 31, 32, 33, 34). Nous pouvons donc
différencier le FXII circulant et le FXIl parenchymateux. Ainsi la voie anti-apoptotique
FXII/EGFR/MET sur les neurones corticaux pourrait étre bénéfique dans ces différentes

pathologies cérébrales. Il serait donc intéressant d’étudier la délétion du FXIl uniqguement au



niveau du foie, maintenant ainsi le FXII parenchymateux, et d’observer les effets sur
I’apoptose dans I'EAE, modéle murin de SEP. Le modeéle d’EAE pourrait donc étre réalisé non
pas chez les souris déficientes en FXII (F12-/-) comme dans I'étude de Gobel et collaborateurs,
mais chez des souris siRNA pour le FXIl hépatigue comme dans I'étude de Chen et

collaborateurs (Gobel et al., 2016 ; Chen et al., 2017).

De plus I'apoptose s’est avérée néfaste dans I’AD. Elle entraine une mort apoptotique des
neurones et ainsi contribue a la neurodégénérescence (Nikolaev et al., 2009 ; Yang et al.,
2008). L'étude de Strickland a montré que la délétion du FXII hépatique était bénéfique dans
I’AD en empéchant la génération de BK. Ils en ont donc conclu que la délétion en FXII serait
bénéfique (lvanov et al., 2017). Toutefois notre étude suggere que le FXII pourrait diminuer la
mort apoptotique décrite dans I’AD. Ainsi il serait intéressant d’une part d’étudier le role du
FXII sur I'apoptose dans des modeles d’AD et d’autre part d’inhiber uniquement la BK et

empécher ainsi 'ouverture de la BHE et I'entrée de BK et fibrine dans le parenchyme.

Enfin I'apoptose neuronale est également nocive dans les AVC ischémiques en contribuant a
la mort neuronale tardive (Dirnagl et al., 1999). Toutefois les études précliniques ne sont pas
en adéquation avec les études cliniques. Si les études précliniques, réalisées en utilisant le
modeles d’occlusion de I'artére cérébrale moyenne par filament, montrent un role délétere
du FXIl dans les AVC ischémiques, I'étude des niveaux plasmatiques de FXIl montre une
corrélation entre le taux de FXII circulant et les AVC hémorragiques et non pas les AVC
ischémiques (Kleinschnitz et al., 2006 ; Johansson et al., 2017). Il serait donc intéressant de
réétudier I'impact du FXII circulant en faisant varier les types de modéles animaux d’AVC
ischémiques. Le laboratoire Phind U1237 a notamment mis au point un modele d’occlusion
de I'artere cérébrale moyenne par l'injection de thrombine, mimant ainsi une activation
pathologique de la voie commune de la coagulation (Orset et al., 2007). Ce modeéle pourrait
permettre I'étude de I'activation pathologique de la voie intrinseque de la coagulation par le

FXI1.



7) Perspectives de I'étude

Ces études ont permis pour la toute premiére fois d’observer une expression du FXII par
les neurones et de visualiser un role du FXII sur I'apoptose des neurones corticaux murins. Ces
recherches sur le FXIl aménent a se poser la question d’un potentiel role du FXIl cérébral au
cours de la corticogénese. De plus, jusqu’a présent la communauté scientifique considere que
I'inhibition du FXIl dans les pathologies cérébrales telles que I'AD, la SEP et les AVC serait
bénéfique. Mais ces travaux ameénent a différencier les roles du FXII circulant et du FXII
cérébral. En effet, ils ne présentent pas les mémes conséquences : si le FXIl circulant apparait
plutét délétere, le FXII cérébral, en inhibant I'apoptose neuronale, apparaitrait comme

bénéfique dans ces pathologies.
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Resumeé — Expression du Facteur Xl dans le systéme nerveux central et son réle dans I'apoptose neuronale

Le facteur XII (FXIl) est une sérine protéase de 80 kDa produite et sécrétée par le foie qui initie la voie
intrinseque de la coagulation. Diverses études ont montré un réle délétére du FXIl dans des pathologies
cérébrales telles que I'accident vasculaire cérébral, la maladie d’Alzheimer et la sclérose en plaques.
Néanmoins, l'impact direct du FXIl sur le devenir des cellules neuronales reste inconnu. De plus,
I'expression du FXII dans le systeme nerveux central (SNC) n'a pas encore été étudiée. Le premier
objectif de nos travaux a été d’étudier le role du FXIl dans I'apoptose neuronale puis dans un second
temps d’étudier I'expression du FXIl dans le SNC.

Dans notre étude, nous avons constaté que le FXII protege les neurones en culture de la mort
apoptotique. Les effets bénéfiques du FXII résultent de l'interaction directe du FXIl avec le récepteur
du facteur de croissance épidermique (EGFR). L'activation de I'EGFR par le FXIlI déclenche les voies
signalétiques antiapoptotiques MAPK. Il est intéressant de noter que la forme double chaine du FXII,
aFXlla, exerce des effets protecteurs complémentaires en convertissant le précurseur du facteur de
croissance hépatocytaire en sa forme mature, ce qui active a son tour le récepteur MET. Enfin, dans
notre étude, nous avons observé que le FXII était exprimé dans le SNC (a la fois I'ARNm et la protéine).
Cette expression est notamment retrouvée au niveau des neurones corticaux. Ce travail décrit un
nouveau mécanisme d'action du FXII et décrit les neurones en tant que cellules cibles pour les effets
facteur de croissance du FXII. Dans I'ensemble, ces travaux devraient donc aider a mieux comprendre
comment le FXII agit dans les pathologies cérébrales en tant que sérine-protéase unique a l'interface
de la thrombose, de l'inflammation et de la survie cellulaire.

Mots clés : Facteur XII, EGFR, MET, apoptose, neurones

Abstract — Expression of Factor Xl in the central nervous system and its role in neuronal apoptosis

Factor XII (FXII) is an 80 kDa serine protease produced and secreted by the liver that participates in the
intrinsic coagulation pathway. Various studies have shown a deleterious role of FXIl in cerebral
pathologies like stroke, Alzheimer disease and multiple sclerosis. Nevertheless, the direct impact of
FXIl on neuronal cell fate remains unknown. In addition, the expression of FXIl in the central nervous
system (CNS) has not been investigated yet. The first objective of our work was to study the role of FXII
in neuronal apoptosis and then to study the expression of FXII in the CNS.

In our work, we found that FXIl protects cultured neurons from apoptotic death by a growth factor-
like effect. The beneficial effects of FXII result from the direct interaction with the epidermal growth
factor receptor (EGFR). Activation of EGFR by FXII triggers antiapoptotic signaling MAPK pathways.
Interestingly, the two chain form of FXII, aFXlla, exerts complementary protective effects by converting
the hepatocyte growth factor (HGF) precursor into its mature form, which in turn activates MET
receptor. Finally in our work we observed FXII expression in the CNS (both mRNA and protein). This
expression is particularly found in cortical neurons. This work describes a novel mechanism of action
of FXll and discloses neurons as target cells for growth factor effects of FXII. Overall, these works should
thus help further understanding how FXII acts in brain diseases as a unique serine-protease at the
interface of thrombosis, inflammation and cell survival.

Key words : Factor XlI, EGFR, MET, apoptosis, neurons



