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Avant-propos

J'ai réalisé ma theése dans I'Unité INSERM U1237 « Physiopathology and Imaging of
Neurological Disorders » (PhIND) dirigée par le Professeur Denis Vivien. Historiquement, la thématique
de recherche du laboratoire est axée sur les sérines protéases et, plus spécifiquement, sur I'activateur
tissulaire du plasminogéne ou tPA. Cette protéase a été initialement décrite pour son réle
fibrinolytique vis-a-vis des caillots sanguins et constitue actuellement le seul traitement
pharmacologique pour le traitement des accidents vasculaires cérébraux ischémiques. Les fonctions
du tPA ne sont cependant pas limitées a la fibrinolyse puisqu’il peut également étre exprimé dans le
parenchyme cérébral ou il est impliqué dans différents processus en condition physiologique ou
pathologique. Son implication dans ces processus peut alors étre dépendante de son interaction
directe avec différentes protéines et récepteurs ou de sa capacité a activer le plasminogéne en
plasmine, responsable de la dégradation de différents substrats de la matrice extracellulaire. En outre,
le tPA et la plasmine vont jouer un réle dans la modulation de la signalisation NMDA (N-méthyl-D-
aspartate), la plasticité synaptique et les processus cognitifs et émotionnels. Ainsi, les études réalisées
au laboratoire visent a mieux comprendre les mécanismes d’action du tPA dans le systeme nerveux

central.

Mes travaux de thése concernent a la fois I'étude du réle du tPA exprimé au sein de différentes
régions cérébrales dans la modulation des processus cognitifs et émotionnels et I'implication du
systéme tPA/plasmine dans le remodelage d’une structure particuliére de la matrice extracellulaire

appelée perineuronal nets (PNNs).

Les premiéres parties de mon introduction de these permettent de présenter les deux
protéases étudiéesici: le tPA et le plasminogéne. Je développerai ensuite deux processus dans lesquels
le tPA a été étudié : la cognition spatiale et I'anxiété. Enfin, la derniere section de cette introduction

consistera a la présentation des réseaux périneuronaux ou perineuronal nets.
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A. L’activateur tissulaire du plasminogéne

L'activateur tissulaire du plasminogene (en anglais : tissue-type plasminogen activator, tPA) est
une sérine protéase présente dans le sang ou elle peut étre libérée par les cellules endothéliales et les
hépatocytes afin de promouvoir la fibrinolyse des caillots sanguins. Le tPA permet la conversion du
plasminogéne inactif en plasmine active qui, a son tour, dégrade les caillots de fibrine. Ainsi, le tPA est
le seul traitement pharmacologique actuel pour le traitement de la phase aiglie des accidents
vasculaires cérébraux (AVC) ischémiques. Le tPA est également exprimé dans le parenchyme cérébral
par différents types cellulaires tels que les neurones ou les oligodendrocytes. Cette protéase présente
de nombreuses fonctions dans le systeme nerveux central grace a son interaction avec différentes
protéines ou récepteurs et peut également avoir des fonctions directement dépendantes de son

activité catalytique.

I. Historique

Dés 1761, Giovanni Battista Morgagni, un anatomiste italien observe que le sang des patients
décédés subitement ne coagulait pas (Morgagni, 1761). Plus tard, en 1844, les travaux d’Andral
apportent les premieres évidences du systeme fibrinolytique en montrant que le sang coagulé pouvait
redevenir liquide (Gabriel Andral, 1844). Le terme « fibrinolyse » est reporté pour la premiére fois en
1893 par Albert Dastre, un physiologiste francgais (Dastre, 1893). En 1903, Hédin met en évidence une
activité protéolytique dans une fraction de sérum, qui sera par la suite identifié comme étant le
plasminogéne, précurseur inactif de la plasmine, responsable de |la dégradation de la fibrine présente
dans les caillots sanguins (Hedin, 1903). En 1947, les travaux d’Astrup et Permin montrent que les tissus
animaux contiennent un agent capable d’activer le plasminogene, le tPA, alors appelé
fibrinokinase (Astrup and Permin, 1947). Ce n’est qu’en 1979 que le tPA est purifié et caractérisé dans
la circulation et dans I'utérus. Ce dernier est pour la premiere fois utilisé chez 'Homme en 1981, par
Weimar afin de traiter des patients atteints de thrombose de la veine rénale (Weimar et al., 1981). En
1983, I'équipe de Désiré Collen réussit a cloner le c-DNA du tPA humain et a le faire exprimer d’abord
chez E.Coli puis dans des cellules de mammifére (Pennica et al., 1983). Le tPA sera plus tard proposé
comme agent thrombolytique dans le traitement des AVC ischémiques et est encore aujourd’hui le
seul traitement pharmacologique autorisé dans le traitement de la phase aiglie de I'ischémie cérébrale

(National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995).
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Il. Structure du tPA

L’activateur tissulaire du plasminogéne est une glycoprotéine de 69 kDA de la famille des sérines
protéases codée par le géne Plat (en anglais : Plasminogen activator tissue-type) situé sur le
chromosome 8. Le tPA humain est constitué de 527 acides aminés et comprend 5 domaines dont la
structure tridimensionnelle est maintenue par 17 ponts disulfures (Pennica et al., 1983). Ces cinqg
domaines sont répartis sur 2 chaines : la chaine lourde comprend les domaines Finger, EGF-like, Kringle
1 et Kringle 2 tandis que la chaine légere est composée du domaine sérine protéase. L'interaction de

ses différents domaines avec d’autres protéines est a I'origine de ses différentes fonctions (Figure 1).

- Le domaine Finger permet au tPA de se lier a la fibrine nécessaire a la formation d’'un complexe
ternaire avec le plasminogéne (Kagitani et al., 1985). Ce domaine permet également la liaison
au récepteur aux lipoprotéines de faible densité (en anglais : Low Density Lipoprotein Receptor-
related Protein ou LRP) et a I'annexin Il (Bu et al., 1992; K. A. Hajjar et al., 1994). Le domaine
finger est également impliqué dans la liaison du tPA avec I'un de ses inhibiteurs, PAI-1 (en
anglais : plasminogen inhibitor 1) (Kaneko et al., 1992).

- Le domaine EGF (en anglais : epidermal growth factor), nommé ainsi en raison de son
homologie avec le facteur de croissance épidermique, permet l'interaction du tPA avec le
récepteur a I'EGF et la O-glycosylation de ce domaine joue un réle dans la recapture et la
clairance du tPA au niveau hépatique (Katherine A. Hajjar and Reynolds, 1994; Hurtado et al.,
2007).

- Le domaine Kringle 1 a été peu étudié, néanmoins des travaux suggérent I'importance de sa
glycosylation dans sa recapture par le foie par I'intermédiaire des récepteurs au mannose des
cellules endothéliales hépatiques (Kuiper et al., 1988).

- Le domaine Kringle 2 contient un site de forte affinité pour la lysine (en anglais : lysine binding
site, LBS) qui permet au tPA de se lier avec différents substrats et récepteurs tels que le
plasminogéne, la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA ou le facteur de croissance dérivé des
plaguettes (en anglais : platelet derived growth factor-CC ou PDGF-CC) (Fredriksson et al.,
2004; Lopez-Atalaya et al., 2008).

- Le domaine sérine protéase du tPA est responsable du clivage du plasminogéne en plasmine
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grace a la triade catalytique composée des acides aminés : histidine®??, acide aspartique®’* et

sérine*’® (Pennica et al., 1983).
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récepteurs LRP et endothéliales hépatiques récepteurs PDGF-CC et His¥22, Asp3! et Ser®’®

Annexine Il NMDA

Figure 1: Structure et fonctions du tPA.
Schéma représentant le tPA sous forme simple (sc-tPA) et double chafne (tc-tPA) mettant en
évidence les 5 domaines (Finger, EGF, kringlel, kringle2 et sérine protéase), les 17 ponts
disulfures ainsi que le site de clivage par des protéases comme la plasmine et les kallikréines
(adapté de : Chevilley et al., 2015; Hébert et al., 2016).

Le tPA peut étre présent sous forme simple chaine (en anglais : single chain tPA ou sc-tPA) ou
double-chaine (en anglais : two-chain tPA ou tc-tPA) suite a un clivage par d’autres protéases telles
que la plasmine ou des kallikréines (Ichinose et al., 1984; Wallén et al., 1982). Contrairement aux autres
sérines protéases inactives sous leur forme simple chaine, les deux formes de tPA présentent une

activité protéolytique (D. C. Rijken et al., 1982).

lll. Synthése du tPA
1- Expression périphérique
a. Dans les vaisseaux

Le tPA est essentiellement présent dans le compartiment vasculaire et sa concentration
circulante est d’environ 70 pM (Dingeman C. Rijken and Lijnen, 2009). Le tPA est exprimé par les

cellules endothéliales et peut étre secrété dans la circulation de maniére constitutive (Binder et al.,
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1979; Levin et al., 1997) ou en réponse a différents stimuli tels que la présence de thrombine,
I’hyperoxie ou un stress mécanique (Diamond et al., 1989; Levin et al., 1997). La localisation
subcellulaire du tPA endothélial reste mal connue. En effet, tandis qu’une premiére étude rapporte sa
co-localisation avec le facteur Van Willebrand au sein des corps de Weibel-Palade (Huber et al., 2002),

d’autres travaux décrivent sa présence dans des vésicules de plus petit diametre (Figure 2) (Emeis et

al., 1997).
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Figure 2: Expression du tPA dans les cellules endothéliales.
(A, B) Détection par immunogold du tPA au niveau des capillaires de poumon (A) et de
diaphragme (B) observés par microscopie électronique. Le tPA est stocké dans des vésicules
de petit diametre dans les cellules endothéliales (adapté de Emeis et al., 1997). (C)
Immunohistochimie sur vaisseaux cérébraux isolés révélant le tPA (rouge) et les cellules
endothéliales mises en évidence par un marquage du CD-31 (bleu).

Les cellules endothéliales étaient jusqu’alors proposées comme la source de tPA circulant.
Cependant, une récente étude de Zheng et collaborateurs a montré que les hépatocytes sont
également une source de tPA plasmatique en condition physiologique et suggére que le tPA produit
par le foie permettrait d’amorcer la fibrinolyse suite a la formation d’un caillot sanguin (Zheng et al.,

2018).

b. En périphérie

L'activité protéolytique du tPA est également retrouvée dans de nombreux organes tels que
les ovaires, les testicules, les poumons, le cceur ou la prostate (Roufet al.,1996). Il peut étre exprimé
en condition physiologique ou uniquement en condition pathologique comme dans le cancer du
pancréas (Aguilar et al., 2004). La synthése de tPA est généralement associée a un remodelage

tissulaire ou a des modifications de la vascularisation.
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2- Expression centrale

Des 1981, Soreq et Miskin ont mis en évidence la présence d’activateur du plasminogene dans
le cerveau de souris par des techniques autoradiographiques. Ces premiéres données montrent que
les activateurs du plasminogéne sont retrouvés a la fois dans la vascularisation et au niveau des zones

enrichies en neurones (Soreq and Miskin, 1981).
a. Sous-types cellulaires exprimant le tPA

Dans le SNC, I'expression de tPA a été rapportée au niveau de différents types cellulaires tels
que les neurones, les oligodendrocytes, les astrocytes, la microglie, les épendymocytes et les péricytes

(Figure 3).

Neurones Oligodendrocytes Ependymocytes | Péricytes
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Figure 3: Expression du tPA par différents types cellulaires du SNC chez la souris adulte.
Immunohistochimie révélant la présence de tPA (marqué en rouge) au sein des neurones
(marquage Fox3, en vert), des oligodendrocytes (marquage APC, en vert), des épendymocytes
(marquage GFAP, en vert) et des péricytes (marquage NG2, en vert). Le tPA est détecté au niveau
des neurones corticaux aprés un traitement a la colchicine (adapté de Louessard et al., 2016).

...dans les neurones.

Krystosek et Seeds ont révélé la sécrétion d’activateurs tissulaires du plasminogéne par les
neurones granulaires du cervelet en culture (Krystosek and Seeds, 1981). lls ont également pu mettre
en évidence que cette sécrétion pouvait se faire au niveau du corps cellulaire ou du céne de croissance
dans des cultures de lignées de neuroblastome (Krystosek and Seeds, 1981). Shin et collaborateurs ont
montré la colocalisation du tPA avec la synaptophysine au niveau des dendrites dans un modele de
culture de neurones hippocampiques. lls ont également confirmé la présence du tPA et de ses ARN
messagers au niveau de la synapse par I'analyse des fractions synaptosomales (Shin et al., 2004).

L'utilisation d’'un modele de surexpression du tPA fusionné a une protéine GFP (en anglais : green
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fluorescence protein) dans une lignée PC12 a permis a Lochner et collaborateur de montrer que le tPA
est transporté dans des granules de sécrétion le long des neurites (Lochner et al., 1998). lls ont
également découvert que le tPA pouvait étre sécrété au niveau du cone de croissance en réponse a
une stimulation chimique. Plus tard, cette méme équipe a mis en évidence in vitro que le tPA était
présent dans des vésicules a cceur dense au niveau des épines dendritiques et pouvait étre libéré en
réponse a une dépolarisation induite par I'ajout de potassium (Lochner et al., 2006). Une récente étude
menée au laboratoire a décrit dans un modele in vitro de culture de neurones corticaux que le tPA est
retrouvé dans des vésicules d’exocytose VAMP2 (en anglais : Vesicle-associated membrane protein 2)
positives au niveau présynaptique et postsynaptique et peut étre secrété de maniere constitutive,

majoritairement au niveau des dendrites (Figure 4) (Lenoir et al., 2019).
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Figure 4: Sécrétion du tPA au niveau dendritique et axonal.
(A) Utilisation d’un modéle de surexpression d’un tPA fusionné a une molécule Halo-Tag (H,
révélée en rouge par l'ajout de son ligand, le TMR) et a une molécule sensible au pH (la
phluorine superecliptique, S) permettant de visualiser |’exocytose du tPA (en vert). (B)
Visualisation de la dynamique du tPA dans les dendrites et les axones de neurones dans les
neurones corticaux transfectés a 12 jours in vitro par microscopie confocale. Le tPA est
préférentiellement exocyté au niveau des dendrites (C) (Adapté de Lenoir et al., 2019).
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La caractérisation précise des sous-types neuronaux exprimant le tPA in vivo reste encore mal
connue. En effet, compte tenu du transport du tPA le long des axones et des dendrites, sa détection
immunohistochimique est restreinte aux neurites, au niveau des fibres moussues hippocampiques, de
I'amygdale, de I'hypophyse, de I'éminence médiane de I’hypothalamus ou de I’'habenula médiane
(Fredriksson et al., 2015; Louessard et al., 2016). En 2016, des travaux du laboratoire ont révélés
I"accumulation du tPA spécifiguement au niveau des corps cellulaires des neurones glutamatergiques
du cortex et des neurones granulaires du gyrus denté grace a I'utilisation d’un traitement bloquant le
transport axo-dendritique du tPA. Ces données ont également été confirmées au niveau de la couche

V du cortex par des techniques de single-cell RT-PCR (en anglais : single-cell reverse transcription



L’activateur tissulaire du plasminogéne

polymerase chain reaction) couplée a des enregistrements en patch-clamp (Figure 5) (Louessard et al.,

2016).

Peu d’études ont mis en évidence la présence de tPA dans les neurones inhibiteurs
GABAergiques (en anglais : gagmma-aminobutyric acid). Néanmoins, son expression a été rapportée
dans les interneurones exprimant la somatostatine (SOM), la parvalbumine (PV) ou le peptide
vasointestinal (en anglais : vasointestinal peptide ou VIP) (Chu et al., 2015; Fredriksson et al., 2015;

Stevenson and Lawrence, 2018).
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Figure 5: Expression du tPA au sein des neurones excitateurs dans I'hippocampe et le cortex de souris adultes.
(A) Immunohistochimie révélant le tPA (en rouge) au niveau du cortex et de I"hippocampe. Le
tPA est détecté uniquement dans les fibres moussues hippocampiques en condition basale. Un
traitement a la colchicine permet de révéler I'accumulation du tPA dans les neurones granulaires
du gyrus denté de I’hippocampe et dans les neurones corticaux (marquage Fox3, en vert). (B)
Profil de décharge d’un neurone pyramidal exprimant le tPA au niveau de la couche V du cortex
obtenu par patch-clamp. (C) Morphologie d’un neurone exprimant le tPA révélé par l’injection
de biocytine (en vert). (D) Single-cell RT-PCR sur un neurone de la couche V du cortex révélant
I’expression des ARNm du tPA ainsi que les ARNm du transporteur au glutamate (en anglais :
vesicular glutamate transporter 1 ou VGLUT1) et de la cholécystokinine (CCK).

...dans les astrocytes.

La synthése du tPA par les astrocytes a été mise en évidence in vitro et in vivo chez la souris
(Stevenson and Lawrence, 2018; Toshniwal et al.,, 1987). Hultman et collaborateurs ont également
montré que chez 'Homme le tPA est principalement retrouvé dans les astrocytes activés et que son
expression et sa sécrétion pouvait étre régulée par différents facteurs tel que I'acide rétinoique ou des
activateurs de la protéine kinase C (Hultman et al., 2008). De plus, les astrocytes sont capables de
recapturer le tPA sécrété par les neurones en interagissant avec les récepteurs LRP. Le recyclage du
tPA extracellulaire par les astrocytes pourrait alors permettre de réguler sa concentration a la synapse

et de moduler ses effets sur la signalisation dépendante des récepteurs NMDA (Cassé et al., 2012).
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...dans les oligodendrocytes.

Le tPA est synthétisé par les oligodendrocytes chez I'adulte et son expression diminue au cours
du vieillissement (Correa et al., 2011; Louessard et al., 2016). Cette protéase est impliquée dans la
migration des précurseurs d’oligodendrocytes au niveau du cerveau et de la moelle épiniére au cours
du développement mais également lors de la phase de remyélinisation dans un modele de Iésion de la

substance blanche (Leonetti et al., 2017).

... dans la microglie.

La microglie est également capable d’exprimer du tPA dans un modele de lésion excitotoxique.
Le tPA pourrait également contribuer a I'activation microgliale en condition inflammatoire (Rogove et

al., 1999; Siao et al., 2003; Siao and Tsirka, 2002; Tsirka et al., 1997).

b. Régions cérébrales

Dés 1993, Sappino et collaborateurs décrivent la présence d’ARN messagers du tPA dans les
neurones au sein de différentes régions cérébrales tel que le cortex ou I’hippocampe tandis que son
activité protéolytique est concentrée dans certains noyaux tel que I"hippocampe ou I’hypothalamus

(Sappino et al., 1993).

Au sein du laboratoire, des neurones exprimant le tPA ont été mis en évidence par
immunohistochimie dans le gyrus denté de I"hippocampe et les cortex somatosensoriel, entorhinal,

retrosplenial, perhinal et piriforme (Louessard et al., 2016).

Plus récemment, Stevenson et Lawrence ont confirmé ces données et révélé I'expression du tPA dans
plusieurs aires sous-corticales telles que I'amygdale, I’hypothalamus et le noyau du lit de la strie
terminale (en anglais : bed nucleus of the stria terminalis ou BNST) grace a I'utilisation d’une souris
transgénique exprimant la béta-galactosidase sous le contréle du promoteur Plat. De plus, I'utilisation
d’une souris transgénique exprimant le tPA fusionné a la protéine fluorescente Cerulean leur a permis
de montrer que les fibres neuronales exprimant du tPA sont principalement retrouvées au niveau des
fibres moussues hippocampiques, du cortex entorhinal et des régions limbiques (Figure 6) (Stevenson

and Lawrence, 2018).
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Figure 6: Caractérisation de I'expression et du trafic du tPA au sein dans différentes régions cérébrales.
(A) Visualisation de I’expression du tPA au niveau somatique chez la souris dite « rapportrice »
Plat-B-Gal. L’expression de la béta-galactosidase sous le contréle du promoteur du géne du tPA
(Plat) est retrouvée au niveau du cortex et dans les régions sous-corticales. (B) Visualisation de
I’expression du tPA au niveau des neurites chez la souris Plat-8A®-Cer. La protéine rapportrice
Cerulean est retrouvée essentiellement au niveau des régions limbiques.(HPF : formation
hippocampique ; LS : septum lateral ; CP : caudo-putamen ; TH : thalamus ; BLA : amygdale
basolatérale ; CeA : noyau central de I'amygdale ; MeA : noyau médial de I"amygdale ; HY :
hypothalamus ; MB : mésencéphale ; IPN : noyau interpédonculaire ; P : Pont ; PIR : cortex
piriforme ; LSN : noyau du septum latéral ; MSN : noyau du septum médial ; GPe/i : Globus
pallidus externe/interne ; SNr : substance noire réticulée ; PAG : substance grise péri-
acqueducale ; PVT : noyau paraventriculaire du thalamus ; ENT : cortex entorhinal ; BNST :
noyau du lit de la strie terminale) (D’aprées Stevenson et Lawrence, 2018).

3- Inhibiteurs du tPA

L'absence de corrélation entre la présence des ARNm ou de la protéine du tPA et son activité
protéolytique dans des régions cérébrales telle que la corne d’amont (CA1) suggére la présence
d’inhibiteurs au sein du SNC (Sappino et al., 1993). Les inhibiteurs du tPA appartiennent a la famille
des serpines (an anglais : serine protéinase inhibitors). Les serpines sont des protéines monomériques
glycosylées de 330 a 500 acides aminés ayant une masse molaire d’environ 50kDa. Leur conformation
secondaire comprend trois feuillets B et huit a neuf hélices a. Leur boucle réactive centrale (en anglais :
reactive center loop ou RCL) leur permet d’interagir avec les protéases. Le clivage du RCL par la
protéase permet une liaison non-covalente entre les deux molécules et I'inhibition de la protéase. Dans
le systeme nerveux central, I'inhibition du tPA est permise par PAI-1, la neuroserpine (NS) et la

protéase nexine-1 (PN-1).
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a. PAI-1

Au niveau périphérique, le PAI-1 aussi appelé SERPINE 1 est retrouvé dans le plasma ou il est
sécrété par les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les plaquettes (Sprengers and
Kluft, 1987). L'inhibition du tPA est permise par l'interaction de PAI-1 avec ses domaines Finger et
Kringle 2, bloquant ainsi sa fixation sur la fibrine (Kaneko et al., 1992). Dans le systeme nerveux central,
le PAI-1 est exprimé en faible quantité dans les neurones et les astrocytes en condition physiologique
(Buisson et al., 1998; Hino et al., 2001) mais son expression est augmentée notamment dans les
astrocytes dans un contexte pathologique tel que I’AVC ischémique (Docagne et al., 1999; Sallés and
Strickland, 2002). Le PAI-1 semble également étre impliqué dans I'étiologie de certaines pathologies
psychiatriques telles que la dépression majeure (en anglais : major depressive disorders ou MDD). En
effet, une augmentation du taux de PAI-1 sanguin a pu étre observée chez les patients souffrant de
MDD (Jiang et al., 2016). De plus, de récents travaux réalisés au laboratoire ont montré des phénotypes
de type dépressifs tel que I'anhédonie ou I'apathie ainsi qu’une résistance aux antidépresseurs chez

des souris déficientes en PAI-1 (Party et al., 2019).
b. La neuroserpine

La neuroserpine est exprimée de maniére pratiquement exclusive dans le systeme nerveux
central ou elle est synthétisée en condition physiologique par les neurones et les astrocytes (Docagne
et al.,, 1999; Osterwalder et al., 1998). La neuroserpine inhibe le tPA en se liant directement a son
domaine catalytique (Miranda and Lomas, 2006). Dans le SNC, la neuroserpine module la plasticité
synaptique et est impliquée dans la régulation d’'un grand nombre réponses comportementales telles

gue l'anxiété, la mémoire et la locomotion (Madani et al., 2003; Reumann et al., 2017).
c. Laprotéase nexine 1

La protéase nexine 1 est exprimée dans le parenchyme cérébral par les neurones et les cellules
gliales (Giau et al., 2005; Simpson et al., 1994) et est capable d’inhiber de nombreuses protéases
incluant la thrombine, la plasmine et le tPA (Evans$ et al., 1991; Scott et al., 1985). La PN-1 semble
jouer un role dans la potentialisation a long terme et son activité est réduite dans I'hippocampe de

patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Lithi et al., 1997; Wagner et al., 1989).
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IV. Fonctions du tPA

1- Fonctions vasculaires
a- La fibrinolyse

La fibrinolyse est un mécanisme enzymatique permettant la dégradation des caillots de fibrine
présents dans les vaisseaux sanguins. Le clivage de la fibrine est permis par une enzyme exprimée au
niveau hépatique, la plasmine. Au niveau plasmatique, la plasmine est présente sous forme d’une pro-
enzyme, le plasminogéne. Ce dernier va pouvoir étre clivé en sa forme active par deux activateurs : le
tPA et l'activateur du plasminogene de type urokinase (en anglais : urokinase-type plasminogen
activator ou uPA) (Collen and Lijnen, 1991). L’activation du plasminogéne en plasmine par le tPA est
peu efficace en absence de fibrine mais elle est multipliée par cent en sa présence (Hoylaerts et al.,
1982). Cette particularité permet au tPA d’activer le plasminogéne en plasmine spécifiquement au

niveau des caillots de fibrine (Figure 7).
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Figure 7: Mécanisme d'action de la fibrinolyse.
Le tPA libéré dans la circulation est capable de convertir le plasminogéne en plasmine a
proximité des caillots de fibrine. La plasmine peut alors dégrader la fibrine et permettre la
lyse du caillot. La fibrinolyse est régulée par PAIl-1 (inhibiteur du tPA) et par lI'a-2-
antiplasmine et I’a-2-macroglobuline (inhibiteurs de la plasmine).

L'inhibition de la fibrinolyse peut étre effectuée a la fois au niveau des activateurs du
plasminogéne ou directement via l'inhibition de la plasmine par I’ a-2-antiplasmine et I’ a-2-
macroglobuline (Thiebaut et al., 2018) . Cette régulation permet notamment d’éviter les phénomeéne
d’hyperfibrinolyse responsable d’'une perméabilisation de la barriere hématoencéphalique (BHE)

(Marcos-Contreras et al., 2016).
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b- tPA et BHE

Le tPA est actuellement I'unique traitement pharmacologique pour le traitement de la phase
aiglie des AVC ischémiques. Il a cependant été montré que l'injection intraveineuse de tPA peut
augmenter les lésions cérébrales, y compris chez des animaux déficients en tPA (Wang et al., 1998).
L'hypothese d’'un passage du tPA du compartiment sanguin vers le parenchyme cérébral a travers la
BHE permettrait d’expliquer ces résultats. Des études menées au sein du laboratoire ont permis de
montrer que le tPA est capable de passer la BHE en condition physiologique grace a un mécanisme de
transcytose dépendante des récepteurs LRP (Benchenane et al., 2005). De plus, Benchenane et
collaborateurs ont montré que le passage du tPA est indépendant des récepteurs LRP dans un modeéle
de privation en oxygéne et en glucose (Benchenane et al., 2005).

Le tPA pourrait également agir sur la perméabilisation de la BHE et étre responsable des
transformations hémorragiques suite a un AVC ischémique. En effet, I'interaction du tPA aves les
récepteurs LRP jouerait un réle dans le détachement des pieds astrocytaires et, par conséquence, dans
la perméabilisation de la BHE en condition ischémique (Polavarapu et al., 2007).

L’administration intraveineuse de tPA lors d’un AVC permettrait aussi d’augmenter
I’expression des métalloprotéinases matricielles (en anglais : Matrix Metalloprotéinases ou MMPs)
dans les cellules endothéliales (Suzuki et al., 2007). Ces derniéres sont a leur tour capables de dégrader
différents composants de la matrice extracellulaire (MEC) telle que la laminine ou le collagéne (Lakhan
et al.,, 2013). De plus, le tPA est capable d’activer le PDGF-CC qui va a son tour pouvoir agir sur le
récepteur a du facteur de croissance plaquettaire (en anglais : Platelet-Derived Growth Factor Receptor

o, PDGFR-a) situés sur les astrocytes et réduire I'intégrité de la BHE (Su et al., 2008).

Finalement, il a récemment été montré au laboratoire que le blocage de l'interaction du tPA
avec le récepteur NMDA est capable de réduire la perméabilité de la BHE en condition inflammatoire
suite a un traitement au TNF (en anglais: Tumor Necrosis Factor) ou dans un modeéle animal de sclérose

en plaques (Macrez et al., 2016; Mehra et al., 2020).
c- tPA et couplage neurovasculaire

Le concept d’unité neurovasculaire repose sur une relation étroite entre les vaisseaux sanguins
et les différentes cellules cérébrales permettant un couplage entre I'activité neuronale et le flux
sanguin cérébral (en anglais : cerebral blood flow ou CBF) : le couplage neurovasculaire (ladecola,
2017). Ce mécanisme serait induit par la libération de facteurs vaso-actifs tel que le monoxyde d’azote
(en anglais : nitric oxyde ou NO) ou la prostaglandine de type 2 (PLG-2) suite a l'activation neuronale

et permettrait d’adapter localement I'apport en substrats énergétiques au niveau des régions
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cérébrales activées. Les premiéres données suggérant un role du tPA dans I'unité neurovasculaire ont
été mises en évidence par Cipolla et collaborateurs qui ont montré que l'injection intraventriculaire de
tPA réduit la réactivité vasculaire lors d’'une ischémie cérébrale (Cipolla et al., 2000). Par ailleurs,
Armstead et collaborateurs ont montré que le tPA induit une vasodilatation dépendante d’une
libération de NO en condition physiologique (Armstead et al.,, 2004). Nasser et collaborateurs ont,
guant a eux, observé que le tPA module la vasoconstriction induite par la phényléphrine et que ce
mécanisme est dépendant de la concentration de tPA et de son interaction avec le récepteur LRP
(Nassar et al., 2004). Plus récemment, I’équipe de C. ladecola a mis en évidence un déficit de couplage
neurovasculaire en réponse a une stimulation sensorielle chez des animaux déficients en tPA (Park et
al., 2008). De plus, I'application directe du tPA au niveau du cortex cérébral permet de compenser les
déficits de couplage observés chez les souris déficientes en tPA. Par ailleurs, ces auteurs suggerent que
I'interaction du tPA avec les récepteurs NMDA post-synaptiques stimulerait la production de NO et

induirait la vasodilatation (Figure 8).

Les travaux du laboratoire réalisés par Anfray et collaborateurs ont, quant a eux, décrit que
I'interaction du tPA vasculaire avec les récepteurs NMDA endothéliaux permet de moduler les

réponses hémodynamiques en réponse a une stimulation des vibrisses (Anfray et al., 2019).
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Figure 8: Effet du tPA sur le couplage neurovasculaire.

(A) L’hyperhémie fonctionnelle est réduite chez les souris déficientes en tPA par rapport aux
souris WT en réponse a une stimulation des vibrisses. (B) L’application corticale de tPA exogéne
(r-tPA) permet de compenser le déficit de réponse hémodynamique chez les souris tPA KO. (C)
L'inhibition des récepteurs NMDA par le MK-801 réduit I’hyperhémie fonctionnelle chez des
souris sauvages mais n’a pas d’effet chez les souris tPA KO alors que la tétrodotoxine (TTX), un
bloqueur des canaux sodiques réduit ’hyperhémie fonctionnelle chez les deux souches. (D) La
production de NO est réduite chez les souris tPA KO et en présence de PAI-1 mais peut étre
restaurée par un traitement au r-tPA (adapté de Park et al., 2008).

2- Fonctions centrales

a. tPA et neurodéveloppement

Le développement du cerveau est un processus complexe nécessitant la coordination entre la
prolifération des progéniteurs neuronaux, leur différenciation, leur migration et, finalement, la mise
en place de connexions permettant d’établir un réseau fonctionnel. La sécrétion de facteurs dans le
milieu extracellulaire et le remodelage de la MEC permet de réguler finement I'ensemble de ces
processus (Happel and Frischknecht, 2016; Jiang et al., 2016). La dégradation des composants de la
MEC est réalisée par différentes protéases telles que les MMPs, les désintégrines et
métalloprotéinases a motifs thrombospondines (en anglais : a desintegrin and metalloproteinase with

thrombospondin motifs ou ADAMTS) mais aussi par le tPA et la plasmine (Bonnans et al., 2014).
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Krystosek et Seeds ont montré que le tPA peut étre sécrété au niveau des prolongements des
progéniteurs neuronaux au cours du développement (A. Krystosek and Seeds, 1981; Alphonse
Krystosek and Seeds, 1981). De plus, I'expression du tPA dans le SNC coincide avec les stades de
prolifération et de migration lors de I'embryogénese (Friedman and Seeds, 1994). L’ utilisation de souris
déficientes en tPA (en anglais : tPA knockout ou tPA KO) a permis de mettre en évidence son implication
dans la migration neuronale. En effet, Seeds et collaborateurs ont montré que la migration des
neurones granulaires est retardée chez les souris tPA KO (Seeds et al., 1999). L'application d’un
inhibiteur bloquant le domaine catalytique du tPA sur des cultures organotypiques de cervelet ne
semble pas influencer la migration des neurones granulaires suggérant un role indépendant de son

activité protéolytique (Ware et al., 1995).

Plus récemment, des travaux réalisés au sein du laboratoire ont montré un réle du tPA dans la
migration neuronale au cours de la corticogénese (Pasquet et al., 2019). En effet, ces travaux ont
permis de mettre en évidence un retard de migration chez des souris déficientes en tPA et chez des
souris dont le tPA est délété spécifiquement dans les progéniteurs neuronaux au jour embryonnaire
14 (E14) conduisant ainsi a un mauvais positionnement des neurones dans les couches corticales a
I’age adulte. Cette étude suggere également que lI'implication du tPA dans la corticogénése est

dépendante de son interaction avec les récepteurs NMDA exprimés par la glie radiaire (Figure 9).

D’autres mécanismes pourraient également expliquer le roéle du tPA dans la corticogéneése, tel
gue sa capacité a cliver la réeline, une glycoprotéine sécrétée jouant un réle majeur dans le
positionnement des neurones et leur maturation dans le cerveau en développement (Trotter et al.,
2014). Le tPA joue également un réle dans la migration des progéniteurs oligodendrocytes au cours du
développement et ce, via un mécanisme de chémo-attraction dépendant des récepteurs a I'EGF

(Leonetti et al., 2017).

Plusieurs études se sont également intéressées au réle du tPA dans la pousse neuritique. Le
tPA est sécrété au niveau du cone de croissance, une structure transitoire nécessaire a I'élongation
axonale et a la ramification des dendrites (Alphonse Krystosek and Seeds, 1981). Les données
concernant I'implication du tPA dans la croissance neuritique sont contradictoires. En effet, Pittmann
et collaborateurs ont montré que linhibition des activateurs du plasminogéne (en anglais
plasminogen activators ou PA) augmente la pousse neuritique. Selon eux, l'inhibition des PA

favoriserait I'adhésion des neurones aux substrats extracellulaires et I’élongation des neurites.
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Les travaux de Lee et collaborateurs ont montré des résultats opposés. En effet, le traitement
au tPA induit une augmentation de la taille des neurites dans des cultures de neurones corticaux (H.-
Y. Lee et al., 2007). L'implication du tPA dans la pousse neuritique serait également dépendante a la
fois de son activité protéolytique et de I'activation des récepteurs LRP (S. H. Lee et al., 2014). Baranes
et collaborateurs ont également montré que le tPA joue un réle la formation de varicosité synaptique
axonale dans des cultures de neurones hippocampiques (Baranes et al., 1998). Ces phénotypes sont
également retrouvés chez I'adulte dans un contexte pathologique. En outre, le tPA est impliqué dans
I’élongation des fibres moussues hippocampiques aprés un épisode épileptique induit par injection de

kainate dans I'amygdale (Wu et al., 2000).
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Figure 9: Implication du tPA dans la migration neuronale au cours de la corticogéneése.

(A) Electroporation in utero d’un plasmide pCAG-RFP codant pour une protéine fluorescente
RFP (en rouge) dans les progéniteurs neuronaux situés dans la zone ventriculaire a E14. (B)
Distribution des progéniteurs neuronaux dans les différentes couches corticales a E16. La
migration neuronale est retardée chez les souris tPA KO par rapport aux souris tPA-WT. Un
retard de migration est également observé chez les souris tPA'®¥/!°X dont le tPA est invalidé
spécifiquement dans les progéniteurs neuronaux grace a la transfection d’un plasmide codant
pour la recombinase Cre (pCAG-Cre-GFP). (C,D) La surexpression dans les cellules de glie
radiaire de la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA mutée au niveau de son site d’interaction
avec le tPA conduit également a un défaut de migration qui se traduit par une accumulation
des progéniteurs dans la zone ventriculaire (VZ) (Pasquet et al., 2019).

b. tPA et apoptose

L'apoptose ou mort cellulaire programmée est un processus fondamental nécessaire au

renouvellement cellulaire. L'apoptose est importante au cours du développement et dans des
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pathologies neurologiques et neurodégénératives. Le tPA peut moduler I'apoptose a la fois dans les
neurones et les oligodendrocytes. Le tPA exerce un effet anti-apoptotique sur les neurones et les
oligodendrocytes dans des modeles de privation en facteurs trophiques (Correa et al., 2011; Liot et al.,

2006).

L'effet anti-apoptotique du tPA dans les neurones est indépendant de son activité
protéolytique et nécessite I'activation de la voie de signalisation phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)
(Liot et al., 2006). Plusieurs récepteurs pourraient contribuer a cet effet anti-apoptotique tel que le
récepteur a 'EGF ou I'annexine Il (Bertrand et al., 2015; H.-Y. Lee et al., 2007). De maniére similaire, le
tPA exerce un effet anti-apoptotique dans les oligodendrocytes dépendant de la signalisation PI3K et
de son interaction avec le récepteur a I'EGF. Ces résultats ont également été confirmés in vivo. Ainsi,
I'injection de tPA au niveau du corps calleux permet de réduire les lésions de la substance blanche dans
un modele d’ischémie cérébrale chez la souris 4gée tandis que cet effet protecteur n’est pas retrouvé

avec l'injection de tPA muté sur son domaine EGF (Correa et al., 2011).

c. tPA et transmission glutamatergique

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux central. Il peut
agir a la fois sur des récepteurs ionotropiques comprenant les récepteurs AMPA (en anglais : a-amino-
3-hydroxy-5-methylisoxazole- 4-propionic acid ou AMPA), NMDA et Kainate ou sur des récepteurs de
type métabotropiques. La signalisation glutamatergique participe a la transmission synaptique
normale et a la plasticité synaptique nécessaire notamment au processus d’apprentissage et de
mémoire (Willard and Koochekpour, 2013). Cependant, une stimulation prolongée des récepteurs
ionotropiques peut étre retrouvée en condition pathologique comme dans I’AVC et conduire au
phénomeéne d’excitotoxicité. Ce phénomeéne est causé par un défaut de recapture du glutamate a la
synapse et conduit a une accumulation de calcium dans les cellules responsables, a terme, des

processus de nécrose et d’apoptose (Chamorro et al., 2016).

En 2001, des travaux menés au laboratoire ont permis de montrer que le tPA est capable de
cliver la sous-unité GluN1 du récepteur NMDA conduisant a une potentialisation de I'influx de calcium
dans les neurones (Figure 10) (Nicole et al., 2001). Le clivage de la sous-unité GIuN1 par le tPA a lieu
au niveau de l'arginine 260 nécessitant la fixation du domaine kringle 2 sur la sous-unité GIuN1
(Fernandez-Monreal et al., 2004; Lopez-Atalaya et al., 2008). Par ce mécanisme, le tPA potentialise la
mort neuronale dans des modeles d’excitotoxicité induite par le NMDA (Benchenane et al., 2007; Liot

et al., 2004; Nicole et al., 2001). Les effets déléteres du tPA seraient également favorisés par la
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présence de la sous-unité GIuN2D du récepteur NMDA. En effet, I'utilisation d’un antagoniste de la
sous-unité GIuN2D empéche les effets pro-excitotoxiques du tPA (Baron et al, 2010). De maniére
intéressante, des stratégies d’immunisation par I'utilisation d’un anticorps bloquant spécifiqguement
I'interaction du tPA avec la sous-unité GluN1 du récepteur NMDA ont montré des effets bénéfiques
sur la réduction de la taille de la |ésion dans des modeles d’AVC ischémiques et d’excitotoxicité induite

par le NMDA (Benchenane et al., 2007; Macrez et al., 2010).

Cela permettrait également de réduire I'cedéeme et de réduire les déficits neurologiques dans
un modele d’AVC hémorragique (Gaberel et al., 2013). De plus, les travaux de Parcq et collaborateurs
ont montré que seule la forme simple chaine du tPA (sc-tPA) est capable de potentialiser I'entrée de
calcium et la mort neuronale induite par le NMDA (Parcq et al., 2012). Plus récemment, des travaux
du laboratoire ont également montré que l'interaction du tPA avec la sous-unité GIuN1 augmente la

dynamique des récepteurs NMDA au niveau extra-synaptique et favorise son effet pro-neurotoxique

(Lesept et al., 2016).
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Figure 10: L'interaction du tPA avec le récepteur NMDA potentialise I'entrée de calcium et la mort
excitotoxique.

(A) La dépolarisation neuronale induite par un traitement au NMDA augmente la sécrétion de
tPA par les neurones corticaux tandis que les traitements AMPA et kainate ne modifient pas la
sécrétion de tPA. (B) La mort neuronale induite par le NMDA est réduite avec un traitement au
PAI-1 tandis que I’ajout de tPA exogéne potentialise la mort excitotoxique (C). (D) Préparations
membranaires de neurones corticaux immunoprécipitées a |'aide d’un anticorps dirigé contre
les sous-unités GIUN1 et GIUN2A du récepteur NMDA et révélées avec un anticorps anti-tPA
montrant l'interaction du tPA avec GIuN1. (E) La sous-unité GIuN1 est clivée au niveau C-
terminal suite a un traitement au NMDA ou a |"ajout de tPA. (F) tPA potentialise I'entrée de

calcium dans les neurones corticaux stimulés au NMDA (Nicole et al., 2001).
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L'implication du tPA sur la signalisation des récepteurs NMDA joue également de nombreux
roles en condition physiologique dans les processus de plasticité synaptique, d’apprentissage et de
mémoire. Ces fonctions seront développées dans les parties « 2d. tPA et plasticité synaptique » et « 2e.

tPA et processus cognitifs ».
d. tPA et plasticité synaptique

La plasticité synaptique correspond a la modification de l'intensité ou de I'efficacité de la
transmission synaptique de synapses préexistantes. La plasticité des synapses a été proposée comme
étant un des mécanismes permettant au cerveau d’intégrer des expériences transitoires en des traces
mnésiques persistantes. Elle joue un réle dans la formation et le maintien de réseaux neuronaux
fonctionnels et peut étre modulée en réponse a différents stimuli sensoriels. Par ailleurs, une
altération de la plasticité synaptique est souvent associée a des troubles neuropsychiatriques (Citri and

Malenka, 2008).

L'hypothése selon laquelle I'apprentissage pourrait étre associée a une modification de
I’efficacité des connexions entre les neurones avait déja été émise en 1894 par Ramon y Cajal puis par
Donald Hebb qui propose que I'activation simultanée de deux neurones situés a proximité conduit a
une augmentation de I'efficacité de la transmission de ces deux neurones (Hebb, 1949; Ramon Cajal,

1894).

Deux types de plasticité peuvent étre retrouvés : la plasticité a court terme et la plasticité a
long terme. La plasticité a court terme qui comprend la facilitation synaptique, la dépression
synaptique et la potentialisation post-tétanique ne dure que quelques millisecondes a quelques
minutes et consiste en une modification du relargage de neurotransmetteurs par les vésicules
présynaptiques en réponse a l'arrivée de potentiels d’action successifs. La plasticité a long terme
comprend la potentialisation a long terme (en anglais : long term potentiation ou LTP) et la dépression
a long terme (en anglais : long term depression ou LTD) et peut perdurer plusieurs heures a plusieurs
jours. Le phénomeéne de LTP est décrit pour la premiére fois dans I’hippocampe de lapin par Bliss et
Lomo en 1973 (Bliss and Lgmo, 1973). lls montrent alors qu’une stimulation a haute fréquence permet
d’augmenter durablement I'efficacité de la transmission synaptique. De maniére opposée, la LTD
correspond a une réduction persistante de I'efficacité de cette transmission et est induite par une
stimulation prolongée a basse fréquence. Ces deux processus ont été majoritairement étudiés dans
des modeéles ex-vivo de tranches organotypiques d’hippocampe et constituent des modeles cellulaires

pour I'étude de I'apprentissage et de la mémorisation.



m L’activateur tissulaire du plasminogéne

La LTP est permise dans un premier temps par l'activation des récepteurs AMPA qui va
permettre une entrée d’ions sodium et la dépolarisation du neurone post-synaptique. Cette
dépolarisation va alors permettre la libération de I'ion magnésium bloquant le canal du récepteur
NMDA permettant I'entrée de calcium et de sodium au niveau post-synaptique. L'entrée de calcium
va alors induire différents processus tel que la phosphorylation de la protéine kinase CAMKII (en
anglais : calcium/calmodulin (CaM)-dependent protein kinase) et I’exocytose des récepteurs AMPA. Les
récepteurs AMPA d’abord exocytés au niveau périsynaptique sont ensuite incorporés au niveau de la
densité post-synaptique. La LTP s’accompagne également de modifications structurelles de la densité

post-synaptique et des épines dendritiques (Citri and Malenka, 2008; T. Takeuchi et al., 2014).

En 1993, Qian et collaborateurs ont mis en évidence une augmentation des ARN messagers du
tPA dans les neurones granulaires du gyrus denté suite a l'induction de la LTP au niveau de
I’"hippocampe chez le rat (Figure 11) (Qian et al., 1993). Plus tard, Baranes et collaborateurs ont montré
que 'application d’un inhibiteur du tPA, le tPA-stop réduit la phase tardive de la LTP ciblant les voies
des collatérales de Schaffers projetant sur CA1 (SC-CA1) et les fibres moussues projetant sur CA3 (MF-
CA3) mais n’affecte pas la phase précoce de la LTP (Baranes et al., 1998). Ces résultats ont été
confirmés par Huang et collaborateurs qui ont mis en évidence une diminution de la phase tardive de
la LTP sur ces mémes voies chez des animaux tPA KO (Figure 11) (Huang et al., 1996). De plus, des
travaux menés au laboratoire ont montré que seul le tPA sous sa forme simple chaine joue un réle

dans la LTP tardive (Parcq et al., 2012).
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Figure 11: Implication du tPA dans la potentialisation a long terme.
(A) Augmentation des ARNm du tPA (en rouge) au niveau du gyrus denté suite a I’induction de la
LTP par stimulation haute fréquence de la voie perforante (D’aprés Qian et al., 1993). (B) La phase
tardive de la LTP est réduite chez les souris déficientes en tPA (mutant) (D’aprés Huang et al.,
1996).

Une étude de Calabresi et collaborateurs a également montré que la phase précoce de la LTP
pouvait étre altérée chez les animaux déficients en tPA (Calabresi et al., 2000). Les études de Parcq et
Huang s’accordent cependant sur le fait que la plasticité synaptique a court terme n’est pas modifiée

chez ces animaux (Calabresi et al., 2000; Huang et al., 1996). Plusieurs mécanismes ont été proposés
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pour expliquer le réle du tPA dans le maintien de la phase tardive de la LTP (en anglais : late-LTP, L-

LTP).

Selon Qian et collaborateurs, I'augmentation de la transcription des ARNm du tPA dans le gyrus
denté serait dépendante de |’activation des récepteurs NMDA (Qian et al., 1993). L'activation des
récepteurs NMDA conduirait en effet a I'activation de la voie de ’AMPc/PKA (en anglais : Adénosine
monophosphate cyclic/protéine Kinase A) aboutissant a la synthése et a la libération de tPA au niveau
post-synaptique (Baranes et al., 1998; Zhuo et al., 2000). Le tPA serait ensuite libéré au niveau de la
fente synaptique et pourrait activer les récepteurs LRP (Zhuo et al., 2000) (Figure 12). D’autres
mécanismes nécessitant I'activation du plasminogéne ont également été proposés et seront détaillés

dans la partie (B.lll.k « Plasminogéne et plasticité synaptique»).
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Figure 12: Représentation schématique du mécanisme impliquant le tPA dans les processus de LTP.

Lors de I'induction de la LTP, la fixation du glutamate (Glu) sur les récepteurs AMPA et NMDA
induit I’entrée d’ions sodium et calcium et permet la dépolarisation postsynaptique. L’entrée
de calcium induit I’activation de la CAMKII et conduit a I’exocytose des récepteurs AMPA tandis
que l"activation de I’adénylate cyclase (AC) augmente la signalisation de la voie ’AMPc/PKA et
stimule la synthese de tPA et sa libération post-synaptique. Le tPA sécrété dans la fente
synaptique va alors pouvoir interagir avec les récepteurs LRP et stimuler des voies
intracellulaires impliquées dans la potentialisation synaptique. Le tPA sécrété au niveau pré et
post-synaptique peut également potentialiser directement I’entrée de calcium en se fixant au
récepteur NMDA (D’apres Zhuo et al., 2000; Samson & Medcalf, 2006 ; Citri et al., 2008).

Le tPA semble également impliqué dans les processus de dépression a long terme. En effet, la
transcription du tPA est augmentée suite a l'induction de la LTD dans un modele de tranche

organotypique cortico-striatale. De plus, le nombre de neurones striataux répondant a la LTD est
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significativement réduit chez les souris déficientes en tPA (Calabresi et al., 2000). Parcq et
collaborateurs ont également décrit I'implication du sc-tPA dans la LTD. De plus, I'application du sc-
tPA sur des tranches organotypiques d’hippocampe de souris sauvages réverse la LTD au niveau de

CA1 (Parcq et al., 2012).
e. tPA, processus cognitifs et émotions

Comme nous |'avons vu précédemment, le tPA est capable de moduler la signalisation de plusieurs
récepteurs et contribue a la plasticité synaptique. L'implication du tPA dans I'ensemble de ces
fonctions a la synapse lui confere également un réle dans la régulation de certains apprentissages et

émotions.

= tPA et cognition spatiale

De nombreuses études ont montré un role du tPA dans les apprentissages spatiaux, cependant,
certains résultats restent contradictoires en fonction des protocoles utilisés. Parmi les protocoles
utilisés. Parmi les tests utilisés, on retrouve le labyrinthe de Barnes (en anglais : barnes maze, BM) et
la piscine de Morris (MWM) qui sont deux tests permettant de tester la mémoire spatiale. Lors de la
phase d’entrainement qui dure plusieurs jours, la souris doit apprendre a reconnaitre, respectivement,
un refuge et une plateforme dissimulés en utilisant des indices visuels présents au sein méme du
dispositif (indices proximaux) ou dans la piece d’expérimentation (indices distaux). Le refuge ou la
plateforme sont ensuite retirés du dispositif lors d’un test de rappel et I’exploration autour de la zone
cible est mesurée afin d’évaluer les performances mnésiques des animaux. Huang et collaborateurs
ont montré un apprentissage spatial similaire entre des souris WT et tPA KO a I'aide du test du
labyrinthe de Barnes (Huang et al., 1996). Ces mémes auteurs ont montré que les souris tPA KO testées
en MWM parcourent une distance plus importante pour trouver la plateforme lors de la phase
d’acquisition par rapport a leurs homologues sauvages (Huang et al., 1996). lIs ne concluent cependant
pas a un déficit d’apprentissage mais considérent ce résultat comme la conséquence d’une
augmentation de la thigmotaxie chez les souris tPA KO. Par ailleurs, les souris déficientes en tPA
présentent les mémes performances spatiales que leurs homologues sauvages lors d’un test
d’inversion de la position de la plateforme. De la méme maniére, Pawlak et collaborateurs ne trouvent
aucun déficit de cognition spatiale a I'aide du test de la piscine de Morris chez les souris tPA KO (Robert
Pawlak et al., 2005). De maniére opposée, les travaux de Oh et collaborateurs ont mis en évidence des
déficits d’acquisition et de mémorisation chez les souris tPA KO soumises au MWM par rapport aux

souris WT (Oh et al., 2014). Par ailleurs, Madani et collaborateurs ont montré une augmentation des
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performances spatiales dans les tests du MWM et du Homing Hole Board Test chez des souris

surexprimant le tPA dans les neurones (Figure 13) (Madani et al., 1999).

L'implication du tPA dans la cognition spatiale a également été décrite par Calabresi et
collaborateurs. En effet, les animaux tPA KO répondent de fagon similaire a leurs homologues sauvages
a un test de reconnaissance d’objet mais présentent un déficit de localisation d’objet suite a la
modification de la position d’'un objet. De plus, cette étude a montré une absence d’habituation aux
objets lors de la phase d’exploration du test chez les animaux déficients en tPA (Calabresi et al., 2000).
Des déficits de reconnaissance d’objet ont cependant pu étre retrouvés par Benchenane et
collaborateurs. En effet, alors que les souris WT explorent significativement plus un nouvel objet par
rapport a un objet familier, les souris tPA KO ne discriminent pas les deux objets (Benchenane et al.,

2007).
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Figure 13: La surexpression de tPA dans les neurones augmente les performances spatiales.
(A) Image représentative montrant |I’activité du tPA sur des coupes coronales de cerveaux issues
de souris WT, T4 (expression du tPA multipliée par 3) et T6 (expression du tPA multipliée par
10). (B) Représentation schématique de la stratégie utilisée permettant I'expression d’une
séquence codant pour le tPA pour le contréle du promoteur neuronal Thyl.2. (C) Mesure de la
latence a trouver la plateforme lors du test de MWM, au cours de I"acquisition (I-V) et d’un test
d’inversion de position de la plateforme (VI-IX) (Adapté de Madani et al., 1999).

Plus récemment, les travaux réalisés au laboratoire par Hébert et collaborateurs ont montré un
déficit d’apprentissage spatial chez les animaux déficients en tPA lors de la phase d’acquisition du
MWM nécessitant I'utilisation d’indices distaux et non proximaux. Cette étude suggere alors que

I’'hétérogénéité des résultats décrits dans la littérature pourrait dépendre de la configuration des
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indices proximaux ou distaux dans la piece d’expérimentation (Hébert et al., 2017). D’autres travaux
réalisés au laboratoire ont décrit que I'immunisation systémique a l'aide d’un anticorps bloquant
I'interaction du tPA avec la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA induisait des déficits de mémoire
spatiale lors d’une tache de reconnaissance de place en labyrinthe en Y chez des souris WT
(Benchenane et al., 2007; Obiang et al., 2012). Grace a une méthodologie similaire, Hebert et
collaborateurs ont montré que d’un anticorps ciblant cette méme interaction, au niveau du cortex
entorhinal induit des déficits de mémoire spatiale dans un test de reconnaissance de place en
labyrinthe en T (Figure 14) (Hébert et al., 2017). De plus, les travaux du laboratoire suggerent que la
diminution de I'expression et de I'activité du tPA observée au cours du vieillissement physiologique au
niveau de I'hippocampe et du cortex entorhinal est associée aux troubles de la cognition spatiale
(Hébert et al., 2017; Obiang et al., 2011; Roussel et al., 2009). L'étude de Obiang a également montré
que l'utilisation d’un environnement enrichi permet de reverser la diminution d’expression du tPA et

les déficits d’apprentissage associés chez la souris dgée (Obiang et al., 2011).
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Figure 14: Le tPA module la cognition spatiale en interagissant avec le récepteur NMDA dans le cortex

entorhinal.
(A-C) Mesure des performances spatiales a I'aide du test du labyrinthe en T. Les souris WT
discriminent bien le bras nouveau (new arm) des deux autres bras du labyrinthe (A) tandis que
les souris tPA KO présentent un déficit de navigation spatiale (B). (C) L’injection stéréotaxique
au niveau du cortex entorhinal de I’anticorps GIuN1 15A4B2ES5, bloquant I'interaction du tPA
avec la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA induit des déficits de mémoire spatiale chez les
souris WT. (D-E) L’anticorps GIuN1 15A4B2E5 bloque la potentialisation de I’entrée de calcium
induite par le tPA dans des cultures de neurones corticaux stimulées au NMDA (Hébert et al.,
2017).

Dans I'ensemble les résultats de la littérature ont permis de montrer un role du tPA dans la

cognition spatiale mais ne permettent pas de conclure quant aux populations neuronales responsables
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de I'expression cette protéase dans les différentes régions cérébrales et leurs implications dans les

réponses comportementales décrites.

= tPA et régulation des émotions

Le tPA est fortement exprimé dans les régions cérébrales sous-tendant la régulation des émotions
telles que I'amygdale, le BNST, I’hippocampe ou encore I’hypothalamus (Louessard et al., 2016; T.
Matys et al., 2005; Tomasz Matys et al., 2004; Robert Pawlak et al., 2005; Stevenson and Lawrence,
2018). Le tPA serait notamment impliqué dans la peur conditionnée, I'anxiété-trait et I'anxiété induite
par un stress.

De nombreuses études se sont intéressées au réle du tPA dans la peur conditionnée. Une premiére
étude de Huang et collaborateurs affirme que I'association d’un stimulus inconditionnel (choc
électrique) a un stimulus conditionnel (SC, signal sonore) induit la méme réponse d’immobilisation
(réponse de peur) chez les animaux WT et tPA KO lors de la phase d’acquisition. Ils ont également
montré que lors de la deuxieme phase du test, les souris tPA KO femelles présentent une
immobilisation supérieure a leur homologues sauvages en réponse au SC seul ou lorsque les souris
sont réexposées au méme contexte tandis que les réponses émotionnelles ne sont pas altérées chez
les souris tPA KO males (Huang et al., 1996). Plus tard, Calabresi et collaborateurs ont montré des
résultats contradictoires. En effet, le temps d’immobilisation en réponse au son est significativement
plus élevé chez des souris tPA KO males par rapport aux souris controles tandis qu’il est
significativement réduit chez ces animaux lors du rappel au contexte, une tache dépendante de
I’hippocampe (Calabresi et al., 2000). La diminution des réponses de peur au contexte peut alors étre
interprétée comme une diminution de I'anxiété-état des souris tPA KO en réponse a un stimulus

environnemental (le contexte).

Les travaux menés par I'équipe de Sidney Strickland ont permis de mettre en évidence que les
souris tPA KO ne présentent pas de différence d’anxiété-trait par rapport a leurs homologues sauvages.
Par opposition a I'anxiété-état, I’anxiété trait est une réponse innée qui induit un état anxieux durable
et présent méme en I'absence de stimuli potentiellement menacant. Ainsi, I'anxiété-trait mesurée
grace au labyrinthe en croix surélevé (en anglais : elevated plus maze, EPM) ne montre pas de
différence du nombre d’entrées dans les bras ouverts (anxiogénes) entre les souris WT et tPA KO en
condition basale (Tomasz Matys et al., 2004; R. Pawlak et al., 2002; Robert Pawlak et al., 2003). De
maniéere intéressante, les souris tPA KO présentent toutefois des réponses anxieuses amoindries par
rapport a leurs homologues sauvages en réponse a un stress de contention ou a l'injection intra-
ventriculaire de corticolibérine (en anglais : corticotropin-releasing factor, CRF), un neuropeptide

impliqué dans la réponse au stress au niveau de I’axe corticotrope (Figure 15) (Tomasz Matys et al.,
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2004; Robert Pawlak et al., 2003). Ces auteurs ont également indiqué que ces deux modeles de stress
induisent une augmentation précoce de l'activité protéolytique du tPA au niveau de I'amygdale chez
les souris sauvages puis un retour au niveau basal associé a une augmentation de I'expression de PAI-1.
Le mécanisme responsable des phénotypes observés semble cependant indépendant de I'activation
du plasminogéne, puisque les souris déficientes en plasminogéne présentent des réponses au stress

similaires celles de leurs homologues sauvages.

A % 4 —o—tPA*’7 *k
] p— .
g 3 — tPA
c
o
E 2
L
< c
2 g1
19
0
) AN AN
& © ©
\‘F
o 18
E 16 Kk Kokk
~
g
g 12
< o 10
< 28
e 2 6] —o-tpa*
©
s 4 m-pa——
g 2
Z£ o0
o o o
\F
Q)

Figure 15: Le tPA est exprimé au niveau de I'amygdale et module les réponses anxieuses induites par un
stress.

(A) Un stress de contention augmente |'activité protéolytique du tPA au niveau de I'amygdale
centrale et médiale a des temps précoce (a, b c). La diminution de I’'activité du tPA au niveau
de I"amygdale médiale 6h aprés lI'induction d’un stress est corrélée a une augmentation de
I’expression de PAI-1. (B-C) L’anxiété trait mesurée a I'aide du labyrinthe en croix surélevé est
similaire entre les souris WT et tPA KO en condition basale. Un stress de contention augmente
les réponses anxieuses chez les souris WT (diminution de I’exploration des bras ouverts) mais
pas chez les souris tPA KO (D’apres Pawlak et al., 2003).

Les travaux de Bennur ont mis en évidence qu’un stress chronique par contention induisait une
diminution de la densité des épines dendritiques au niveau de I'amygdale médiale chez les souris WT
tandis que le nombre d’épines ne sont pas affecté chez les souris tPA KO. Ainsi, cela suggérerait un réle

du tPA dans la plasticité des épines dendritiques au niveau de I'amygdale (Bennur et al., 2007).

Dans un test de peur conditionnée au contexte réalisé apres un stress, Norris et Strickland ont
également montré que les souris tPA KO s'immobilisent moins lors du rappel par rapport aux souris
sauvages (Norris and Strickland, 2007). Ce résultat peut également étre interprété comme une
diminution de I'anxiété état chez ces animaux. lls ont par ailleurs observé une diminution de I'activité
protéolytique du tPA et une augmentation de la phosphorylation de la sous-unité GIuN2B associée a

une augmentation de I'activation de la voie ERK au niveau de I'hippocampe chez les souris sauvages
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soumises a un stress aigu. Ce résultat est interprété comme une modulation de la plasticité des

synapses par le tPA au niveau de I’hippocampe en réponse a un stress.

Le tPA semble également moduler les effets du stress au niveau du BNST. En effet, les travaux de
Matys et collaborateurs ont décrit une augmentation précoce de I'activité protéolytique du tPA au
niveau du BNST apres un stress, suivie d’une augmentation de I’expression de son inhibiteur PAI-1 (T.
Matys et al., 2005). lls ont également montré que la réponse de sursaut en réponse a un son était
réduite chez les souris tPA KO et associée a une diminution spécifique de I'activation des neurones au

niveau du BNST.

L'implication du tPA dans la régulation des émotions a été majoritairement étudiée grace a des
modeles murins déficients en tPA de maniére constitutive et ne permettent pas de rendre compte du
role du tPA exprimé de maniere différentielle par les différents noyaux cérébraux. De nouvelles
approches moléculaires telles que I'utilisation de vecteurs viraux ou le recourt a des modeéles
transgéniques permettent un controle spatio-temporel de I'invalidation ou la surexpression de génes.
Ces outils favorisent ainsi I'étude des fonctions des genes exprimés au sein de régions cérébrales
spécifiques dans les réponses comportementales. Ce type d’approche a notamment été utilisé par Bahi
et Dreyer, lesquels ont montré que la délétion spécifique du tPA au niveau de I'hippocampe induisait
une augmentation de I'anxiété-trait évaluée en EPM (Bahi and Dreyer, 2012). Les données obtenues
précédemment chez les souris tPA KO ne montrent pas d’effet du tPA sur I'anxiété-trait en condition
basale. Cependant, il est important de noter que le tPA est exprimé simultanément dans de
nombreuses régions cérébrales impliquées dans la régulation des émotions. Il est donc envisageable
que le tPA régule des processus émotionnels de maniere différentielle en fonction des noyaux

cérébraux étudiés.
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Pour résumer :

R/

% Le tPA est une sérine protéase capable de convertir le plasminogéne en plasmine
afin de promouvoir la fibrinolyse des caillots sanguins.

% Son expression est retrouvée en périphérie et dans différents types cellulaires et
de nombreuses régions cérébrales dans le SNC.

% Le tPA peut également interagir avec différentes protéines/récepteurs tels que le
récepteur NMDA ou le récepteur LRP.

% Au sein du SNC, le tPA présente différentes fonctions en condition physiologique

telles que la migration neuronale, la plasticité synaptique et les processus

émotionnels et cognitifs.

K/

“» En condition pathologique, le tPA peut avoir un role délétere en favorisant

notamment la mort neuronale de type excitotoxique.
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B. Le systéeme d’activation du plasminogéene (SAP)

I.  Structure du plasminogéene

Le plasminogéne est la forme zymogene inactive de la plasmine. C'est une glycoprotéine de
791 acides aminés formées de 5 domaines kringles, d’'un peptide de pré-activation (en anglais :
preactivation peptide ou PAp) et d’'un domaine catalytique a activité sérine protéase (Figure 16) (Law
et al., 2013). Les domaines kringle 1 et 4 contiennent des sites de liaisons a la lysine lui permettant de
se fixer a la fibrine. Le tPA et I'UPA vont pouvoir cliver le plasminogéne au niveau de I'arginine en
position 561 et ainsi le convertir en sa forme active, la plasmine. D’autres protéases comme les

kallikréines et les facteurs Xla et Xlla vont également pouvoir cliver le plasminogéne en plasmine.

Domaines Kringles

Peptide de
pré-activation

Domaine catalytique
Sérine protéase

Sérine protéase

X X

Plasmine uPA/tPA
(Pré-activation) (activation)

Figure 16: Structure du plasminogéne.
Schéma représentant les 7 domaines du plasminogéne ainsi que les sites de clivage du peptide
de pré-activation et le site de clivage permettant sa conversion en plasmine par le tPA et I'uPA
(D’apres Law et al., 2013).

Le plasminogéne peut étre présent sous deux formes, une forme fermée circulante, le Glu-
plasminogéne, qui ne peut pas étre activée et une forme ouverte, le Lys-plasminogéne, obtenue suite
au clivage du PAp par la plasmine. Le Lys-plasminogene présente une forte affinité pour la fibrine mais
va également pouvoir se fixer a des récepteurs présents a la surface des cellules. La forme ouverte
permet alors l'accés des activateurs du plasminogéne au site de clivage et la conversion du
plasminogéne en plasmine. La plasmine est présente sous forme de deux chaines reliées par des ponts
disulfures : une chaine lourde de 561 acides aminés en N-terminal et une chaine légere de 230 acides

aminés en C-terminal.
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Il. Synthese et régulation
a. En périphérie

Le plasminogene plasmatique est majoritairement exprimé par les cellules hépatiques au
niveau du foie (Raum et al., 1980). Le plasminogene peut également étre exprimé par d’autres organes
tel que le rein, le coeur, les testicules, I'utérus ou le cerveau suggérant des fonctions du SAP au sein de

’

ces organes (Zhang et al, 2002). Deux serpines, I’ a-2-antiplasmine et I’ a-2-macroglobuline
permettent de réguler I'activité protéolytique de la plasmine au niveau sanguin (Harpel, 1981). Le SAP
peut également étre régulé indirectement via l'inhibiteur de la fibrinolyse activable par la thrombine
(en anglais, Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor ou TAFI) qui permet d’éliminer les résidus lysine
de la fibrine empéchant ainsi la fixation du plasminogéne et donc sa conversion en plasmine (Bouma

and Mosnier, 2006).
b. Dans le systéme nerveux central

Le plasminogéne est également exprimé dans le parenchyme cérébral dans plusieurs régions
cérébrales telles que le cortex, I’hippocampe, I’hypothalamus et le cervelet (Figure 17). Son expression
est majoritairement retrouvée dans les neurones pyramidaux mais il peut également étre retrouvé
dans les interneurones exprimant la parvalbumine au niveau de I'hippocampe (Basham and Seeds,

2001; Taniguchi et al., 2011; Tsirka et al., 1997; Zhang et al., 2002).
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Figure 17: Expression du plasminogéne dans le SNC.
(A) Les ARNm du plasminogéene sont détectés dans le cortex (Cx), I’hippocampe (Hi), le cervelet
(Cb) et le foie (Li) en post-natal (a) et chez la souris adulte (b). (B) Hybridation in situ révélant
les ARNm du plasminogéne au niveau de la couche moléculaire dans le cervelet (D’aprés Basham
& Seeds, 2001).

Au niveau cérébral, I'activité de la plasmine est assurée par la protéase nexine 1 qui est exprimée
par les neurones et les cellules gliales (Giau et al., 2005; Simpson et al., 1994). Des travaux réalisés au
laboratoire ont montré que les astrocytes constituent une surface d’activation du plasminogene

favorisant sa conversion en plasmine. Par ailleurs, les astrocytes sont impliqués dans la clairance du
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plasminogéne en permettant son endocytose par un mécanisme faisant intervenir les récepteurs LRP

(Briens et al., 2017).

lll. Fonctions du systéeme d’activation du plasminogéne dans le SNC

Les fonctions du SAP dans le systeme nerveux central vont étre dépendant des propriétés
protéolytiques de la plasmine vis a vis un grand nombre de substrats. La plasmine est en effet capable
de cliver différents substrats dans le systeme nerveux central. Outre sa capacité a cliver la fibrine, la
plasmine peut également cliver des facteurs neurotrophiques comme le pro-BDNF ou la forme
immature du facteur de croissance neuronal (en anglais : pro-nerve growth factor ou pro-NGF) en leur
forme mature (Bruno and Cuello, 2006; K. Gray and Ellis, 2008). La plasmine va également pouvoir
cliver différents composants de la matrice extracellulaire tel que la laminine, la fibronectine, le
collagene ou les proteoglycanes (Liotta et al., 1981; Mackay et al., 1990; Mochan and Keler, 1984). Elle
va également pouvoir jouer un réle indirect dans le remodelage de la MEC en activant les pro-MMPs

en leur forme mature (G.E. Davis et al., 2001).
a. Plasminogéne et développement cérébral

Le remodelage de la matrice extracellulaire va jouer un role important au cours du
développement cérébral notamment pour les processus de migration neuronale et lors de
|’établissement des réseaux neuronaux. Tout comme le tPA, le plasminogéne est exprimé au cours du
développement cérébral ou ses ARN messagers ont pu étre détectés au niveau de I'hippocampe et du
cervelet chez la souris (Basham and Seeds, 2001). L'implication du SAP dans les processus
neurodéveloppementaux a été proposée pour la premiere fois par Krystosek et Seeds qui ont montré
une forte activité fibrinolytique des neurones granulaires du cervelet en migration (A. Krystosek and
Seeds, 19812). De plus, I'utilisation de I’acide e-amino caproique (en anglais, e-amino caproic acid ou
€ACA), un analogue de la lysine qui va bloquer le site de liaison a la lysine du plasminogene et donc

empécher son activation, ralentit la migration des cellules granulaires (Moonen et al., 1982).

Par ailleurs, Seeds et collaborateurs ont émis I’'hypothése que le déficit de migration neuronale
observé au niveau du cervelet chez les souris déficientes en tPA pouvait étre lié a un défaut de la
dégradation de la matrice extracellulaire par la plasmine (Seeds et al., 1999). Les travaux de Pittman
et DiBenedetto ont rapporté lI'implication du plasminogéne dans la dégradation de la matrice
extracellulaire dans une lignée PC-12. lIs ont également montré que le plasminogéne participe a la
migration neuronale et a la pousse neuritique (Pittman and DiBenedetto, 2002). L’activation du

plasminogéne a également été observée au niveau du cone de croissance suggérant I'implication du
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SAP dans la pousse neuritique et la croissance axonale (Alphonse Krystosek and Seeds, 1981). Li et
collaborateurs ont montré que le systéme tPA/plasmine est impliqué dans la croissance des dendrites
et la synaptogénése des neurones de Purkinje au niveau du cervelet (J. Li et al., 2013). Finalement, la
plasmine pourrait également contribuer a la formation des réseaux neuronaux par I'intermédiaire du
clivage de molécules de guidance axonale présentes au niveau de la MEC telle que la F-spondine

(Tzarfaty-Majar et al., 2001).
b. Plasminogéne et apoptose

Différentes études ont rapporté I'implication du plasminogéene sous sa forme active dans les
processus d’apoptose. En effet, le plasminogéne utilisé a de fortes concentrations sur des cultures de
neurones corticaux peut étre converti en plasmine par le tPA endogéne favorisant ainsi la dégradation
de la matrice et I'apoptose des neurones (Ho-Tin-Noé et al., 2009). La plasmine participerait également
activement aux processus d’apoptose. En effet, différentes études ont rapporté la fixation du
plasminogéne sur les cellules mortes ou en souffrance suite a la surexpression des récepteurs au
plasminogéne a leur surface (O’Mullane and Baker, 1999). La plasmine générée a la surface des cellules

favoriserait I’élimination des débris cellulaires par processus de phagocytose (Rosenwald et al., 2012).
c. Plasminogéne et transmission glutamatergique

De fagon comparable au tPA, la plasmine peut moduler la signalisation des récepteurs NMDA.
Cependant, les résultats décrits dans la littérature montrent des mécanismes contradictoires. Il a ainsi
été montré que la plasmine potentialise la signalisation NMDA des neurones dans un modele de
tranches organotypiques d’hippocampe en interagissant avec le récepteur PAR-1 (en anglais :
protease-activated receptor 1), majoritairement exprimé par les astrocytes. De maniéere intéressante,
ces auteurs ont également montré que la plasmine potentialise I'entrée de calcium dans les astrocytes
mais n’a pas d’effet dans les neurones. La plasmine modulerait ainsi la signalisation NMDA dans les
neurones par I'intermédiaire de I'activation des récepteurs PAR-1 astrocytaires (Mannaioni et al.,

2008).

Les travaux de I'équipe de Robert Medcalf ont montré que la plasmine et non le tPA permet
de cliver la sous unité GluN1 du récepteur NMDA. Selon cette étude, la potentialisation de I'entrée de
calcium requiere I'activation des récepteurs LRP par le tPA mais ne nécessite pas le clivage du
récepteur NMDA par la plasmine (Samson et al., 2008). La plasmine est cependant capable de cliver le
domaine de liaison du zinc au niveau N-terminal de la sous-unité GIuN2A et favorise ainsi la levée de

I'inhibition induite par le zinc (Yuan et al., 2009).
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d. Plasminogéne et plasticité synaptique

De la méme maniére que le tPA, le plasminogéne joue un role dans les processus de plasticité
synaptique. En effet, Pang et collaborateurs ont montré que le plasminogéne est également impliqué
dans le maintien de la phase tardive de la LTP via sa capacité a activer les pro-MMPs en leur forme

mature (Figure 18) (Pang et al., 2004).
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Figure 18: La plasmine module la LTP en convertissant le pro-BDNF en mBDNF.
(A) La phase tardive de la LTP est réduite chez les souris hétérozygotes BDNF*/-. (B) L’application
de m-BDNF permet de restaurer les déficits de L-LTP chez les souris déficientes en
plasminogéne. (C) L'utilisation du pro-BDNF me permet pas de restaurer la L-LTP chez les souris
Plg”/-. (D) La plasmine permet la conversion du pro-BDNF en m-BDNF. Le tPA seul, n’influence
pas la conversion du pro-BDNF en sa forme mature (Pang et al., 2004).

De maniére opposée, une autre étude a montré que la plasmine perturbait la LTP en dégradant

la laminine (Nakagami et al., 2000).

e. Plasminogeéne, cognition et émotions

Peu d’études sont rapportées concernant le r6le potentiel du plasminogéne dans la régulation
des processus cognitifs. En effet, les souris déficientes en plasminogéne ont un phénotype
comportemental proche de leurs homologues sauvages. Malgré cela, des études ont suggéré
I'implication du plasminogéne (Plg) dans les réponses au stress. En effet, les souris Plg KO soumises a
un test de réflexe de sursaut en réponse a un son réagissent significativement moins que les souris
sauvages. De plus, les comportements d’auto-toilettage, induits en réponse a un stress, sont
également moins importants chez ces animaux (Hoover-Plow et al., 2001). Le plasminogéne semble

également moduler positivement le déclin cognitif induit par un stress (Robert Pawlak et al., 2005).
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Cependant, I'utilisation d’un stress de contention n’induit pas de modification de I'anxiété-état chez

les souris déficientes en plasminogene (Robert Pawlak et al., 2003).
f. Plasminogéne et contexte pathologique

Le systeme d’activation du plasminogéne est surexprimé dans de nombreux contextes
pathologiques ou il va jouer un réle bénéfique ou délétére en dégradant de nombreux composants de

la MEC.

Au niveau du compartiment vasculaire, l'activation du plasminogéne va contribuer a
|'altération de la barriere hémato-encéphalique directement en clivant des composants essentiels
comme les claudines, occludines et la laminine ou indirectement activant les pro-MMPs (Lijnen, 2001;
Liotta et al., 1981). La plasmine va également jouer sur la perméabilité de la BHE en modifiant la
morphologie des astrocytes ou activant la protéine monocytaire chémoattractante 1 (en anglais:

Monocyte Chemoattractant Protein-1 ou MCP-1) (Niego et al., 2012; Yao and Tsirka, 2011).

Le SAP joue un role délétere dans des modeles de Iésions excitotoxiques induites par I'injection
de kainate au niveau de I'hippocampe. En effet, les souris tPA KO et Plg KO sont résistantes a la mort
neuronale induite par I'injection de kainate. De plus, I'injection d’ a-2-antiplasmine permet de prévenir
les lésions excitotoxiques chez les souris sauvages (Tsirka et al., 1997). L'effet pro-neurotoxique du
plasminogéne est alors lié a la dégradation de la laminine par la plasmine (Z. L. Chen and Strickland,

1997).
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Le systéme tPA/plasmine joue également un réle dans le remodelage des fibres moussues
hippocampiques dans un modele épileptique induit par I'injection de kainate au niveau de I'amygdale.
En effet, Wu et collaborateurs ont montré qu’une croissance aberrante des fibres moussues était
présente chez les animaux tPA KO et Plg KO par rapport a leurs homologues sauvages. Cette étude
suggere que I'augmentation de la pousse neuritique observée chez les souris sauvages est dépendante
du clivage par la plasmine des CSPG (chondroitines sulfates protéoglycanes) phosphacan et neurocan

exprimés au niveau de la MEC (Figure 19) (Wu et al., 2000).
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Figure 19: Le systéme d'activation du plasminogéne régule la pousse neuritique.

(A) L’injection de kainate dans I’amygdale augmente la croissance des fibres moussues chez les
souris WT. La pousse neuritique est aberrante chez les souris déficientes en plasminogéene avec
I"apparition d’une bande laminaire entre la région supragranulaire (GCL) et la couche
moléculaire (MOL). (B) Incubation des CSPG neurocan et phosphacan purifiés en présence de
tPA et de plasmine montrant un clivage de ces deux substrats par la plasmine. (C) Le clivage de
phosphacan est augmenté dans |’hippocampe chez les souris WT injectées avec le Kainate tandis
que ce clivage n’est pas retrouvé chez les souris tPA KO et Plg KO (Wu et al., 2000).

L'activation du plasminogéne joue également un role majeur dans la régénération axonale a la
suite de lésions du systeme nerveux. En effet, une augmentation de I'expression des activateurs du
plasminogéne a été rapportée dans les neurones suite a un modeéle de lésion du nerf sciatique

(Siconolfi and Seeds, 2001).

Par ailleurs, il a été montré que le protéoglycane NG2 (antigéne Neural/Glial 2), surexprimé
lors d’une lésion de la moelle épiniere favorise la conversion du plasminogene en plasmine (Nolin et

al., 2008). De plus, les travaux de I’équipe de Stella Tsirka ont montré que le systéme tPA/plasmine
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contribue a la régénération axonale dans un modeéle de lésion de la moelle épiniere. En effet, la
plasmine permet la dégradation des CSPGs au niveau de la cicatrice gliale, favorisant la pousse

neuritique et la récupération fonctionnelle (Bukhari et al., 2011).

Des résultats similaires ont également été observés aprés un modele d’ischémie cérébrale. En
effet, la plasticité axonale et la récupération fonctionnelle sont significativement réduites chez les

souris déficientes en plasminogéne 4 semaines apres l'induction de I’AVC (Liu et al., 2014).

Pour résumer :

+» Le plasminogéne est activé en plasmine active par le tPA pour promouvoir la fibrinolyse.

% Le plasminogene est exprimé en périphérie et dans le parenchyme cérébral.

s Les fonctions de la plasmine sont dépendantes de son activité protéolytique vis-a-vis de
différents composants de la MEC ou via sa capacité a activer les pro-MMPs.

+» La plasmine peut également activer des facteurs neurotrophiques tels que le pro-BDNF.

* En condition physiologique, la plasmine joue notamment un réle dans le développement

cérébral et la plasticité synaptique.

%+ En condition pathologique, la plasmine peut avoir des roles délétéres en modulant

I’ouverture de la BHE ou bénéfiques en favorisant la régénération axonale.
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C. Neurobiologie de I’anxiété

L'anxiété est définie comme un état émotionnel causé par l'anticipation d’une situation
potentiellement menacgante. Dans le cas de I'anxiété, la probabilité ou I'occurrence de la menace est
faible ou incertaine (Craske et al., 2009; Craske and Stein, 2016; J. A. Gray and McNaughton, 2000;
Steimer, 2002). Un état anxieux correspond a la fois a une réponse physiologique autonomes et
neuroendocriniennes (ex : augmentation de I'activité du systéme nerveux sympathique) et a une
réponse comportementale (ex : évitement de la source potentiellement menagante, immobilisation).
L'anxiété non-pathologique est une réponse physiologique nécessaire a la survie et a I'adaptation d’un
individu dans son environnement et peut étre divisée en deux sous-groupes : I'anxiété-état et I'anxiété-
trait. L'anxiété état est décrite comme un état émotionnel intense et transitoire en réponse a une
situation menacgante tandis que I'anxiété-trait correspond a une réponse anxieuse innée chez I'individu
qui perdure dans le temps. Lorsque cet état émotionnel persiste dans le temps et ce, en I'absence
d’une situation anxiogéne avérée, on parle de trouble anxieux ou d’anxiété pathologique. Ces troubles
anxieux sont retrouvés dans de nombreuses pathologies telles que les phobies, les troubles anxieux
généralisés ou les troubles de stress post-traumatiques (Craske et al., 2009; J. A. Gray and

McNaughton, 2000).

I. L’anxiété étudiée en laboratoire

De nombreux modeles animaux rongeurs ont été développés en laboratoire afin d’appréhender
les substrats neuro-anatomiques et moléculaires sous-tendant I'anxiété mais également d’évaluer
I'efficacité de différents traitements anxiolytiques. Ces modeéles sont généralement des lignées de
rongeurs sélectionnées pour présenter un fort ou un faible niveau d’anxiété. Cependant, elles peuvent
également étre des lignées transgéniques déficientes pour certains récepteurs impliqués dans la

régulation des processus anxieux (Sartori et al., 2011).

Parmi les tests comportementaux chez le rongeur, on retrouve des tests mesurant des réponses
conditionnées et des tests mesurant les réponses anxieuses non-conditionnées (tests basés sur
I’exploration ou sur des réponses a un stimulus menacant). Ces derniers regroupent notamment le test
du labyrinthe en zéro (en anglais : 0-maze, OM), le test du labyrinthe en croix surélevé et I'open-field
(OF) (Figure 20). La validité des tests comportementaux utilisés pour évaluer I'anxiété chez I’animal
repose notamment sur une modulation positive des criteres mesurés lors du test par des agents
pharmacologiques anxiolytiques (tels que les benzodiazépines, BDZ) (Belzung and Griebel, 2001; Cryan

and Sweeney, 2011).
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= Le labyrinthe en zéro
Le labyrinthe en zéro surélevé est un dispositif dérivé du labyrinthe en croix surélevé comprenant

deux secteurs ouverts et deux secteurs fermés par des parois verticales.
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Figure 20: Représentation schématique du labyrinthe en zéro (A) et de I'open-field (B).

Ce test est basé sur un conflit d’approche-évitement entre la tendance naturelle des rongeurs a
explorer un environnement nouveau et leur aversion naturelle pour le vide et les espaces ouverts non
protégés. Ce test dure généralement cing minutes et permet d’extraire différentes variables relatives
a I’état-anxieux telles que le nombre d’entrées, le temps passé et la latence a aller dans les bras ouverts
du labyrinthe. Ce test a été validé d’un point de vue pharmacologique. En effet, les différents
parametres mesurés sont sensibles aux anxiolytiques chez le rongeur (Braun et al., 2011; Shepherd et

al., 1994).

= |'open-field

Le test du champ ouvert ou OF est largement utilisé chez le rongeur a la fois pour mesurer I'activité
locomotrice globale et I'anxiété. Il présente la configuration d’une aréne de forme circulaire, carrée ou
rectangulaire de grande dimension par rapport a la taille de I'animal testé (on utilisera, par exemple,

un OF ayant un diamétre moyen de 50 cm chez la souris).

Ce test est également basé sur un conflit d’approche-évitement vis-a-vis de la zone centrale de
I’OF (anxiogéne). Les rongeurs présentent, en effet, une préférence pour la périphérie du dispositif
(zone protégée de I'exposition a des prédateurs potentiels) ou ils se déplacent le long des parois, un
comportement appelé thigmotaxie. Différents paramétres peuvent étre mesurés lors du test tels que
le nombre d’entrées et le temps passé au centre du dispositif mais également la distance parcourue
dans les différentes zones. L'utilisation de ce test pour mesurer I'anxiété reste cependant discutée. En
effet, bien que I'OF soit sensible aux agents pharmacologiques tels que les benzodiazépines, les

parametres mesurés avec I’'OF ne semble pas influencés par certains traitements pharmacologiques
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utilisés pour le traitement des troubles anxieux tels que les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine
(Prut and Belzung, 2003). Par ailleurs, les phénotypes anxieux restent difficiles a interpréter lorsque

I'activité globale est également modifiée.

Il. Réseaux de l’anxiété

De nombreuses régions cérébrales ont été décrites comme impliquées dans I'anxiété dans des
modeles animaux de lésions cérébrales et, plus récemment, par l'utilisation de techniques
optogénétiques chez le rongeur. Parmi ces régions, on peut citer 'amygdale, le BNST, la substance
grise périaqueducale, le cortex préfrontal, I’hypothalamus et I’hippocampe ventral (Calhoon and Tye,

2015; Tovote et al., 2015).

En 1937, le « circuit de Papez » fut proposé par James Papez, un neuroanatomiste américain,
comme la base neuroanatomique des émotions. Selon ce modéle, les stimuli émotionnels seraient
d’abord traités au niveau du thalamus, qui projetterait ensuite sur le cortex et I’hypothalamus. Ce
dernier établirait a son tour des projections avec le thalamus antérieur, lui-méme connecté au cortex
cingulaire. Finalement, les informations traitées par le cortex cingulaire seraient transmises a

I’hypothalamus via I'hippocampe formant ainsi une boucle dans le circuit (Papez, 1937).

Dix ans plus tard, Paul Yakovlev (1948) suggére que 'amygdale, le cortex orbitofrontal, I'insula et
le lobe temporal antérieur forment un réseau sous-tendant les processus émotionnels et
motivationnels (Yakovlev, 1948). MaclLean intégre ensuite les travaux de Papez et Yakovlev dans un
modele du systéme limbique et conclut que le cortex limbique et les structures limbiques sous-
corticales forment un circuit fonctionnel interconnecté pour la régulation des émotions (MaclLean,

1949, 1952).

De nombreuses études se sont, par la suite, intéressées a I'amygdale, une structure du systéme
limbique considérée comme I'épicentre du traitement des émotions. Cet intérét a été, notamment,
porté sur cette structure en raison de ses nombreuses connexions réciproques avec des structures
cérébrales impliquées dans les réponses émotionnelles et cognitives (LeDoux, 2000; Phelps and

LeDoux, 2005; Pitkanen et al., 1997).

1- Structure de 'amygdale

L'amygdale est la région cérébrale la mieux caractérisée pour son role dans la régulation des
processus émotionnels. La contribution de I'amygdale dans les processus anxieux a été rapportée chez

I’'Homme. En effet, des études par IRM (imagerie a résonnance magnétique) fonctionnelle ont montré
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une hyperactivation de cette région chez des individus souffrants de troubles anxieux (Etkin et al.,
2004; Etkin and Wager, 2007; Stein et al., 2007). Par ailleurs, il a été mis en évidence que les individus
présentant une lésion bilatérale de I'amygdale montrent des déficits de reconnaissance des

expressions faciales des émotions négatives et de la peur (Adolphs et al., 1999).

L'amygdale contient environs 13 différents noyaux. En outre, on retrouve le noyau basolatéral
(en anglais: basolateral amygdala BLA) subdivisé en noyau latéral (LA), basal (BA) et basomédial (BMA)
et le noyau central (CeA) subdivisé en noyau centro-latéral (Cel), capsulaire (CeC) et centromédian
(CeM) (Sah et al., 2003) (Figure 21). La BLA et la CeA dérivent de structures embryologiques différentes
ce qui leurs conferent une structure et une composition neuronale propre. La BLA présente une
structure de type "corticale" et est composée a 80% par des neurones a épines glutamatergiques. A
I'inverse, la CeA a une structure de type striatale et est composée principalement d'interneurones

GABAergiques (Johnston, 1923; McDonald, 2003).

Input from sensory cortex,
prefrontal cortex, thalamus
and ventral hippocampus

H Glutamatergic neuron

Figure 21: Structure et connexions des différents noyaux amygdaliens.
(Adapté de Babaev et al., 2018 ; Calhoon et al., 2015 ; Lee et al., 2017).

2- Connectivité de I'amygdale

L'amygdale basolatérale joue un role crucial dans I'intégration des stimuli externes relayés par
le thalamus et les aires corticales sensorielles et des informations contextuelles provenant de

I’hippocampe (Ledoux, 2000; Alexander J. Mcdonald, 1998). Les informations traitées par les neurones
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excitateurs de I'amygdale basolatérale sont ensuite relayées au niveau de I'amygdale centrale, du
BNST, du PFC (cortex préfrontal) et de I'hippocampe. Ces différentes régions interconnectées
participent a la régulation des émotions (Figure 22) (Calhoon and Tye, 2015; Tovote et al., 2015).
L'amygdale centrale reste, cependant, un relais majeur des projections glutamatergiques en
provenance de la BLA. De maniére intéressante, |’activation des neurones de la BLA projetant sur la
CeA produit un effet anxiolytique chez les souris testées en labyrinthe en croix surélevé et en OF (Tye

etal., 2011).

Deux populations neuronales globalement distinctes sont retrouvées au sein de la Cel/C : les
interneurones exprimant la somatostatine (SOM+) et les interneurones exprimant la protéine kinase
C-6 (PKC&+) (Hunt et al., 2017). Une autre distinction est généralement faite entre les neurones PKC6+
et PKC&-négatifs (PKCS-). En effet, ces deux populations répondent différemment a un stimulus de
peur conditionnée, les neurones PKC6+ sont inhibés (Cell OFF) tandis que les neurones PKC6- sont
activés (Cell ON) en réponse au stimulus (Ciocchi et al., 2010; Haubensak et al., 2010a). Les
interneurones SOM+ correspondent vraisemblablement aux neurones PKC6- décrits dans cette étude
(K. Yu et al., 2017). En effet, les neurones SOM+ jouent un réle dans |'acquisition et la consolidation
des réponses de peur conditionnée ainsi que dans I'expression de comportements défensifs (H. Li et
al., 2013; K. Yu et al., 2016). Les neurones PKC6+ et SOM+ peuvent également réguler les réponses
comportementales en s’inhibant réciproquement et en envoyant des projections inhibant les neurones
de la CeM (Haubensak et al., 2010a). Il a, entre autres, été montré que ces deux populations avaient
des effets opposés dans la modulation des réponses comportementales a la douleur (Wilson et al.,

2019).

Une étude de Cai et collaborateurs a récemment mis en évidence que [I'activation
optogénétique des neurones PKC6+ produisait des effets anxiolytiques dans I'OF, 'EPM et la boite
sombre/claire (Cai et al., 2014). Il a également été montré que les neurones PKC&+ de I'amygdale
centrale projetant sur la substance innominée de Reichert (substancia innominata) jouent un réle dans
I’encodage des stimuli aversifs et permettent le renforcement négatif des apprentissages associatifs

(Cuietal., 2017).

Outre l'effet anxiolytique observé suite a I’activation de la voie BLA-CeA, il a été montré un
effet anxiogénique lors de la stimulation des somas des neurones de la BLA suggérant |'existence
d’autres projections capables de moduler les réponses anxieuses (Tye et al., 2011). Il a, par exemple,
été montré que l'activation des neurones glutamatergiques de la BLA projetant sur I’hippocampe
ventral ou sur le cortex préfrontal médian augmente les phénotypes anxieux en EPM et en OF (Felix-

Ortiz et al., 2013).
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Le BNST recoit également des afférences provenant de la BLA et de la CeA et contribue a la
régulation de I'anxiété et de la peur contextuelle (M. Davis et al., 2010). Les afférences arrivant sur les
différentes sous-régions du BNST vont également pouvoir réguler différentiellement les réponses
anxieuses en raison de la spécificité de leurs efférences. Le noyau oval du BNST favoriserait, par

exemple, un état pro-anxieux tandis que la partie antérodorsale exercerait un effet anxiolytique (S. Y.

Kim et al., 2013).
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Figure 22: Les circuits de I'anxiété.

Amygdale basolaterale (BLA); partie antétodorsale du BNST
(vHC) amygdale centrale (CEA) ; BNST ventral (vBNST) ; aire tegmentale ventrale (VTA) ;
Hypothalamus (HYP) ; Locus coeruleus (LC) ; Septum latéral (LS) ; cortex préfrontal médian
(mPFC) ; noyau ovale du BNST (ovBNST); substance grise periacqueducale (PAG) ; noyau
parabrachial (PB) ; noyau du raphé (RN) (Tovote et al., 2015).

(adBNST), Hippocampe ventral
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Ill. Meécanismes moléculaires

De nombreux neurotransmetteurs et neuropeptides régulent localement l'activité des réseaux
neuronaux impliqués dans I'anxiété. Parmi eux, on retrouve, entre autres, le GABA, le glutamate, la

sérotonine, la dopamine, noradrénaline ou le CRF (Millan, 2003; Stoppel et al., 2006).

La neurotransmission GABAergique est un acteur potentiel permettant d’expliquer Ia
pathophysiologie de I'anxiété. Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC, ou il
permet de maintenir un équilibre de la balance excitation/inhibition neuronale nécessaire a la
transmission neuronale physiologique. Il est alors proposé qu’un défaut de la transmission GABA
puisse perturber cet équilibre et conduire a I'anxiété pathologique. Le GABA, majoritairement
synthétisé par les interneurones, permet de réguler localement ou via des projections de longue
portée, l'excitabilité des neurones excitateurs. Les récepteurs au GABA, qui peuvent étres
ionotropiques (GABA-RA, récepteur canal perméable au chlore) ou métabotropiques (couplés aux
protéines G) afin de permettre respectivement un controle inhibiteur rapide et prolongé de la
neurotransmission sont largement distribués dans le SNC (Nuss, 2015). Ainsi, il a été montré qu’une
infusion de GABA ou d’agonistes des récepteurs GABA dans I'amygdale permettaient de réduire les
réponses anxieuses chez les animaux (Barbalho et al., 2009; Sanders and Shekhar, 1995). Les
récepteurs GABA constituent d’ailleurs la principale cible thérapeutique pour le traitement des
troubles anxieux. Les benzodiazépines agissent, par exemple, sur le site (BDZ) des récepteurs GABA-A
pour potentialiser I'entrée de chlore et induire une hyperpolarisation (Sigel and Luscher, 2012). Chez
I’'homme, il a été montré que I'usage des BDZ permet de réduire I'activation de I'amygdale en présence

de stimuli émotionnels négatifs (Del-Ben et al., 2012; Paulus et al., 2005).

Le systéme sérotoninergique est également un systéme inhibiteur et constitue une cible
thérapeutique dans le traitement des troubles de I'anxiété, ou les inhibiteurs de recapture de la
sérotonine ont montré leur efficacité (Araneda and Andrade, 1991; Carhart-Harris and Nutt, 2017). Le
récepteur 5-HT 1A est un récepteur métabotropique dont la cascade intracellulaire conduit a
I'activation de canaux potassiques et a I’hyperpolarisation des neurones via I'efflux d’ions potassium.
Chez I'animal, la délétion du récepteur a la sérotonine 5-HT 1A induit des phénotypes anxiogéniques

dans différents tests comportementaux (Heisler et al., 1998).

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du SNC et module la neurotransmission
au sein des circuits de I'anxiété. La BLA recoit, en effet, des afférences glutamatergiques provenant du

cortex et du thalamus et envoie a son tour des projections glutamatergiques excitatrices vers d’autres
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régions limbiques (A. J. Mcdonald et al., 1996). La délétion de la sous-unité GLUN1 du récepteur NMDA
dans les cellules granulaires du gyrus denté diminue les réponses anxieuses (Niewoehner et al., 2007).
Par ailleurs, il a été montré que l'injection d’un antagoniste des NMDA-R au niveau de I’hippocampe
ventral induisait une diminution d’anxiété chez le rat (Nascimento Hackl and Carobrez, 2007). Au
niveau de I'amygdale, I'injection d’antagoniste du récepteur NMDA réduit I'anxiété induite par
I’exposition a un prédateur (Adamec et al., 1998). L’utilisation d’un agoniste des récepteurs
glutamatergiques métabotropiques mGIuR2 et mGIuR3 a montré un effet anxiolytique chez les souris

testées en EPM (Linden et al., 2004).

La corticolibérine (CRH) est un neuropeptide secrété en réponse au stress qui va également
modauler les réponses émotionnelles en agissant sur les récepteurs CRH1 et CRH2. Les récepteurs CRH1
et CRH2 sont largement exprimés au niveau cérébral dans des régions telles que I'amygdale centrale,
le BNST et le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (Lovejoy et al., 2014). La sécrétion du CRH par
les neurones hypothalamiques joue un réle dans la réponse au stress via I'activation hypothalamo-
hypophyso surrénalien (axe HPA). Outre ces effets via I'axe HPA, il a été montré que la délétion
conditionnelle du récepteur CRH1 dans le cerveau antérieur et les régions limbiques (excluant
I’hypothalamus) réduit I'anxiété chez les souris (M. B. Miller et al., 2003). Par ailleurs, I'activation
chémogénétique des neurones exprimant le CRH dans I'amygdale centrale augmente les phénotypes
anxieux chez les souris testées en labyrinthe en zéro et en boite claire/sombre (Paretkar and Dimitrov,

2018).

/ Pour résumer : \

% L'anxiété est un état émotionnel susceptible d’apparaitre en réponse a une

situation potentiellement menacante.

%+ Lorsque cet état émotionnel persiste, on parle de trouble anxieux.

+» L’anxiété est une réponse comportementale complexe sous-tendue par 'activation
de nombreuses régions cérébrales.

% L’amygdale est une structure largement interconnectée au sein des réseaux

\ neuronaux impliqués dans la régulation des processus émotionnels. /
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D. Neurobiologie de la mémoire spatiale

I. Les différents types de mémoire

La mémoire est un processus dynamique qui permet le stockage et la restitution d’informations et
constitue une fonction biologique fondamentale a la survie et a I'identité des individus. Les traces
mnésiques (ou engrammes) générées peuvent étre stockées plus ou moins longtemps pour un rappel
futur. Ainsi, on distingue la mémoire a court terme qui dure quelques secondes a quelques minutes et
la mémoire a long terme qui perdure plusieurs heures a plusieurs années. La mémoire a long terme
peut étre classée en deux grandes classes : la mémoire déclarative et la mémoire implicite (non
déclarative) (Henke, 2010; Squire and Zola, 1996). La mémoire déclarative fait référence aux souvenirs
d’évenements passés dans la vie de I'individu dans un cadre spatio-temporel déterminé (mémoire
épisodique) et aux connaissances générales (mémoire sémantique). La mémoire non déclarative est
relative aux apprentissages inconscients et concerne les habiletés motrices et les réponses motrices.
La mémoire spatiale est souvent considérée comme une entité de la mémoire déclarative permettant
de fournir un contexte spatial a la mémoire épisodique (Burgess et al., 2002; Eichenbaum and Cohen,

2014).

Il. Lacognition spatiale

La cognition spatiale (ou navigation) concerne I'ensemble des processus permettant a un sujet
d’acquérir, d’organiser et d’utiliser des informations spatiales pour effectuer des déplacements
orientés dans son environnement. La cognition spatiale repose sur deux types de mémoires
caractéristiques. Lors d’une tache de navigation, 'ensemble des habiletés motrices requises pour
atteindre un but suivant une direction optimisée repose sur la mémoire procédurale. Par ailleurs,
I’encodage des évenements et leurs relations spatiales et temporelles fait intervenir la mémoire
déclarative de type épisodique. Les informations pergues lorsqu’un individu évolue dans son
environnement peuvent étre de nature idiothétique, c’est-a-dire liée au déplacement de I'individu lui-
méme (informations proprioceptives, sensorielles et liées au systéme vestibulaire) ou allothétique
(informations liées a I'environnement), ces derniéres pouvant étre de nature visuelle, olfactive,

auditive ou somesthésique.

Les informations spatiales peuvent étre utilisées selon un référentiel égocentré (les informations
sont mises en relation avec le sujet lui-méme) ou allocentré (les informations spatiales sont définies

dans un cadre extérieur au sujet) (Figure 23) (Arleo and Rondi-Reig, 2007).
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1- Stratégies de navigation

La navigation basée sur un référentiel égocentré comprend les stratégies de route et de
guidage (Arleo and Rondi-Reig, 2007; John O’Keefe and Nadel, 1978). La stratégie de guidage consiste
a utiliser un indice « saillant » a proximité du but a atteindre. Cette stratégie reste efficace lorsque le
point de départ est modifié tant que l'indice situé a proximité du but reste visible et nécessite
I'association d’un seul stimulus égocentré. Plusieurs indices égocentrés peuvent cependant étre
utilisés dans une stratégie de réponse déclenchée par un stimulus. Dans ce cas, différents indices
visuels vont étre associés a des réponses motrices afin d’atteindre le but et ce, méme si les indices
présents a proximité du but ne sont pas visibles depuis le point de départ. Finalement, la stratégie de
route consiste a associer différents indices égocentrés a des réponses motrices de maniere

séquentielle afin d’atteindre un but final.

Les stratégies allocentriques telles que la stratégie de carte permettent de mettre en lien les
différents indices présents dans I'environnement les uns par rapport aux autres. L'individu peut alors
utiliser les différentes informations de son environnement de maniére flexible afin d’atteindre un but
et ce, quelle que soit sa position de départ (Arleo and Rondi-Reig, 2007; Hartley, Lever, Burgess, and
O’keefe, 2014). Cette stratégie de carte spatiale, proposée initialement par Tolman, permet aux
individus d’adapter la navigation lorsque I'utilisation de stratégies de type stimulus-réponse n’est pas
disponible (Tolman, 1948). Cette représentation mentale de I’environnement nécessite I'encodage et
la mise en relation d’'un grand nombre d’informations et serait dépendante de I'hippocampe (J.

O’Keefe and Dostrovsky, 1971).
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Figure 23: Les référentiels égocentrés et allocentrés dans la navigation.
La stratégie égocentrique est basée sur l'intégration d’informations en fonction des
mouvements de I'individu. La stratégie allocentrique est basée sur la mise en relation entre des
différents indices présents dans I’environnement.

2- La mémoire spatiale étudiée en laboratoire : le labyrinthe de Barnes

Différents tests ont été développés afin d’étudier la mémoire spatiale chez le rongeur. Le
labyrinthe de Barnes est une tache de mémoire spatiale au cours de laquelle I'animal doit apprendre
a localiser un refuge situé spécifiquement sous I’un des nombreux trous (18 a 20) placés en périphérie
d’une plateforme circulaire. Pour cela, des indices visuels sont placés sur les murs de la piece ou
directement au sein du labyrinthe (Figure 24). Ce test constitue une alternative a la piscine de Morris
qui est largement utilisée chez le rongeur pour étudier la mémoire spatiale et est considéré comme
moins anxiogénique compte tenu de leur aversion pour I’eau (F. E. Harrison et al., 2009). La motivation
des rongeurs a trouver la boite refuge est toutefois renforcée par la présence d’une source lumineuse
intense au-dessus du labyrinthe. Le protocole utilisé pour mesurer la mémoire spatiale de référence
comprend deux phases, une phase d’acquisition permettant aux animaux de repérer la localisation du
trou « refuge » au cours de plusieurs sessions quotidiennes de 5 minutes réalisées pendant 4 jours
consécutifs en moyenne, et un test de rappel de 90 secondes réalisé le 5™ jour (et éventuellement
plusieurs jours aprés le dernier essai de I"acquisition pour tester la mémoire a long-terme) au cours

duquel la boite refuge est retirée (probe test). Le nombre d’entrées et le temps passé au niveau du
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trou sous lequel était précédemment placé le refuge sont deux paramétres permettant d’évaluer la
mémoire spatiale des animaux. D’autres variables peuvent étre mesurées au cours de |'acquisition et
du rappel du test telles que la distance parcourues et la latence a trouver le « refuge », et le nombre

d’erreur, afin d’évaluer les performances d’apprentissage (Fiona E. Harrison et al., 2006).

* Figure 24: Représentation
schématique du test du labyrinthe de
Barnes.

shelter »

els

3- Role de I'hippocampe dans la mémoire spatiale

L’étude clinique de patients présentant des Iésions ou des résections cérébrales a permis de
démontrer que les sous-types de mémoires étaient sous-tendues par des régions cérébrales
différentes. C'est notamment le cas du patient H.M., décrit par Scoville et Milner. L’ablation bilatérale
du lobe temporal médian, incluant I’"hippocampe chez ce patient traité pour des crises épileptiques
séveres, a provoqué une amnésie antérograde (impossibilité de former de nouveaux souvenirs) et
rétrograde (perte des souvenirs acquis avant I'opération). En revanche, I'amnésie antérograde et
rétrograde de ce patient n’était pas totale. Il était, en effet, toujours capable de mémoriser des
informations quelques minutes et d’apprendre des taches perceptivo-motrices telle que I'exercice du

dessin en miroir.

Par ailleurs, I'amnésie rétrograde d’H.M. concerne les souvenirs d’évenements relativement
récents (3 ans avant I'opération) tandis que les souvenirs de son enfance sont préservés (Scoville and
Milner, 1957; Squire, 2009). De facon surprenante, le patient H.M. présente des déficits
d’apprentissage dans de nombreuses taches spatiales mais est toutefois capable de réaliser des cartes
spatiales de son environnement aprés son opération grace a des apprentissages répétés. Ces
observations ont alors suggéré que I'hippocampe était nécessaire a l'apprentissage et a la
mémorisation des informations spatiales mais que d’autres structures cérébrales pouvaient également

étre engagées dans le traitement et la mémorisation des informations spatiales (Corkin, 2002).
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Des études précliniques menées chez le rongeur ont également souligné I'importance de
I’"hippocampe dans la cognition spatiale. En effet, I'ablation ou la lésion de I’hippocampe produisent
des déficits d’apprentissage dans des taches spatiales mesurées, par exemple, a I'aide du labyrinthe
en T ou de la piscine de Morris (Douglas, 1967; Morris et al., 1982). Par ailleurs, Moser et collaborateurs
indiquent que les apprentissages spatiaux sont dépendants spécifiquement de I'hippocampe dorsal

(Moser et al., 1995).

L'implication de I’hippocampe dans la cognition spatiale a également été proposée par O’Keefe
et Dostrovsky par leur découverte des cellules de lieu, des neurones pyramidaux présents au niveau
des aires CA1 et CA3 capables de décharger lorsque I'animal est présent dans une position spécifique
de son environnement (J. O’Keefe and Dostrovsky, 1971). Plus tard, O’Keefe et Nadel ont suggéré que
les cellules de lieu pourraient étre un substrat nécessaire a I'établissement de « cartes cognitives »

(John O’Keefe and Nadel, 1978).
a. Structure de I'hippocampe

La formation hippocampique regroupe les cornes d’Ammon CA1, CA2 et CA3, le gyrus denté
(en anglais : dentate gyrus, DG) et le subiculum. La formation hippocampique est étroitement liée aux
régions parahippocampiques comprenant le presubiculum, le parasubiculum, le cortex entorhinal, le
cortex périrhinal et postrhinal. La voie perforante constitue la principale afférence de I’hippocampe et
correspond aux projections des neurones du cortex entorhinal sur les neurones granulaires du gyrus
denté. Au sein de I’hippocampe, les axones des neurones granulaires du gyrus denté, aussi appelée
fibres moussues, projettent sur les neurones de la région CA3. Ces derniers innervent a leur tour les
neurones de la région CAl via les collatérales de Schaffer. Le réseau de neurones excitateurs reliant le
cortex entorhinal a la région CA1 forme ainsi le circuit trisynaptique de I’hippocampe. Finalement, les
cellules pyramidales de CA1l envoient des efférences vers le subiculum et le cortex entorhinal
nécessaires au traitement de I'information (Van Strien et al., 2009). Il existe également des connexions
bilatérales au sein de I'hippocampe qui relient les collatérales de Schaffer aux régions CA1 et CA3

controlatérales via les fibres commissurales (Laurberg, 1979; Neves et al., 2008) (Figure 25).



m Neurobiologie de la mémoire spatiale

b. Connectivité de I’hippocampe et traitement des informations spatiales
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Figure 25: Représentation schématique du circuit trisynaptique hippocampique.

Le cortex entorhinal regoit des informations sensorielles polymodales et établi a son tour des
connexions avec I’hippocampe par la voie perforante (perforant path) au niveau du gyrus denté
et des aires CA1 et CA3. Les cellules granulaires du gyrus denté envoient leurs axones (fibres
moussues ; en anglais : mossy fibres) sur les dendrites des neurones de |I’aire CA3 qui a leurs
tour envoient leurs axones (collatérales de Schaffer ; en aglais : Schaffer collaterals) sur les
cellules pyramidales de I’aire CAl. Les neurones pyramidaux de |’aire CA1 projettent également
sur les aires CA1 et CA3 controlatérales via les fibres commissurales (commissural fibres). Les
neurones de CA1l envoient finalement leurs axones vers les couches profondes du cortex
entorhinal (Neves et al., 2008).

L’hippocampe établit des connexions directes ou indirectes avec différentes régions cérébrales
impliquées dans le traitement des informations spatiales telles que le cortex entorhinal, le cortex
pariétal, le cortex retrosplénial, le cortex périrhinal, le cervelet et le striatum. Une grande partie des
afférences de I'hippocampe transite par le cortex entorhinal (Bird and Burgess, 2008; Brown and

Aggleton, 2001) (Figure 26).
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Figure 26: L'hippocampe et ses connexions avec le cortex parahippocampique et les aires sensorielles
(Brown & Aggleton, 2001).

L’hippocampe recoit principalement des afférences provenant des couches superficielles du
cortex entorhinal tandis que les efférences de la formation hippocampique projettent principalement
sur les couches profondes du cortex entorhinal. Les projections du cortex entorhinal ne sont pas
limitées au gyrus denté, elles peuvent également établir des connexions directes avec les aires CA1 et
CA3 (Figure 25). En effet, I'activité électrique des neurones de lieu de CA1l et CA3 persiste apres la
destruction des cellules granulaires du gyrus denté (McNaughton et al., 1989). Similairement, |'activité
des neurones de CAl est maintenue aprés une lésion de I'aire CA3. Les informations spatiales
provenant du cortex entorhinal via la voie perforante sont donc susceptibles de converger directement

au niveau des aires CA1 et CA3 et de participer a I'activité des cellules de lieu (Brun et al., 2002).

Au niveau anatomique, le cortex entorhinal est principalement innervé par le cortex périrhinal et
postrhinal et par de multiples aires corticales nécessaires au traitement d’informations spatiales et
non spatiales (Canto et al.,, 2008; Van Strien et al., 2009). Le cortex entorhinal est divisé en deux

parties : le cortex entorhinal latéral et le cortex entorhinal médian, impliquées dans le traitement des
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informations respectivement non-spatiales et spatiales. Le réle du cortex entorhinal médian dans le
traitement des informations spatiales a notamment été proposé suite la découverte des cellules de
grilles. Ces cellules sont, en effet, capables d’étre activées selon différentes positions de I'animal dans
son environnement selon un motif triangulaire et pourraient potentiellement permettre une

représentation spatiale de I'environnement lors de la navigation (Fyhn et al., 2004).

Le r6le du cortex entorhinal dans la mémoire spatiale a été montré dans différents modeles
|ésionnels. Une Iésion excitotoxique du cortex entorhinal médian au niveau de la bande dorsolatérale
apres la phase d’entrainement produit des déficits de mémoire spatiale chez le rat testé en piscine de
Morris (Steffenach et al., 2005). La bande dorsolatérale du cortex entorhinal médian permet, en effet,
le traitement des informations visuo-spatiales provenant du cortex visuel associatif. Cette région recoit
également des afférences d’autres aires corticales telles que le cortex pariétal postérieur et cingulaire
(Burwella, 2000; Canto et al., 2008). Les travaux de Parron et collaborateurs ont mis en évidence que
le cortex entorhinal était spécifiquement impliqué dans le traitement des indices distaux dans
I’environnement. En effet, les animaux présentant une lésion du cortex entorhinal présentent des
déficits de navigation en piscine de Morris lorsque les indices visuels sont distaux (en dehors de la
piscine) mais ne présentent pas de déficits spatiaux lorsque les indices visuels sont proximaux (dans la

piscine) (Parron et al., 2004).

Le cortex rétrosplénial joue également un rdle dans les apprentissages spatiaux basés sur
I"utilisation d’indices allocentriques. La lésion du cortex rétrosplénial induit, par exemple, des déficits
de navigation en labyrinthe radial lorsque les indices visuels sont distaux et non lorsque ceux-ci sont
placés sur les parois du labyrinthe (Vann and Aggleton, 2002). A I'inverse, le cortex pariétal associatif,
une structure anatomiquement connectée a I’hippocampe et au cortex entorhinal via les cortex
périrhinal et rétroplénial serait plutdét impliguée dans le traitement les informations spatiales

égocentriques (Save and Poucet, 2000).

Par ailleurs, le cortex pariétal semble influencer les champs d’activité des cellules de lieu de
I’hippocampe en présence d’indices égocentrique (Save and Poucet, 2009). Le cortex préfrontal
médian (mPFC) recoit également des informations en provenance de I'aire CA1 de I’hippocampe par
une voie monosynaptique et envoie des projections indirectes sur I'hippocampe via the cortex

entorhinal et le thalamus (Ferino et al., 1987; Vertes, 2004).

Les travaux de Hoks et collaborateur ont mis en évidence la présence de neurones s’activant
spécifiquement a 'emplacement de I'objectif a atteindre lors d’une tache spatiale dans le mPFC. Ces
neurones appelés « goal-directed cells » (cellules dirigées par un objectif) pourraient jouer un réle dans

la planification du trajet pour atteindre un but dans une tache spatiale (V. Hok et al., 2005). Plus tard,
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cette méme équipe a montré que l'inactivation du mPFC diminuait la variabilité des décharges des
cellules de lieu hippocampiques suggérant un réle du mPFC dans la flexibilité des représentations

spatiales au niveau de I'hippocampe (Vincent Hok et al., 2013).

IIl. Meécanismes sous-tendant la mémoire

Les informations spatiales encodées lorsqu’un individu explore son environnement doivent étre
consolidées en des traces mnésiques persistantes. La théorie selon laquelle les souvenirs se stabilisent
avec le temps a été mise en avant a la fin des années 80 par Théodule Ribot, un médecin francais. Il
montre, en effet, que les déficits de mémoire observés chez les patients amnésiques apreés un
traumatisme cranien, concernent principalement les souvenirs récents tandis que les souvenirs plus
anciens sont préservés (Ribot, 1882). Le terme de consolidation a été proposé par Miller et Pilzecker
gui montrent qu’une trace mnésique est consolidée dans le temps (G. Miller and Pilzecker, n.d.). En
effet, le rappel des informations encodées est plus sensible aux interférences dans les premiéres

minutes aprés une session d’entrainement.

Le processus de consolidation peut alors s’opérer au niveau cellulaire, par I'intermédiaire de
modifications moléculaires au niveau synaptique (consolidation synaptique) et au niveau des régions
cérébrales par une réorganisation des traces mnésiques du réseau hippocampique vers les régions
corticales (consolidation systémique) (Asok et al., 2019; Dudai, 2004; Frankland and Bontempi, 2005).
La consolidation synaptique est réalisée quelques heures aprés un apprentissage tandis que la
consolidation systémique s’établie progressivement, sur plusieurs jours ou plusieurs semaines (Squire

et al.,, 2015).

1- La consolidation synaptique

La consolidation synaptique est initiée par une cascade intracellulaire suite a I'activation
neuronale lors de I'apprentissage et est dépendante d’une synthése protéique de novo. En effet,
I'utilisation d’inhibiteurs de la synthese protéique peu de temps aprés I'acquisition d’une tache induit

des déficits de mémoire a long terme (H. P. Davis and Squire, 1984; Freeman et al., 1995).

Les modifications moléculaires des synapses permettraient a terme d’améliorer I'efficacité de
la neurotransmission. Cette plasticité synaptique dépendante d’une synthése protéique est retrouvée
de maniere similaire lors de la phase tardive de la potentialisation a long terme, un modéle cellulaire
de lamémoire (voir chapitre A.IV.2.d tPA et plasticité synaptique) (Asok et al., 2019; Korte and Schmitz,
2016).
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Brievement, la dépolarisation du neurone post-synaptique permet I'entrée de calcium par les
récepteurs NMDA qui va permettre I'activation de kinases intracellulaires parmi lesquelles on retrouve
la protéine PKA, la protéine kinase C (PKC), la CAMKII et la voie des MAPK (en anglais : mitogen-

activated protein kinase).
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Figure 27 : Représentation schématique de la consolidation synaptique.
La dépolarisation du neurone post-synaptique permet la levée du blocage du récepteur NMDA
par I'ion magnésium et permet l'influx calcique. L’entrée de calcium favorise I’activation de
différentes enzymes dépendantes du calcium au niveau post-synaptique. Une cascade
intracellulaire permet finalement d’augmenter [|’expression de genes nécessaires au
renforcement synaptique.

Ces kinases phosphorylent a leur tour des facteurs de transcription tels que CREB (en anglais :
cyclic AMP-response element binding protein) responsable de la transcription de genes d’expression
précoces tels que c-Fos (en anglais : cellular feline osteosarcoma (c-Fos) ou Zif-268 (Figure 27). Ces
facteurs de transcription vont a leur tour augmenter I'expression de genes codant pour des protéines

impliquées dans la croissance et la stabilisation des synapses.

La croissance de la densité post-synaptique est également dépendante d’'un remodelage de la

matrice extracellulaire par des protéases. Celles-ci vont alors intervenir dans la dégradation des
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composants extracellulaires afin de permettre la croissance synaptique mais vont également
permettre la libération de molécules de signalisation provenant de la MEC ou de protéines
transmembranaires et I'activation de facteurs neurotrophiques tels que le BDNF (Senkov et al., 2014,

Tsilibary et al., 2014).

2- La consolidation systémique

Un premier modele de consolidation systémique a été proposé par Marr et suggere que les
informations sont initialement stockées dans I’hippocampe puis transférées au cortex ou elles sont
réorganisées. Selon lui, les motifs d’activation neuronale entre I'hippocampe et le cortex seraient
rejoués pendant le sommeil et contribueraient au transfert des informations vers les aires corticales
(Marr, 1971). La réactivation des réseaux cortico-hippocampiques permettrait un renforcement
progressif des connexions cortico-corticales et les informations stockées deviendraient alors
progressivement indépendantes de I’hippocampe. Cette théorie constitue le modele standard de la
consolidation systémique. Il a cependant été observé que les lésions du lobe temporal médian peuvent
induire une amnésie rétrograde, y compris pour ces souvenirs anciens lorsqu’il s’agit de traces
mnésiques riches en détails contextuels ou spatiaux, comme dans le cas des mémoires biographiques
ou épisodiques. Selon la théorie des traces multiples, les informations seraient donc encodées dans le
réseau cortico-hippocampique et I'hippocampe resterait indispensable au rappel des informations

spatiales et contextuelles (Squire et al., 2015).

La consolidation des traces mnésiques serait notamment sous-tendue par différentes activités
oscillatoires au niveau de I’hippocampe durant le sommeil. Le rythme oscillatoire appelée sharp-waves
ripples (ondulations a ondes vives) correspond a une activité explosive bréve a haute fréquence (100-

250 Hz) et peut étre retrouvé durant le sommeil lent profond (Buzsaki et al., 1992).

L’inactivation de ce type d’oscillation dans le sommeil suivant la phase d’apprentissage altere la

consolidation de la mémoire dans une tache spatiale (Girardeau et al., 2009).
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.
L4

Pour résumer :

La cognition spatiale est un processus permettant a un individu d’encoder des
informations de son environnement afin de pouvoir les restituer pour s’orienter de
maniere flexible.

La cognition spatiale est sous-tendue par différentes régions cérébrales et
notamment par I’hippocampe.

La mémoire est un processus complexe permettant la consolidation des
informations a la fois au niveau de la synapse mais également au sein des réseaux

neuronaux.
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E. Les réseaux périneuronaux

I. Découverte des PNNs

Les réseaux périneuronaux (PNNs) ont été observés pour la premiere fois par Camillo Golgi qui a
mis en évidence leur structure par un marquage au nitrate d’argent. Il les décrit alors comme des
structures réticulaires autour du soma et des prolongements proximaux des cellules nerveuses. Selon
Golgi, ce corset de « neuro-kératine » aurait pour réle de limiter la diffusion de la transmission
nerveuse d’une cellule a I'autre. Les observations de Golgi ont été confirmées plus tard par Donaggio
qui a montré que les ouvertures polygonales de ces réseaux permettaient le contact avec les
terminaisons nerveuses des cellules adjacentes. Par la suite, I'existence des PNNs a été remise en
guestion par Santiago Ramén y Cajal qui suggerent que les structures décrites par Golgi ne seraient
gu’un artefact causé par la coagulation des fluides péricellulaires. Le développement des techniques
d’'immunohistochimie a cependant permis de confirmer les observations de Golgi et de mettre en
évidence que les PNNs étaient majoritairement composés de chondroitines sulfates protéoglycanes

(CSPG) et d’acide hyaluronique (en anglais : hyaluronic acid, HA ; Figure 28) (Celio et al., 1998).

Figure 28: Représentations des PNNs au cours du temps.
(A) lllustrations des PNNS par différents auteurs au cours du dernier siecle (D’apres Célio et al.,
1998). (B) Marquage des PNNs par la lectine Wisteria Floribunda (WFA) au niveau du cortex
somatosensoriel chez la souris. (C) Représentation 3D d’un PNNS du cortex révélé par la WFA.
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Il. Généralités

Les PNNs sont retrouvés au niveau de différentes structures cérébrales et peuvent étre associés a
différents sous-types neuronaux. L’utilisation d’une lectine, la Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA),
se liant aux chaines de sucre des PNNs a révélé que ces structures étaient majoritairement retrouvées
autour des interneurones exprimant la parvalbumine dits a décharge rapide (en anglais : fast-spiking
parvalbumin, FS-PV) au niveau des régions corticales (Shinji Miyata et al., 2018). Les PNNs peuvent
également entourer les neurones excitateurs au niveau de régions sous-corticales telles que
I’hippocampe et 'amygdale basolatérale et sont présents autour des motoneurones dans la moelle
épiniere. Une caractérisation détaillée des différentes sous-populations neuronales associées aux

PNNs au sein des différentes régions cérébrales est détaillée dans le Tableau 1.

Régions cérébrales Types de neurones Localisation Références
Int FS-PV Cort
n erneurones_d ! . ¢ ortex el (Lensjg@, Christensen, etal. 2017; G.
Cortex neurones pyrar?m atixde so'ma tlasenstorle ! Briickner et al. 1999; Rossier et al. 2015;
neurones expriman vi m r
eurones e.p . a € Sl{e' oteu - Mueller et al. 2016)
la calbindine. entorhinal et auditif.
. Neurones pyramidaux et| CA1, CA2, CA3 et gyrus (Yamada, Ohgomori, and Jinno 2015;
Hippocampe . . . .
interneurones PV. denté. Lensj@, Christensen, etal.2017)
Interneurones PV,
neurones excitateurs (Wolf tal. 1995: Morik tal
n . ; Morikaw. .
Amygdale CamKll positifs et Noyau basal et latéral. oligang eta 2017; ortkawa eta
neurones exprimant de
la calbindine.
Interneurones PV +sous- . - .
. Noyau latéral géniculé
Thalamus population non (Sabbagh et al. 2019)
. s ventral.
identifiée.
Hvbothal Int PV Noyau latéral (Blacktop, Todd, and Sorg 2017; Horii-
m nterneurones PV.
ypothalamus hypothalamique. hayashi, Sasagawa, and Nishi 2016)
Cellules de Golgi, Cortex cérébelleux et . .
o . (Mabuchi etal.2001; Carulli et al. 2006;
Cervelet cellules de Purkinje et noyau cérébelleux
. Mueller et al. 2016)
neurones excitateurs. profond.
(Lander et al. 1997; Lemarchant,
L. Corne ventrale et .
Moelle épiniéere Motoneurones. dorsale Pomeshchik, et al. 2016; Mueller et al.
' 2016)

Tableau 1: Tableau récapitulatif des différents sous-types neuronaux entourés de PNNs dans les différentes régions
cérébrales.
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IIl.  Structure des PNNS

Les réseaux périneuronaux des structures condensées de la matrice extracellulaire entourant le
soma, la partie proximale des dendrites et, dans certains cas, le segment proximal des axones. Les
PNNs sont composés d’un squelette d’acide hyaluronique sur lequel sont liés différents CSPGs grace a
des protéines de liaison. L'ensemble de cette structure est également maintenue par des tenascines
qui permettent de relier les différents CSPGs au niveau de leur extrémité C-terminale (Fawcett et al.,

2019; Testa et al., 2019) (Figure 29).
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Figure 29: Représentation schématique de la structure des PNNs.
L’acide hyaluronique, synthétisé par les hyaluronane synthases (HAS) constitue le squelette des
PNNs sur lesquels sont fixés les différents CSPGs (brévican, neurocan, versican, aggrécan et
phosphacan) par des protéines de liaisons. Les différents CSPGs sont reliés entre eux par les
tenascines-R (Tn-R) permettant la condensation des PNNs (D’aprés Fawcett et al., 2019 et Testa
et al.,, 2019).

1- L'acide hyaluronique

L'acide hyaluronique (en anglais : hyaluronique acid, HA) est un polymére de
glycosaminoglycanes (GAG) comportant pas de corps protéique et comprenant des répétitions de
disaccharides GlcA-GIcNAc (acide glucuronique + N-acétyl-glucosamine) non sulfatés. L'HA constitue
le squelette des réseaux périneuronaux. Il est synthétisé directement dans le compartiment
extracellulaire par les Hyalyronan synthase (HAS) présentes a la membrane des neurones. Il existe trois
isoformes de HAS (HAS1, HAS2 et HAS3) qui présentent des propriétés de synthese différentes et qui
sont exprimées différentiellement en fonction des régions cérébrales et au niveau subcellulaire. Ainsi,
seule HAS1 va étre responsable de la synthése d’acide hyaluronique au niveau de I’axone (Bosiacki et

al,, 2019).
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2- Les chondroitines sulfate protéoglycanes (CSPGs)

Les CSPGs sont formés d’un corps protéique, sur lequel sont rattachés des glycosaminoglycanes
sulfatés (CS-GAG) composés de motifs disaccharides GIcA-GIcNAc. Parmi les CSPGs exprimés au sein
des PNNs on retrouve les protéines de la famille des lecticans (I'aggrécan, le neurocan, le brévican et
le versican) et le phosphacan. Le corps protéique des CSPGs comprend un ou deux domaines
globulaires (G1 et G2) au niveau N-terminal et un domaine globulaire G3 au niveau C-terminal. Le
domaine G1 interagit avec les protéines de liaison HPLN (en anglais : hyaluronan- and proteoglycan-
binding link proteins) et permet la liaison du corps protéique avec I'acide hyaluronique (Avram et al.,
2014). Le domaine G3 favorise la condensation des PNNs en se liant avec les ténascines R et C (Tn-R et
Tn-C). Les chaines GAG peuvent présenter différents profils de sulfatation au niveau des carbones GlcA
et GlcNaC (Figure 30). La proportion de chaque sous-type de sulfatation varie au cours du
développement et 'augmentation du ratio de sulfatation 45/6S favorise la formation des PNNs (Dyck
and Karimi-Abdolrezaee, 2015; Kwok et al., 2011). De plus, la forme 4S/6S permet la liaison aux
protéines I’homéoprotéine Otx2 (en anglais : orhtodenticle homeobox 2) et sémaphorine 3A, deux
molécules impliquées respectivement dans la maturation et les propriétés inhibitrices des PNNs (De

Winter et al., 2016; Sugiyama et al., 2008).

= Aggrécan

L'aggrécan est le seul CSPG de la famille des lecticans a posséder un domaine G2, il peut également
arborer des chaines de kératane sulfate (KS-GAG). Le corps protéique d’aggrécan a une masse molaire
d’environ 250 kDa mais la masse molaire de la protéine compléte peut atteindre 2.5 MDa avec
I’ensemble des chaines GAG (Aspberg, 2012). En effet, la forme complete d’aggrécan peut comporter
jusgu’a une centaine de chaines CS-GAG et une trentaine de chaines KS-GAG. L’aggrécan est exprimé
tardivement au cours du développement. Il apparait que son expression est augmentée en post-natal

et coincide avec la maturation des neurones (Matthews et al., 2002).

Il est majoritairement exprimé par les interneurones exprimant la parvalbumine et son expression
varie en fonction des régions cérébrales (Ueno et al., 2017, 2018). Ainsi, il est fortement exprimé dans
le cortex somatosensoriel et le noyau réticulaire du thalamus tandis que son expression est moindre

dans les cortex préfrontal et entorhinal, deux régions hautement plastiques chez I'adulte.
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Figure 30: Représentation des différents CSPGs et de leurs sulfatations.
(A, C) Les différents lecticans et leurs domaines globulaires G1 et G3, permettant I'interaction
avec |'acide hyaluronique et les ténascines. (B) Représentation de phosphacan et de sa forme
transmembranaire RPTP3 comprenant les domaines anhydrase carbonique (CA) et fibronectine
(FN). (D) Schéma des différents profils de sulfatation des CSPGs (Adapté de Dyck et al., 2015)

L’aggrécan semble également étre un élément important lors de la mise en place des PNNs,
effectivement son expression est augmentée dans les neurones lors de la formation des PNNs et des
études in vitro ont montré une altération de la mise en place des PNNs dans des neurones déficients
en aggrécan (Carulli et al.,, 2007; Giamanco et al., 2010). De plus, Rowlands et collaborateurs ont
récemment montré in vivo que la délétion de I'aggrécan dans le cortex visuel chez I'adulte induisait
une déconstruction du réseau périneuronal et était associé a une augmentation de la plasticité des

neurones.

De maniere intéressante, la délétion globale de I'aggrécan dans le cerveau adulte permet

également d’augmenter les performances mnésiques des animaux (Rowlands et al., 2018). Par ailleurs,
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Yu et collaborateurs ont montré que I'expression de I’'aggrécan était réduite dans un modeéle de stress
chronique chez le rat et était associé a des phénotypes de type dépressifs (Z. Yu et al, 2020).
L'ensemble de ces données suggere un réle majeur de I'aggrécan dans la mise en place et la stabilité

des réseaux périneuronaux.

= Brévican

Le brévican est le plus petit CSPG de la famille des lecticans, avec un corps protéique compris entre
85/145 kDa et seulement trois chaines CS-GAG. Le brévican est présent sous deux isoformes obtenus
apres épissage alternatif : une forme secrétée et une forme ancrée a la membrane par le glycolipide

GPI (glycosylphosphatidylinositol) (Seidenbecher et al., 1995).

Le brévican est retrouvé spécifiquement dans le SNC ou il est sous ses deux isoformes, la forme
ancrée a la membrane est majoritairement exprimée par les astrocytes tandis que sa forme sécrétée
serait préférentiellement produite par les neurones (Seidenbecher et al., 1998). De plus, les deux
isoformes sont exprimées différentiellement en fonction des régions cérébrales. En effet, la forme
sécrétée est exprimée précocement en post-natal dans le cortex, I'hippocampe, le thalamus et le
cervelet alors que la forme ancrée a la membrane est détectée plus tardivement et localisée dans les

tractus de fibres au niveau du corps calleux, de I’hippocampe et du cervelet (Seidenbecher et al., 1995).

L'utilisation de souris déficientes en brévican n’a pas révélé de modification de la structure des
PNNs. En revanche, sa délétion induit une perturbation de la LTP et peut induire des déficits de
mémoire a court terme et long terme (Brakebusch et al., 2002; Favuzzi et al., 2017; A Suttkus et al.,

2014).

=  Neurocan

Au méme titre que le brévican, le neurocan est exprimé exclusivement dans le SNC. Il est synthétisé
sous une forme compléte de 250kDa puis est clivé lors du développement en deux fragments de 130
kDa et 150 kDa respectivement en N-terminal et C-terminal. L’expression du neurocan apparait tres
tot au cours du développement embryonnaire ou il est fortement exprimé dans la zone ventriculaire
et I'éminence ganglionnaire, deux aires ol proliferent les progéniteurs neuronaux. En post-natal, le
neurocan est retrouvé au niveau du cortex, du cervelet, de I'hippocampe et des noyaux thalamiques

(Cichon et al., 2011; Engel et al., 1996).

La synthése du neurocan est assurée par les neurones, les astrocytes et les précurseurs
d’oligodendrocytes (Asher et al., 2000; Oohira et al., 1994). La forme N-terminale du neurocan est
retrouvée au sein des PNNs et également de fagon diffuse dans la MEC tandis que la forme C-terminale
est absente dans les PNNs (Matsui et al., 1998). L'absence de neurocan ne semble pas affecter la

morphologie des PNNs au niveau du cortex adulte (Zhou et al, 2001). Cependant, Schmidt et
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collaborateurs ont montré que sa délétion modifie I’expression d’autres composants des PNNs tels que
le brévican et la protéine de liaison HAPLN1 (en anglais : hyaluronan and proteoglycan link protein) au

cours du développement au niveau du tronc cérébral (Schmidt et al., 2020).

Des mesures électrophysiologiques ont mis en évidence des délais de transmission augmentés
ainsi qu’une altération de la phase tardive de la LTP chez les souris déficientes en neurocan (Schmidt
et al., 2020; Zhou et al., 2001). La contribution du neurocan dans la neurotransmission pourrait étre
dépendante de son interaction avec la molécule d’adhésion cellulaire NCAM (en anglais : Neural cell
adhesion molecule) permettant la stabilisation des synapses entre les interneurones PV et les neurones
pyramidaux (Sullivan et al., 2018). De maniére intéressante, I'expression du neurocan et le nombre de
PNNs est réduit au niveau du cortex prélimbique chez des rats soumis a un stress chronique présentant

des troubles de type dépressifs (Z. Yu et al., 2020).

= Versican

Le versican comprend deux régions d’attachement aux CS-GAG appelés domaines GAGa et GAGP.
Il est exprimé sous cing isoformes obtenues par épissage alternatif : une forme VO comprenant les
domaines GAGa et GAG, une forme V1 qui ne contient que le domaine GAGP, une forme V2 qui
contient uniquement le domaine GAGa, une forme V4 contenant un domaine GAGP tronqué et enfin

une forme V3 exempt de domaines de liaison aux CS-GAG (Nandadasa et al., 2014).

Les isoformes VO et V1 sont majoritairement exprimées aux stades embryonnaires au niveau de la
sous-plaque du cortex, de I'amygdale et de I'hippocampe puis diminuent en post-natal au profit de
I'isoforme V2 (Milev et al., 1998; Popp et al., 2003; Zimmermann and Dours-Zimmermann, 2008). Cette
derniere isoforme est retrouvée au sein des PNNs chez I’adulte (Carulli et al., 2006; Deepa et al., 2006).
L’expression du versican est permise par les oligodendrocytes ainsi que les progéniteurs neuronaux et
astrocytaires (Asher et al., 2002; Gu et al., 2007; Schmalfeldt et al., 2000). Le réle du versican au sein
des réseaux périneuronaux reste peu connu. Une étude suggere cependant que le domaine G3 du
versican pourrait étre libéré suite a un clivage protéolytique et augmenter la croissance neuritique et

la transmission synaptique (Xiang et al., 2006).

=  Phosphacan

Le phosphacan est un variant d’épissage du récepteur a activité tyrosine phosphatase B (en
anglais : receptor protein tyrosin phosphatase beta, RPTPB). Il comprend un domaine anhydrase
carbonique, un domaine fibronectine de type lll et un domaine d’attachement des chaines CS-GAG
séparé du domaine fibronectine par un domaine spacer. Il existe également un autre variant du
phosphacan, le Phosphacan-KS dont le domaine d’attachement aux chaines CS-GAG est tronqué et qui

comprend un domaine d’attachement aux chaines KS-GAG.
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Comme les lecticans, le phosphacan peut interagir avec les tenascines impliquées dans la
condensation des PNNs (Novak and Kaye, 2000; Zimmermann and Dours-Zimmermann, 2008). Le
phosphacan est exprimé au cours du développement embryonnaire dans de nombreuses régions
cérébrales telles que la zone ventriculaire et la plague corticale mais également I'éminence
ganglionnaire et I’hypothalamus (Engel et al., 1996; Meyer-Puttlitz et al.,, 1996). Dans le SNC, il peut
étre synthétisé par les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes (Dobbertin et al., 2003; Hayashi
et al., 2005). Le phosphacan est retrouvé au sein de la structure des PNNs. Par ailleurs, les travaux de
Eil et collaborateurs ont montré que la délétion de I'isoforme zeta du récepteur RPTP altére la
formation des PNNs autour des neurones mais peut étre restaurée par I'ajout de phosphacan (Eill et

al., 2020).

3- Les Ténascines

Les ténascines appartiennent a une famille de 5 glycoprotéines : la ténascine-C, la ténascine-
R, la ténascine-X, la ténascine W et la ténascine-Y codées par au moins quatre genes différents. Les
ténascines -C et -R sont les plus représentées dans la SNC et seule la ténascine-R est retrouvée au sein
des PNNs. La structure des ténascines se compose d’un domaine N-terminal riche en cystéine, un
domaine répété similaire a I'EGF, un domaine répété fibronectine de type lll et enfin un domaine

globulaire similaire au fibrinogéne.

Ces structures monomeériques peuvent ensuite s’assembler au niveau de leur domaine N-
terminal pour former des homo-trimeres (forme R) ou des homo-hexameéres (formes C et W). La liaison
des domaines fibronectine de la ténascine-R avec les domaines G3 des CSPGs permet la condensation
des réseaux périneuronaux (F. S. Jones and Jones, 2000; Kwok et al., 2011). L'expression de la
ténascine-R est retrouvée au niveau de structures ventrales telles que le néo-striatum, les bulbes
olfactifs ou les ganglions de la base dans le cerveau embryonnaire (Derr et al, 1998). Les ARN
messagers codant pour la ténascine-R ont été détectés a la fois dans les neurones et les cellules gliales
en post-natal et chez I'adulte (Galtrey et al., 2008). L’utilisation de souris déficientes en ténascine-R a
permis de mettre en évidence un réle majeur de cette protéine dans la formation et la maturation des

PNNs (Morawski et al., 2014; A Suttkus et al., 2014).

4- Les protéines de liaisons

Les protéines de liaison a I'acide hyaluronique et aux protéoglycanes (HAPLN) aussi appelée Bra
(en anglais : brain-specific hyaluronan-binding protein) permettent la liaison des CSPGs aux chaines
d’acide hyaluronique. Leur structure comprend une séquence signale en N-terminal, un domaine

immunoglobuline et deux modules de liaisons consécutifs liant I’'HA. Les protéines Haplnl, Hapin2 et
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Hapln4 sont retrouvées dans le SNC mais seules Haplin1 et Hapln4 sont associées aux PNNs (Kwok et

al., 2011).

Dans le cortex visuel, I'expression de Haplnl connait un pic vers P15 puis diminue a I'dge adulte
tandis que Hapln4 voit son expression augmenter progressivement en post-natal pour atteindre un
plateau a I'dge adulte (Carulli et al, 2010). L'expression d’Halpinl et Hapln4 est restreinte aux
neurones alors que Hapln2 semble pouvoir étre exprimé par a la fois par les oligodendrocytes et les
neurones (Carulli et al.,, 2006; Galtrey et al., 2008; Oohashi et al, 2002). Au niveau du cortex,
I'immunodétection d’Haplnl coincide avec la mise en place des PNNs et semble indispensable a leur
formation (Carulli et al., 2007; A Suttkus et al., 2014). Finalement, I'altération des PNNs observée chez
des animaux déficients pour Haplnl et Hapln4 est accompagnée par une augmentation de la plasticité
neuronale chez I'adulte suggérant un réle primordial de ces protéines au sein des PNNs dans la

stabilisation synaptique (Bekku et al., 2012; Carulli et al., 2010).

IV. Mise en place des PNNs dans le développement cérébral

La mise en place des PNNs a lieu en post-natal. Elle débute vers P14 et se termine vers P56 dans le
cortex somatosensoriel tandis qu’elle débute entre P10 et P14 et s’acheve vers P42 dans le cortex
visuel (Ueno et al., 2017; Ye and Miao, 2013). De maniere intéressante, plusieurs études ont démontré
que le développement des PNNs était dépendant de I'expérience. En effet, une privation sensorielle
par résection des vibrisses dés P2 est responsable d’une diminution de la condensation du marquage
WFA et I'aggrecan (marqué Cat-135) autour du soma des neurones ainsi que d’une réduction de la
densité des PNNs co-marqués WFA/Cat-135 au niveau de la couche IV (Ueno et al., 2017). De maniére
similaire, I'élevage des animaux dans I'obscurité induit un retard de formation des PNNs, détectés avec
la lectine WFA, dans I'aire V1 du cortex visuel (Ye and Miao, 2013). L'utilisation d’'un environnement
enrichi permet cependant de prévenir le retard de formation des PNNs et les déficits d’acuité visuelle
chez les animaux élevés dans I’obscurité (Bartoletti et al., 2004).

La maturation compléte des PNNs coincide avec la cléture d’une phase de haute plasticité appelée
période critique. Cette derniére correspond a un intervalle de temps durant lequel la plasticité
synaptique va étre particulierement augmentée et susceptible d’étre influencée par des stimuli
environnementaux. Plusieurs périodes critiques existent selon les régions cérébrales mais la période
critique a été majoritairement étudiée au niveau du cortex visuel grace a des modeles de privation
monoculaire (en anglais : monocular deprivation, MD).

Les travaux de Hubel et Wiesel ont permis de montrer |'existence de périodes critiques dans le
cortex visuel par la mesure de la dominance oculaire suite a une privation sensorielle visuelle. La

dominance oculaire, qui correspond a la capacité des neurones du cortex visuel a étre activés en
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réponse aux informations provenant de I'ceil ipsilatéral ou controlatéral est décalée en faveur de I'ceil
ipsilatéral resté ouvert lorsque la MD est réalisée pendant la période critique. Ce décalage de la
dominance oculaire n’est cependant pas retrouvé lorsque la MD est effectuée chez a I'dge adulte
suggérant I'existence d’une période de haute plasticité au cours du développement (Wiesel and Hubel,
1965).

Les travaux de Pizzurusso et collaborateurs ont permis de montrer que cette plasticité pouvait étre
réinstaurée chez I'adulte en dégradant les réseaux périneuronaux. En effet, I’élimination des chaines
CS-GAG des PNNs par la chondroitinase ABC (ChABC), injectée au niveau du cortex visuel, permet de
rétablir la plasticité de la dominance oculaire chez le rat adulte aprés MD (Pizzorusso et al., 2002)
(Figure 31). La modulation des PNNs constitue donc une piste prometteuse dans le rétablissement de
la plasticité cérébrale chez I'adulte notamment dans les pathologies neurologiques et

neurodégénératives.
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Figure 31: La dégradation des PNNs chez I'adulte permet de restaurer la plasticité de la dominance oculaire.
(A-B) Les PNNs (marqués par la WFA) sont peu nombreux lors de la période critique (P22) et se
développent progressivement jusqu’a I’age adulte (P70). (C) L'injection de chondroitinase ABC
dans le cortex visuel chez le rat adulte permet de dégrader les PNNs. (D) La dominance oculaire
pour I’ceil controlatéral est donné par le CBI (an anglais : controlateral bias index) pour lequel un
ratio de 0 correspond une dominance compléte pour I'ceil ipsilatéral et 1 pour I’ceil controlatéral).
La privation monoculaire lors de la période critique (Crit per) induit un décalage de la dominance
oculaire en faveur de I’ceil ipsilatéral tandis que ce décalage n’est pas retrouvé lorsque la MD est
réalisé chez I’adulte (Ad). L'injection de ChABC chez I’adulte permet de restaurer la plasticité de
la dominance oculaire aprés MD (chABC 7d, ChABC 15d) (Adapté de Pizzorusso et al., 2002).

V. Fonctions des PNNs

Différentes approches expérimentales peuvent étre utilisées pour étudier le role des PNNs dans le
cerveau adulte. Une premiére consiste a la dégrader des chaines CS-GAG des CSPGs par l'injection in
situ de ChABC. Cette derniére n’altére pas le corps protéique des CSPGs. Une autre stratégie consiste
a la dégrader I'acide hyaluronique par la hyaluronidase (H-ase) et permet d’éliminer 'ensemble des
composants des PNNs. Finalement, le développement de modeles transgéniques permet d’étudier la

contribution des différents composants du réseau périneuronal dans les fonctions associées aux PNNs.
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1- PNNS et homéostasie ionique

Les propriétés polyanioniques des CSPGs et de I'acide hyaluronique composant les PNNs
permettent a ces structures de tamponner les cations présents au niveau extracellulaire (Brickner et
al., 1993). La concentration de cations au sein des PNNs tels que le sodium, le potassium et le calcium
dans le microenvironnement neuronal pourrait alors contribuer a I'excitabilité des cellules. Cette
particularité permettrait alors de faciliter la décharge rapide des interneurones PV entourés par les
PNNs. Parallelement, les composants polyanioniques des PNNs pourraient interagir avec les cations

générés lors d’un stress oxydatif et jouer un réle neuroprotecteur (Anne Suttkus et al., 2012).

2- PNNS et plasticité

De nombreuses études ont suggéré I'implication des PNNs dans la stabilisation des connexions
synaptiques chez I’adulte. Ces structures forment, en effet, une barriéere physique autour des neurones
limitant la plasticité structurelle des circuits neuronaux. Le réle inhibiteur des PNNs sur le remodelage
des circuits neuronaux a notamment été observé au niveau du cervelet. En outre, l'injection intra-
parenchymateuse de ChABC augmente la croissance neuritique des cellules de Purkinje (Corvetti and
Rossi, 2005). La dégradation des PNNs par la H-ase ou la ChABC augmente également la synaptogénese
au cours du développement (Pyka et al., 2011) et la mobilité des épines dendritiques dans le cerveau
adulte (De Vivo et al., 2013; Orlando et al., 2012).

Au niveau synaptique, les PNNs vont également pouvoir jouer un role dans la stabilisation des
récepteurs a la membrane. En effet, la dégradation des PNNs in vitro par la H-ase augmente la
dynamique des récepteurs AMPA et la plasticité synaptique a court terme dans un modele de culture
de neurones hippocampiques (Frischknecht et al., 2009). Au niveau des régions corticales, les PNNs
sont principalement retrouvés autour des interneurones GABAergiques exprimant la parvalbumine. Il
a récemment été démontré que le brévican module I'excitabilité de ces neurones en favorisant la
localisation des récepteurs AMPA et des canaux potassiques au niveau de la synapse (Favuzzi et al.,
2017).

D’autres études suggerent également que les PNNs permettraient de réguler la plasticité
synaptique a long terme. Cependant, de nombreuses études montrent des résultats contradictoires.
En effet, la dégradation des PNNs présents autour des neurones pyramidaux dans l'aire CA2 de
I’hippocampe permet I'induction de la LTP dans ces neurones, normalement résistants en condition
basale (Carstens et al., 2016). A I'inverse, la dégradation des PNNs diminue la LTP dans I'aire de CA1
en augmentant la transmission GABAergique. Par ailleurs, Iutilisation de picrotoxine (un antagoniste
des récepteurs GABA-A) permet de restaurer les déficits de LTP sur des tranches organotypiques

traitées a la ChABC (Shi et al.,, 2019) (Figure 32). Ces résultats sont cohérents avec les travaux de
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Dityatev et collaborateurs qui montrent que la dégradation des PNNs augmente I'excitabilité des

interneurones GABAergiques dans un modeéle de culture primaire d’hippocampe (Dityatev et al., 2007).
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Figure 32: La dégradation des PNNs affecte la plasticité synaptique hippocampique.
L’application de ChABC sur des tranches organotypique d’hippocampe empéche le maintien de
la LTP au niveau de CA-1 en réponse a une stimulation de type «theta-burst». L'utilisation de
picrotoxine d’un antagoniste des récepteurs GABA-A permet de restaurer les déficits de LTP.

A l'inverse, I'application de chondroitinase sur des tranches organotypiques de cortex réduit
la fréquence des décharges des interneurones PV (Balmer, 2016). De méme, la dégradation des PNNs
au niveau du cortex visuel diminue I’activité des interneurones et augmente la variabilité de décharges
a la fois des neurones excitateurs et inhibiteurs (Lensjg et al., 2017). Dans le cortex préfrontal, la
dégradation des PNNs diminue la fréquence des courants inhibiteurs dans les cellules pyramidales
(Slaker et al., 2015). L’hétérogénéité des résultats obtenus sur I'activité des neurones excitateurs et
inhibiteurs et la potentialisation a long terme suite a la dégradation des PNNs dépend

vraisemblablement des réseaux neuronaux engagés au sein des régions cérébrales étudiées.
3- PNNS et processus cognitifs

L'implication des PNNs dans la plasticité synaptique chez I'adulte et leur localisation au sein de
différentes régions cérébrales suggerent un réle important de ces structures de la MEC dans la

régulation des processus cognitifs tels que I'apprentissage et la mémoire.

Les PNNs sont retrouvés dans les régions limbiques et joueraient notamment un réle dans la

persistance de la mémoire émotionnelle (Gogolla et al., 2009; Hylin et al., 2013; Shi et al., 2019). Au
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niveau de I'amygdale basolatérale, la formation des PNNs coincide avec la diminution des capacités
d’extinction de la peur conditionnée des animaux. Par ailleurs, I'injection de ChABC au niveau de cette
structure augmente I'extinction d’'une mémoire de peur conditionnée par rapport aux animaux
contrdles (Gogolla et al., 2009). De maniére intéressante, le nombre de PNNs augmente dans le cortex
auditif dans les heures suivant une peur conditionnée induite par un stimulus conditionnel sonore. De
plus, la dégradation des PNNs dans le cortex auditif diminue I'apprentissage et la consolidation de la
peur conditionnée auditive (Banerjee et al., 2017). Similairement, la déplétion des PNNs dans le cortex
visuel secondaire V2 diminue la mémoire émotionnelle a long terme dans un protocole de peur
conditionnée a un stimulus visuel (Thompson et al., 2018).

Les PNNs présents au niveau de I'aire CAl de I'hippocampe et du cortex cingulaire antérieur
(en anglais : anterior cingular cortex, ACC) préserveraient également la mémoire contextuelle. Il a, par
exemple, été rapporté une augmentation du nombre d’interneurones entourés de PNNs dans CA1 et
I’ACC suite au rappel de peur conditionnée contextuelle. La déplétion des PNNs dans ces régions avant
I'association entre un stimulus inconditionnel et un stimulus conditionnel (le contexte) diminue le
temps d’immobilisation lors du premier rappel au contexte. Selon cette étude, I'activité des
interneurones PV entourée par des PNNs permettrait de réguler les oscillations theta au niveau de
I"hippocampe, un rythme oscillatoire impliqué dans les processus d’apprentissage et de mémorisation
(Shi et al., 2019). Finalement, les travaux de Hylin et collaborateurs ont montré que la déplétion des
PNNs par la H-ase et la ChABC au niveau de I’hippocampe induit un déficit de mémoire de peur lors du
rappel au contexte tandis que leur suppression au niveau du cortex préfrontal médian induit un déficit
de mémoire lors du rappel au son (Hylin et al., 2013).

Des résultats contradictoires ont été rapportés concernant le réle des PNNs dans la mémoire
de travail et la mémoire épisodique et peuvent s’expliquer par la diversité des modeles (transgéniques
par rapport a la dégradation enzymatique des PNNs) ainsi que des protocoles utilisés. Les souris
déficientes en brévican, présentent, par exemple, des déficits de mémoire a court terme dans un test
de reconnaissance de place en labyrinthe en Y ainsi que dans un test de reconnaissance d’objets. La
mémoire a long terme ne semble cependant pas étre affectée chez ces animaux (Favuzzi et al., 2017).
A l'inverse, Rowlands et collaborateurs ont mis en évidence une augmentation des performances
mnésiques mesurées grace a un test de reconnaissance d’objets chez des souris déficientes en
aggrécan au niveau cérébral (Rowlands et al., 2018).

Les souris déficientes en Haplnl présentent également des capacités mnésiques plus
importantes que leurs homologues sauvages dans un test de reconnaissance d’objet en labyrinthe en
Y (Romberg et al., 2013). Romberg et collaborateurs ont également montré que la dégradation
enzymatique des PNNs au niveau du cortex périrhinal améliore la mémoire a long terme chez des

souris WT (Figure 33) (Romberg et al., 2013). Deux ans plus tard, cette méme équipe a montré que la
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déplétion des PNNs dans le cortex périrhinal permet de rétablir les performances mnésiques dans un

modele murin de la maladie d’Alzheimer comparées au groupe sain (Yang et al., 2015).
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Figure 33: La déplétion des PNNs au niveau du cortex perirhinal améliore la mémoire a long terme dans un

test de reconnaissance d’objets.
(A) L'injection de ChABC dans le cortex perirhinal permet de réduire le nombre de PNNs
marqués par la WFA chez la souris adulte tandis que l'injection d’une enzyme bactérienne
contrdle, la penicilinase (Pnase) n"affecte pas la densité des PNNs. (B) L’exploration des objets
est similaire entre les groupes chABC et Pnase. Le ratio de discrimination est augmenté chez
les animaux traités a la ChABC lorsque les tests de rappels sont réalisés a 24h et 48h (Romberg
et al., 2013).

Finalement, la modulation des PNNs dans le cerveau adulte pourrait contribuer a la flexibilité
cognitive nécessaire a I'apprentissage de nouvelles informations. En effet, les souris déficientes en
tenacine-R apprennent plus rapidement a localiser la plateforme lors d’un test d’inversion de position
en piscine de Morris (Morellini et al., 2010). De la méme facon, la déplétion des PNNs au niveau du
cortex auditif chez la gerbille augmente les capacités d’apprentissage lors de la session d’inversion

dans un test d’évitement actif en réponse a un stimulus conditionné auditif (Happel et al., 2014).

L'ensemble des données issues de la littérature suggérent alors un réle important des PNNs
dans la stabilisation des réseaux neuronaux au cours du développement. En revanche, leur dégradation
permet d’augmenter les capacités cognitives a I'age adulte en facilitant I'apprentissage et la

mémorisation mais également les processus d’extinction et de flexibilité.

4- PNNs et pathologies du SNC

Les roles protecteurs ou délétéres des PNNs et des CSPGs de fagon plus générale ont été
rapportés dans des modeles de lésions du SNC et dans des troubles neurologiques et

neuropsychiatriques (Pantazopoulos and Berretta, 2016; Sorg et al., 2016; Testa et al., 2019).

Les CSPGs sont généralement associés a la cicatrice gliale aprés une lésion traumatique et

joueraient un role inhibiteur dans la régénération axonale. Ainsi, il a été rapporté une augmentation
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de I'expression des CSPGs le neurocan, le brévican et le versican aprées une lésion de la moelle épiniere
au niveau de la zone dénervée (Buss et al., 2009; L. L. Jones et al., 2003; Massey et al., 2008). Dans un
modele animal de lésion spinale, I'injection de ChABC améliore la repousse axonale au niveau de la
zone lésée aprés une transplantation neuronale (Massey et al., 2008). De la méme maniere, il a été
montré un effet bénéfique de I'injection de ChABC au niveau de la moelle épiniére sur la récupération
fonctionnelle aprées la réparation d’un nerf périphérique Iésé (Galtrey et al., 2007).

Une augmentation de I'expression des CSPGs le neurocan, le versican, le brévican, et
|"aggrécan est également retrouvée dans les semaines suivant un AVC ischémique au niveau de la zone
péri-lésionnelle corticale (Carmichael et al., 2005). Une réduction du nombre de PNNs et du nombre
d’interneurones exprimant la parvalbumine est observée précocement apres un AVC au niveau du
corps ischémique et de la zone péri-infarcie (Hartig et al., 2017; Hobohm et al., 2005).

D’autres travaux ont, par ailleurs, mis en évidence que la dégradation des PNNs précede la
perte des interneurones PV apres un traumatisme cérébral, suggérant un réle protecteur des PNNs
vis-a-vis de ces neurones dans la phase aiglie de cette pathologie (Hsieh et al., 2017). A l'inverse, les
travaux de Madinier et collaborateurs ont montré que I'utilisation d’un environnement enrichi permet
de réduire le nombre de PNNs. De plus, il semblerait que cette réduction soit associée a une
amélioration de la récupération fonctionnelle aprés un AVC suggérant un réle bénéfique du

remodelage des PNNs dans la récupération post-ischémique (Madinier et al., 2014).
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Figure 34: Le nombre d'interneurones PV
entourés de PNNs est réduit dans un modele
épileptique.

L'injection intrapéritonéale de Kainate chez
la souris induit une diminution du nombre
d’interneurones PV co-marqués par la WFA
au niveau du cortex et de I’hippocampe une
semaine aprés Il'induction du modele

(Yutsudo & Kitagawa, 2015).
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L'altération de I'activité des interneurones PV et des réseaux périneuronaux pourrait
également étre impliquée dans la physiopathologie de I'épilepsie. Ce trouble neurologique est causé

par une sur-activation neuronale au niveau de foyers épileptiques et pourrait étre lié a une altération
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du systeme inhibiteur GABAergique. Des analyses histologiques post-mortem ont notamment mis en
évidence une diminution de la densité des interneurones exprimant la parvalbumine dans les cortex
et I'hippocampe patients épileptiques (Andrioli et al., 2007; Ferrer et al., 1994). De plus, I'utilisation de
techniques optogénétiques chez I'animal a permis de montrer que |'activation de ces neurones en
périphérie du foyer empéche la propagation corticale d'un éveénement épileptique (Sessolo et al.,
2015). Linduction pharmacologique de crises épileptiques chez I'animal a permis de mettre en
évidence une diminution du nombre de cellules PV entourées de PNNs au niveau du cortex et de
I’hippocampe (Figure 34) (Mcrae et al., 2012; Yutsudo and Kitagawa, 2015). Par ailleurs, Tewari et
collaborateurs ont montré que la déplétion des PNNs augmente la survenue d’'épisodes épileptiques
dans un modele de tumeur cérébrale en diminuant la fréquence de décharges des interneurones PV

(Tewari et al., 2018).

Une diminution de I'activité GABAergique est aussi retrouvée chez les patients atteints de
schizophrénie et pourrait étre liée a une modification de la structure des PNNs. En effet, une réduction
du nombre de PNNs a été observée au niveau du cortex préfrontal chez des patients schizophrénes et

dans un modele murin de schizophrénie (Cabungcal et al., 2013; Mauney et al., 2013).

L'étude des fonctions des PNNs dans les troubles neurodégénératifs tels que la maladie
d’Alzheimer ont montré des résultats contradictoires. Une augmentation du nombre de PNNs a, par
exemple, été observée au niveau de I’hippocampe dans un modele animal de la maladie d’Alzheimer
surexprimant le peptide béta-amyloide. L'injection de ChABC permet alors de restaurer les
performances cognitives chez ces animaux (Végh et al., 2014). A I'inverse, un autre modele animal de
la maladie d’Alzheimer n’a pas montré d’effet significatif de la pathologie amyloide sur la morphologie

des PNNs (Morawski et al., 2010).

D’autres études suggerent que les PNNs pourraient jouer un réle protecteur en agissant
comme une barriére physique vis-a-vis du stress oxydatif et des molécules neurotoxiques. En effet, des
analyses histologiques au niveau du cortex d’individus agés sains et de sujets atteints de la maladie
d’Alzheimer suggéerent que les neurones entourés de PNNs seraient moins susceptibles au stress
oxydatif (Morawski et al., 2004). Une étude menée in vitro a, quant a elle, montré un role
neuroprotecteur des PNNs dans des neurones corticaux exposés au peptide béta-amyloide (Seiji

Miyata et al., 2007).

5- Protéases et dégradation des PNNs

Comme nous avons vu précédemment, les PNNs sont des structures dynamiques dont la formation est

dépendante des stimuli sensoriels et qui peuvent étre remodelées en condition pathologique. Parmi



Les réseaux périneuronaux

les protéases endogenes proposées pour réguler la formation et la dégradation des PNNs, on retrouve
notamment les MMPs et ADAMTS, deux familles de protéases exprimées dans le parenchyme cérébral
par les neurones et les cellules gliales (Kaplan et al., 2014; Lemarchant et al., 2016; S. Takeuchi et al.,
2015). Ces protéases sont, en effet, capables de cliver les différents CSPGs présents au sein des PNNs
au niveau de leur corps protéique. Ainsi, les ADAMTS et les MMPs sont capables de cliver I'aggrécan,
le neurocan ainsi que le brévican tandis que seules les ADAMTS sont décrites pour cliver le versican et

le phosphacan (Lorenzo Bozzelli et al., 2018; Tauchi et al., 2012; Testa et al., 2019).

L'implication de la protéase MMP9 dans la dégradation des PNNs a d’abord été montrée dans
un modele de privation sensorielle chez la souris. En effet, une privation monoculaire (MD) réalisée au
cours de la période critique induit une réduction de l'intensité et de la taille des PNNs au niveau du
cortex visuel chez des souris WT mais n’a pas d’effet chez les souris déficientes en MMP9. La plasticité

de la dominance oculaire apres une MD est également réduite chez ces animaux (Figure 35) (Kelly et

al,, 2015).
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Figure 35: Le remodelage des PNNs par la MMP9 permet la plasticité de la dominance oculaire pendant la
période critique.
(A-B) Une privation monoculaire (MD) lors de la période critique induit une diminution de
I"intensité des PNNs marqués a la WFA au niveau de la zone binoculaire du cortex visuel
controlatéral chez les souris sauvages tandis que la dégradation des PNNs n’est pas retrouvée
chez les souris déficientes en MMP9 (MMP9KO). (D) La MD induit un décalage de la dominance
oculaire (I'index de dominance oculaire négatif traduit un décalage de la dominance oculaire

en faveur de I'ceil ipsilatéral) chez les souris sauvages (CTL) mais pas chez les souris MMP9KO
a4 jours.
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Plus récemment, Wen et collaborateurs ont montré un retard de formation des PNNs au
niveau du cortex auditif chez des souris FMR1-KO (géne codant pour le retard mental lié au syndrome
de I’X fragile) associé a une augmentation de I’activité MMP9. Dans ce modele, la réduction génétique

de MMP9 permet de restaurer la formation des PNNs autour des interneurones PV (Wen et al., 2018).

Dans le parenchyme cérébral, I'activité des MMPs, et plus particulierement de MMP9,
augmente aprés un conditionnement de peur, un évenement épileptique mais également lors d’une
privation sensorielle et chez des animaux conditionnés dans un environnement enrichi (Foscarin et al.,

2011; Kaliszewska et al., 2012;Ganguly et al., 2013; Dubey et al., 2017; Quattromani et al., 2018).

La régulation de l'activité de MMPs pourrait alors expliquer les remodelages des PNNS

observés dans ces différents contextes.

Les protéases de la famille des ADAMTS sont également responsables du clivage de différents
CSPG présents au sein des PNNs. Une analyse transcriptomique par single-cell-PCR a révélé que ces
protéases pouvaient étre synthétisées spécifiqguement par les interneurones PV. C'est, par exemple, le
cas d’ADAMTS-8 et ADAMTS-15 (Rossier et al., 2015). La contribution des ADAMTS dans la dégradation
des PNNs a été mise en évidence dans un modeéle animal de sclérose latérale amyotrophique. Dans
cette étude, l'injection intracérébroventriculaire d’ADAMTS-4 recombinant induit une diminution du
nombre de PNNs entourant les motoneurones dans la moelle épiniére et favorise la

neurodégénération de ces cellules (Lemarchant et al., 2016).

Le systéme tPA/plasmine pourrait également jouer un rdle dans la formation et le remodelage
des PNNs. En effet, la plasmine est capable de cliver les CSPG neurocan, versican et phosphacan
retrouvés dans les PNNs (Kenagy et al., 2002; Wu et al., 2000). L’aggrécan est également susceptible
d’étre clivé par la plasmine au niveau de son domaine interglobulaire séparant les domaines G1 et G2

(Kiani et al., 2002).

De maniére intéressante, I'expression du tPA ou son activité, est augmentée au niveau des
cortex somatosensoriel et visuel lors de privations sensorielles par élimination des vibrisses et
privation monoculaire (C. C. Chen et al.,, 2015; Mataga et al., 2002). Les travaux de Mataga et
collaborateurs ont, par ailleurs, montré un déficit de la plasticité de la dominance oculaire et une
absence de remodelage des épines dendritiques aprés une MD chez les souris déficientes en tPA. Ces
auteurs mentionnent également un défaut de plasticité de la dominance oculaire chez les souris
déficientes en plasminogene (Mataga et al., 2002, 2004). Le tPA et la plasmine pourraient également
étre impliqués indirectement dans le clivage des CSPGs en a favorisant respectivement la conversion

du pro-ADAMTS4 et des pro-MMPs (George E. Davis et al., 2001; Lemarchant et al., 2014).
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Pour résumer :

< Les PNNs sont des structures condensées de la MEC retrouvées principalement

autour des interneurones exprimant la parvalbumine.

R/

«* Les PNNs sont composés de chaines d’acide hyaluronique synthétisées a la surface

des neurones sur lesquelles sont fixés différents CSPGs.

R/

< Les PNNs forment une barriére physique autour des neurones et peuvent moduler la

plasticité synaptique et structurelle.

7

% Les PNNs sont mis en place au cours du développement a la fin de la période critique
et leur dégradation a I’age adulte permet de rouvrir cette période de haute plasticité.

< Plusieurs protéases sont susceptibles de dégrader les CSPGs retrouvés au sein des

PNNs.
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Objectifs

Le tPA est une protéase exprimée dans le systéme nerveux central au sein de nombreuses
régions cérébrales, notamment par les neurones. Cette protéase exerce différentes fonctions au sein
du parenchyme cérébral via des mécanismes directs, en modulant la signalisation de différents
récepteurs, ou indirects en convertissant le plasminogene en plasmine. L'utilisation de modéles murins
déficients en tPA a permis de montrer son implication dans la plasticité synaptique, la régulation des
processus cognitifs et émotionnels. Le systéme tPA/plasmine peut également influencer la plasticité

structurelle en dégradant certains composants de la matrice extracellulaire.

L'investigation des fonctions du tPA a été essentiellement réalisée chez des souris déficientes
en tPA de maniére constitutive ou dans des modéles pharmacologiques. Ces études ne permettent
donc pas de rendre compte des roles du tPA endogéne exprimé au sein de régions cérébrales ou de
populations neuronales spécifiques. Mes travaux de theése s’orientent donc autour de cette

problématique a travers deux axes de recherche.

Une premiere étude visait a mieux comprendre les fonctions du tPA dans les processus
cognitifs et émotionnels et plus particulierement dans la cognition spatiale et I'anxiété. Pour cela, nous
avons développé au laboratoire une souche de souris « tPA Null », déficiente en tPA de maniere
constitutive et une souche « tPA Flox », permettant la délétion conditionnelle de I'exon 3 du géne Plat

sous I’action de la recombinase Cre.
Dans cette premiere étude, nous avons cherché a répondre a 4 questions principales :

o Quels sont les phénotypes comportementaux des souris tPA Null ?

o Quel est le réle du tPA exprimé au sein de I'hippocampe dans les processus cognitifs
et émotionnels ?

o Quel est le role du tPA exprimé par les noyaux amygdaliens dans les processus
émotionnels ?

o Quelle population neuronale exprime du tPA dans I'amygdale ?

Une deuxiéme étude a eu pour but d’étudier le réle du systéme d’activation du plasminogéne

dans le remodelage d’une structure particuliére de la MEC, appelée perineuronals nets (PNNs).
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Ainsi, I'objectif de ce second projet est de répondre aux questions suivantes :

o Par quel type de neurone le tPA est-il exprimé dans le cortex cérébral ?
o Quel est le role du tPA exprimé par les interneurones PV dans le remodelage des
PNNs ?

o Par quel mécanisme le tPA influence-t-il la dégradation des PNNs ?
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Tissue-type plasminogen activator expressed in PKC-6 positive GABAergic neurons within
the central amygdala modulates motor and emotional responses
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ABSTRACT

Tissue plasminogen activator (tPA) is a serine protease expressed in brain regions and was reported
involved in the control of emotional and cognitive functions. Nevertheless, little is known about the
structure-function respective temporal relationships in these tPA-dependent behaviors. Here, by using
a new model of constitutive tPA-deficient mice (tPA Null), we first show that tPA controls locomotor
activity (open-field), spatial cognition (Barnes maze) and anxiety (open-field and O-maze). To
investigate the brain structures involved in these tPA-dependent behavioral phenotypes, we next
generated tPA floxed mice allowing conditional tPA deletion (cKO) following stereotaxic injections of
adeno-associated virus driving Cre-recombinase expression (AAV9-CBA-Cre-GFP). We demonstrate
that cKO-dentate gyrus (DG)-mice display hyperactivity and partial spatial memory deficits. Moreover,
the deletion of tPA in the central nucleus of the amygdala (CeA), but not in the basolateral nucleus
(BLA), induces hyperactivity and reduced anxiety-like level. Importantly, we prove that these behaviors
depend on the tPA present in the adult brain and not on developmental disorders. Finally, our
immunohistochemical data also reveal that these tPA-dependent behaviors are associated to PKC&-
positive GABAergic interneurons in the CeA. Together, our study brings new data about the critical role
of tPA in behavioral modulation in adult mice. In addition, it offers new genetic tools useful to
characterize the molecular and cellular mechanisms underlying functional impairments associated to
psychiatric diseases and tPA functions.

Key words: tissue-type plasminogen activator, behavior, anxiety, spatial memory, locomotion, conditional knockout, AAV;

hippocampus, amygdala.

Abbreviations: tPA: tissue-type plasminogen activator; AAV: adeno-associated virus; GFP: green fluorescent protein; cKO:

conditional knockout; CeA: central amygdala; HPC: hippocampus; PFC: prefrontal cortex; PKC6: protein kinase-C delta.
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INTRODUCTION

In humans, emotional and cognitive impairments are symptoms of several psychiatric diseases,
exacerbated by concomitant events such as stress, aging and/or chronic diseases, leading to a dramatic
deterioration in the quality of life (Beaudreau and OHara, 2008). The precise molecular and cellular
mechanisms that underlie these abnormal behaviors are still not well understood, and deserve further
works aimed at developing accurate targeted therapies.

The tissue-type Plasminogen Activator (tPA) is a pleiotropic serine protease initially characterized for
its ability to activate plasminogen into plasmin and thus to promote vascular and tissue fibrinolysis
(Collen and Lijnen, 1991; Akassoglou et al., 2000). In the central nervous system, tPA is expressed in
many brain areas including the entorhinal cortex, the hippocampus and the amygdala (Teesalu et al.,
2002; Pawlak et al., 2003; Louessard et al., 2016; Hébert et al., 2017; Stevenson and Lawrence, 2018a)
and reported to influence physiological mechanisms such as synaptic plasticity (Huang et al., 1996;
Calabresi et al., 2000; Pang and Lu, 2004; Parcq et al., 2012). Thus, tPA contributes, either directly or
indirectly, to the modulation of some learning and memory processes (Madani et al., 1999; Calabresi
et al., 2000; Pawlak et al., 2002; Benchenane et al., 2007; Obiang et al., 2011, 2012; Hébert et al., 2017)
as well as emotional responses such as anxiety (Pawlak et al., 2003; Matys et al., 2004), and locomotor
activity (Krizo et al.,, 2018). tPA-dependent effects on synaptic plasticity can be attributed the
modulation of N-Methyl D-Aspartate receptor (NMDAR), the type | Low Density Lipoprotein Related
Receptor (LRP-1) signaling or to the conversion of the pro-Brain Derived Neurotrophic Factor (pro-
BDNF) into its mature form (Huang et al., 1996; Calabresi et al., 2000; Zhuo et al., 2000; Pang et al.,
2004; Benchenane et al., 2007; Parcq et al., 2012; Hébert et al., 2017). Up to now, all the studies aiming
at investigating tPA-behavioral functions were performed from constitutive tPA-deficient mice,
without information about whether these impairments could be linked to developmental alterations.
Similarly, structure-function respective relationships in these tPA-dependent behaviors were indirectly
determined in the majority of cases. In addition, all the data today available in terms of tPA-dependent
behavioral functions were obtained from C57BL/6J tPA-deficient mice harboring the 129-derived
chromosomal segment that co-segregates with the targeted tPA (Plat) allele, leading to a differential
expression of a set of genes which could interfere with tPA’s functions (Szabo et al., 2016).

In the present study, we have first characterized the behavioral phenotype of a novel tPA-deficient
mouse strain (named tPA Null mice) generated by an unique deletion of the exon-3 of the Plat gene,
to avoid possible off target effects. Then, the region-specific tPA’s deletion was induced through
stereotaxic delivery of AAV9-CBA-Cre-GFP either in the hippocampus, the amygdala or the prefrontal
cortex of adult tPA-floxed mice (flanking exon-3 of the Plat gene), also newly generated by our group.
Using these new experimental models, we first found that the hippocampal deletion of tPA,(cKO-HPC)
in the adult mice, leads to hyperactivity and cognitive deficits. Then, we revealed that deletion of the
tPA contained in PKC&-positive GABAergic neurons (cKO-CeA) of the adult central amygdala promotes
hyperactivity as well as reduced anxiety-like behavior. Our data support the view that tPA expressed
in the CNS controls multiple behaviors including motor and emotional responses, and emphasize the
importance of conditional knockout strategies to dissect tPA-dependent functions in specific brain
networks.
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MATERIALS & METHODS

Animals:

Experiments were performed on 8 weeks old males tPA Null mice, tPA Flox mice and their WT
littermates (see paragraph below) mice (20-25g) (Centre Universitaire de Ressources Biologiques,
Normandy University, Caen, France). Animals were housed with a 12-h light/12-h dark cycle in standard
polypropylene cages (Charles River, France) with free access to water and food (SDS Dietex, France).
Following AAV injection, tPA Flox mice and their WT littermates were housed in the biosafety level 2
animal facilities with a 12-h light/12-h dark cycle in filter cages. All experiments were conducted in
accordance with the French ethical law (Decree 2013-118) and the European Communities Council
guidelines (2010/63/EU) and were approved by institutional review board (French ministry of
Research) and by the committee of Normandy (CENOMEXA) registered under the reference
CENOMEXA-C2EA — 54 and received the agreement number #10959. All applicable international,
national, and/or institutional guidelines for the care and use of animals were followed.

Generation of transgenic mice:

tPA Flox mice were generated as previously described (Pasquet et al., 2018). tPA Null mice were
generated by the Mouse Clinical Institute (ICS, lllkrich, France). Briefly tPA Flox mice (C57BL6)
background) in which exon 3 is flanked by loxP sites (see Pasquet et al., 2018) were crossed with
CMV-Cre mice to induce Cre-mediated excision of the third exon in germline. Mice were genotyped by
PCR analysis and southern blots, using tail genomic DNA samples, for the presence of loxP sequences.

Stereotaxic injection of AAV virus:

Animals were deeply anesthetized with isoflurane 5 %, and maintained with 2.5 % isoflurane in a
70 %/30 % mixture of NO,/O,in a stereotaxic frame (Havard Apparatus). AAV9-CBA-Cre-GFP (1.12.10%3
pv/mL) were injected through a glass micropipette in both hemispheres at a rate of 0.2 uL/min.
Coordinates (relative to bregma) according to Paxinos Mouse Brain Atlas were as follows: AP1: -2 mm;
ML1: +/- 1 mm; DV1:-1.8 mm and AP2: -2.7 mm; ML2: +/- 2 mm; DV2: -2mm for the Hippocampus (0.5
ulL/site). The coordinates for the BLA were as follows: AP: -1.8 mm; ML: +/-3 mm; DV: -3.6 mm (0.5
uL/site). The coordinates for the CeA were: AP: -1.4 mm; ML: +/- 2.3mm; DV: -4.2mm (0.3 uL/site). The
coordinated for the mPFC were: AP: + 1.5 mm; ML: +/- 1.5mm; DV: -2 mm (0.5 ulL/site). The needle
was left in position for a further 5 minutes and then removed slowly from the brain. After recovery
from surgery, mice were left undisturbed for 3 weeks to allow the time-course for effective and stable
transgene expression.

Viral production:

Viral particles were provided by Gilles Bonvento and Alexis Bemelmans (INSERM U1169/MIRCen CEA,
Fontenay aux Roses 92265, France). The vector used for this study was an AAV2/9 hybrid serotype.
Self-complementary AAV vectors expressing the CBA-Cre-GFP construct were produced by transfecting
HEK293 cells with the adenovirus helper plasmid (pXX6-80), the AAV packaging plasmid carrying the
rep2 and the cap8 genes, and the AAV2 shuttle plasmid containing the CBA-Cre-GFP transgene in a sc
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genome. Recombinant vectors (rAAV) were purified by ultracentrifugation on a discontinuous
iodixaniol density gradient followed by dialysis against the formulation buffer of the vector stocks, 0.5
mmol/l MgCl2 and 1.25 mmol/I KCl in phosphate-buffered saline (PBSMK; five buffer changes, 3 hours
per round of dialysis). Physical particles were quantified by real-time PCR. Vector titers are expressed
as viral genomes per milliliter (vg/ml).

Behavioral tests:

Open-field exploration: The open field test was used to assess general locomotor activity and anxiety-
like behaviors. The activity of the mouse was recorded by a camera placed on top of a circular open
field (60 cm diameter) for 10 min. The distance travelled, velocity and time spent in each area of the
apparatus was video-tracked and analyzed with Ethovision XT 11.5. A central area with a diameter of
30 cm was defined in order to measure anxiety-like behavior.

Zero-maze: The elevated zero maze was used to measure anxiety-like behaviors. The apparatus
consists of two opens and two enclosed elevated arms (diameter: 50 cm, elevation: 80 cm from floor,
wall height: 15 cm, path width: 5cm; Imetronic, France). A camera was placed on top of the maze to
record the mouse activity for 5 minutes. Recorded trials were then blind-analyzed to measure de time
spent in each area of the maze.

Barnes-maze: This task was used to assess spatial reference memory. The maze consists of a 90 cm
grey circular platform with 18 equally spaced holes along the perimeter. Visual cues (29*%42 cm) were
located on the walls of the room. An escape box was placed under one of the holes during the training
sessions. During training sessions mice were held inside a start chamber for 15 seconds, the room light
turn-off. Then the room light was turn-on and the mice were released to freely explore the maze. The
training period consists of 2 trials/day during 4 training days. The trial ended when the mouse enter
the escape box or after 5 min elapsed. If the mice didn't find the box before the 5 min elapsed, the
experimenter guided the mouse to the escape box. Mice were allowed to stay in the escape box for 1
min at the end of the trial before return to their home cages. To assess spatial memory reference, the
escape box was removed from the apparatus and a 90 sec probe test was performed on day 5. Animal
behavior was recorded using a camera and tracked with the software PolyVision (Imetronic, France).

Fibrin-agar zymography:

Mice were deeply anesthetized with isoflurane 5 % and thereafter maintained with 2.5 % isoflurane in
a 70 %/30 % mixture of NO»/O,. A transcardial perfusion was performed with ice—cold heparinized
0.9 % NaCl. Brains were then removed and cut in 1 mm thick slices using a brain matrix (Delta
Microscopies). Structures of interest were then sampled using a biopsy punch (Delta Microscopies).
Tissues were dissociated in ice—cold TNT buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4; 150 mM NacCl; 0.5 % Triton X-
100; Sigma-Aldrich). After a 20-minute centrifugation (12000 x g at 4°C), proteins were quantified using
the bicinchoninic acid (BCA) method (Pierce). Zymographies were performed as previously described
(Dejouvencel et al. 2010).

Immunohistochemistry:
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Three weeks post AAV injection mice were deeply anesthetized with isoflurane 5 % in 70 %/30 %
mixture of NO,/O,. A transcardial perfusion was performed with ice cold 0.9 % NaCl with 3 % heparin
followed by 150 ml of fixative solution containing 2 % paraformaldehyde and 0.2 % picric acid (in PBS
0.1M, pH 7.4). Brains were removed and cryoprotected in 20 % sucrose solution (in PBS 0.1M, pH 7.4)
for 24h and frozen in Tissue-Tek (Miles Scientific). Cryostat sections of 10 um were collected on Poly-
Lysine slides and stored at -80°C. Sections were incubated overnight at room temperature with primary
antibodies. Corresponding Fab’2-conjugated secondary antibodies were diluted at 1:800 (Jackson
Immunoresearch). Images were acquired using Leica DM6000 microscope-coupled CoolSnap camera,
visualized with Metamorph 7.0 software (Molecular Devices), and further processed were realized
using Imagel software.

Antibodies:

The following antibodies were used in this study: rabbit anti-tPA (1:3000; generous gift from R. Lijnen,
Leuven); mouse anti-NeuN (1:800, MAB377, Merck); anti-GFP (rabbit, 1:1000, ab6556, Abcam or
chicken, 1:1000, ab13970, Abcam); mouse anti-Cre (1:1000, MAB3120, Merck); chicken anti-VGAT
(1:500, 131006, Synaptic Sytems); Mouse anti-PKCS (1:500, BD Biosciences) and rabbit anti-SOM
(1:1000, MAB 354, Merck).
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RESULTS

Constitutive tPA Null mice display hyperactivity, reduced anxiety, and impaired spatial memory

To avoid possible off target effects of tPA (Szabo et al., 2016), we used here new strain of tPA-deficient
mice (tPA Null) by targeting the exon-3 of the Plat gene using a Cre-mediated deletion on a
C57/BL6NTac background (Fig. 1A-B; see methods section). In order to characterize the behavioral
phenotype of this new tPA-deficient mouse strain, a battery of tasks was conducted in tPA Null mice
and their wild-type (WT) littermates (8-10 weeks old; n=20 per group).

The open-field (OF) and the O-maze (OM) tests were used to measure general overall locomotion and
anxiety-related behavior (Fig. 1C-H). In the OF, mutant mice displayed significant higher velocity (Fig.
1C; + 17.5 %, p < 0.01) and distance travelled (Fig. 1D; + 17.5 %, p < 0.05) than those of WT animals.
This indicates that tPA Null mice exhibit increased locomotor activity. Moreover, mutant mice showed
a marked increase in the distance travelled (Fig. 1F; + 12.8 %, p < 0.05) and time spent (Fig. 1G; + 20 %,
p < 0.05) in the anxiogenic center area of the OF compared to controls, indicating a reduced anxiety-
like behavior. In line with these data, tPA Null mice spent significantly more time in the anxiogenic
open arms of the OM than WT mice (Fig. 1H; + 59 % p < 0.05). Thus, data from OF and OM tests
consistently indicate hyperactivity and reduced anxiety in tPA Null mice. We then used the Barnes
maze (BM) in order to study possible spatial cognition deficits due to the lack of tPA. For this task, the
mice were trained to selectively search for location of a target box during eight trials. After training, a
probe test was performed to evaluate spatial long-term memory. During the testing phase, WT mice
spent significantly higher time in the target area compared to others (Fig. 11; p < 0.05), whereas tPA Null
mice failed to discriminate the target box (Fig. 11; p > 0.05). Consistent with this result, the time spent
in the target area was significantly higher than chance level in WT mice (Fig 1I-J; p < 0.05) contrary to
tPA Null mice (Fig. 11-J; p > 0.05). In addition, mutant mice made significantly more errors to find the
target box than control mice (Fig. 1K; + 89 %; p < 0.01). These data show that the tPA deficiency leads
to an impairment of long-term spatial memory.

Altogether, we reveal here that tPA in mice is involved in a range of behavioral functions, including
locomotor activity, anxiety and spatial memory.

Deletion of tPA in PKC6 GABAergic neurons of the central amygdala induces hyperactivity and
reduced anxiety

To characterize the respective structure-function relationships in these tPA-dependent functions, we
then induced the deletion of the target protein in several brain areas (hippocampus, prefrontal cortex
or amygdala) of adult mice.

First, AAV9-CBA-Cre-GFP were bilaterally injected in the dentate gyrus of newly generated
tPA Flox mice (Fig. 2A; see methods section) for a conditional deletion of tPA in the hippocampal mossy
fibers (cKO-HPC; n=19). The same AAV construct was injected in the WT littermate mice as control
(Control; n=20). The efficacy of the recombination (three weeks after injection) was confirmed by
immunohistochemistry for GFP to reveal infected cells in the dentate gyrus (Fig. 2B), and by
immunohistochemistry raised against tPA to unmask the specific depletion of endogenous tPA in the
hippocampal mossy fibers of cKO-HPC mice (Fig. 2B). These data were confirmed by fibrin-agar
zymography with reduced levels of active tPA in the hippocampus of the injected tPA Flox mice
compared to the injected tPA WT animals (Fig. 2C; n=4; p < 0.05). As performed for the tPA Null mice
(Fig. 1), the same set of behavioral tasks was performed with the cKO-HPC and control mice three
weeks post-AAVI9-CBA-Cre-GFP injections. In the OF, both the velocity and the distance travelled were



m Résultats (Article 1)

significantly increased in cKO-HPC mice compared to controls (Fig. 2D-E; p < 0.05). By contrast, the
anxiety-like behavior was similar in the two groups which showed equal distance travelled (Fig. 2G;
p > 0.05) and time spent (Fig. 2H; p > 0.05) in the center area of the OF. These results were confirmed
in the OM (Fig. 2I; p > 0.05). In the cognitive task, cKO-HPC mice performance was equivalent to
random exploration (Fig 2J-K; p > 0.05) unlike that of the control mice which was significantly greater
than chance level (Fig 2J-K; p < 0.001). Both groups displayed an equal error numbers (Fig. 2L; p > 0.05)
to discriminate the target box (Fig 2J; cKO-HPC mice: p < 0.05; Control: p < 0.001). Altogether, these
data demonstrate that tPA present in the hippocampus of adult mice is involved in the modulation of
locomotor activity and partly in spatial memory.

The targeted suppression of tPA in the median prefrontal cortex did not affect anxiety, locomotor
activity, or spatial performance (Supplementary Fig. 1).

Then, AAV9-CBA-Cre-GFP were bilaterally injected in the central amygdala (CeA) of the tPA Flox mice
for a conditional deletion tPA (Fig 3A; cKO-CeA; n=19). The same AAV construct was injected in the WT
littermate mice as control (Control; n=20). The efficacy of the recombination (three weeks after
injection) was confirmed by immunohistochemistry for GFP, to reveal infected cells in the central
amygdala (Fig. 3B), and by fibrin-agar zymography showing a decrease of tPA activity in the CeA (Fig.
3C; n=4; p < 0.05). Control and cKO-CeA mice were submitted to the same set of behavioral tasks as
above three weeks post-AAV9-CBA-Cre-GFP injections. In the OF, cKO-CeA mice displayed a
hyperactive phenotype (Fig. 3D-E; velocity: + 9.4 %, p < 0.05; distance travelled: + 9.4 %, p < 0.05). A
reduced anxiety-like behavior was also observed in conditional mutant mice compared to controls in
the OF (Fig. 3G-H; distance travelled in the center area: + 43.2 %, p < 0.01; time in the center area: +
35.5%, p < 0.05). In the Barnes maze, the conditional knockout mice succeeded in the task since spatial
memory performance was similar in both groups (Fig. 3J-L).

Parallel bilateral injections of AAV9-CBA-Cre-GFP were performed in the basolateral amygdala (BLA) of
tPA Flox mice and their WT littermates (Fig. 4A; cKO-BLA: n=18, Control: n=18). The site of injection
was confirmed by the expression of GFP (Fig. 4B) and the efficacy of the recombination was assessed
by the measurement of tPA proteolytic activity in the BLA (Fig. 4C; n=4; p<0.05). The locomotor
activities were equal in cKO-BLA and control mice in the OF (Fig. 4D-E; p > 0.05). No difference in the
anxiety-like behavior was reported between the two groups, neither in the OF nor in the OM (Fig. 4G-
I; p > 0.05). About spatial memory, the BM task revealed that both groups displayed equal memory
performance (Fig 4J-L). Altogether, these data reveal that the tPA present in the CeA of adult mice, but
not in the BLA, is involved in the control of anxiety-like behavior, with the tPA promoting anxiety.
Furthermore, we demonstrate that central amygdalar tPA modulates locomotor activity. In order to
determine which cell types of the CeA are involved in the functions of tPA described above,
immunohistochemistry was performed from coronal brain sections of WT mice-using a set of neuronal
markers (vesicular GABA transporter: VGAT; somatostatin: SOM; protein: kinase-C delta, PKCJ)
combined with tPA immunostaining. Our data revealed positive neuronal fibers for tPA colocalized
with the GABAergic marker VGAT in the CeA (Fig. 5A). Co-immunostining of these GABAergic tPA-
positive interneurons expressed in the CeA revealed that they were also positive for the PKC§, but not
for somatostatin.

DISCUSSION
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In the present study, we describe the behavioral defects induced by constitutive and brain structures
conditional deletion of tPA (hippocampus, prefrontal cortex, basolateral amygdala and central
amygdala). We then reveal that the tPA from PKC&-positive neurons of the central amygdala of adult
mice is involved in motor and emotional functions.

The current literature investigating roles of tPA, including its brain functions, were obtained using
C57BL/6] tPA-deficient mice harboring the 129-derived chromosomal segment that co-segregates with
the targeted Plat allele (Szabo et al., 2016). Due to the strategy of engineering of this mouse strain, the
expression of an additional set of genes was altered in addition to that of tPA. Among others, some of
these genes (ARHGEF18, MCF2L and MCPH1) may have roles in brain functions and dysfunctions and
thus interfere with the tPA ones. For example, MCF2L was reported to participate in the formation and
stabilization of glutamatergic synapses and mutations of its homolog, MCF2 Rho GEF could be
associated to mental retardation and autism spectrum disorders (Piton et al., 2011; Hayashi et al.,
2013). The tPA Null mouse strain used in the present study, recently generated by our group, is the
consequence of a specific deletion of the exon-3 of the Plat gene, with no possibly of off-target effects.
Our behavioral experiments confirm most of the previous reports about the functional roles of tPA
such as in spatial memory (Calabresi et al.; Benchenane et al., 2007; Oh et al., 2014; Hébert et al.,
2017). Importantly, our study is the first to show that tPA deficiency also leads to hyperactivity and
emotional dysfunction with decreased trait-anxiety in basal conditions. Thus, tPA Null mouse strain
represents an informative model for understanding how tPA disruption may directly or indirectly
impact behaviors relevant to psychic disorders. Nevertheless, as the functional dysfunctions found in
tPA Null mice could be linked to neurodevelopmental disorders, we then completed our work by
generating a novel model allowing conditional deletion of tPA.

Using this new molecular tool, the tPA floxed mice targeting the exon-3 of the Plat gene, we clearly
demonstrate tPA-dependent structure-function respective relationships. We thus evidence that tPA of
the dentate gyrus is involved in the regulation of locomotor activity and partly in spatial cognition.
Furthermore, we show that tPA expressed in the central amygdala controls both locomotor activity
and anxiety level. Finally, we also establish that that these functions of tPA are related to its presence
in the adult brain and not to effects occurring during development.

It was previously reported that tPA displays functions in learning and memory processes (Benchenane
et al. 2007; Calabresi et al. 2000; Hebert et al., 2017; Madani et al. 1999; Obiang et al. 2011, 2012; Oh
et al. 2014; Pawlak et al. 2002). For example, overexpression of tPA in the CNS has been associated
with improved spatial performance when using both Morris Water Maze (MWM) and Homing hole
board tests (Madani et al. 1999). Accordingly, tPA deficiency has been shown to induce spatial deficits
in both MWM and T-maze (Hébert et al., 2017; Oh et al. 2014), as well as alterations in responsiveness
to a spatial change during an object placement test (Calabresi et al. 2000). However, other studies
using tPA—/- mice did not report a particular phenotype when using MWM or BM (Huang et al. 1996;
Pawlak et al. 2005). Here, we reconcile the different theories showing that tPA produced by dentate
gyrus neurons in the adult brain play a role, albeit moderate, in spatial cognition. Regarding tPA
involvement in locomotor activity, data of literature are again conflicting. Indeed, tPA-deficient mice
do not display abnormal spontaneous locomotion in home cages but show decreased nocturnal wheel-
running activity (Krizo et al., 2018; Pawlak et al., 2002). One notes that these studies were led on
constitutive tPA-deficient mice, with distinct behavioral experimental conditions. Here, we highlight
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for the first time that the dentate gyrus mature neurons’ tPA in the adult brain plays a role in the
modulation of locomotor activity. In the trisynaptic circuit of the hippocampus, dentate gyrus granule
cells encode multiple sensory informations coming from parahippocampal regions during exploration
and send inputs to CA3 area through giant synapses from mossy fibers (Henze et al., 2002; Neves et
al., 2008). Therefore dentate gyrus granule cells can display place fields during exploration and exhibit
locomotion-associated activity patterns (Pilz et al., 2016; GoodSmith et al., 2017). In vivo, dentate
gyrus granule cell activation leads to an increase in exploratory behaviors both in the elevated plus-
maze and the OF (Kheirbek et al., 2013). In our conditional knockout model, we could therefore
hypothesized that removal of the dentate gyrus’s tPA may affect hippocampal control of exploratory
behaviors. We observed moderate spatial deficits following tPA removal in the hippocampus. This is
consistent with a work from our lab which show, in tPA-deficient mice, that tPA plays a key role in
entorhinal cortex-dependent processing of spatial information (Hébert et al.,, 2017). Moreover,
dentate gyrus granule cells and CA3 are mainly involved in pattern separation mechanisms in the
hippocampus which allow the storage of different memories from similar events (Leutgeb et al., 2007,
Rolls, 2013). Since tPA is strongly expressed in granule cells and mossy fibers (Louessard et al., 2016;
Stevenson and Lawrence, 2018b), it would be interesting to test memory performance of tPA Null mice
and cKO-HPC mice using pattern separation paradigms.

Interestingly it was previously shown that specific knockdown of tPA in the hippocampus using
lentiviral vectors expressing specific short hairpin RNAs (LV-shRNA) induces increased anxiety and
depressive-like behaviors (Bahi and Dreyer, 2012). In their work, the authors targeted caudal
hippocampus leading to removal of tPA in ventral part of the structure, which is implicated in the
modulation of emotional responses (Parfitt et al., 2017). In our conditional knockout model, we
performed tPA deletion in both rostral and caudal parts of the dentate gyrus. These local specifics of
tPA suppression within the hippocampus are complementary and easily explain the reason why no
emotional consequence was found in the cKO-HPC mice.

tPA activity in the amygdala is critical for both stress-induced synaptic plasticity and anxiety-like
behavior (Pawlak et al., 2003; Matys et al., 2004; Bennur et al., 2007). Accordingly, tPA-deficient mice
exhibit reduced anxiety-like behavior under stress conditions (Pawlak et al., 2003; Matys et al., 2004).
Our present data thus provide new insights about tPA and anxiety, demonstrating that conditional
deletion of tPA in the adult amygdala, more precisely in the central nucleus, leads to reduced anxiety-
related behavior, regardless of any stressor. Using co-immunostaining, we also evidenced that in the
CeA, tPA is expressed in PKC&-positive GABAergic neurons. Interestingly, it was previously shown that
optogenetic activation of CeA’s PKC6-positive interneurons leads to an anxiolytic-like phenotype in
different task including the OF (Cai et al., 2014). It is important to note that CeA plays a key role in the
integration of emotional sensory information coming from the BLA, and can modulate emotional
responses through intrinsic circuit and projections to different brain areas such as the bed nucleus of
the stria terminalis (BNST) (Gilpin et al., 2015). In the brain, tPA activity is increased in limbic regions
such as the CeA, medial amygdala and the BNST under stress conditions (Pawlak et al., 2003; Matys et
al., 2004, 2005). Since PKC&-positive neurons can provide local inhibition of the CeA and also sent
inhibitory projections to the BNST (Hunt et al., 2017; Ye and Veinante, 2019), we could hypothesize
that tPA controls emotional responses through local or long range circuit (Stevenson and Lawrence,
2018b).
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In our study, we also revealed that tPA deficiency in the CeA increases locomotor activity. Cai and
collaborators did not report any effect of PKC8-positive interneurons activation on general locomotor
activity (Cai et al.,, 2014). However, targeting monosynaptic connections between the CeA and
mesencephalic locomotor region was reported to modulate spontaneous locomotion (Roseberry et al.,
2019). Although, specific signaling pathways of PKC&-positive neurons are not clearly established, our
data suggest that tPA may contribute to the involvement of this neuron subtype in the control of
anxiety-like behaviors and possibly locomotion. Further investigations will be needed to describe these
mechanisms, possibly opening new avenues for treatment of such types of diseases in human.

CONCLUSION

In summary, we demonstrate that tPA deficiency (tPA Null mice) leads to hyperactivity, spatial memory
deficits and decreased anxiety-like responses. Using a corresponding conditional knockout model
allowing brain structures-specific tPA removal in the adult mice, we reveal that 1/ selective loss of tPA
in the hippocampus leads to hyperactivity and moderate spatial memory deficits, 2/ tPA deficiency in
the CeA induces both hyperactivity and anxiolytic-like phenotype. In addition, we unveil that the
expression of tPA in PKCS-positive GABAergic interneurons in the CeA is associated to these tPA-
dependent behaviors. Finally, this study brings new genetic tools useful to characterize the neural
substrates underlying functional impairments related to some psychiatric diseases.
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Figure 1: tPA plays a role in behavioral responses.

(A-B) Molecular approach for the generation of tPA Null mice and the corresponding tPA Floxed mice
(tPA Flox). (C, D, E) tPA Null mice display a locomotor hyperactivity in the OF task (Mann Whitney test;
velocity: p=0.007, C; total distance travelled: p=0.012, D). (E) Average heatmaps and representative
tracks in the OF for WT and tPA Null mice. (F, G, H) tPA Null mice show an anxiolytic-like phenotype
both in the OF (Mann Whitney test; distance travelled in center: p=0.030, F; time spent in center:
p=0.043, G) and in the OM task (Unpaired t-test; time spent in open-arms: p=0.023, H). (I, J, K) tPA null
mice display impaired cognition during the probe test session of the BM. (I) Intragroup comparison of
the time spent in target area compared to others areas showing that tPA Null mice failed to
discriminate the target hole from other holes (Wilcoxon test: #: p=0.027 for WT mice; p=0.085 for
tPA Null mice). Statistical analysis of target hole preference compared to chance level (One sample
Wilcoxon signed rank test, compared to chance level; S: p=0.035 for WT mice and p=0.089 for tPA Null
mice). (K) tPA Null mice make significantly more errors than WT mice (Unpaired t-test; p=0.003). (J)
Average heatmaps of the time spent in the BM during the probe test between the two groups (mean
heatmaps of 10 animals/group). Data are presented as mean+SD (ns: p > 0.05; *: p< 0.05; **: p <0.001;
N=20 in both genotype).
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Figure 2: Conditional deletion of tPA in the hippocampus (cKO-HPC) leads to mild spatial cognitive
deficits and locomotor hyperactivity.

(A) Bilateral stereotaxic injection of AAV9-CBA-Cre-GFP in the dentate gyrus of WT and tPA Flox mice.
(B) Immunohistochemistry staining for GFP (green), tPA (red) and DAPI (blue) in coronal sections. (C)
Fibrin-agar zymography showing tPA activity in the hippocampus of control and cKO-HPC mice (Mann
Whitney test, p=0.028, n=4 per group). (D, E, F) cKO-HPC mice have a locomotor hyperactivity in the
OF (Unpaired t-test; velocity: p=0.021, D; total distance travelled: p=0.022, E). (F) Average heatmaps
and representative tracks in the OF for control and cKO-HPC mice. (G, H, 1) tPA deletion in the
hippocampus does not affect anxiety (Unpaired t-test; distance travelled in center: p=0.29, G; time
spent in center: p=0.62, H; time spent in open arms: p=0.38, I). (J, K, L) cKO-HPC mice have cognition
performances similar to control mice in the BM task. (J) Intragroup comparison of the time spent in
target area compared to others areas (Wilcoxon test: ###: p=0.0001 for control mice; #: p=0.021 for
cKO-HPC mice). Statistical analysis of target hole preference compared to chance level (One sample
Wilcoxon sighed rank test, compared to chance level; $S$: p=0.0007 for control mice and p=0.07 for
cKO-HPC mice). (L) Number of errors during the probe test of the BM (Unpaired T-test; p= 0.64). (K)
Average heatmaps of the time spent in the BM during the probe test between the two groups (mean
heatmaps of 6 animals/group). Data are presented as mean+SD (ns: p > 0.05; *: p < 0.05; **: p < 0.001;
n=19 Control; n=20 cKO-HPC).
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Figure 3: Conditional deletion of tPA in the CeA (cKO-CeA) leads to an anxiolytic-like phenotype and
a locomotor hyperactivity.

(A) Bilateral stereotaxic injection of AAV9-CBA-Cre-GFP in the CeA of WT and tPA Flox mice.
(B) Immunohistochemistry staining for GFP (green), Cre (red) and DAPI (blue) in coronal sections.
(C) Fibrin-agar zymography showing tPA activity in the CeA of control and cKO-CeA mice (Mann
Whitney test, p=0.028, n=4 per group). (D, E, F) cKO-CeA mice have a locomotor hyperactivity in the
open-field test (Unpaired t-test; velocity: p =0.028, D; total distance travelled: p=0.028, E). (F) Average
heatmaps and representative tracks in the OF for control and cKO-CeA mice. (G, H, I) tPA deletion in
CeA induces an anxiolytic-like phenotype in the OF (Unpaired t-test; distance travelled in center:
p=0.005, G; time spent in center: p=0.027, H). (I) The anxiety state is not affected in the OM (Mann
Whitney test; time spent in open arms: p=0.27). (J, K, L) cKO-CeA mice have cognition performances
similar to controls in the BM task. (J) Intragroup comparison of the time spent in target area compared
to others areas (Wilcoxon test; ###: p < 0.0001 for control mice; ##: p=0.004 for cKO-CeA mice).
Statistical analysis of target hole preference compared to chance level (One sample Wilcoxon signed
rank test, compared to chance level; $5$: p=0.0005 for control mice and $$: p=0.0052 for cKO-CeA
mice). (L) Number of errors during the probe test of the BM (Mann Whitney unpaired-test; p=0.85).
(K) Average heatmaps of the time spent in the BM during the probe test between the two groups
(mean heatmaps of 8 animals/group). Data are presented as mean+SD (ns: p > 0.05; *: p < 0.05; **:
p < 0.001; n=20 Control; n=19 cKO-CeA).
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Figure 4: Conditional deletion of tPA in the BLA (cKO-BLA) does not affect behavioral phenotype and
cognition performance. (A) Bilateral stereotaxic injection of AAV9-CBA-Cre-GFP in the BLA of WT and
tPA Flox mice. (B) Immunohistochemistry staining for GFP (green), Cre (red) and DAPI (blue) in coronal
sections. (C) Fibrin-agar zymography showing tPA activity in the BLA of control and cKO-BLA mice
(Mann Whitney test, p=0.028, n=4 per group). (D, E) Deletion of tPA in the BLA does not affect
locomotor activity in the OF test Unpaired t-test; velocity: p=0.79; distance travelled: p=0.80). (F)
Average heatmaps and representative tracks in the OF for control and cKO-BLA mice. (G, H, I) tPA
deletion in BLA does not affect the anxiety state in the OF (Unpaired t-test; distance travelled in center:
p=0.33, G; time spent in center: p=0.26, H) or in the OM (Mann Whitney unpaired test; time spent in
open arms: p=0.18, 1). (J, K, L) cKO-BLA have cognition performances similar to controls in the BM task.
(J) Intragroup comparison of the time spent in target area compared to others areas (Wilcoxon test;
##: p=0.0013 for control mice; ###: p=0.0007 for cKO-BLA mice). Statistical analysis of target hole
preference compared to chance level (One sample Wilcoxon signed rank test, compared to chance
level; $$: p=0.001 for control mice and $$p=0.001 for cKO-BLA mice). (L) Number of errors during the
probe test of the BM (Mann Whitney unpaired test; p=0.78). (K) Average heatmaps of the time spent
in the BM during the probe test between the two groups (mean heatmaps of 10 animals/group). Data
are presented as mean+SD (ns: p > 0.05; *: p < 0.05; **: p < 0.001; n=18 Control; n=18 cKO-BLA).
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Figure 5: tPA colocalizes with PKC6-positive interneurons in the CeA.

(A) Immunohistochemistry of tPA (red) and the vesicular GABA transporter vGAT (green) in the
amygdala nuclei. tPA positive neuronal processes co-localized with vGAT within the CeA.
(B) Co-immunohistochemistry of somatostatin interneurons (SOM; green) and tPA (red) in the CeA did
not reveal tPA and SOM interneurons co-labelling. (C) Co-immunohistochemistry of PKC6 interneurons
(green) and tPA (red) in the CeA. tPA positive neuronal processes co-localized with PKC&.
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Figure S1: cKO-PFC mice have a behavioral phenotype and cognition performances similar to
controls.

(A) Bilateral stereotaxic injection of AAV9-CBA-Cre-GFP in the mPFC of WT and tPA Flox mice.
(B) Immunohistochemistry staining for GFP (green), Cre (red) and DAPI (blue) in coronal sections.
(C) Fibrin-agar zymography showing tPA activity in the mPFC of control and cKO-PFC mice (Mann
Whitney test, p=0.028, n=4 per group). (D, E, F) Deletion of tPA in the mPFC does not affect locomotor
activity in the open-field (Unpaired t-test; velocity: p=0.98, D; total distance travelled: p=0.99, E). (F)
Average heatmaps and representative tracks in the OF for control and cKO-PFC mice. (G, H, I) tPA
deletion in mPFC does not affect the anxiety state in the OF (Unpaired t-test; distance travelled in
center: p=0.12, G; time spent in center: p=0.13, H) or in the OM (Unpaired t-test; time spent in open
arms: p=0.74, 1). (J, K, L) cKO-PFC have cognition performances similar to controls in the BM task. (J)
Intragroup comparison of the time spent in target area compared to others areas (Wilcoxon test;
p=0.011 for control mice; p=0.002 for cKO-PFC mice). (L) Number of errors during the probe test of the
BM (Unpaired T-test; p=0.40). (K) Representative heatmap of the time spent in the BM during the
probe test between the two groups (mean heatmaps of 12 animals/group). Data are presented as
mean+SD (ns: p < 0.05; *: p < 0.05; **: p < 0.001; n=20 Control; n=20 cKO-PFC).
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ABSTRACT

Tissue plasminogen activator (tPA) is a multifaceted mediator of brain pathophysiology. Understanding
how this protease can exert so many functions requires deciphering its cellular and molecular targets,
as well as its cellular origin. In this study, we first used in the mouse brain an AAV-driven strategy, to
deliver a construct encoding for a GFP under the control of the plat promoter. We thus identified that
in addition to glutamatergic neurons in the cortex, some interneurons also express tPA. Combining
immunohistology, electrophysiology and single cell-RT-PCR allowed identifying fast-spiking
parvalbumin (FS-PV) interneurons as a source of tPA in vivo. FS-PV are key players in the balance
between excitatory and inhibitory neurotransmission, as well as in brain plasticity. These features are
partly attributable to their wrapping in a specialized extracellular matrix, the perineuronal nets (PNNs).
We found that mice specifically lacking tPA in FS-PV neurons display denser PNNs, thus identifying tPA
as an endogenous protease responsible for PNNs remodeling. In vitro analyses supported this
hypothesis, and allowed the demonstration that tPA converts plasminogen into active plasmin, which
in turn, directly degrades aggrecan, a major chondroitin sulfate proteoglycans contained in PNNs. The
discovery of this mechanistic pathway sustaining PNNs remodeling opens interesting insights into the
control of brain circuitry and plasticity.

Key words: fast-spiking parvalbumin interneurons, tissue-type plasminogen activator, perineuronal nets.

Abbreviations: tPA: tissue-type plasminogen activator; PV: parvalbumin; FS-PV: fast-spiking parvalbumin; PNNs: perineuronal
nets; CSPG: chondroitin sulfate proteoglycans; ECM: extracellular matrix; DIV: days in vitro; AAV: adeno-associated virus; GFP:
green fluorescent protein; RT-PCR: reverse transcriptase polymerase chain reaction.
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INTRODUCTION

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is well-known in the (neuro-)vascular clinical community as
being the major enzymatic activator of plasminogen, thus promoting vascular fibrinolysis. But tPA is
far more than just a fibrinolytic. As reviewed recently (Thiebaut et al., 2018), tPA’s actions in the central
nervous system can be plasminogen-independent (and even protease-independent), and the ever
growing list of its receptors/partners includes low-density lipoprotein receptor—related proteins
(LRPs), N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR), some growth factor precursors, annexin 2, epidermal
growth factor receptors (EGFRs) or grp78. Via these multiple partners, tPA stands as a key player of
important physiological and pathological processes in the central nervous system (for recent reviews
see Thiebaut et al., 2018; Zhu et al., 2019). For instance, during development, tPA controls neuronal
migration (Pasquet et al., 2019) and promotes axonal growth/synaptic plasticity (Sumi et al., 1992;
Qian et al., 1993; Baranes et al., 1998; Pu et al., 2019). Later in life, tPA is described to modulate
learning and memory processes (Madani et al., 1999; Benchenane et al., 2007; Hébert et al., 2017).
Under pathological circumstances, tPA controls neuronal death/survival (Nicole et al., 2001; Liot et al.,
2006; Wu et al., 2012; Louessard et al., 2017), anxiety behavior (Pawlak et al., 2003; Matys et al., 2004)
or neuroinflammation and blood-brain barrier permeabilization (Siao and Tsirka, 2002; Su et al., 2008;
Macrez et al., 2016; Mehra et al., 2020).

While functional studies abound, clear and consensual descriptions on the cellular and subcellular
distribution of tPA in the CNS are lacking. So far, the expression of tPA by endothelial cells,
oligodendrocytes, and hippocampal neurons seems well admitted (Louessard et al., 2016; Leonetti et
al., 2017; Stevenson and Lawrence, 2018a). Microglia and astrocytes are discussed as sources of tPA
under physiological conditions but might be under pathological conditions (Adhami et al., 2008; Wang
et al., 2009). While hippocampal mossy fibers are easily immunostained for tPA, blocking axo-dendritic
transport with colchicine is necessary to reveal immunopositive cortical fibers (Louessard et al., 2016).
In addition, electrophysiological and transcriptional analyses have shown the expression of tPA in a
subset of pyramidal neurons in several cerebral cortices (Louessard et al., 2016). This confirms a
previous study showing tPA staining in neurons expressing neurogranin, a putative marker of
excitatory neurons (Chu et al., 2015). By using a transgenic mouse line expressing a tPA/cerulean-
fluorescent protein fusion protein, Stevenson and Lawrence (2018) reported the existence of a
subclass of somatostatin (Sst) interneurons with tPA positive somas in the stratum oriens-lacunosum
moleculare of the hippocampus (Stevenson and Lawrence, 2018). This contrasts with Chu’s
observations who found no staining in Sst interneurons in the cortex (Chu et al., 2015). This last study
also suggested an expression of tPA by parvalbumin positive interneurons, but overall, convincing data
to determine which interneuron subpopulations express tPA are sparse.

Parvalbumin interneurons are the most abundant subtype of interneurons (Lim et al., 2018). They are
featured by a high discharge frequency of fast action potentials, explaining their name, fast-spiking
parvalbumin neurons (FS-PV). They sustain most of the axo-somatic inhibition of pyramidal neurons.
Another peculiarity of FS-PV is their experience-driven enwrapping by a specific form of extracellular
matrix (ECM), composed of chondroitin sulfate proteoglycans (CSPGs) organized into dense lattice-like
structures, termed perineuronal nets (PNNs) (Fawcett et al., 2019; Testa et al., 2019).

Understanding the metabolism of PNNs is crucial, as accumulating evidence show its impact on the
reciprocal control between pyramidal neurons and FS-PV. Indeed, up-regulation of PNNs or its
degradation profoundly affect synaptic plasticity during development or pathological conditions
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(Pizzorusso et al., 2002; Bartoletti et al., 2004; Wang and Fawcett, 2012; Devienne et al., 2019; Murthy
et al., 2019; Shi et al., 2019; Alaiyed et al., 2020). PNN (re)modelings occur in plastic periods: their
formation/condensation closes developmental plastic periods, while their degradation reopens
plasticity. Monocular deprivation has been an extremely helpful paradigm to study PNNs remodeling
and to identify matrix metalloproteinase 9 (MMP9) as an endogenous protease involved in PNNs
plasticity (Kelly et al., 2015; Wen et al., 2018). The expression and activity of tPA increase after sensorial
deprivation and are thought to participate in plasticity in this process (Miller and Griesinger, 1998;
Mataga et al., 2002, 2004; Chen et al., 2015). However, in these studies, no evidence link tPA-driven
plasticity to PNNs.

In the present study, using an in vivo tPA reporter gene, electrophysiology and single cell RT-PCR, in
mice, we first acertain the expression of tPA in cortical GABAergic neurons, mostly FS-PV interneurons.
On this basis, we developed in vitro (primary cultures of interneurons) and in vivo approaches
(conditional tPA deficient mice in FS-PV neurons) to understand the impact of tPA originating from FS-
PV interneurons on PNNs plasticity.

MATERIALS AND METHODS
Animals:

All experiments were conducted in accordance with the French ethical law (Decree 2013-118) and the
European Communities Council guidelines (2010/63/EU. Protocols were approved by our local ethics
committee dependent on the French Ministry of Research and Higher Education (agreement numbers
Cenomexa #10959 and Ce5/2012/062). All applicable international, national, and/or institutional
guidelines for the care and use of animals were followed. Experiments were performed on G42
transgenic mice (Jackson laboratories #007677, GAD67-GFP, Chattopadhyaya et al., 2004), 8 weeks old
male Swiss mice, tPAFlox** mice, tPAFlox**; PV-Cre* mice and their Control (tPAFlox”:; PV-Cre*")
littermates (20-25g). Pregnant tPA Null mice and their WT littermates at gestational day 14 were used
for in vitro neuronal cultures.

Animals were housed with a 12-h light/12-h dark cycle with free access to water and food.

+/+

tPA Null mice were generated by the Mouse Clinical Institute (ICS, Illkrich, France). Briefly tPAFlox
mice (on a C57BL6J genetic background) in which exon 3 is flanked by loxP sites (see Pasquet et al.,
2018) were crossed with CMV-Cre mice to induce Cre-mediated excision of the third exon in germline.
Mice were genotyped by PCR analysis and southern blots, using tail genomic DNA samples, to detect
the presence/absence of loxP sequences. PV-Cre** female mice (Jackson laboratory # 008069,
Pvalbtm1(cre)Arbr, Hippenmeyer et al., 2005) were crossed with tPAFlox*/* males mice to generate
tPAFlox**; PV-Cre*/- (cKO) and their control littermates tPAFlox”"; PV-Cre*. PCR genotyping using
primer to detect both loxP sites and Cre transgene.
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Whole-Cell Recordings in Acute Slices:

G42 mice were deeply anesthetized with isoflurane. After decapitation, brains were quickly removed
and placed into ice-cold oxygenated artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing (in mM): 126 NaCl,
2.5 KCI, 1.25 NaH;P04, 2 CaCl;, 1 MgCl;, 26 NaHCOs, 10 glucose, 15 sucrose, and 1 kynurenic acid
(Sigma). Coronal slices (300 um thick) containing the primary visual cortex were cut with a vibratome
(VT1000S; Leica) and allowed to recover at room temperature for at least 30min in aCSF saturated with
02/C02 (95 %/5 %). Patch pipettes (4—6 MQ) pulled from borosilicate glass were filled with 8 pl of
RNAse free internal solution containing in (mM): 144 K-gluconate, 3 MgCl2, 0.5 EGTA, 10 HEPES, pH
7.2(285/295 mOsm). Whole-cell recordings were performed at room temperature using a patch-clamp
amplifier (MultiClamp 700B, MDS). Membrane potentials were not corrected for liquid junction
potential. Data were filtered at 10 kHz and digitized at 20 kHz using an acquisition board (Digidata
1440, MDS). Cells were set at -60 mV by continuous current injection and submitted to current pulses
(800 ms, from —100 to 280 pA with 20 pA increments).

Cytoplasm Harvesting and scRT-PCR:

At the end of the whole-cell recording, lasting <15 min, the cytoplasmic content was harvested in the
recording pipette. The pipette’s content was expelled into a test tube and RT was performed in a final
volume of 10 pL, as described previously (Lambolez et al., 1992). The scRT-PCR protocol was desighed
to probe simultaneously the expression of neuronal markers and key molecular elements including
Tissue-type plasminogen activator gene, Plat. Two-steps amplification was performed essentially as
described (Cauli et al., 1997; Devienne et al., 2018). Briefly, cDNAs present in the 10 uL reverse
transcription reaction were first amplified simultaneously using all external primer pairs (Table 1). Taq
polymerase (2.5 U; Qiagen) and 20 pmol of each primer were added to the buffer supplied by the
manufacturer (final volume, 100 pl), and 20 cycles (94°C, 30 s; 60°C, 30 s; and 72°C, 35 s) of PCR were
run. Second rounds of PCR were performed using 1 ul of the first PCR product as a template. In this
second round, each amplicon was individually re-amplified using its specific nested primer pair (Table
1) by performing 35 PCR cycles as described above. Ten L of each individual PCR product were run on
a 2 % agarose gel stained with ethidium bromide using ®X174 digested by Haelll as a molecular weight
marker.

Unsupervised clustering:

To classify cells, unsupervised clustering was performed using 16 molecular parameters (VGlutl,
Gad65, Gad67, PV, Akr1cl8, Sst, S1000, APC, Mybpcl, Ncan, Plat, Plau, Ptprr, Ptprz1l, Sdc4, Sema3a).
The presence of a given gene was digitized by 1 and its absence was digitized by 0. Ward-linkage
hierarchical clustering (Ward Jr, 1963) was performed and plotted as a dendrogram using
‘scipy.cluster.hierarchy’ functions on Python 3.7. The final number of clusters was suggested by the
Thorndike procedure (Thorndike, 1953) as described previously (Cauli et al., 2000).
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Viral production:

Viral particles were provided by Gilles Bonvento and Alexis Bemelmans (INSERM U1169/MIRCen CEA,
Fontenay aux Roses 92265, France).

The clone encoding for a GFP under the control of a 1.2-kb sequence of the Human Plat promoter
(spanning from -1035 to +207 bp from the transcription start codon) was purchased from GeneCopoeia
(pPlat-GFP; Catalog No.: HPRM12655-PF02). For the pPlat-Cre-GFP, the cDNA encoding for the Cre
recombinase was subcloned by fusion into the pPlat-GFP (In-fusion HD cloning Kit Clontech-Takarabio).
The pPlat-GFP and the pPlat-Cre-GFP were then subcloned in the pDONR221 for AAV production. All
the constructs were amplified in Escherichia coli JM109 cells and purified by a Nucleobond endotoxin-
free plasmid DNA PC 2000 kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer's instructions. The
vector used for this study was an AAV9 serotype. Self-complementary AAV vectors expressing the Plat-
GFP construct were produced by transfecting HEK293 cells with the adenovirus helper plasmid (pXX6-
80), the AAV packaging plasmid carrying the rep2 and the cap8 genes, and the AAV2 shuttle plasmid
containing the Plat-GFP transgene in a sc genome. Recombinant vectors (rAAV) were purified by
ultracentrifugation on a discontinuous iodixaniol density gradient followed by dialysis against the
formulation buffer of the vector stocks, 0.5 mmol/I MgCI2 and 1.25 mmol/I KCl in phosphate-buffered
saline (PBSMK; five buffer changes, 3 hours per round of dialysis). Physical particles were quantified by
real-time PCR. Vector titers are expressed as viral genomes per milliliter (vg/mL).

Stereotaxic injection of AAV virus:

Animals were deeply anesthetized with isoflurane 5 %, and maintained with 2 % isoflurane in a 70 %/30
% mixture of NO,/O, in a stereotaxic frame (Havard Apparatus). AAV9-Plat-GFP or AAV9-Plat-Cre-GFP
(1.25.10% vp/mL) were injected through a glass micropipette in the right hemisphere in a volume of
0.5 pL at a rate of 0.2 uL/min. Coordinates (relative to bregma) according to the Paxinos Mouse Brain
Atlas were as follows: AP: -2 mm; ML: -1 mm; DV: -1.8 mm for the hippocampus and AP: -0.25 mm;
ML: -3.4 mm; DV: -0.4 mm and -0.8 mm for the somatosensory cortex. The needle was left in position
for a further 5 minutes and then removed slowly from the brain. After recovery from surgery, mice
were left undisturbed for 3 weeks for effective and stable transgene expression.

Antibodies:

The following antibodies and/or lectins were used: rabbit anti-tPA (1:3000; generous gift from R.
Lijnen, Leuven); mouse anti-NeuN (1:800, MAB377, Merck); anti-GFP (rabbit, 1:1000, ab6556, abcam
or chicken, 1:1000, ab13970, abcam); chicken anti-Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) (1:2000,
ab4674, abcam); rabbit anti-lonized calcium-binding adapter molecule-1 (lba-1) (1:1000, 019-19741,
Fujifilm); rabbit anti-GABA (1:500, A2052, Sigma Aldrich); anti-parvalbumin (rabbit, 1:3000, ab 11427,
abcam or guinea pig, 1:500, GP72, Swant); rabbit anti-aggrecan (1:1000, AB1031, Merck); chicken anti-
T-box brain 1 (Tbrl) (1:250, AB2261, Merck) or incubated with Biotinylated Hyaluronic Acid Binding
Protein (HABP) (1:200, 385911, Merck) or Biotinylated Wisteria floribunda Agglutinin (WFA) (1:1000,
L1516, Sigma Aldrich).
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Immunohistochemistry:

Three weeks post-AAV injection, mice were deeply anesthetized with isoflurane 5 % in 70 %/30 %
mixture of NO,/O,. A transcardial perfusion was performed with ice cold 0.9 % NaCl with 3 % heparin
followed by 150 ml of fixative solution containing 4 % paraformaldehyde (in PBS 0.1M, pH 7.4). Brains
were removed and cryoprotected in 20 % sucrose solution (in PBS 0.1M, pH 7.4) for 24h and frozen in
Tissue-Tek (Miles Scientific). Cryostat sections of 10 um were collected on Poly-Lysine slides and stored
at -80°C. Sections were incubated overnight at room temperature with primary antibodies.
Corresponding Fab’2-conjugated secondary antibodies were diluted at 1:800 (Jackson
Immunoresearch). Images were acquired using Leica DM6000 microscope-coupled CoolSnap camera,
visualized with Metamorph 7.0 software (Molecular Devices), and further processed were realized
using Imagel software.

For 3D reconstruction, images were acquired using Leica TCS SP8 Confocal/STED 3 x microscope with
an oil-immersion 40 x, 1.44-N.A. objective at a resolution of 512x512 pixels with 572 Hz speed and a
step size of 0.22um.

Histological analysis:

For PNNs/PV cells quantification, 2 images per section were acquired (four sections per brain) on layers
4 et 5/6 of the somatosensory cortex. PNNs morphology was evaluated using an arbitrary scale ranging
from High+ (strong WFA staining) to Low- (faint WFA staining). Only cells of which the soma was in the
focal plane were classified. Analyses were performed blind to genotype.

Primary cultures of interneurons:

GABAergic interneurons derived from the medial ganglionic eminence (MGE) were prepared from fetal
mice (embryonic day 14) as previously described (Franchi et al., 2018). Medial ganglionic eminences
were dissected in HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, Gibco) /HEPES 10mM, incubated 15 min at 37°C
in HBSS/HEPES with trypsin (0.05 %, Gibco) and DNAse | (100 pug/mL, Worthington) and mechanically
dissociated through a glass pipette. Then, cells were plated (425 000 cells/mL) on glass bottom
microwell dishes (MatTek Corporation) or on 24 well plates (500 000 cells/mL) previously coated with
poly-d-lysine (0.1 mg/mL, Sigma Aldrich, P6407-5MG) and laminin (0.02 mg/mL, Gibco) in Neurobasal
medium (Life Technologies) containing 2 % B27 supplement (Life Technologies) and 1 % Glutamax (Life
Technology). Cytosine B-D-arabinofuranoside hydrochloride (5 uM, Sigma Aldrich) was added at DIV3
and fresh medium was added at DIV7.

In vitro treatments:

Cells were treated at DIV14 with either 0.1 U/mL Chondroitinase ABC (Merck, C2905), 100 nM Human
Glu-plasminogen (Enzyme Research Laboratories, HPg 2001), 200 nM Human Plasmin (Enzyme
Research Laboratories, HPlasmin), 10 nM or 200 nM Human tPA (Actilyse®, Boehringer Ingelheim), 1.5
UM Aprotinin (Sigma Aldrich) or 60 nM recombinant Human TIMP3 (Origene, TP762069) for 24 hours.
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Immunocytochemistry:

Cells were fixed during 10 min in 0.1 M PBS containing 4 % paraformaldehyde. After PBS washes, cells
incubated for 1 h in PBS-Triton 0.25 % containing 1 % BSA and then incubated overnight at 4 °C in
blocking buffer containing primary antibodies Confocal images were acquired with a Leica TCS SP8
Confocal/STED 3 x microscope with an oil-immersion 40 x, 1.44-N.A. objective. Confocal images were
taken at a resolution of 1024x1024 pixels with 400 Hz speed and a step size of 0.45um. Lasers intensity,
gain and offset were maintained constant in each analysis.

PNNs quantification in vitro:

Confocal images were analyzed with the ImagelJ software. Random PV-positive cells were imaged with
160 x 160 x 15 um z-stack with 0.45 um step size. A threshold was applied to the WFA channel or
aggrecan channel (range 0-255) and the area were quantified in 40 neurons from 4 independent
experiments.

Matrix degradation assay:

Recombinant human aggrecan core protein G1-IGD-G2 (156nM) (Biotechne) was incubated at 37°C
overnight with either 7.8 nM recombinant human ADAMTS4 protein (Biotechne), purified human
plasmin (Enzyme Research Laboratories), Human Glu-plasminogen (Enzyme Research Laboratories)
and/or tPA (Actilyse) in a buffer containing 50 mM Tris, 10mM CaCl,, 150 mM NaCl and 0.05 % Brij35
78 nM Aprotinin treatment was applied with either Glu-plasminogen + tPA treatment or plasmin
treatment. Digestion products were analyzed by SDS-PAGE on 10 % Tris-Glycine gel and stained with
GelCode Imperial Blue Stain Reagent (Pierce).

Plasmin activity assay:

Plasmin activity was assessed with a specific plasmin fluorescent substrate (Sensolyte AFC Plasmin
Activity Assay Kit; Ex/Em=380 nm/500 nm; Anaspec, Fremont, CA, USA). Live imaging was performed
using a Leica TCS SP8 Confocal/STED microscope.

Statistics:

For sc-PCR analyses, between-group comparisons were performed using Mann—Whitney
nonparametric test. Comparison of the occurrence of expressed genes between cell types was
determined using Fisher's exact test. A p-value below 0.05 was considered statistically significant.

Otherwise, experiments were analyzed by investigators blinded to group allocation. Unblinding was
made after completion of statistical analysis. All statistical analyses were performed using the
GraphPad Prism 8 software. Comparisons between more than two independents samples were
performed using two-tailed Kruskal-Wallis test and appropriate post-hoc test (Dunn’s test). Mann-
Whitney U-test was used for the comparisons of two independent samples. Plasmin activity was
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analyzed using 2 way Anova (Two-stage linear step-up procedure of Benjamini, Krieger and Yekutieli).
Recombinant aggrecan degradation was analyzed using one-sample t-test (theorical value of 100 % for
the 120 kDa fragment). A threshold of P < 0.05 was defined as statistically significant. All graph data
are presented as the mean standard error mean (SEM). Sample sizes are indicated in each
corresponding legend.

RESULTS
A tPA promoter-driven GFP unmasks the neuronal expression of tPA in vivo.

We first engineered a viral reporter construct, encoding for a green fluorescent protein (GFP) under
the control of the human tPA (Plat) promoter (-1035 to +207 from the transcription start site) (AAV-
Plat-GFP) (Fig. 1A). Three weeks after injection in the dentate gyrus (DG) of adult mice, a clear GFP
staining is observed in the granular cells of the DG and in the corresponding mossy fibers in the CA3
subregion of the hippocampus (Fig. 1A). Interestingly, the GFP hippocampal signals match with a co-
immunostaining using an antibody specific for tPA (Louessard et al., 2016; Fig. 1A). In order to validate
the specificity of the Plat-GFP construct, tPAFlox*/* mice (Pasquet et al., 2018) were injected in the DG
with an AAV-Plat-Cre-GFP construct. As expected, Cre-GFP was detected in both granular cells of the
DG and in the corresponding mossy fibers (Fig. 1B), while co-immunostaining for tPA was negative,
confirming the efficient and specific conditional knock-out in tPAFlox*/* mice but not in their wild type
littermates. Thus, the AAV-Plat-GFP construct is thus a valid reporter of tPA expression in vivo.

tPA is expressed by GABAergic parvalbumin cortical neurons.

The cell subtypes expressing tPA, were identified by immunostainings three weeks after AAV-Plat-GFP
infection of the somatosensory cortex of adult mice. GFP signals were detected in NeuN positive
neuronal cells but neither in GFAP positive astrocytes nor in Iba-1 positive microglia, (these three cell
types have been described as potential target of AAV9-driven infection; Maes et al., 2019; Merienne
et al., 2013) (Fig. 2A). Even under inflammatory conditions (LPS treatment), neither reactive astrocytes
nor reactive microglia expressed GFP, excluding the expression of tPA in these cell types
(Supplementary Fig. 1).

Confirming our previous findings (Louessard et al., 2016), a subset of tPA-GFP+ neurons are excitatory
glutamatergic neurons, as they express Tbrl (Supplementary Fig. 2). A new finding was that 36.9 % of
Plat-GFP+ neurons were positive for GABA (Fig. 2B-C). Among these Plat-GFP GABAergic interneurons,
the majority (72.7 %) are parvalbumin+ (Fig. 2B-C) and 76.1 % of these are enwrapped with PNNs
(stained with WFA; Fig. 2D-E).

Twenty-eight neurons from deeper layers (IV-V) of the mouse primary visual cortex were analyzed by
combining patch-clamp recordings and single cell RT-PCR (Cauli et al., 1997) for electrophysiological
and molecular characterization, respectively. The PCR protocol was designed to probe the expression
of different cell-type specific markers (VGLUT1, GAD65 and GAD67, PV, S100B, Sst, APC and Akr1c18),
plasminogen activators (Plat and Plau) and extracellular matrix related genes (Ncan, Ptptrz1, Ptprr,
Sema3a, Sdc4 and Mybpcl) (Supplementary Table 1). Pyramidal cells (n=14) were identified by the
triangular shape of their soma and their regular spiking firing pattern characterized by broad spikes
and marked frequency adaption. FS-PV interneurons were first visualized by the fluorescence of GFP
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they express in G42 mice (Chattopadhyaya et al., 2004). These neurons were characterized by low
input resistance and high rheobasic current (Kawaguchi, 1993). They typically, fired short duration
action potentials with sharp after hyperpolarizing potentials and were able to sustain high firing rate
with little or no spike frequency adaptation (Fig 3A). The molecular analysis of the FS-PV interneuron
shown in Figure 3B confirmed the expression of PV and GAD65/67, as well as SST, APC, Akricl8, Plat,
Ncan, Ptprr and Sema3a.

Analyzed neurons were grouped together according to their overall molecular similarity using Ward'’s
clustering (Cauli et al., 2000b) and fell into two main groups (Fig. 3C). All neurons of the left cluster
expressed VGLUT1 but none of the two GADs nor PV and corresponded to pyramidal cells. By contrast,
all neurons of the right cluster expressed PV and had been identified as FS-PV interneurons.
Interestingly, a subcluster of two FS-PV cells (dotted box, Fig. 3C) displayed a similar molecular profile
with expression of Sst, Plat, Ncan, Plat, Ptprr. Plat mRNA was detected in 14.3 % of, FS-PV cells (n=2 of
14 cells, Fig. 3D) a proportion similar to that observed in pyramidal cells (21.4 %, n=3 of 14 cells,
p=0.663) confirming our previous observations (Louessard et al., 2016).

tPA produced by PV interneurons degrades surrounding PNNs in a plasmin-dependent manner (in
vivo and in vitro investigations).

In order to assess the effect of tPA on the remodeling of PNNs, we crossed tPA floxed mice with mice
expressing Cre under a PV-specific promoter to generate a conditional mouse line selectively deficient
in tPA of PV interneuron origin (a crossing between tPA unfloxed mice with PV-Cre mice were used as
a control). In both genotypes, the number of PV interneurons, as well as the number of PV interneurons
enwrapped with PNNs was similar (see quantifications Fig. 4B-C in the somatosensory cortex after
staining with WFA and immunostaining for PV). However, the overall intensity of WFA was higher in
cKO mice than in WT mice (+14.4 %, Fig. 4D). A refined analysis (grading PNNs staining intensity around
PV soma, from very low to very high WFA staining, as illustrated on Fig. 4E) revealed a higher
percentage of neurons enwrapped with the highest degree of PNNs coverage in cKO mice (Fig. 4F).
Overall, these observations support the idea that tPA released from PV interneurons contributes to
PNNs metabolism in vivo.

We then used a model of primary murine interneuron cultures (Franchi et al., 2018) to dissect the
potential mechanism by which tPA could influence PNNs metabolism (Fig. 5A). Co-
(immuno)cytochemistry confirmed the presence of PNNs, characterized by WFA labelling and
expression of aggrecan and hyaluronic acid (Supplementary Fig. 3A). As expected, WFA staining was
lost when cultures were treated with ChABC (Supplementary Fig 3B). We assessed the effect of tPA on
PNNs integrity by treating interneuron cultures with tPA (200 nM) alone or in combination with its
conventional substrate plasminogen (10 nM), with plasminogen alone (100 nM) or with active plasmin
(200 nM) (Fig. 5B-C). After 24h, plasmin (-87.3 %) or the combination of plasminogen + tPA (-87.6 %)
all led to PNNs degradation, assessed by WFA staining, while tPA alone did not alter PNNs metabolism.
This suggested that tPA could not directly promote PNNs degradation. Accordingly, aprotonin (1.5 uM),
a blocker of plasmin proteolytic activity, prevented PNNs degradation induced by plasminogen + tPA,
(Fig. 5D-E) demonstrating that tPA promotes PNNs degradation by a plasmin-dependent mechanism.
We found that plasminogen alone could also induce PNNs degradation (-88.4 %; Fig. 5B-C). This
suggested that endogenous tPA released by interneurons is effective in the paradigm. To confirm this,
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a fluorescent assay of plasmin activity was performed and revealed the actual conversion of
plasminogen in active plasmin in the cultures in the absence of exogenous tPA (Fig. 5F-G;
Supplementary Fig. 4). Moreover, interneurons cultures obtained from tPA Null mice were treated
with plasminogen (100 nM), plasmin (200 nM) or plasminogen + tPA (100 nM and 10 nM respectively)
during 24 hours (Fig. 5H-1). Although plasmin and plasminogen + tPA significantly reduced WFA staining
(-88.2 % for plasmin; -91.5 % for plasminogen + tPA), plasminogen alone did not (Fig. 51), showing that
PNNs degradation depends on endogenous tPA produced by interneurons. We also found that
plasmin-dependent metabolism of PNNs in vitro was not sensitive to TIMP3, suggesting that matrix
metalloproteinases are not a downstream effector of this effect (Supplementary Fig. 5).To further
study the mechanism by which tPA may promote PNNs degradation, recombinant aggrecan core
protein (G1-IGD-G2) (156 nM; 12 hours) was subjected to plasminogen (7.8 nM), plasmin (7.8 nM), tPA
(7.8 nM) alone or in combination, and with or without aprotinin (78 nM) (Fig. 6A-C). ADAMTS-4 (7.8
nM) was used as a positive proteolytic control. Aggrecan degradation products were quantified
following coomasie blue staining. Like ADAMTS-4 (-65.3 %), plasmin (-51 %) and plasminogen + tPA (-
28.4 %) were capable to cleave the core protein of aggrecan. Moreover as observed with WFA staining,
immunolabelling of aggrecan in cell cultures revealed that tPA-dependent activation of plasminogen
degrades perineuronal CSPGs in situ (Fig. 6D-E).

DISCUSSION

The present study provides the first clear demonstration that FS-PV GABAergic interneurons express
the protease tPA, which thereby controls PNNs plasticity. We also show that the underlying mechanism
is a tPA-plasmin dependent direct degradation of CSPGs.

tPA expression was previously reported in excitatory pyramidal neurons using in situ hybridization
techniques, immunohistochemistry and single cell-PCR coupled with patch clamp recordings (Sappino
et al., 1993; Sallés and Strickland, 2002; Louessard et al., 2016). Sparse and inconsistent studies have
also reported tPA expression in some subtypes of GABAergic interneurons. Immunohistological studies
have reported tPA expression in VIP-positive perivascular interneurons but not in SST-positive
perivascular interneurons (Fredriksson et al., 2015). These VIP-positive perivascular interneurons are
known to contribute to vasodilation of microvessels (Cauli et al., 2004). Using a reporter mouse line,
Stevenson and Lawrence discovered the specific expression of tPA in SST-positive oriens-lacunosum
moleculare interneurons, a subpopulation of hippocampal interneurons responsible for synaptic
plasticity in Shaffer collateral synapses (Stevenson and Lawrence, 2018). Finally, the presence of tPA
in Parvalbumin-positive neurons but not in SST-positive neurons has been proposed in the
somatosensory cortex, although the specificity of the stainings could be questioned (Chu et al., 2015).
Our first main finding is the demonstration by molecular, electrophysiological and single-cell RT-PCR
approaches of the actual occurrence of tPA expression in GABAergic interneurons, including FS-PV
cells.

In the brain, the soma and proximal dendrites of PV interneurons often become enwrapped by a
specialized extracellular matrix, PNNs, during critical periods of post-natal development (Fawcett et
al., 2019). PNNs can form a physical barrier preventing interaction between neurons and restricting
receptor mobility at the synapse, a feature of synaptic plasticity. As such, PNNs metabolism is a full-
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fledged actor in brain plasticity, occurring under normal conditions and with clear clinical implications
later in life.

CSPGs, the major components of PNNs, are sensitive to endogenous processing by proteases of the
MMP and ADAMTS family (Howell and Gottschall, 2012; Testa et al., 2019). In fact, FS-PV interneurons
and pyramidal cells express an array of proteases that in theory could process PNNs respectively from
the inside and from the outside (Rossier et al., 2015; Devienne et al., 2019). The tPA/plasmin system
has also been proposed for the degradation PNNs, as it can degrade neurocan, versican and
phosphacan (Wu 2000, Kenagy 2002) and can activate pro-MMPs and pro-ADAMTS4 into their mature
form (Davis et al., 2001; Lemarchant et al., 2014). However, direct evidence of PNNs degradation by
the tPA/plasmin system was lacking.

Here we show that in vivo conditional deletion of tPA in FS-PV cells leads to an increase in PNNs density
in the somatosensory cortex, which is indicative of a cell-autonomous regulation of PNNs plasticity
under physiological conditions. In vitro, by combining cell imaging and pharmacology, we concluded
that tPA indeed promotes PNNs degradation around FS-PV interneurons. This occurs through
plasminogen conversion into plasmin, which is preventable by aprotinin, and is independent on MMP
or ADAMTS activation, since a broad range inhibitor of MMPs (TIMP3) did not reverse plasmin effects.

PNNs density is known to influence FS-PV excitability and frequency of firing, which in turn, modifies
the inhibitory feedback on pyramidal neurons (Dityatev et al., 2007; Slaker et al., 2015; Balmer, 2016;
Lensjg et al., 2017). The chemogenetic inhibition of FS-PV activity has been shown to reduce PNNs
density, while their chemogenetic activation has no effect (Devienne et al., 2019). PV cells activity and
PNNs may thus control each other in a bidirectional manner.

In cortical glutamatergic neurons, tPA is stored in synaptic vesicles, that are released upon neuronal
activity (Lochner et al., 2006; Lenoir et al., 2019). NMDA receptors have been described on FS-PV cells
(Korotkova et al., 2010), so glutamate released from pyramidal cells could promote vesicular release
of tPA from FS-PV cells. In turn, tPA could increase FS-PV excitability, via its well documented property
of being a positive neuromodulator of NMDA receptors (Nicole et al., 2001).

Our findings show that in the presence of plasminogen, tPA released from FS-PV reduces PNNs. This
could result in an imbalance between GABAergic and glutamatergic neurotransmissions, in favor of
excitation. This could then impact on several functions associated with PNNs, including being a physical
protective barrier (Miyata et al., 2007; Frischknecht et al., 2009; Cabungcal et al., 2013), a contributor
to pathogenic pathways (Orlando et al., 2012; Madinier et al., 2014; Yutsudo and Kitagawa, 2015;
Lemarchant et al., 2016), a modulator of synaptic plasticity (Orlando et al., 2012; Carstens et al., 2016;
Shi et al., 2019) and of learning/memory processes (Gogolla et al., 2009; Romberg et al., 2013; Happel
et al., 2014; Shi et al., 2019). In fact, several of these functions have also been associated with tPA
(Tsirka et al., 1997; Baranes et al., 1998; Madani et al., 1999; Bukhari et al., 2011; Hébert et al., 2017;
Pu et al., 2019). Future studies will help understanding the respective contribution of tPA and PNNs in
these functions.

Overall, we provide new knowledge on the plasticity of PNNs at the mechanistic level, which could
translate into new target to promote plasticity/recovery under pathological conditions.
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Figure 1: Characterization of a tPA-reporter construct, for in vivo investigations — AAV9-Plat-GFP

(A) AAV-Plat-GFP was injected in the dentate gyrus of adult wild-type mice. Co-Immunohistochemistry of the GFP
reporter (green) with the neuronal marker NeuN (cyan) and tPA (magenta) in the hippocampus 3 weeks after
injection. Co-localization of GFP with tPA is observed in mossy fibers in CA3. GFP reporter is also detected in
dentate gyrus granular cells and mossy cells of the hilus.

(B) AAV-Plat-Cre-GFP was injected in the dentate gyrus of tPAFlox*’* mice and WT mice. Co-
immunohistochemistry of the GFP reporter (green) with the neuronal marker NeuN (cyan) and tPA (magenta) in
the hippocampus 3 weeks after injection. The GFP reporter colocalized with tPA in mossy fibers projecting to CA3
in WT mice but is completely lost in tPAFlox*/* mice. Scale bar: 100 um.
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Figure 2: tPA is expressed in parvalbumin interneurons enwrapped with PNNs

(A) AAV-Plat-GFP was injected in the somatosensory cortex of adult wild-type mice. Co-Immunohistochemistry
of the GFP reporter (green) with the neuronal marker NeuN (magenta), the astrocyte marker GFAP (magenta)
and the microglial marker Iba-1 (magenta) in the somatosensory cortex of adult WT mice 3 weeks after AAV
injection. AAV-Plat-GFP induces expression of GFP in neurons but not in astrocytes or microglia (Scale bar: 100
um).

(B-C) Co-localization of the Plat-GFP reporter (green) with GABA (cyan) and parvalbumin (magenta) markers
following injection of AAV-Plat-GFP in the somatosensory cortex of WT mice (Scale bar: 100 um). Quantitative
analysis of Plat-mediated expression of GFP in relation to GABAergic positive neurons and parvalbumin
interneurons (C). Around 37 % of Plat-GFP positive neurons are GABAergic interneurons and 73 % of them co-
localized with PV marker (n=4 coronal sections from N=3 WT brains). (D) 3D reconstruction of a Plat-GFP positive
neuron (green), co-labeled with PV (magenta) and the PNNs marker Wisteria floribunda agglutinin (WFA, yellow)
(Scale bar: 10 um). (E) Quantification of Plat-GFP neurons double stained with PV and WFA.
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Figure 3: Electrophysiological and molecular characterization of tPA expressing FS-PV interneurons

(A-B) Characterization of Plat-expressing FS-PV cells. (A) Current-clamp recordings of a Plat-expressing FS-PV
interneuron. Upper traces show voltage responses to current steps (bottom traces). This neuron typically
displayed a low input resistance, a high rheobasic current (120 pA, black trace first depolarizing current step) and
fired short duration action potentials with fast and large after hyperpolarizing potentials. A strong depolarizing
current (380 pA) evoked a high and sustained firing rate with little or no spike frequency adaptation (shaded
trace). (B) Agarose gel analysis of the RT-PCR products of the same FS-PV neuron showing expression of VGlut1,
GAD65, GAD67, PV, Akrlcl8, Sst, APC, Ncan, Plat, Ptprr and Sema3a. (C) Ward’s clustering based on the
expression of 16 genes performed on 28 cortical neurons (upper panel). The x axis represents individual cells and
the y-axis the average Euclidian within-cluster linkage distance. Pyramidal (grey) and FS-PV (magenta) cells were
segregated into two first-order clusters as suggested by Thorndike procedure (dotted line). Heatmap of genes
expression across the different cell clusters (bottom panel). For each cell, colored and white squares indicate
presence and absence of genes, respectively. Note the presence of VGlutl in pyramidal cells and of PV in FS-PV
cells. Plat-expressing FS-PV neurons (dotted box) displayed a similar gene expression profile and were segregated
together. (D) Histograms depicting a similar occurrence of Plat in pyramidal and FS-PV cells.
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Figure 4: Specific deletion of tPA in PV interneurons affects PNN morphology

(A) Representative images of PV cells (magenta) and PNN (yellow) in the somatosensory cortex of adult
tPAFlox*/*; PV-Cre*/ mice (cKO) and their control littermates (Ctrl), tPAFlox”"; PV-Cre* mice (Scale bar: 100 um).
Quantitative analysis of the density of PV cells (B) and PNN-containing PV cells (C) in both genotypes. (D) Average
WFA intensity was quantified in both groups. (E) PNNs were assigned to different categories based on the
intensity of WFA staining (Scale bar: 10 um). The percentage of each PNN subtype (F) and the Graph show mean
1 sem (N=5 animals; n=4 coronal sections per animal). Mann Whitney test; *: p<0.05.
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Figure 5: Endogenous tPA controls the remodeling of PNNs in a plasmin dependent manner

(A-B) MGE-derived WT interneuron cultures were treated at DIV14 with plasmin (200 nM), plasminogen (100
nM), tPA (10 nM and 200 nM) and aprotinin (1.5 uM) and processed 24h later for immunocytochemistry. (B, D)
Representative images of immunocytochemical stainings for PV (magenta) and WFA (yellow) 24h after
treatment. (C) Quantification shows that plasmin, plasminogen and plasminogen + tPA reduce WFA staining
whereas tPA treatment has no effect in WT interneurons. (D-E). Aprotinin reverses plasminogen + tPA-induced
PNN-like degradation. Graph show mean + sem (n=40 cells from 4 independent experiments). Kruskall-Wallis test
followed by Dunn’s post-hoc test for multiple comparisons; ###: p<0.001 (compared to Control), ***: p<0.001
(compared to PLG +tPA). (F-G) Plasmin activity was assessed by measuring the fluorescence emission of a plasmin
substrate at 500 nm following treatments of neuronal cultures with plasmin (positive control), plasminogen
(PLG), tPA and aprotinin (Apro). Graph show means + sem (n=4 independent experiments; Kruskall Wallis
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followed by Two-stage linear step-up procedure of Benjamini, Krieger and Yekutieli; #: p<0.05; ##: p<0.01; ###:
p<0.001: compared to Control; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001: compared to respective aprotinin treatment.
(H) Representative images of MGE-derived tPA Null interneuron cultures stained for PV (magenta) and WFA
(yellow) 24h after treatment with plasmin (200 nM), plasminogen (100 nM) and tPA (10 nM). (I) WFA-positive
area quantification reveals that plasmin induces the degradation of PNN-like in PV cells from tPA Null cultures
whereas plasminogen fails to. Graph show mean + sem (n=40 cells from 4 independent experiments). Kruskall-

Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test for multiple comparisons; ###: p<0.001 (compared to Control). Scale
bar: 10 um.
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Figure 6: In vitro degradation of aggrecan by plasmin

(A-C) Recombinant Human aggrecan G1-IGD-G2 (156 nM) was incubated with ADAMTS4 (positive control),
plasmin, plasminogen, tPA (7.8 nM for each protease) and aprotinin (78 nM) overnight. (B) Degradation products
were visualized in Imperial blue staining. Like ADAMTS4, plasmin and plasminogen + tPA are able to cleave
aggrecan G1-IDG-G2 in vitro. Aprotinin reverses plasmin-dependent aggrecan degradation. One sample t-test
(hypothetical value of 100); #: p<0.05; ##: p<0.01; ###: p<0.001. (D) Representative images of MGE-derived WT
interneuron cultures treated at DIV14 with plasmin (100 nM), plasminogen (100 nM), tPA (10 nM and 200 nM)
and co-stained with aggrecan (cyan) and PV (magenta). (E) Quantitative analysis of aggrecan positive area shows
that plasmin, plasminogen and plasminogen + tPA reduce aggrecan staining whereas tPA treatment has no effect
in WT interneurons. Graph show mean + sem (n=40 cells from 4 independent experiments). Kruskall-Wallis test

followed by Dunn’s post-hoc test for multiple comparisons; ###: p<0.001 (compared to Control). Scale bar: 10
pm.



Vi3 Résultats (Article 2)

AAVS = PLAT promoter —-‘

3
z
g
<

Supplementary Figure 1: Plat-GFP expression in the somatosensory cortex of LPS treated mice

AAV-Plat-GFP was injected in the somatosensory cortex of adult wild-type mice. Co-immunohistochemistry of
the GFP reporter (green) with the astrocyte marker GFAP (magenta) and the microglial marker Iba-1 (magenta)
in the somatosensory cortex of adult WT mice under inflammatory conditions (LPS injection in the

somatosensory cortex). Scale bar: 100 um.
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Supplementary Figure 2: Plat-GFP expression in excitatory neurons in the somatosensory cortex
AAV-Plat-GFP was injected in the somatosensory cortex of adult WT mice. Immunohistochemistry of the GFP
reporter (green) with the excitatory neuronal marker Tbrl (magenta) shows a colocalization between Plat-GFP

and excitatory neurons. Scale bar: 100 um.
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Mfg;‘;f o First PCR primers S]'fp“ Second PCR nested primers S]'fp‘”
VGIuT1* Sense, 597: CCCTTAGAACGGAGTCGGCT 592 Sense, 621: ACGACAGCCTTTTGCGGTTC 366
NM_1820032 | Anfisense, 1169: TATCCGACCACCAGCAGCAG Antisense, 968: CAAAGTAGGCGGGCTGAGAG
GADG65* Sense, 09: CCAAAAGTTCACGGGCGG 373 Sense, 219: CACCTGCGACCAAAAACCCT 247
NM_0080782 | Antisense, 454 TCCTCCAGATTTTGCGGTTG Antisense, 447 - GATTTTGCGGTTGGTCTGCC
GADG67* Sense, 83: ATGATACTTGGTGTGGCGTAGC 253 Sense, 150: CAATAGCCTGGAAGAGAAGAGTCG 178
NM_0080774 | Antisense, 314: GTTTGCTCCTCCCCGTTCTTAG Antisense, 314: GTTTGCTCCTCCCCGTTCTTAG
PV Sense, 104: GCCTGAAGAAAAAGAACCCG 191 Sense, 122: CGGATGAGGTGAAGAAGGTGT 163
NM_0136453 | Anfisense, 275: AATCTTGCCGTCCCCATCCT Anfisense, 265 TCCCCATCCTTGTCTCCAGC
Akrlcl8 Sense, 200: GGTCAACTTCCCATCGTCCA 307 Sense, 374 ATCTCATTCATTTCCCAGTGTCTC 250
NM_ 134066 | Antisense, 667 - GCACCATAGGCAACCAGAAC Antisense, 610 - GCTCTGGTTGAGATAAAGATGGC
st Sense, 1: ATGCTGTCCTGCCGTCTCCA 250 Sense, 41: GCATCGTCCTGGCTTTGGG 168
NM_0092151 | Anfisense, 231: GCCTCATCTCGTCCTGCTCA Antisense, 191:GGGCTCCAGGGCATCATTCT
S100beta Sense, 57: CGGGCGAGAGGGTGACAA 133 Sense, 57: CGGGCGAGAGGGTGACAA 03
NM_0091153 | Anfisense, 172: TCTTCGTCCAGCGTCTCCAT Anfisense, 133: TGTCCACCACTTCCTGCTCC
APC Sense, 1508: GGACCAGGACAAAAACCCAATG 386 Sense, 1642 TCTGTCCTGCTGTGTGTGTTICT 207
NM_007462 | Anrisense, 1062 TGCTATTTACATCTGCTCGCCA Antisense, 1826: GGCAACATCTCCAAAGGTCAAG
Mybpel Sense, 774: CGTAGGGAGGTGAAGCAGCA 247 Sense, 825: CTGCTGAAAAATGCCAACCC 168
NM_001252372 | Anrisense, 1102: TCTGCCAACTCCACGACAAA Antisense, 974: TGCCTCCTTTATCCACCTGA
Nean Sense, 159: TGCTGCTGTGGCTGCTTCTC 381 Sense, 103: TCAGGACACACAGGACACCA 300
NM_007789 | Anrisense, 521: CAGCGATACAGCCCAGAGTC Antisense, 383: CAGCAGAAGGGTAGCATTGG
Plat Sense, 157: CTGCTGCTTTGTGGACTGGC 127 Sense, 175: GCTTTCCCATTGCCTGACCA 203
NM_008872 | Anrisense, 464 ATGTCACAGCGTTTCCCTACA Antisense, 449: CCTACAAATCCATCAGGGCACT
Plau Sense, 974: GCACAGCCATCCAGGTCC 281 Sense, 1010: CCCCCAAGGTTTACTGATGCTC 101
NM_008873 | Antisense, 1237: GTTACAGATAAGCGGTCCTCCA Antisense, 1180: CCGCAGCACACAGCATTTTA

Sense, 543: AAGAAGAGCCTGGACATCGC 380 Sense, 582: AACTACCACTCCCCTTCCGAAG 213

NM_ Antisense, 903: TGCGTTTCTCCTGGTTTCCG Antisense, 774 AGATCCGAAGCAGGGTTATGTT

21 Sense, 421: TGTTGAAGAGATTGGCTGGTCC 406 Sense, 447: CAGGAGCACTAAATCAAAAAAA 368
NM_001081306 | Antisense, 806: CCTCAAAACTGGAAAATCTGTC Antisense, 794- AAAATCTGTCCGCATCAAAGCA
Sdcd Sense, 222: TCTGGATGACACGGAGGAGC 344 Sense, 284: ATAACCACATCCCTGAGAATGC 233
NM_011521 | Anrisense, 546: GTCGTAACTGCCTTCGTCCTTC Antisense, 496: AGGAAAACGGCAAAGAGGAT
Semada Sense, 653: GGCTGGTTCACTGGGATTGC 401 Sense, 671: GCCTGTCTTTTCTGGGGTGT 306
NM_009152 | Anfisense, 1035: CCCAGTTCCACAGGCATACA Antisense, 957: ATCTTTTCCAGCCCATTTGC

Supplementary Table 1: RT-PCR primer
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Supplementary Figure.3: PNN-like structures express aggrecan and hyaluronic acid and are sensitive to ChABC
treatment

(A) Perineuronal nets-like expression in MGE-derived interneurons in vitro. Immunofluorescent staining of
neurons at DIV14 with antibodies against WFA (yellow), aggrecan (cyan), HABP (white) and PV (magenta). (B)
Chondroitinase ABC (ChABC) treatment during 24h enable a complete removal of PNN-like revealed by WFA
staining.(C) Schematic representation showing WFA binding to chondroitin-sulfate glycosaminoglycans chains
(CS-GAG) of CSPG, HABP binding to hyaluronan and ChABC degradation of CS-GAG. Scale bar: 10 um.
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Supplementary Figure 4: Endogenous tPA drives plasminogen conversion into plasmin

Plasmin activity was monitored at different time point (+3h, +6h, +9h) following treatments of neuronal cultures
with plasmin (positive control), plasminogen (PLG), tPA and aprotinin (Apro). Plasmin activity referred to the
fluorescence emission of a plasmin substrate at 500 nm. Graph show means + sem. (n=4 independent
experiments). 2way Anova followed by Two-stage linear step-up procedure of Benjamini, Krieger and Yekutieli.
#: p<0.05; ##: p<0.01; ###: p<0.001: compared to Control; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001: compared to
respective aprotinin treatment. Scale bar: 10 um.
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Supplementary Figure 5: tPA/plasmin mediated PNN degradation is MMP-independent

MGE-derived WT interneuron cultures were treated at DIV14 with plasmin (200 nM) and TIMP3 (60 nM) and
processed 24h later for immunocytochemistry. (A) Representative images of immunocytochemical stainings for
PV (magenta) and WFA (yellow) 24h after treatment. (B) Quantitative analysis of WFA positive area show that
plasmin reduces WFA staining whereas TIMP3 treatment has no effect on plasmin-dependent PNN degradation.
Graph show mean + sem (n=30-40 cells from 4 independent experiments). Kruskall-Wallis test followed by Dunn’s
post-hoc test for multiple comparisons; ###: p<0,001 (compared to Control). Scale bar: 10 um.
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I.  Etude des fonctions du tPA dans les réponses comportementales a I'aide

d’une nouvelle souche transgénique : la souris tPA Null

L’objectif de ces travaux de thése visait a étudier le réle du tPA cérébral exprimé au sein de
différentes régions dans la régulation des réponses comportementales et plus particulierement dans
la cognition spatiale et I'anxiété. Pour répondre a cette question, le laboratoire a développé deux
nouvelles lignées transgéniques : une souche déficiente en tPA de maniére constitutive, tPA Null et
une souche tPA Flox permettant la délétion conditionnelle du premier exon codant du géne du tPA
sous l'action de la recombinase Cre (Figure 1A, Article 1). Cette derniere nous a permis d’invalider
spécifiqguement le tPA in situ grace a linjection stéréotaxique d’un vecteur AAV-Cre-GFP dans
différentes structures cérébrales. Un premier objectif de ces travaux de these a été de caractériser le

phénotype comportemental de la souche tPA Null.

1- La cognition spatiale chez les souris tPA Null

La caractérisation comportementale de la souche tPA Null nous a permis de mettre en évidence
un déficit de mémoire spatiale chez ces animaux. En effet, les souris tPA Null ne discriminent pas la
zone cible ou se trouvait le refuge des autres zones lors du probe test et réalisent un nombre plus
important d’erreurs par rapport a leurs homologues sauvages (Figure 1I-K, Article 1). Les précédentes
données de la littérature n’ont pas montré de déficits de la cognition spatiale a I'aide du labyrinthe de
Barnes (BM) chez les souris déficientes en tPA. En effet, Huang et collaborateurs ont montré que les
souris tPA KO réalisent un nombre d’erreurs et parcourent une distance avant d’atteindre le refuge
similaire a leurs homologues sauvages lors de I’entrainement (Huang et al., 1996). Le protocole réalisé
et la configuration du labyrinthe utilisé dans leur étude different cependant sur de nombreux points
par rapport notre méthodologie. De plus, cette étude ne teste pas la rétention de la tache par un probe

test aprés la phase d’entrainement contrairement a la nétre.

Dans notre étude, nous n’avons pas mesuré la distance parcourue jusqu’au refuge car celle-ci ne
permettait pas de prendre en compte les animaux n’ayant pas atteint la zone cible lors des sessions
d’entrainement. Nous avons choisi de mesurer la latence primaire a trouver le refuge (Figure 36) qui
nous permet d’attribuer le temps maximal du test (300 secondes) aux animaux n’ayant pas réussi a
réaliser la tache dans le temps imparti. Nos données montrent que les souris WT mettent plus de temps
que les souris tPA Null a atteindre le refuge lors de I'entrainement du BM (Figure 36). Les performances

plus élevées des souris tPA Null pour atteindre le refuge lors de I’entrainement du BM pourraient
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cependant étre expliquées par une hyperactivité locomotrice, induisant une exploration plus
importante du labyrinthe. En effet, nous avons pu montrer que les souris tPA Null parcouraient une
distance plus importante que les souris WT, a la fois dans le test de I'OF (Figure 1C-E, Article 1) et du

BM (Figure 36).

Lors du test de rappel du BM, nous montrons que les souris tPA Null réalisent plus d’erreurs que
les souris WT (Figure 1K, Article 1). Il serait également pertinent de mesurer le nombre d’erreurs lors

de I'entrainement du BM afin de conclure quant aux performances spatiales des souris tPA Null lors
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Figure 36: Acquisition du test du labyrinthe de Barnes.
La latence a atteindre le refuge (A) et la distance totale parcourue sont évaluées lors des
différentes sessions d’entrainement (B). (Moyenne +/- SD; Test ANOVA a 2 facteurs a mesures
répétées, test post-hoc de Sidak; * : p<0.05; ** : p<0.01; N=20 souris par génotype.

de I'acquisition du BM. Lors du probe test du BM, nous montrons un déficit de mémoire spatiale chez
les souris tPA Null. En effet, celles-ci ne discriminent pas la zone cible des autres zones du labyrinthe
(Figure 11-J, Article 1). Les données de la littérature reportent des résultats contradictoires concernant
les performances spatiales lors du probe test de la piscine de Morris (MWM), un test similaire au BM,
chez les souris tPA KO. Tandis que Oh et collaborateurs mettent en évidence un déficit de mémoire
spatiale chez les souris tPA KO, les travaux de Hébert et collaborateurs et Huang et collaborateurs ne
montrent pas de déficit lors du probe test (Hébert et al., 2017; Huang et al., 1996; Oh et al., 2014).
Parallelement, Madani et collaborateurs ont montré une augmentation des performances spatiales en
piscine de Morris dans un modele de souris transgéniques surexprimant le tPA dans les neurones

(Madani et al., 1999).

Dans notre analyse, il est possible que I’"hyperactivité locomotrice observée chez les souris tPA Null
puisse altérer les apprentissages spatiaux chez ces animaux. En effet, des déficits de mémoire ont été
retrouvés dans différents modeles animaux de Trouble Déficitaire de I'Attention avec Hyperactivité
(TDAH) (Russell, 2011). Ainsi, il serait intéressant d’évaluer I’attention des animaux tPA Null dans une

tache de réaction en série a 5 choix afin de déterminer si des déficits d’attention chez ces animaux
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pourraient interférer dans les apprentissages spatiaux dans une tache complexe telle que le BM (Young

et al., 2009).

Au cours de ces travaux, nous avons également évalué les performances spatiales des souris
tPA Null a I'aide d’une tache d’apprentissage de place en labyrinthe en Y. A I'aide de ce test, nous
montrons que les souris tPA Null présentent des performances spatiales similaires a leurs homologues
de type sauvage lors du test de rappel. En effet, les deux génotypes discriminent bien le bras nouveau
(New arm), des deux bras (Arm1, Arm2) du labyrinthe explorés lors de la phase d’acquisition (Figure

37).
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Figure 37: Mesure des performances spatiales en labyrinthe en Y.

Mesure du temps passé (A-B) et du nombre d’entrées (C-D) dans les différents bras du labyrinthe
au cours de la phase d’acquisition (A-C) et de rappel (B-D). Les souris explorent deux bras du Y-
maze (Arm 1, Arm 2) pendant 5 minutes lors de la phase d’acquisition (A-C) puis un test de
rappel est réalisé 90 minutes aprés la phase d’acquisition au cours duquel les souris ont
également accés a un troisieme bras du labyrinthe (New arm ; B-D). Moyenne + SD ; Test de
Wilcoxon : # : p<0.05 ; ## : p<0.01 ; ### : p<0.001 (par rapport au bras nouveau) ; N=20 souris
par génotype.

Au sein de notre étude, nous avons réalisé ce test selon une configuration permettant aux animaux
d’utiliser des indices visuels distaux placés sur les murs de la piece d’expérimentation. Des études
réalisées précédemment au laboratoire ont permis de mettre en évidence un déficit de reconnaissance

de place en labyrinthe en Y ou T chez des souris tPA KO testées avec cette méme configuration des
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indices visuels (Benchenane et al., 2007; Hébert et al., 2017). L'absence de déficits spatiaux chez les
souris tPA Null dans le test du labyrinthe en Y pourrait notamment s’expliquer par un délai de rétention
plus court (2h30) dans ce test, comparativement au délai de rétention dans le test du BM (24h). Ainsi

ces deux tests pourraient faire intervenir différents types de mémoire.

L'absence de concordance entre les phénotypes observés chez les souris tPA Null et tPA KO
concernant la cognition spatiale pourrait s’expliquer a la fois par la différence du fond génétique et par
la stratégie permettant la délétion du tPA entre ces deux lignées. Bien que les modéles tPA KO et
tPA Null présentent tous les deux une délétion constitutive du tPA, la stratégie utilisée pour invalider
le géne differe. En effet, chez les souris tPA KO, les exons codant les domaines kringle 2 (exon 8) et
sérine protéase sont remplacés par une cassette néomycine insérée par recombinaison homologue
(Carmeliet et al, 1994). En ce qui concerne les tPA Null, la délétion est permise grace a la
recombinaison de séquences loxP insérées de part et d’autres du premier exon codant (exon 3). En
pratique, cette derniere stratégie consiste a croiser des souris tPA Flox avec des souris exprimant la
recombinase Cre du bactériophage P1 sous le contréle d’un promoteur ubiquitaire (Kihn and Torres,
2002). Ainsi, chez les souris tPA Null, la délétion de I'exon 3 induit précocement un décalage du cadre
de lecture et la génération d’un codon stop. Chez les souris tPA KO, I'insertion de la cassette néomycine
est réalisée a partir de I'’exon 8 codant le domaine kringle 2 (Figure 38). Bien que les données montrent
I’'absence de I’ARN du tPA chez ces souris, l'insertion en aval de la cassette néomycine pourrait
potentiellement permettre I'expression de variants transcriptionnels du tPA chez ces animaux (les
isoformes potentielles du tPA humain sont référencées dans la base de donnée Uniprot ; N° PO0750)

(Carmeliet et al., 1994).

Outre la différence de stratégie génétique utilisée pour générer les souris tPA KO, une récente
étude de Szabo et collaborateurs a mis en évidence que le génome les souris tPA KO comporte de
larges fragments d’ADN issues des cellules souches embryonnaires 129, utilisées pour générer la
lignée. Cette étude met en évidence un cluster de genes différentiellement exprimés ainsi que
différentes mutations héritées de la souche 129 chez les souris tPA KO et ce, méme apres plusieurs
générations de croisement avec des souris C57BL6/J (Szabo et al., 2016). L’analyse transcriptomique
réalisée dans cette étude révéle la délétion ou la substitution de séquences codantes, parmi lesquelles
sont retrouvés des genes impliqués dans certaines fonctions cérébrales. Ces travaux suggérent que la
contamination génétique héritée de la souche 129 pourrait confondre I'interprétation des résultats
obtenus chez les souris tPA KO. En effet, I’étude d’autres lignées transgéniques, telles que les souris
déficientes en MMPs, a permis de révéler que certains phénotypes décrits chez ces animaux étaient
liés aux mutations génétiques héritées de la souche 129 (Vanden Berghe et al., 2015). Dans notre

modele tPA Null, les cellules souches embryonnaires utilisées pour générer la lignée sont issues du
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fond génétique C57BL/6NTac et non 129, permettant de s’affranchir des effets potentiels des
mutations décrites par Szabo et collaborateurs (Szabo et al., 2016). Ainsi, la divergence des phénotypes
décrits entre les souris tPA Null et tPA KO pourrait potentiellement s’expliquer par les variabilités

génétiques retrouvées dans ces deux souches.
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Figure 38: Représentation schématique de la séquence du géne Plat chez les souris déficientes en tPA.
Schéma représentant les exons codants pour les différents domaines du gene Plat chez les
souris WT, tPA KO, tPA Null et tPA Flox ainsi que les modifications génétiques mises en ceuvre.

2- Les fonctions motrices chez les souris tPA Null

Comme évoqué dans la section précédente, la caractérisation phénotypique de la souche tPA Null
nous a permis de mettre en évidence une augmentation de I'activité locomotrice chez ces animaux
comparativement a leurs homologues sauvages dans le test de I'OF (Figure 1C-E, Article 1) et du BM
(Figure 36). La littérature fait état de résultats contradictoires concernant I'effet de la délétion du tPA
sur 'activité locomotrice selon les protocoles utilisés. En effet, Pawlak et collaborateurs ne trouvent
pas de différence d’activité locomotrice spontanée mesurée dans les cages d’élevage entre les souris
WT et tPA KO tandis que Krizo et collaborateurs montrent une réduction de I’activité locomotrice chez
les souris tPA KO a I'aide de roues d’activité placées dans la cage des animaux (Krizo et al., 2018; R.
Pawlak et al., 2002). Dans un protocole similaire au notre, Calabresi et collaborateurs décrivent une
diminution du nombre de redressements chez les animaux tPA KO testés en OF mais ne détectent pas

de différence de I'activité horizontale entre les deux génotypes (Calabresi et al., 2000).

De maniere intéressante, nous retrouvons une hyperactivité locomotrice chez les souris tPA Null a
la fois dans I'OF (Figure 1C-E, Article 1) et le BM (Figure 36), mais ce phénotype n’est pas retrouvé

lorsque les souris sont testées en cages d’activité (Figure 39). En effet, la mesure de I'activité motrice
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spontanée a I'aide de I'actimetre ne montre pas de différence d’activité horizontale ni verticale chez

les souris tPA Null par rapport aux souris WT.

La divergence des phénotypes locomoteurs observés entre ces différents tests pourrait s’expliquer
par la nature anxiogénique des tests de I’OF et du BM (enceinte de grande dimension associée a une
source lumineuse aversive) par rapport au test de I'actimétrie. Ainsi, la différence d’activité

locomotrice observée entre les souris WT et tPA Null pourrait étre liée a I’environnement anxiogene.
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Figure 39: Mesure de l'activité locomotrice dans des cages d'activité.
L’activité horizontale (A) et verticale (B) des souris est mesurée pendant 30 minutes dans une
cage d’activité permettant a la détection de mouvements des animaux par des capteurs
infrarouges. Moyenne + SD ; Test de Mann Whitney : p>0.05 ; N=20 souris par génotype.
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3- Evaluation des réponses émotionnelles chez les souris tPA Null

Comme nous l’'avons vu notre introduction, le tPA joue un role dans les processus émotionnels tels
qgue la peur et I'anxiété et son expression est retrouvée au sein de différentes régions cérébrales
impliquées dans ces processus (Louessard et al., 2016; T. Matys et al., 2005; Tomasz Matys et al., 2004;
Robert Pawlak et al., 2003; Stevenson and Lawrence, 2018). Au cours de ces travaux, nous avons
montré que les souris tPA Null présentaient une diminution de |'anxiété-trait par rapport a leurs
homologues de type sauvage testés en labyrinthe en zéro (en anglais : 0-maze, OM) et en OF (Figure
1F-H, Article 1). Une diminution de I'anxiété-état avait été précédemment décrite par I'équipe de
Sidney Strickland chez les souris tPA KO aprés un stress de contention ou I'injection de CRF (Tomasz
Matys et al., 2004; Robert Pawlak et al., 2003). Ces auteurs ne montrent cependant pas de différence
d’anxiété chez les souris tPA KO et leurs homologues WT en absence d’un stimulus de stress. Les
différences phénotypiques observées entre notre étude et les travaux de Pawlak et collaborateurs
(2003) et Matys et collaborateurs (2004) pourraient étre liées a des variations méthodologiques. En
effet, ces auteurs réalisent les tests durant la phase diurne des souris, correspondant a leur période de
repos tandis que nous avons testé nos animaux lors de leur période d’activité (phase nocturne). Ainsi,
nous pouvons émettre I’hypothése que la réalisation des expérimentations pendant le pic d’activité
des souris favorise I'exploration des dispositifs par les animaux et permet de révéler plus naturellement

des phénotypes.

Concernant I'implication du tPA dans les réponses de peur, la littérature fait état de résultats

contradictoires dans des modéles de peur conditionnée (Calabresi et al., 2000; Huang et al., 1996).
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Figure 40: Mesure des réponses de peur conditionnée au contexte chez les souris tPA Null.

(A) Le temps d’immobilisation (Freezing time) des souris est mesuré avant (preUS) et aprés un
choc électrique (stimulus inconditionnel, en anglais : unconditionned stimulus, US) lors de la
phase d’acquisition du test. (B) Un test de rétention de la peur conditionnée est réalisé 48h
apres la phase d’acquisition au cours duquel le temps d’immobilisation, reflétant la peur
conditionnée est mesuré lors de la ré-exposition au contexte du test, en absence de choc
électrique. Moyenne +SD; Test de Wilcoxon : ### : p<0.001 (par rapport au niveau
d’immobilisation de référence (PreUS)) ; Test de Mann Whitney (comparaisons intergroupes) :
p>0.05 ; N=20 par génotype.
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Lors de la caractérisation phénotypique de la lignée tPA Null, nous avons évalué les réponses de peur
a l'aide d’un protocole de peur conditionnée contextuelle. Grace a ce test, nous montrons des
réponses de peur conditionnée équivalentes entre les souris WT et tPA Null (Figure 40), telles que

décrites précédemment par Huang et collaborateurs chez les souris tPA KO (Huang et al., 1996).

Il. Etude neuroanatomique des fonctions du tPA grace a un modéle KO

conditionnel

La majorité des études visant a étudier le réle du tPA dans les réponses comportementales ont été
réalisées chez les souris tPA KO, pour lesquelles le géne du tPA est inactivé de maniéere constitutive
dans I'ensemble des cellules de I'organisme et ce, des la naissance. Ainsi, ces études ne permettent
pas de rendre compte du réle du tPA exprimé dans les différentes régions cérébrales ni de potentiels
effets liés a un déficits neurodéveloppemental chez ces animaux (Pasquet et al., 2019; Seeds et al.,
1999). Afin de s’affranchir de ces limites, le laboratoire PhiND a développé, en collaboration avec
I'Institut Clinique de la Souris (ICS, Strasbourg), une souris transgénique tPA Flox permettant
I'invalidation conditionnelle du tPA afin de permettre un contrdle spatio-temporel de I'inactivation du
tPA. Dans notre modele, 'inactivation du tPA est permise sous l'action de la recombinase Cre,
surexprimée in situ grace a l'injection stéréotaxique de vecteurs AAV codant la Cre et une protéine
rapportrice GFP sous le contréle du promoteur ubiquitaire CBA (chicken B actine). Le sérotype de I'AAV
(sérotype 9) et le promoteur utilisé (CBA) dans notre étude permet d’induire I'expression de la Cre
essentiellement dans les neurones et de facon moindre dans les astrocytes (Jackson et al., 2016; Sato
etal., 2016). Cette stratégie nous permet de contréler spatialement I'inactivation du tPA chez les souris
tPA Flox afin d’étudier I'effet de son expression dans différentes régions associées et les réponses
comportementales induites. Afin de déterminer l'implication du tPA dans les modifications
comportementales observées chez les souris tPA Null, nous avons choisi de déléter le tPA de maniere
conditionnelle dans I'hippocampe (cKO-HPC) et les noyaux basolatéral (cKO-BLA) et central de
I'amygdale (cKO-CeA). En effet, I'expression du tPA est retrouvée dans ces différentes régions
cérébrales décrites pour leur implication dans la régulation des processus émotionnels et de la
cognition spatiale (Brown and Aggleton, 2001; Calhoon and Tye, 2015; Hartley, Lever, Burgess, and
O’Keefe, 2014; Louessard et al., 2016; Robert Pawlak et al., 2003; Stevenson and Lawrence, 2018;
Tovote et al., 2015).
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1- Réle du tPA hippocampique dans la régulation des processus cognitifs et

émotionnels

Le circuit trisynaptique hippocampique joue un réle majeur dans I'encodage et le traitement
des informations spatiales provenant du cortex périrhinal, postrhinal et entorhinal (Brown and
Aggleton, 2001; Hartley, Lever, Burgess, and O’Keefe, 2014). Par ailleurs, la découverte des cellules de
place de I'hippocampe, dont I'activité dépend de la position de I'animal dans son environnement,
renforce I'idée selon laquelle I'hippocampe joue un réle crucial dans les représentations spatiales (J.
O’Keefe and Dostrovsky, 1971). De plus, dans des modéles animaux, les lésions hippocampiques
induisent des déficits d’apprentissage dans différentes taches spatiales (Douglas, 1967; Morris et al.,
1982). De maniére intéressante, ces études montrent une dissociation entre I’hippocampe dorsal et
ventral, le premier serait plutot impliqué dans la cognition spatiale tandis que le deuxiéme jouerait un
role dans la régulation des processus émotionnels (Kheirbek et al., 2013; Kjelstrup et al., 2002; Moser
et al., 1995; Moser and Moser, 1998; Sinnamon et al., 1978; Weeden et al., 2015). La dissociation
neuroanatomique des fonctions de I'hippocampe serait en partie liée aux différences de connectivité
existant entre la partie dorsale et ventrale avec les régions cérébrales impliquées respectivement dans

la cognition spatiale et les émotions (Fanselow and Dong, 2010).

Le tPA est fortement exprimé dans les neurones granulaires et est transporté le long des fibres
moussues hippocampiques, correspondant aux axones des neurones granulaires projetant sur I'aire
CA3 (Louessard et al., 2016; Qian et al., 1993; Stevenson and Lawrence, 2018). Par ailleurs, le tPA joue
un réle dans la LTP hippocampique, un mécanisme cellulaire sous-tendant la mémoire (Baranes et al.,
1998; Huang et al., 1996; Parcq et al., 2012). L’activité de cette protéase est diminuée dans les fibres
moussues apres un stress de contention et sa délétion hippocampique augmente les réponses
anxieuses (Bahi and Dreyer, 2012b; Norris and Strickland, 2007b). Par ailleurs, le tPA protégerait du
déclin cognitif induit par un stress (Robert Pawlak et al., 2005). Ainsi, le tPA hippocampique constitue

une cible potentielle dans la régulation des processus cognitifs et émotionnels.
a. tPA hippocampique : fonctions motrices et comportements exploratoires

Nous avons mis en évidence que la délétion du tPA dans les fibres moussues hippocampiques,
par l'injection d’AAV-Cre-GFP au niveau du gyrus denté chez les souris tPA Flox, induisait une
hyperactivité locomotrice en OF (Figure 2D-F, Article 1). En effet, les souris cKO-HPC parcourent une
distance plus importante dans I’'OF que les souris controles. De maniéere intéressante, un phénotype
similaire avait été observé chez les souris tPA Null (Figure 1C-E, Article 1). De nombreux travaux menés

chez le rongeur montrent une augmentation de ['activité locomotrice suite a une lésion
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hippocampique (Bannerman et al., 1999, 2001; Cassel et al., 1998). Ces modeles lésionnels ne
permettent cependant pas de conclure quant a I'implication des différentes régions hippocampiques
et des réseaux neuronaux associés dans les phénotypes observés. Ces quinze derniéres années, le
développement d’outils chémogénétiques ou optogénétiques permettant d’activer ou d’inhiber
spécifiquement certaines populations neuronales a permis une avancée considérable dans la
compréhension des réseaux neuronaux régissant les réponses comportementales (Armbruster et al.,
2007; Banghart et al., 2004; Bernstein and Boyden, 2011; Campbell and Marchant, 2018). Grace a
I'utilisation de ce type d’approche, les travaux de Kheirbek et collaborateurs ont récemment mis en
évidence I'implication du gyrus denté dans les comportements exploratoires (Kheirbek et al., 2013).
En effet, I'activation optogénétique des cellules granulaires du gyrus denté augmente l'activité
locomotrice des souris testées en OF et en EPM. Les auteurs de cette étude ont alors conclu a un réle

des cellules granulaires de I’hippocampe dans les comportements exploratoires.

Dans le cadre de nos travaux, nous montrons une hyperactivité locomotrice suite a la délétion
du tPA granulaire du gyrus denté de I’hippocampe (Figure 2A-F, Article 1). De facon semblable, une
augmentation de I'activité exploratoire chez la souche tPA KO a été précédemment décrite par I'équipe
de Stella Tsirka, dans le test de I'OF et lors d’un test de réactivité a un nouvel objet (Pothakos et al.,
2010). Afin de déterminer si 'augmentation de I’activité locomotrice observée chez les souris cKO-HPC
peut se traduire comme une augmentation des comportements exploratoires, il serait nécessaire de
réaliser des analyses complémentaires. Par exemple, nous pourrions mesurer le nombre de
redressements effectués lors du test de 'OF ou a l'aide de I'actimétre et également mesurer
I’exploration des souris dans le test du Hole Board ou dans un test d’exploration d’un nouvel objet.
D’un point de vue fonctionnel, il serait également pertinent d’évaluer I'activation neuronale a I'aide
d’un marquage de type c-Fos chez les souris tPA Null et cKO-HPC comparativement a leurs homologues
controles apres I'exposition des animaux a I’OF. De plus, des enregistrements électrophysiologiques in
vivo, lors d’une tache d’exploration en OF permettraient d’évaluer la neurotransmission

hippocampique en fonction de la présence ou de I'absence de tPA.

Indépendamment des effets du tPA liés a I'activation du plasminogéne en plasmine, les travaux
du laboratoire ont montré que le tPA pouvait potentialiser I'influx calcique lors d’'une stimulation des
récepteurs NMDA (Nicole et al., 2001; Parcq et al., 2012). Par ailleurs, I'utilisation d’un anticorps
bloquant I'interaction du tPA avec la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA grace a une immunisation
systémique ou via son injection in situ dans le cortex entorhinal induit des déficits spatiaux
(Benchenane et al., 2007; Hébert et al., 2017; Obiang et al., 2012). Le tPA étant transporté le long des
axones et des dendrites, celui-ci est susceptible d’étre exocyté au niveau post-synaptique par les

cellules granulaires du gyrus denté ou au niveau présynaptique par les fibres moussues connectant les
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neurones de CA3. Ainsi, l'injection d’un anticorps bloquant I'interaction du tPA avec les récepteurs
NMDA au niveau du gyrus denté et de CA3 de souris sauvages nous permettrait d’évaluer I'effet de

cette signalisation sur les phénotypes observés en OF.
b. tPA hippocampique et cognition spatiale

La mise en évidence d’une altération de la plasticité synaptique hippocampique chez les souris
déficientes en tPA a longtemps suggéré |'implication de cette protéase dans les processus de
mémorisation (Baranes et al., 1998; Calabresi et al., 2000; Huang et al., 1996; Parcq et al., 2012; Qian
et al., 1993; Zhuo et al., 2000). Néanmoins, aucune étude n’a jusqu’alors montré I'implication du tPA
hippocampique dans ces processus. Grace a notre modele d’invalidation conditionnelle du tPA
hippocampique, nous montrons que |'absence de tPA induit seulement des déficits spatiaux partiels
lors du probe test du BM (Figure 2J-L, Article 1). En effet, bien que les souris cKO-HPC explorent
significativement plus la zone cible par rapport aux autres zones, I'analyse du temps passé au niveau
de la zone cible montre que celui-ci n’est pas significativement différent d’'un niveau d’exploration
correspondant au hasard (Figure 2J-L, Article 1). Ainsi, notre étude suggere que le tPA exprimé au
niveau du gyrus denté n’affecte que partiellement les performances spatiales des animaux. De plus,
les déficits spatiaux observés chez les souris tPA KO et tPA Null seraient vraisemblablement liés a
I'absence de tPA dans d’autres régions cérébrales impliquées dans le traitement des informations
spatiales. Ces résultats sont, en effet, cohérents avec les données obtenues au laboratoire par Hébert
et collaborateurs, montrant que la signalisation du tPA avec le récepteur NMDA au niveau du cortex
entorhinal (CE) joue un role dans la cognition spatiale (Hébert et al., 2017). L’hippocampe regoit des
afférences provenant du CE et les neurones de CA1 envoient a leur tour des efférences vers les couches
profondes du CE. Le tPA étant également exprimé par les neurones au niveau de CA1 (Sallés and
Strickland, 2002; Stevenson and Lawrence, 2018), il serait intéressant d’évaluer les performances

spatiales des souris suite a la délétion du tPA spécifiquement au niveau de la voie CA1-CE.

Classiquement, le gyrus denté de I'hippocampe est décrit pour son réle dans I'encodage des
informations sensorielles provenant des régions parahippocampiques et plus particulierement dans la
séparation de pattern. Le processus de séparation de pattern permet d’encoder des informations
sensorielles similaires et de les stocker de maniere distincte, sans chevauchement (GoodSmith et al.,
2019; Leutgeb et al.,, 2007). Le tPA étant fortement exprimé dans les cellules granulaires du gyrus
denté, il serait intéressant d’évaluer I'effet du tPA dans ces processus a I'aide d’une tache de

discrimination spatiale adaptée du test de localisation d’objet (van Goethem et al., 2018).
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c. tPA hippocampique et émotions

Au cours de nos travaux, nous montrons que la délétion du tPA hippocampique n’affecte pas
les réponses anxieuses mesurées en OM et en OF (Figure 2G-l, Article 1). Ces résultats sont
contradictoires par rapport aux données obtenues par Bahi et Dreyer montrant une augmentation des
réponses anxieuses et des comportements dépressifs suite a la délétion du tPA hippocampique (Bahi
and Dreyer, 2012). Dans leur étude, I'invalidation du tPA hippocampique est réalisée grace a I'injection
de lentivirus codant pour les sh-RNA au niveau du gyrus denté caudal contrairement a notre approche
ciblant I'ensemble du gyrus denté. Ainsi, dans I'’étude de Bahi et Dreyer, le tPA n’est plus exprimé dans
la partie ventrale de I'hippocampe. Or, il est établi que cette sous-région hippocampique serait
spécifiqguement impliquée dans les processus émotionnels (Fanselow and Dong, 2010; Kjelstrup et al.,
2002). Dans notre modele, la délétion totale du tPA hippocampique le long de I'axe rostro-caudal

pourrait ainsi masquer ces phénotypes.

2- Role du tPA amygdalien dans les processus émotionnels

L’amygdale est une structure centrale impliquée dans le traitement des émotions. Cette structure
peut étre subdivisée en différents noyaux qui sont intimement interconnectés et établissent
également des connexions avec de nombreuses régions cérébrales participant au contréle des

réponses émotionnelles (Ledoux, 2000; Tovote et al., 2015).

Le tPA est exprimé dans les différents noyaux amygdaliens et son activité protéolytique est
détectée au niveau de I'amygdale centrale et médiane (Louessard et al., 2016; Tomasz Matys et al.,
2004; Robert Pawlak et al., 2003; Stevenson and Lawrence, 2018). Par ailleurs, Pawlak et
collaborateurs (2003) et Matys et collaborateurs (2004) montrent que I'activité protéolytique du tPA
augmente dans ces noyaux suite a linduction d’un stress de contention ou a linjection

intracérébroventriculaire de CRF (Tomasz Matys et al., 2004; Robert Pawlak et al., 2003).

Lors de notre étude, nous avons montré que la délétion du tPA au niveau de I'amygdale
basolatérale (BLA) ne modifie pas les réponses anxieuses des animaux (Figure 4G-I, Article 1) tandis
gue sa délétion au niveau du noyau central (CeA) induit une diminution de I'anxiété dans le test de I'OF
(Figure 3G-H, Article 1). De fait, les souris cKO-CeA parcourent une distance plus importante au centre
de I'OF et passent également plus de temps dans cette zone anxiogéne. Nous avons également
démontré une hyperactivité locomotrice chez les souris cKO-CeA dans le test de I'OF (Figure 3D-F,
Article 1). Une augmentation de I'activité locomotrice en OF pourrait confondre I'interprétation des
résultats concernant I’état anxieux des animaux (Prut and Belzung, 2003). Néanmoins, nous n’avons

pas observé de différence quant a la distance parcourue dans la périphérie de I'OF entre les souris
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controles et cKO-CeA (Figure 41). Par ailleurs, lorsque la distance parcourue dans les différentes zones
est rapportée a la distance totale parcourue par les souris, nous montrons bien que I'effet anxiolytique

est conservé dans le groupe cKO-CeA (Figure 41).
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Figure 41: Mesure de la distance parcourue dans le test de I'OF chez les souris cKO-CeA.
(A) Mesure de la distance parcourue dans la périphérie de I’OF. (B) Analyse de la distance
parcourue au centre et en périphérie de I’OF, rapportée en pourcentage a la distance totale
parcourue. Moyenne +SD ; Test de Mann Whitney : * : p<0,05 ; N= 20 Control ; N=19 cKO-CeA.

Le phénotype anxiolytique décrit chez les souris cKO-CeA n’est cependant pas retrouvé a I'aide du
test du OM (Figure 3|, Article 1). Notons que, les variations interindividuelles des réponses mesurées
al’aide du test du OM sont également plus importantes que pour le test de I'OF, ceci pouvant masquer
un phénotype potentiel. Il serait toutefois intéressant de compléter I'analyse des résultats obtenus en
OM par la mesure du temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe au cours des premieres minutes

du test.

3- Le tPA est exprimé par les neurones PKC-6 au niveau de la CeA

Bien que les travaux menés par I'équipe de Sidney Strickland aient mis en évidence que I'activité
du tPA pouvait étre retrouvée au sein I'amygdale centrale, ces auteurs n’avait pas identifié la

population neuronale responsable de cette activité.

Le noyau central de I'amygdale regoit des afférences des neurones pyramidaux localisés dans la
BLA qui font synapse avec différentes populations de neurones GABAergiques au sein de la CeA

(Ledoux, 2000; Tye et al., 2011). |l existe également un réseau intrinséque au sein de la CeA formée
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par les différents interneurones GABAergiques exercant des connexions réciproques (Hunt et al.,

2017).

Dans notre analyse, nous montrons que les fibres neuronales exprimant le tPA colocalisent avec le
marqueur GABAergique vGAT suggérant |'expression du tPA par les interneurones au niveau de la CeA
(Figure 5A, Article 1). En revanche, le marquage du tPA ne semble pas colocaliser avec le marqueur

excitateur vGluT2 (Figure 42).

Figure 42: Inmunomarquage du tPA et du marqueur vGluT2 au niveau de la CeA.

Ce résultat suggére alors que l'activité protéolytique du tPA détectée au niveau de I'amygdale
centrale serait liée a I'expression du tPA par les interneurones de la CeA et non par des neurones
excitateurs provenant de la BLA. Les interneurones retrouvés dans la CeA sont principalement
regroupés selon deux populations : les interneurones exprimant la protéine kinase-C delta (PKC-6) et
les interneurones exprimant la somatostatine (Haubensak et al., 2010b; Hunt et al., 2017). La
caractérisation immunohistochimique (IHC) nous a permis de montrer que les fibres neuronales

exprimant le tPA colocalisent spécifiquement avec le marqueur PKCS (Figure 5B-C, Article 1).

Ces dix derniéres années, la communauté scientifique a permis de révéler I'implication des
neurones PKC& de I'amygdale centrale dans de nombreux processus. En outre, I'activité des neurones
PKC6 de la CeA régule les réponses de peur conditionnée et leur généralisation, les apprentissages
conditionnés par un stimulus aversif, les réponses a la douleur et les comportements alimentaires (Cai
et al., 2014; Ciocchi et al., 2010; Cui et al., 2017; Haubensak et al., 2010b). Par ailleurs, les travaux de
Cai et collaborateurs et Botta et collaborateurs ont montré que I'activation optogénétique des
neurones PKC-6 de la CeA module les réponses anxieuses (Botta et al., 2015; Cai et al., 2014). L'étude
de Cai et collaborateurs a, par exemple, mis en évidence un effet anxiolytique induit par I’activation

de ces neurones a I'aide du test de I'EPM, de I'OF et de la boite claire/sombre (Cai et al., 2014).
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Compte tenu des données de la littérature, nous avons réalisé des expériences préliminaires
afin d’évaluer I'activation neuronale des neurones PKC& dans la CeA apres I'exposition a un test d’OF.
Nous avons, pour cela, effectué des immuno-marquages de la protéine c-Fos et des neurones PKC6

chez des souris controles et cKO-CeA, 90 minutes apres I'exposition des animaux a I'OF.

Bien que le nombre de cellules c-Fos dans la CeA soit équivalent entre nos deux groupes, nous
observons une tendance a I'augmentation du pourcentage de neurones co-marqués c-Fos/PKC8 chez
les souris cKO-CeA par rapport a leurs homologues controles (Figure 43). Ce résultat pourrait se
traduire comme une activation neuronale plus importante des neurones PKC suite a la délétion du
tPA, liée aux phénotypes hypo-anxieux observés en OF. Ainsi, nos résultats seraient également
cohérents avec les données obtenues par Cai et collaborateurs montrant un effet anxiolytique suite

I'activation des neurones PKC& (Cai et al., 2014).
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Figure 43: Analyse de I'activation neuronale au niveau de la CeA.
(A) Immunohistochimie révélant la protéine c-Fos et les neurones exprimant la PKC-6 au niveau
de la CeA chez les souris contrdles et cKO-CeA, 90 minutes apres le test de I'OF. (B)
Quantification du nombre de cellules positives pour le marqueur c-Fos dans la CeA. (C)
Quantification du pourcentage de neurones positifs pour le marqueur c-Fos et PKC-6 (rapporté
en pourcentage par rapport au nombre total de cellules c-Fos+. Moyenne +/- SD ; Test de Mann
Whitney ; n=4 coupes/animal ; N= 4 Control ; N= 5 cKO-CeA.
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Le mécanisme par lequel le tPA exprimé par les neurones PKC6 de la CeA module des réponses
émotionnelles pourrait étre lié a ses effets dépendant de la plasmine. Par exemple, cette protéase
pourrait influencer la plasticité synaptique en agissant sur la maturation du BDNF ou sur le remodelage
de la MEC (Mataga et al., 2004; Oray et al., 2004; Pang et al., 2004). Les travaux menés par Bennur et
collaborateurs ont notamment montré que la plasticité structurelle des épines dendritiques en
réponse a un stress est altérée chez les souris tPA KO au niveau de 'amygdale médiane (Bennur et al.,
2007). Dans notre étude, il serait intéressant de déterminer si la délétion du tPA dans la CeA affecte la
morphologie des épines en condition basale. Outre ses effets liés a la plasmine, le tPA est également
décrit pour ses propriétés de neuromodulation de l'influx calcique via son interaction avec les
récepteurs NMDA (Nicole et al., 2001; Parcq et al., 2012). Les neurones excitateurs de la BLA projetant
sur la CeA, il est envisageable que le tPA sécrété par les neurones PKCS puisse influencer la
neurotransmission glutamatergique en agissant sur les récepteurs NMDA exprimés au niveau de la CeA
(Alhadeff et al., 2015; Babaev et al., 2018). Pour répondre a cette hypothése, nous pourrions mesurer
les réponses anxieuses suite a l'injection d’un anticorps bloquant l'interaction du tPA avec les
récepteurs NMDA au niveau de la CeA chez des souris sauvages. Il serait également envisageable de
réaliser des expériences de rescue chez les souris tPA Null afin de déterminer si la surexpression d’un
tPA sauvage ou muté sur son domaine Kringle 2, nécessaire a son interaction avec les récepteurs

NMDA, augmente les réponses anxieuses des animaux.
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I.  Modeles d’études pour visualiser I’expression neuronale du tPA

Comme nous l'avons vu dans I'introduction, le tPA est une sérine protéase largement exprimée
dans le parenchyme cérébral notamment par les neurones. Cependant, compte tenu de sa faible
concentration et de son transport le long des dendrites et des axones des neurones, I'identification
des populations neuronales exprimant le tPA par des techniques immunohistochimiques reste
imprécise. Ainsi, I'utilisation d’outils pharmacologiques permettant le blocage du transport axo-
dendritique du tPA ou de modeéles transgéniques permettant I'expression d’une protéine rapportrice
sous le contréle de I'activité du promoteur du tPA a permis de mieux caractériser son expression au
niveau anatomique et cellulaire (Louessard et al., 2016; Stevenson and Lawrence, 2018; H. Yu et al.,
2001).

Dans notre analyse, nous avons utilisé un vecteur viral adéno-associé codant une protéine
rapportrice GFP sous le controle du promoteur Plat afin de caractériser les sous-types neuronaux
exprimant le tPA in vivo. L'injection de cette construction au niveau du gyrus denté de I'hippocampe a
permis de révéler I'expression du rapporteur GFP au niveau des cellules granulaires et des cellules
moussues du hile (Figure 1 ; Article 2). Par ailleurs, nous avons pu mettre en évidence la colocalisation
du rapporteur GFP avec I'immunomarquage du tPA dans les fibres moussues. Ce pattern d’expression
avait déja été retrouvé dans I'étude de Stevenson et Lawrence en 2018, chez les souris rapportrices
Plat-BGAL et tPABAC-Cer, permettant de caractériser respectivement les populations cellulaires
exprimant le tPA et son trafic cytoplasmique (Stevenson and Lawrence, 2018). Cette derniére étude
s’était majoritairement focalisée sur la description régionale de I'expression du tPA mais n’a pas permis
d’identifier les sous-types neuronaux pouvant I'exprimer au niveau de ces différentes régions
cérébrales.

Dans notre étude, nous avons cherché a caractériser I'expression du tPA au niveau du cortex
cérébral, une région pour laquelle I'immunodétection du tPA neuronal n’est pas possible sans
traitement a la colchicine. L'injection d’'un AAV-Plat-GFP au niveau du cortex somatosensoriel nous a
permis de montrer que I'expression du rapporteur GFP était retrouvée uniquement dans les neurones
(Figure 2A ; Article 2). En prenant en compte le tropisme du sérotype d’AAV utilisé (sérotype 9), notre
construction était susceptible d’infecter a la fois les neurones et les astrocytes (Alves et al., 2016). En
effet, l'utilisation d’'une construction similaire sous le contréle du promoteur ubiquitaire CAG
(promoteur hybride chicken B-actin/cytomegalovirus) permet la transduction des neurones et des

astrocytes tandis que les oligodendrocytes et la microglie ne sont pas transduits (Alves et al., 2016).
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De maniere similaire, nous n’avons pas observé d’expression de notre rapporteur Plat-GFP dans la
microglie et les oligodendrocytes (Figure 2A ; Article 2 ; les données concernant les oligodendrocytes
ne sont pas présentées ici). Concernant I'expression potentielle du tPA dans les astrocytes, la
littérature a uniquement rapporté son expression en culture ou dans des contextes pathologiques
(Adhami et al., 2008; Docagne et al., 1999; Hultman et al., 2008; Joo et al., 2010; J. W. Kim et al., 2011).
Dans notre modele, nous avons voulu déterminer si I'expression de notre rapporteur pouvait différer
dans un contexte inflammatoire induit par I'injection de LPS au niveau du cortex somatosensoriel. Nous
n’avons cependant pas observé de différences d’expression de notre rapporteur apres l'injection de
lipopolysaccharides (LPS) dans les cellules gliales (Supplementary Figure 1 ; Article 2). L’injection de
LPS n’est probablement pas le modele le plus adapté pour induire I'expression de tPA dans les
astrocytes. Adhami et collaborateurs ont montré que le tPA pouvait étre exprimé dans les astrocytes
aprées une ischémie cérébrale chez le rat nouveau-né (Adhami et al., 2008). Au regard de ces données,
nous pourrions soumettre des souris ayant recu une injection intracorticale du rapporteur AAV-Plat-
GFP a un protocole d’ischémie cérébrale afin de visualiser 'effet de I'ischémie sur I'expression

astrocytaire du tPA.

Il. Expression du tPA par les interneurones PV

Dans un second temps, nous avons cherché a caractériser les sous-types neuronaux
surexprimant notre rapporteur Plat-GFP en condition physiologique. En I'absence de marqueurs
ubiquitaires des neurones excitateurs disponibles en immunohistochimie, nous avons fait le choix de
mettre en évidence les neurones inhibiteurs par un marqueur GABA. Nous avons ainsi pu montrer
I’'expression de notre rapporteur a hauteur de 37% dans les interneurones GABAergiques (Figure 2B ;
Article 2). Parallélement a cela, nous avons également retrouvé I'expression du rapporteur Plat-GFP
dans les neurones excitateurs marqués TBR1 (en anglais : T-Box Brain Transcription Factor 1) tels que
décrits précédemment dans I’étude de Louessard et collaborateurs (Supplementary Figure 2 ; Article
2) (Louessard et al., 2016).

L'utilisation de co-immunomarquages nous a permis de mettre en évidence que la majorité
des neurones GABAergiques étaient des interneurones exprimant la protéine de liaison au calcium,
parvalbumine (PV) (Figure 2B-C ; Article 2). Par ailleurs, nous avons pu révéler la présence de
perineuronal nets, autour des interneurones PV, co-marqués avec le Plat-GFP (Figure 2D-E ; Article 2).
Des enregistrements électrophysiologiques en patch-clamp couplés a des analyses par single-cell RT-
PCR dans le cortex visuel de souris ont permis de confirmer la présence des ARN du tPA dans les

interneurones PV a décharges rapides (Figure 3 ; Article 2).
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Peu de données de la littérature ont décrit I'expression du tPA dans les neurones inhibiteurs.
En effet, son expression a été détectée dans les interneurones périvasculaires exprimant le peptide
vasointestinal (VIP) et dans les interneurones exprimant la somatostatine (SOM) au niveau du stratum
oriens de I'hippocampe (Fredriksson et al., 2015; Stevenson and Lawrence, 2018). Une étude a
également décrit son expression dans les interneurones PV au niveau du cortex somatosensoriel.
Cependant, le nombre de neurones détectés positifs pour le tPA et la qualité du marquage retrouvé
dans cette étude semblent incohérents avec I’'ensemble des données fournies dans la littérature (Chu
et al., 2015). Dans notre étude, nous avons pu confirmer I'expression du tPA dans les interneurones
PV a I'aide de deux approches. Nous avons également pu montrer que la majorité des interneurones
PV exprimant le rapporteur Plat-GFP co-localisaient avec la lectine WFA permettant la mise en

évidence des PNNs (Figure 2D-E ; Article 2).

lll. Implication du systéme tPA/plasmine dans le métabolisme des PNNs

1- Mécanismes mis en jeu

Le développement d’une lignée transgénique déficiente pour le tPA dans les interneurones PV
nous a permis de déceler que I'intensité du marquage des PNNs et la proportion de PNNs présentant
une intensité élevée était augmentée chez les souris tPA Flox*/*; PV-Cre*" (cKO) par rapport a leurs
homologues contrdles (Figure 4 ; Article 2).

Dans un modele in vitro de culture primaire d’interneurones, nous avons pu montrer que le
tPA seul n’était pas capable de dégrader les PNNs. En revanche, nous avons mis en évidence que ce
mécanisme est dépendant de la conversion du plasminogéne en plasmine par le tPA endogéne (Figure
5 ; Article 2). Par ailleurs, nous avons pu démontrer in vitro que la dégradation des PNNs était
dépendante du clivage du CSPG aggrécan par la plasmine (Figure 6 ; Article 2). L’aggrécan est un
composant majoritaire des PNNs dans le cortex cérébral. En effet, une large proportion de PNNs
marqués avec la WFA co-localise avec le marqueur aggrécan notamment au niveau du cortex
somatosensoriel (Ueno et al., 2018). Par ailleurs, sa délétion conditionnelle dans le SNC empéche
I"agrégation d’autres composants des PNNs et entraine une perte compléte du marquage WFA dans le
cortex somatosensoriel adulte (Rowlands et al., 2018). Nous pouvons suggérer que le clivage du CSPG
aggrécan par le systéeme tPA/plasmine peut également impacter I'agrégation d’autres composants des
PNNs et influencer leur condensation. Les données de la littérature suggerent que la plasmine pourrait
avoir d’autres substrats de clivage au sein des PNNs tels que les CSPGs versican, phosphacan et le
neurocan (Kenagy et al., 2002; Wu et al., 2000). Ainsi, il serait pertinent de comparer I'intensité de ces
différents CSPGs au sein des PNNs dans le cortex des animaux cKO et contréles. Bien que I'activité de

la plasmine soit retrouvée dans notre modele de culture d’interneurones (Supplementary Figure 4 ;
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Article 2), la dégradation des PNNs a été observée uniqguement suite a I'ajout de plasminogéne
exogéne (Figure 5 ; Article 2). En effet, nous n’avons pas observé d’effet significatif du turnover des
PNNs dans les cultures traitées a I'aprotinine seule par rapport aux cellules non-traitées (Figure 5E ;
Article 2). L'expression du plasminogene par les interneurones n’est peut-étre pas suffisante pour
induire une dégradation des PNNs en culture. Il serait intéressant de confirmer notre mécanisme in
vivo en mesurant l'intensité des PNNs marqués a la WFA chez des souris déficientes en plasminogéne
ou chez des animaux WT ayant subi une injection intracérébrale d’aprotinine. Le fait est que dans le
SNC, I'expression du plasminogéne a été rapportée au sein de différents sous-types neuronaux tels
que les neurones excitateurs et les interneurones PV (Taniguchi et al., 2011; Tsirka et al., 1997; Zhang
et al., 2002). Nous pourrions identifier la source de plasminogene responsable du turnover des PNNs
en condition physiologique grace a I'utilisation de modeles transgéniques déficients en plasminogene

respectivement dans les neurones excitateurs ou inhibiteurs.

In vitro, nous avons montré que le plasminogéne pouvait étre activé en plasmine dans un
modele de culture d’interneurones (Figure 5F-G ; Article 2). Dans le compartiment vasculaire, la fibrine
constitue une surface d’activation du plasminogéne via la liaison des sites LBS présents sur les
domaines kringles du plasminogéne avec les résidus lysine de la fibrine (Hoylaerts et al., 1982; Law et
al., 2013). Dans le SNC, I'activation du plasminogéne est favorisée en présence d’astrocytes, agissant
comme une surface d’activation (Briens et al., 2017). Notre modeéle de culture d’interneurones ne
contient qu’une faible proportion d’astrocytes car les cellules sont traitées a la cytosine arabinoside
permettant d’inhiber la prolifération des cellules gliales. Il serait intéressant de déterminer si les PNNs
présents dans nos cultures constituent également une surface d’activation du plasminogene. Afin de
répondre a cette interrogation, nous pourrions mesurer |'activité de la plasmine en présence ou en
absence de PNNs. Pour ce faire, il serait pertinent d’ajouter du plasminogéne exogene et de mesurer
I'activité de la plasmine grace a un substrat fluorescent, dans nos cultures prétraitées ou non avec la
ChABC ou la H-ase. Il serait également intéressant de visualiser I'interaction du plasminogene couplé
a un fluorophore a la surface des neurones avec la dégradation des PNNs en temps réel a I'aide d’une
lectine WFA directement couplée a un fluorophore.

Nous avons montré in vitro, que le clivage des PNNs par la plasmine était indépendant de
I'activation d’autres protéases telles que les MMPs ou les ADAMTS. Effectivement, I'utilisation d’un
inhibiteur de large spectre (inhibiteur de métalloprotéinase 3, TIMP3) de ces deux familles de
protéases ne réverse pas I'effet de la plasmine sur la dégradation des PNNs (Supplementary Figure 5 ;
Article 2). Il est cependant important de noter que notre modeéle in vitro est essentiellement composé
d’interneurones et que I'expression des MMPs et des ADAMTS est également assurée par des

neurones excitateurs et les cellules gliales (Tauchi et al, 2012; Testa et al., 2019). Il est donc
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envisageable que le tPA et la plasmine puissent contribuer au remodelage des PNNs in vivo en activant
respectivement les pro-ADAMTS ou les pro-MMPs sécrétées dans le milieu extracellulaire (Figure 44).
Par ailleurs, le tPA peut potentiellement contrbler le turnover des PNNs de maniere indirecte en
stimulant I'expression de la MMP-9 (Hu et al., 2006), décrite dans la littérature pour jouer un role dans

la dégradation des PNNs (Kelly et al., 2015; Wen et al., 2018).
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Figure 44: Régulations potentielles de la dégradation des PNNs par le tPA.

2- Conséquences fonctionnelles de la régulation du métabolisme des PNNs par le

systeme tPA/plasmine

Les travaux de la littérature montrent que la dégradation des PNNs dans le cerveau adulte modifie
I"activité électrophysiologique des neurones. En effet, la déplétion des PNNs module I'excitabilité
neuronale et la plasticité synaptique (Dityatev et al., 2007; Shi et al., 2019). L’activité des neurones PV
régule également le rythme oscillatoire gamma responsable de la synchronisation des réseaux
neuronaux en exergant un tonus inhibiteur sur les cellules pyramidales (Cardin et al., 2009; Sohal et
al., 2009). Par ailleurs, il a été montré que la déplétion des PNNs potentialise I’activité gamma (Faini et
al.,, 2018; Lensjg et al., 2017).

Chez nos animaux cKO, I'augmentation de la densité des PNNs pourrait également s’accompagner
d’une modification de l'activité des interneurones PV. Il serait pertinent de réaliser des
enregistrements électrophysiologiques en patch-clamp des neurones excitateurs et inhibiteurs. Nous
pourrions également analyser les oscillations gamma grace a des enregistrements en
électroencéphalographie ou par la mesure des potentiels de champs chez les souris cKO et chez leurs

homologues controles.
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Outre les modifications électrophysiologiques des interneurones PV observées suite a la
manipulation des PNNs, de nombreuses études ont établi que leur déplétion au sein de régions
cérébrales spécifiques pouvait également modifier les réponses comportementales.

Au cours de ces travaux de thése, nous avons également cherché a caractériser le phénotype
comportemental des souris cKO afin de déterminer le réle du tPA exprimé dans les interneurones PV
dans les réponses comportementales. Nous n’avons pas montré de différence significative du niveau
d’anxiété chez ces animaux mesuré a I'aide du OM. Par ailleurs, le temps passé au centre de I'OF ne
différe pas entre les souris contréles et déficientes en tPA dans les neurones PV (Figure 45). En
revanche, nous avons pu observer une augmentation de la distance parcourue en périphérie chez les
souris cKO par rapport a leurs homologues contrbles. Ce phénotype peut alors traduire une
augmentation de I'anxiété chez cette lignée. Ce phénotype devra cependant étre confirmé par d’autres
tests permettant de mesurer I'anxiété tels que la boite claire/sombre ou le test d'hypophagie induite
par la nouveauté (en anglais : Novelty Supressed Feeding, NSF).

Nous n’avons pas observé de déficits de la cognition spatiale chez des souris cKO a I'aide du
test du labyrinthe en Y et du labyrinthe de Barnes (Figure 45). Il serait judicieux de réaliser un test
d’inversion de position apres le probe test du Barnes maze afin d’évaluer la flexibilité cognitive des
animaux. En effet, les PNNs sont décrits comme inhibant la flexibilité cognitive puisque celle-ci est
augmentée chez les animaux déficients en tenascine-R et ou aprés une déplétion pharmacologique

des PNNs (Happel et al., 2014; Morellini et al., 2010).
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Figure 45: Caractérisation comportementale des souris tPA Flox*/*; PV-Cre*/.

(A) Mesure du temps passé les bras ouverts du labyrinthe en zéro entre les deux génotypes. (B-
E) Résultats obtenus pour le test de I’OF chez les souris tPA Flox*/*; PV-Cre*/" (cKO) et tPA Flox"
/-, PV-Cre*/- (Ctrl) montrant le temps passé (B) et la distance parcourue (C) au centre et a la
périphérie de I’OF. (D) Des tracés représentatifs sont présentés pour les deux génotypes. (E)
Distance totale parcourue par les animaux lors des 10 minutes du test. (F-G) Analyse du nombre
d’entrées réalisées dans les différents bras lors du test de rétention du labyrinthe en Y chez les
souris Ctrl (F) et cKO (G). (H-1) Mesure du temps passé (H) dans les zones du labyrinthe et du
nombre d’erreurs (1) lors du probe test du BM. Les analyses intergroupes sont réalisées a l'aide
d’un test de Mann Whitney ; * : p<0.05. Les analyses intragroupes sont effectuées a I’aide d’un
test de Wilcoxon ; ## : p<0.01 ; ### : p<0.001. Pour le test du BM, le temps passé dans la zone
cible est comparé a la chance (5 sec) a l’aide du test One-sample T-test ; $ : p<0.05; SS : p<0.01 ;
N= 22 Ctrl, N=16 cKO.

Le nombre de PNNs augmente au niveau de différentes régions cérébrales suite a un protocole
de peur conditionnée (Banerjee et al., 2017; Shi et al., 2019) et leur déplétion diminue les réponses de
peur conditionnée lors du rappel du test (Banerjee et al., 2017; Gogolla et al., 2009; Hylin et al., 2013;
Shi et al.,, 2019; Thompson et al.,, 2018). |l serait également intéressant d’évaluer la mémoire
émotionnelle chez la lignée tPA Flox**; PV-Cre* grace au test du fear conditioning et également
d’analyser la densité et l'intensité des PNNs dans différentes structures telles que I'amygdale,

I’"hippocampe et le cortex préfrontal apres un protocole de peur conditionnée.

Des protocoles de stress chronique chez l'adulte ou dans les stades précoces du
développement post-natal ont permis de mettre en évidence des altérations du nombre de neurones
PV et également de la densité des PNNs dans différentes régions cérébrales (Pesarico et al., 2019; Z.
Yu et al., 2020). L'activité du tPA est augmentée dans I'amygdale et I'hippocampe en réponse a un

stress de contention ou a l'injection de CRF (Tomasz Matys et al., 2004; Norris and Strickland, 2007;
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Robert Pawlak et al., 2003). Cette augmentation est vraisemblablement dépendante de la sécrétion
de tPA par différents types neuronaux et notamment par les neurones excitateurs. Au vu de I'ensemble
de ces travaux, il serait intéressant de déterminer I'implication du systéeme tPA/plasmine dans la
plasticité des réseaux périneuronaux aprés un protocole de stress chronique en réalisant des
marquages IHC des PNNs chez des souris déficientes en tPA (tPA Null) et leurs homologues sauvages.

Compte-tenu de I'expression du tPA et du plasminogene au cours du développement cérébral,
ces protéases pourraient également influencer la formation des PNNs. Il serait cohérent d’étudier la
mise en place des PNNs au cours du développement post-natal chez les souris tPA Null, tPA Flox*/*; PV-
Cre*’ et chez leurs homologues contrdles. Par ailleurs, les travaux de Mataga et collaborateurs ont
rapporté une augmentation de I'activité protéolytique du tPA lors d’une privation monoculaire (MD)
réalisée au cours de la période critique en post-natal (Mataga et al., 2002, 2004). De plus, d’autres
travaux ont montré qu’une MD s’accompagne d’une diminution de l'intensité et de la taille des PNNs
au niveau du cortex visuel chez des souris sauvages (Kelly et al., 2015). L'utilisation de privations
sensorielles visuelles couplées a une analyse morphologique des PNNs et de leur composition serait
également relevant chez des animaux déficients en tPA afin d’évaluer la contribution du systeme
tPA/plasmine dans le remodelage des PNNs. Egalement, différents travaux ont mis en évidence un role
bénéfique du tPA et de la plasmine dans la plasticité de la dominance oculaire suite a une privation
monoculaire. Ces effets peuvent étre dus au remodelage des épines dendritiques (Bukhari et al., 2015;
Mataga et al., 1996, 2002, 2004; C. M. Miiller and Griesinger, 1998; Oray et al., 2004). Les CSPGs
retrouvés au sein des PNNs jouent un réle stabilisateur sur la plasticité des épines dendritiques, leur
dégradation augmentant la mobilité des épines et leur densité (De Vivo et al., 2013; Orlando et al.,
2012; Pizzorusso et al., 2006). Il est alors envisageable que le clivage des CSPGs par le systéme
tPA/plasmine puisse favoriser la plasticité de la dominance oculaire en augmentant la dynamique des

épines.

Les PNNs sont également susceptibles d’étre dégradés dans différents contextes
pathologiques tels que lors de la survenue de crises épileptiques (Mcrae et al., 2012; Yutsudo and
Kitagawa, 2015). Par ailleurs, Rankin-Gee et collaborateurs ont montré que [injection
intrahippocampique de ChABC retarde la survenue des crises épileptiques et la durée des crises de
haut score tandis qu’elle augmente le nombre de crises myocloniques. Ces auteurs ont également
montré une augmentation d’'un produit de clivage d’aggrécan par les MMPs suite a un statut
épileptique (Rankin-Gee et al., 2015). D’autre part, les travaux de Qian et collaborateurs ont montré
une augmentation de I'expression du tPA dans I’hippocampe suite a I'induction de crises épileptiques
(Qian et al., 1993). De plus, les souris déficientes en tPA sont résistantes a la survenue de crises

épileptiques induites par I'injection de kainate ou de pentylenetétrazole (Tsirka et al., 1995). Les souris
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déficientes en tPA et en plasminogene sont également protégées de la neurodégénérescence induite
par I'injection de kainate (Tsirka et al., 1995, 1997). Nous pourrions envisager d’étudier la contribution
du tPA et de la plasmine dans la dégradation des PNNs aprés un épisode épileptique. Une des limites
de ce type de protocole résiderait cependant dans la dissociation entre les effets du tPA et du
plasminogéne exprimés dans le parenchyme cérébral et de ces mémes protéases sécrétées dans le
compartiment vasculaire. De ce fait, dans de nombreuses pathologies cérébrales pour lesquelles une
altération des PNNs est retrouvée telles que I'épilepsie, ’'AVC ou les traumatismes craniens, on
retrouve également une ouverture de la BHE (Noé et al.,, 2016; Yan et al., 2018). Dans de telles
configurations, le passage des protéases du compartiment vasculaire vers le parenchyme cérébral
contribue vraisemblablement a la dégradation importante des PNNs.

Les travaux du laboratoire ont permis de mettre en avant I’expression du tPA dans les neurones
excitateurs ou il est retrouvé au sein de vésicules synaptiques glutamatergiques (Louessard et al.,
2016). La surexpression d’un tPA recombinant fusionné a des protéines fluorescentes ou a un Tag-Halo
a permis de démontrer le transport du tPA le long des axones et des dendrites et sa sécrétion de
maniére constitutive ou en réponse a une activation (Lenoir et al., 2019; Lochner et al., 1998, 2006).
Dans notre étude, nous avons établi que la délétion du tPA au sein des interneurones PV conduisait a
une augmentation de l'intensité des PNNs suggérant un effet cellule-autonome du tPA sur la plasticité
de ces structures. En raison de la complexité et de la réciprocité des connexions entre les neurones
excitateurs et les interneurones PV, il est envisageable que le tPA exprimé par les neurones pyramidaux
puisse étre transporté le long des neurites et sécrété au niveau des synapses concues avec les neurones
PV (Hensch, 2014). Ainsi, I'activation des neurones pyramidaux pourrait également contribuer au
turnover des PNNs entourant les neurones PV via la libération de tPA a la synapse. Afin d’étudier cette
hypothese, il serait pertinent de réaliser des cultures de neurones sur des dispositifs microfluidiques.
Nous pourrions ainsi mettre en contact les axones ou les dendrites de neurones excitateurs issus de
dissociations corticales ensemencées dans un premier compartiment avec des interneurones issus de
dissociations de I'éminence ganglionnaires ensemencées dans un second compartiment. Dans ce type
de modele, nous pourrions utiliser des neurones corticaux issus de souris WT ou tPA Null et visualiser
I'influence du tPA issu de ces neurones sur la dégradation des PNNs des interneurones PV en condition

basale ou suite a une stimulation.
3- Autres fonctions du tPA dans les interneurones PV

Des données récentes de la littérature suggerent que I'activité des interneurones PV influence
directement le remodelage des PNNs (Devienne et al, 2019). Effectivement, Iinhibition
chémogénétique des interneurones PV ou des neurones excitateurs induit une diminution de

I'intensité des PNNs. Le tPA est, lui, décrit pour moduler la signalisation NMDA en potentialisant
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I’entrée de calcium dans les neurones. Le tPA pourrait contribuer indirectement a la plasticité des
réseaux périneuronaux en modulant la transmission NMDA. Limplication du tPA sur la
neurotransmission glutamatergique a été majoritairement étudiée dans des modeles in vitro de
culture de neurones corticaux, enrichi en neurones glutamatergiques (Bjérklund et al., 2010). Dans ces
modeles, le tPA potentialise I'entrée de calcium induite par le NMDA et augmente la mort de type
excitotoxique (Lesept et al., 2016; Nicole et al., 2001; Parcq et al., 2012). D’autre part, il faut noter que
la signalisation des récepteurs NMDA a été majoritairement étudiée dans les cellules pyramidales.
Cependant, de récents travaux suggerent que les récepteurs NMDA exprimés par les interneurones PV
pourraient étre impliqués dans différentes fonctions telles que la régulation des rythmes oscillatoires
gamma et théta et influencer les processus cognitifs (Bygrave et al., 2016; Carlén et al., 2012; Kauer et
al., 1988; Korotkova et al., 2010; Nakazawa et al., 2004). Le modele de culture primaire utilisé pour
notre étude est enrichi en interneurones et nous avons révélé que celui-ci comprenait notamment des
interneurones PV (Franchi et al., 2018). Nous avons également rapporté que les interneurones PV
retrouvés dans nos cultures expriment la sous-unité GIuN2B du tPA (Figure 46). En revanche, nous
n‘avons pas pu mettre en évidence I'expression de la sous-unité GIuN1 en raison de I'absence

d’anticorps spécifiques pour I'immunocytochimie.

Figure 46: Expression de GIuN2B par les interneurones PV.
Immunocytochimie révélant la parvalbumine (PV, magenta) et la sous-unité GIuN2B (cyan) dans
des cultures d’interneurones a DIV14.

Nous avons par la suite tenté de déterminer si un traitement au tPA pouvait potentialiser la
mort de type excitotoxique dans nos cultures et ce, en présence ou en absence de PNNs. Nous avons
révélé qu’un traitement au NMDA a une concentration de 25uM induit environ 45% de mort neuronale
dans nos cultures et qu’un co-traitement au NMDA et au tPA (300 nM) potentialise la mort neuronale
(+28%) (Figure 47). Des résultats similaires ont été retrouvés chez les cultures traitées a la ChABC

permettant de dégrader les PNNs. En effet, nous n’avons pas observé de différence significative de la
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mort neuronale induite par le NMDA dans les cultures traitées a la ChABC par rapport aux cellules non-
traitées. Par ailleurs, le tPA potentialise également la mort neuronale induite par le NMDA (+64%) dans
les cultures traitées a la ChABC. Il est important de mentionner que les cultures primaires utilisées dans
cette étude sont enrichies en interneurones PV mais que d’autres sous-types d’interneurones tels que

des interneurones exprimant la somatostatine sont également présents (Franchi et al., 2018).
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Figure 47: Le tPA potentialise I'excitotoxicité induite par le NMDA dans des cultures d’interneurones.
(A) Des cultures d’interneurones a DIV14 ont été pré-traitées ou non a la ChABC pendant 24h.
Les cellules ont ensuite été traitées au NMDA (25 uM) et au tPA (300 nM) pendant 18h. (B) La
mort neuronale induite par le NMDA a été mesurée a I’aide d’un dosage de la LDH dans le milieu
de culture. Moyenne +SEM ; Test de Kruskall Wallis et tests post-hoc de Dunn ; # :p<0.05 ; ## :

p<0.01 ; ### : p<0.001 (par rapport au contrdle) ; * : p<0.05 ; *** : p<0.001 (par rapport au
traitement NMDA) ; N=5 expériences indépendantes.

Ainsi, dans nos cultures, le traitement a la ChABC affecte une faible proportion d’interneurones
PV. De plus, la mort neuronale est mesurée grace a un dosage de la lactate déshydrogénase (LDH)
libérée dans le milieu de culture par les cellules endommagées et ne rend pas compte de la mort
neuronale des interneurones PV spécifiquement. Il est aussi envisageable que les récepteurs NMDA
soient exprimés par d’autres types de neurones, leur conférant une sensibilité a I'excitotoxicité induite
par le NMDA. Afin de compléter ces résultats, il serait relevant de mesurer les flux calciques en réponse
a une stimulation au NMDA et au tPA dans les interneurones PV. Cependant, compte-tenu de la
diversité des interneurones retrouvés dans nos cultures, nous ne pouvons pas réaliser 'imagerie
calcique a I'aide de sondes calciques de type Fura-2AM puisque celles-ci vont étre incorporées dans
les différentes cellules présentes dans la culture. Ainsi, dans notre modele il serait envisageable de

réaliser I'imagerie calcique dans les neurones grace a la surexpression de sondes GCaMP inductibles
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par la recombinase cre dans des cultures d’interneurones issus de souris PV-Cre*/*, disponibles au

laboratoire.
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Conclusion générale

L'ensemble de mon travail de thése a permis de mieux comprendre les fonctions du tPA cérébral,
exprimé par les neurones dans la régulation des comportements et l'implication du systéme

d’activation du plasminogene dans la dégradation des réseaux périneuronaux (PNNS).

La premiere étude a permis de caractériser une nouvelle souche murine, déficiente en tPA
(tPA Null) et de mettre en évidence I'implication du tPA cérébral dans la régulation des réponses
comportementales de facon structure-dépendante grace a I'utilisation d’une souche tPA Flox. Ainsi,
nous avons mis en évidence une hyperactivité locomotrice, des déficits de mémoire spatiale et une
réduction de I'anxiété chez les souris tPA Null par rapport a leurs homologues sauvages. Grace au
développement d’un modele conditionnel permettant la délétion du tPA au niveau de différentes
régions cérébrales chez les souris tPA Flox, nous avons montré que la délétion de cette protéase au
niveau du gyrus denté de I'hippocampe entraine une hyperactivité locomotrice et des déficits spatiaux
partiels tandis que sa délétion dans 'amygdale centrale a un effet pro-anxiolytique. Finalement, nous
avons mis en évidence |'expression du tPA dans les interneurones GABAergiques PKC-6 dans
I"amygdale centrale. Ces derniers résultats soulévent de nouvelles perspectives dans I'étude du tPA

exprimé par les interneurones PKC-6 de 'amygdale centrale dans la modulation des émotions.

Au cours de la deuxieme étude nous avons révélé pour la premiere fois I'expression du tPA par
les interneurones PV entourés de PNNs. Ces travaux ont également permis de révéler I'implication du
tPA exprimé par les interneurones dans la dégradation des PNNs grace a l'utilisation de modeles in
vitro et de souris déficientes en tPA dans les interneurones PV. Par ailleurs, nous avons montré que le
tPA influence le remodelage des PNNs grace a un mécanisme dépendant de la conversion du
plasminogéne en plasmine. De plus, nous montrons que la plasmine exerce un effet direct sur la

dégradation des PNNs en clivant le corps protéique de I'aggrécan.

Dans ’ensemble, nos résultats permettent de mieux appréhender les fonctions du tPA exprimé

dans les neurones et leurs implications les fonctions cérébrales en condition physiologique.
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Abstract

Modifications of neuronal migration during development, including processes that control cortical lamination are associated
with functional deficits at adult stage. Here, we report for the first time that the lack of the serine protease tissue-type
Plasminogen Activator (tPA), previously characterized as a neuromodulator and a gliotransmitter, leads to an altered cortical
lamination in adult. This results in a neuronal migration defect of tPA deficient neurons which are stopped in the
intermediate zone at E16. This phenotype is rescued by re-expressing a wild-type tPA in cortical neurons at E14 but not by a
tPA that cannot interact with NMDAR. We thus hypothetized that the tPA produced by cortical neuronal progenitors can
control their own radial migration through a mechanism dependent of NMDAR expressed at the surface of radial glial cells
(RGC). Accordingly, conditional deletion of tPA in neuronal progenitors at E14 or overexpression of a dominant-negative
NMDAR that cannot bind tPA in RGC also delayed neuronal migration. Moreover, the lack of tPA lead to an impaired
maturation and orientation of RGC. These data provide the first demonstration that the neuronal serine protease tPA is an
actor of a proper corticogenesis by its ability to control NMDAR signaling in RGC.

Key words: corticogenesis, NMDA receptor, radial glial cells, tissue-type plasminogen activator

Introduction cell divisions in order to produce neural progenitors and radial

The mammalian cortex is a multilayered structure derived
from the neural tube. During development, neuroepithelial
cells of the neural tube are proliferative cells forming the ven-
tricular zone (VZ) (Bystron et al. 2006). The first postmitotic
neurons leave the VZ to form the preplate (Bystron et al. 2008).
As neurogenesis occurs, neuroepithelial cells are subjected to

glial cells (RGC) (Noctor et al. 2001; Gotz and Huttner 2005).
Then, by the arrival of accumulating neurons, the preplate is
divided into the superficial marginal zone (MZ), the cortical
plate (CP), and the intermediate zone (IZ). The MZ will become
the layer I of the cortex (Bystron et al. 2008). As the CP emerges,
the neural progenitors form a new proliferative layer, above the

© The Author(s) 2018. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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VZ named subventricular zone (SVZ) (Bayer et al. 1991, 1970)
that will mainly generate upper layer neurons (Smart et al.
2002). The RGC extend their apical and basal processes to the
ventricular and pial surfaces, respectively (Gotz and Huttner
2005) and predominantly undergo asymmetrical cell division in
which they self-renew and generate neurons directly or indi-
rectly via progenitor cells (Rakic 1988). RGC play fundamental
roles in guiding migrating neurons to their final locations by
serving as a migratory scaffolding (Rakic 1972, 1978, 2003a,
2003b). After the final mitotic division, the majority of neurons
migrate radially, along RGC, from the VZ through the IZ into
the CP; (Rakic et al. 1974; Rakic 1972, 1988; Haubensak et al.
2004; Noctor et al. 2001, 2004). They accumulate in the CP via
an inside-out pattern. Finally, when these neurons reach their
final destination, they settle onto the outmost layer forming an
inside-out gradient of maturation leading to the formation of 6
cortical layers (Angevine and Sidman 1961; Rakic et al. 1974;
Nadarajah and Parnavelas 2002; Nadarajah et al. 2002;
Evsyukova et al. 2013). It is well admitted that modification of
the sequence of events that contribute to the cortical architec-
ture may lead to important functional deficits (Rakic 1988;
Palmini et al. 1991; Brodtkorb et al. 1992; Hong et al. 2000;
Matsumoto et al. 2001; Cardoso et al. 2002; Marin and
Rubenstein 2003). The molecular mechanisms that control the
complex steps in neuronal migration are partially elucidated. It
has been shown that some proteins are indispensable for nor-
mal cortical lamination thanks to a proper cortical migration
via RGC. For example, filamin 1 is an essential factor for the
onset of the neuronal migration (Fox et al. 1998); That the brain
derived neurotrophic factor (BDNF) can promote the migration
of cortical neurons (Behar et al. 1997); That reelin or cdk5 are
indispensable for normal cortical lamination (Caviness and
Sidman 1973; Ogawa et al. 1995; Gilmore et al. 1998; Dulabon
et al. 2000). Other molecules have been involved in regulating
the interaction of migrating cells (for review, Marin and
Rubenstein 2003) such as astrotactin, integrins or N-methyl-p-
aspartate receptors (NMDAR) (Anton et al. 1999; Behar et al.
1999; Dulabon et al. 2000; Komuro and Rakic 1993).

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a serine protease,
highly expressed in the central nervous system and more pre-
cisely in the somatosensorial cortex by neurons and endothe-
lial cells, as well as some glial cells (Docagne et al. 1999;
Fernandez-Monreal et al. 2004; Samson and Medcalf 2006;
Louessard et al. 2016). In addition to its well-known fibrinolytic
activity (Rijken et al. 1982), tPA controls several functions in the
brain parenchyma, including for instance neurotransmission
and gliotransmission, neuronal plasticity and survival, learning
and memory processes and anxiety behavior (Qian et al. 1993;
Tsirka et al. 1997; Baranes et al. 1998; Wang et al. 1998; Nicole,
Ali, et al. 2001; Melchor and Strickland 2005; Cassé et al. 2012;
Obiang et al. 2012; Macrez et al. 2016). These effects are medi-
ated through its interaction with a variety of binding proteins
and receptors (Rijken 1988) such as the low-density lipoprotein
receptor-related protein (LRP), annexin-II, epidermal growth
factor receptor (EGFR) and also NMDAR (Nicole, Docagne, et al.
2001; Siao and Tsirka 2002; Lesept et al. 2016; Macrez et al.
2016). It has been demonstrated that tPA is expressed from E8
to the adult stage in the telencephalon (Carroll et al. 1994).
Nevertheless, our knowledge about the role of tPA in the devel-
oping brain remains limited. tPA has been shown to control
neurite outgrowth in vitro (Krystosek and Seeds 1981; Pittman
and DiBenedetto 1995) and its lack to impair cerebellar neuro-
nal migration (Seeds et al. 1999; Li et al. 2013), with no mecha-
nism of action provided so far. Furthermore, a recent study has

demonstrated that tPA is implied in fragile X syndrome, one of
the most common neurodevelopmental disorders (Achuta et al.
2014). However, there is no data about the possible influence of
tPA in the developing cortex.

Here, we investigated whether the extracellular serine
protease, tPA, previously characterized as a neuromodulator
(Fernandez-Monreal et al. 2004) and as a gliotransmitter (Cassé
et al. 2012) could play a role in corticogenesis. To address this
question, we used an armray of in vivo molecular tools, such as
tPA constitutive and conditional deficient mice that we combined
with in utero electroporation of reporter genes and tPA mutants.
Our data reveal an original mechanism in which the tPA pro-
duced and released by cortical neurons (from E14 to E17) controls
their radial migration and positioning through a mechanism
dependent of NMDAR expressed at the surface the RGC.

Materials and Methods
Mouse Maintenance

Mouse protocols were performed in accordance with the
French (Decree 87/848) and the European Communities Council
(Directive 86/609) guidelines. Time-pregnant tPA knockout (tPA-
KO), tPA!¥1% (see paragraph below), their C57Bl6] wild-type
control (tPA-WT) mice were bred in our animal facilities (CURB;
Caen, France). Animals were housed with a 12-h light/12-h dark
cycle in standard polypropylene cages (Charles River, France)
with free access to water and food (SDS Dietex, France). The
day of vaginal plug appearance was considered to be embryonic
day 0.5 (E0.5), and the day of birth was defined as postnatal day
0 (P0).

Generation of tPA"*1°* Mice

The tPA*°* mice were generated by the Mouse Clinical Institute
(ICS, Illkrich, France). Plat, the mouse tPA gene, is composed of 14
exons spanning ~25kb region on chromosome 8. To construct
the targeting vector for generation of tPA conditional mice, one
LoxP sequence was inserted into intron 2 while a second loxP
site along with the PGK-Neo selectable marker gene flanked by 2
FRT sites was introduced into intron 3 (Supplementary Fig. S3A).
The resultant targeting vector contained a 5 homology arm of
~4.8kb in size, from intron 1 to intron 2, a floxed-PGK-Neo region
of ~1kb and, a 3’ homology arm of ~3.2kb in size, from intron 3
to exon 4. The excision of exon 3 resulting in a complete loss of
tPA transcripts. The targeting vector was linearized and electro-
porated into C57BL6] mouse embryonic stem (ES) cells. G418
resistant clones were screened by long-range PCR. Targeted ES
positive clone was used to generate chimeras by injection into
C57BLEJ blastocysts. Chimeric male mice were bred with C57BL6]
females to obtain germ line transmission. F1 mice were geno-
typed by PCR analysis and southern blots, using tail genomic
DNA samples, for the presence of tPA™* allele (Supplementary
Fig. S3B). Heterozygous mice were intercrossed and genotyping
of F2 progeny detected homozygous tPAI¥IX tPAlo¥oX mice
exhibited normal life span and fertility with no detectable
abnormalities.

Plasmids

The pCAG-RFP and pCAG-Cre-GFP plasmids were purchased
from Addgene. The pBLBP-GFP (brain lipid-binding protein) plas-
mid was kindly provided by C. Pellegrino (INMED, Marseille).
The pCAG-GFP-tPA construction was obtained as follows.
Coding sequence for amino acids 1-32 of the human tPA pep-
tide signal was amplified from the full-length human tPA cDNA



including the sequence for a 6xHistidine tag (6xHis) at its 3’
end. The PCR product was subcloned into the eukaryotic
expression plasmid PCDNAS.1 FRT between Nhel and BamHI.
Thereafter the full-length coding sequence for mature human
tPA was PCR amplified and subcloned downstream of the “pep-
tide signal — 6xHis” PCR product between the BamHI and Xhol
restriction sites to generate a cDNA encoding for the mature
6xHis human tPA-wt (tPA). This full cDNA (peptide signal for
human tPA + 6xHis human tPA-wt) was amplified and sub-
cloned in pCAG vector by DNA fusion between Xhol and Notl
using the In-Fusion HD kit (Clonetech). Moreover, pCAG-GFP-tPA
was generated by PCR from pAc-GFP (Clonetech) and subcloned
between the 6xHis-tag and the cDNA of tPA by DNA-fusion in
PCAG-tPA (In-Fusion HD kit, Clonetech). The pBLBP-GluN1 con-
struction was generated by subcloning the ¢cDNA of full-length
GluN1 between Agel and Notl. The cDNA of GluN1 was extracted
by PCR from a pCDNA3-GluN1 construct generated in our
laboratory. Mutagenesis of full-length tPA-wt (W254R; tPA-K2*)
and of the GluN1 (K178V; GluN1*) were performed by using
QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kit purchased from
Stratagene (Agilent Technologies, Massy, France). Mutation was
confirmed using an automated sequence analysis. All constructs
were then amplified in Escherichia coli JM109 cells and purified
by a Nucleobond endotoxin-free plasmid DNA PC 2000 kit
(Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s instructions.

In Utero Electroporation

At E14, pregnant mice were deeply anesthetized with isoflurane
5% in a mixture of O,/N,O (at 30% and 70%, respectively) and
their uterine horns were exposed via a midline abdominal inci-
sion. Mice were maintained at 37 + 0.5°C during all the procedure.
Embryos were carefully lifted using ring-forceps through the inci-
sion and placed on humidified gauze pads. Plasmid DNA solution
(0.25 pg/uL pCAG-RFP either alone or with 2.0 pg/uL of pCAG-GFP-
tPA, pCAG-GFP-tPA-K2*, pCAG-Cre-GFP, pBLBP-GluN1, pBL
BP-GluN1* or pBLBP-GFP) mixed with Fast Green solution
(2 mg/mL; Sigma, St Louis, MO, USA) was microinjected via a
calibrated glass micropipette (Drummond Scientific, Broomall,
PA, USA) and a microinjector (30 ms; 30 psi; Pico-Liter Injector
PLI-10; Warner Instruments, Hamden, CT, USA) into the lateral
ventricle of each embryo. Immediately after DNA injection, the
heads of the embryos were placed and held between 5 mm pla-
tinium electrodes with the anode directly toward the cortex
and electronic pulses were applied (five 50 ms pulses of 35V at
950 ms intervals) using an EM830 electroporator (BTX, Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA). During the procedure, the
embryos were constantly bathed with warm physiological
water. Then, uterine horns were placed back in the abdominal
cavity to allow embryos to continue normal development until
the desired time of observation. Finally, the abdomen wall and
skin were quickly sutured using surgical needle and thread.
Pregnant mice were injected with buprenorphine (Buprécare®,
Axience 0.09 mg/kg), lidocaine (Xylocaine®, Astra Zeneca, spray
5%) and warmed on a heating pad until they woke up. The
whole procedure was complete within 30min. Meloxicam-
(Métacam®, Boehringer Ingelheim, 0.5 mg/kg) treated drinking
water was administrated post-surgically for 24h.

Brain Tissue Preparation

Pregnant mice were euthanized by cervical dislocation and pups
by decapitation under CO, anesthesia. Embryos were collected
at the indicated stages (E16, E17, E18, adult corresponding to P60)
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after IUE. At prenatal stages, brains were fixed at 4 °C with 4%
paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M sodium phosphate buffer (PB),
pH 7.4 for 24h. At adult stages, mice were deeply anesthetized,
transcardially perfused with 0.9% NaCl heparinized followed by
a mixture of 4% PFA in 0.1M PB, pH 7.4 and brains were
removed. Then, brains were washed in phosphate buffered
saline (PBS)-Azide (0.0125%) solution containing 20% sucrose
overnight at 4°C and rinsed 3 times in PBS-Azide-Sucrose solu-
tion at 4 °C every 12 h. Finally, brains were embedded and frozen
in Tissue-Tek (Miles Scientific, Newark, DE, USA). Coronal sec-
tions (20um) were realized using a cryostat (Leica CM3050S,
Wetzlar, Germany), collected on poly-p-lysine slides, and stored
at -80°C until processing.

Immunohistochemistry

The following antibodies were used: anti-tPA (generous gift from
Pr R. Lijnen, Leuven; 1/1500), anti-Ki67 (Abcam, Cambridge, UK;
ab15580; 1/1000), anti-Nestin (Millipore, MA, USA; mab353, 1/800),
anti-Vimentin (Millipore, MA, USA; AB5733, 1/1000), anti-GluN1
(Santa Cruz, CA, USA; sc1467, 1/250), anti-NeuN (Millipore, MA,
USA; mab377, 1/1500), anti-FABP7 (BLBP; Millipore, MA, USA;
ABS811, 1/250), anti-Sox2 (Abcam, Cambridge, UK; ab92494; 1/500),
anti-Cux1 (Santa Cruz, CA, sc-6327, 1/50), anti-Tbr1 (Millipore, MA,
USA, AB2261, 1/250).

Brain sections were washed 3 times in PBS-azide and then
blocked at room temperature (RT) for 1h with PBS containing
0.3% Triton X-100 and 4% bovine serum albumin (BSA). Slices
were incubated with the appropriate primary antibodies over-
night at RT. After 3 rinses in PBS, adapted secondary antibody
coupled to alexa 647 or fluorescein isothiocyanate (FITC; 1/600;
Jackson ImmunoResearch, West Grove, CA, USA) were incubated
at RT for 1h 30 min. Washed sections were coverslipped with an
antifade medium containing DAPI (Sigma) for nuclei staining.

In Vivo Colchicine Treatment

The blockage of axo-dendritic transports by colchicine treat-
ment was performed to unmask the presence of tPA in the cor-
tex. This technique led to an accumulation of tPA in cortical
neuronal cell bodies allowing us to visualize selectively neu-
rons that expressed tPA as previously shown in Louessard et al.
(2016). Mice were deeply anesthetized and maintained with 2%
isoflurane in a gas mixture of NyO/O; (at 70%/30%, respectively)
and the rectal temperature was maintained at 37 + 0.5°C.
Anesthetized mice were placed into stereotaxic instrument.
The skulls were exposed and small bore holes were drilled with
a dental burr to allow intraventricular injection to be targeted
by borosilicate glass pipettes (mice anteroposterior (AP)
—0.2mm from bregma, lateral (L) + 1mm from midline, and
ventral (V) —2.0 mm deep to the surface). Animals were injected
with 35pg of colchicine in solution (Sigma-Aldrich) for mice,
and the other half were injected with the vehicles.

Confocal Imaging and Quantifications

All images were acquired on a laser-scanning confocal micro-
scope (SP5, Leica) using the LAS-AF software. Overall, 20-25 con-
secutive Z sections were obtained per each brain slice. All
parameters for image acquisition were kept constant, with emis-
sion levels below saturation. All images were processed using
Image J (NIH, USA) and/or Imaris (Bitplane, MA, USA) software.
For cortical positioning from E16 to E18, the total length of
the cortex was divided in 3 main areas corresponding to the CP,
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the IZ and the VZ using DAPI immunolabelling and layers
density.

For cortical positioning at P60, the total length of the cortex
was divided in 3 main areas corresponding to the layers II-1V,
V, and VI as revealed by using combined labeling with layer-
specific markers and DAPL

Relative position of transfected cells was estimated by
counting the number of RFP- or GFP-positive cells present in
each segment of interest normalized by the total number of the
transfected cells x100 (as percentage). For migration experi-
ments, 1000-3000 neurons were counted in each brain and 4-8
brains were analyzed for each condition using Imaris software.

For the number of branches, we analyzed the morphology of
RFP-transfected neurons at adult stages. For each condition, we
analyzed 5-20 neurons and counted the number of branches
for each neuron manually.

For cell cycle proliferation, an automatic threshold was
applied on each slice. The number of Ki67-positive cells was
counted in a defined area of 0.15 mm? within the VZ of 4 confo-
cal coronal sections per animal using the “analyse particles”
plugin on Image J.

For multipolar/bipolar analysis, transfected neurons were
visualized and the number of cells with multipolar or bipolar
morphology was counted in the upper part of the IZ. Multipolar
cells were defined as cells with more than 3 processes and
bipolar neurons as cells with less than 3 processes.

For GluN1 localization, around 30 neurons were selected in
several slices. For each neuron, we observed the coronal profile
plot of the different stainings (Nestin-positive cells represent
the RGC; RFP-positive cells represent neurons and GluN1) and
measured the distance from GluN1 to RGC or neurons with
Image J. For GluN1 localization on migrating neurons, we
observed the transversal profile plot of GluN1 staining along
RFP transfected neurons with Image J. For changes in GluN1
intensity quantification, we measured along migrating neurons
the difference between the maxima and the minima intensity
of GluN1 staining which is dependent on its clustering.

For the intensity profiles, the CP and the IZ were defined.
The staining intensity of each slice was measured as integrated
intensity, taking into account the background intensity with
Image]J.

For the orientation of RGC over the pial surface, we per-
formed an automatic threshold on each ROI slice with Image J.
Then, we measured the opposite and adjacent sites to obtain
the angle at the pial surface. Their parallelism was measured
thanks to the standard deviation on each slices.

For the morphology of radial glial endfeet, we performed an
automatic threshold followed by “watershed” plugin on each
ROI slice with Image J. Then, we used the “analyse particles”
plugin to quantify the area of radial glial endfeet.

Neuronal Cell Culture and In Vitro Transfection

Neuronal cultures were prepared from fetal mice (embryonic
day 14) as previously described (Nicole et al. 2001). Cortices
were dissected and dissociated in DMEM (Sigma), and plated on
6-well plates previously coated with poly-p-lysine (0.1 mg/mL;
Sigma) and laminin (0.02mg/mL; Fisher Life Technologies).
Cells were cultured in DMEM supplemented with 5% fetal
bovine serum (GIBCO), 5% horse serum (GIBCO) and 2 mM glu-
tamine (Sigma). Cultures were maintained at 37 °C in a humidi-
fied 5% CO, atmosphere. Cytosine p-p-arabinoside (10uM) was
added after 3 days in vitro (DIV) to inhibit glial proliferation.
Neurons were transfected with Lipofectamine 2000 (Fisher Life

Technologies) at DIV14. Then, media and cells were collected
for zymography after protein extractions.

Protein Extraction

Cells were lysed at 4°C in Tris-HCl 50mM, pH 7.4, NaCl
150 mM, and 0.5% Triton X-100 (TNT buffer). To clear lysates,
samples were centrifuged for 20min (12000x g) at 4°C.
Proteins were quantified by using BCA protein assay (Pierce).

Zymography Assay

The presence of active and free (non-complexed) tPA contained
in brain protein extracts was detected by indirect fibrin zymogra-
phy assay following sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) performed as previously described
(Marcos-Contreras et al. 2016). Murine cortical protein lysates
(20 pg) from different developmental stages (E14, E16, E17, E18,
PO, P60) and reference protein (recombinant tPA, Actilyse,
0.25nM) were electrophoresed in a 8% polyacrylamide gel under
non-reducing conditions. SDS was then exchanged with 2.5%
Triton X-100. After washing off excess Triton X-100 with distilled
water at 4°C, the gel was carefully overlaid on a 1% agarose gel
containing 1 mg/mL bovine fibrinogen (Bovogen), 100 nM plas-
minogen and 0.2 NIH U/mL of bovine thrombin (Sigma).
Zymograms were allowed to develop at 37 °C for 12 h and photo-
graphed at regular intervals using dark-ground illumination.
Active proteins in cortex samples were identified by reference to
the migration of known markers (tPA at 75kD).

Statistical Analyses

All the values were expressed as the mean + SEM of n experi-
ments. Comparisons of multiple groups were performed using
2-tailed Mann-Whitney test. Difference were considered statis-
tically significant when *P < 0.05; *P < 0.01; **P < 0.001.
Analyses were carried out by using Statistica software.

Results

The Neuronal tPA is Involved in the Cortical Positioning
at the Adult Stage

In adult mice, cortical tPA immunopositive neurons are mostly
localized in layers V (Fig. 1A and Fig. S1; concordant with previ-
ous findings) (Louessard et al. 2016). Zymography assays
revealed the presence of active tPA (at 75kDa) from different
developmental stages (E14, E15, E16, E17, E18, PO, P60), with
increasing levels with time (Fig. 1B). Based on these observa-
tions, we investigated the possible contribution of tPA during
cortical development. We thus compared the distribution of
neurons in the different somatosensorial cortical layers of tPA-
WT and tPA-KO adult mice previously in utero electroporated
at E14 with an expression vector containing RFP (promoter
pCAG allows a neuronal expression as previously reported
(Yaguchi et al. 2013) and confirmed here, Fig. 1C,D, see Fig. S2
for cell specificity expression). In utero transfection were per-
formed at E14, during the peak of neurogenesis when the
majority of layers IV and V neurons are produced (Angevine
and Sidman 1961; Fig 1C,E,F). Our data reveal a neuronal mispo-
sitioning in adult tPA-KO mice. Indeed, although tPA-WT neu-
rons are mainly localized in cortical layers V, neurons from
tPA-KO mice settled in upper layers II-IV (Fig. 1EF and Fig. 51).
In order to decipher the specific role of neuronal tPA in
corticogenesis, we have newly generated tPA-floxed mice (see
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E15, E16, E17, E18, PO, and P60) in mice (n = 5 brains per condition) and with a reference protein (recombinant tPA, rtPA). (C) In utero electroporation of neuronal pro-
genitors at E14 in tPA-WT and tPA-KO mice cortices and their distribution at E16, E17, E18, and P60 with their P ing figures. (D) Rep ative image of a
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Fig. S3A,B for their characterization). This new strain was in
utero electroporated with the RFP plasmid alone (tPAl®¥1x
mice) or combined with a Cre-recombinase-GFP plasmid
(tPA'*1°* 1 Cre-GFP mice) expressed under the control of the
pCAG promoter, allowing a parallel tracking of tPA-WT (RFP
positive) and tPA-deficient neocortical neurons (RFP + Cre-GFP
positive; Fig. 1G,H). In all the following experiments, we thus
analyzed the role of tPA in general (by using tPA-KO vs tPA-WT
mice) and neuronal tPA in particular (by using tPAI*** mice).
As reported in tPA -KO mice, the neuronal lamination is
affected in adult tPA'*°* 4 Cre-GFP mice when compared with
control mice (tPA'°* mice; Fig. 1G,H). Indeed, although tPA-
deficient neurons were located in the layers II-IV, the majority
of the non-deleted tPA neurons were found in the layer V
(Fig. 1G,H), with a pattern similar to that observed in tPA-WT
mice (Fig. 1EF). This result reinforces that tPA have an intrinsic
effect on cortical neuronal migration. Moreover, we observed
that mice lacking tPA have a higher neuronal density in the
whole cortex and mostly in the layers II-IV compared with their
WT littermates (Fig. 54A-C). However, the number of branches
per neuron (Fig. S4D,E) is not different in both strains. Thus, cor-
tical neurons require tPA expression for an optimal lamination
at the adult stage. We can thus postulate that neuronal tPA trig-
gers the neuronal migration/layering of upper cortical layers.

tPA Plays a Role During Migration of Cortical Neurons

To further investigate the role of neuronal tPA in neuronal
migration/lamination processes, we used in utero transfection
to introduce a RFP reported plasmid in tPA-WT and tPA-KO cor-
tices at E14 (pCAG-RFP; Fig. S5A,B), corresponding to the peak of
neurogenesis intended to mostly settle the cortical layers V-V
at the adult stage. Neuronal migration was analyzed at E16
(Fig. 2A,B). Interestingly, in tPA-KO mice, around 20% of elec-
troporated neurons failed to reach the CP and were stopped in
the IZ. We observed the majority of cortical neurons stopped
in the IZ in tPA-KO mice at E16, tPA-WT cells have already
migrated to the outside, reaching the CP (Fig. 2A,B and Fig. S6A
for higher magnification). These data were confirmed using
the conditional KO of tPA in neuronal progenitors, (pCAG-Cre-
GFP transfection in tPA°*!°* mice, Fig. S5A,B) and an analysis
of the neuronal distribution at E16 (Fig. 2C,D). Although, tPA™/1°*
mice transfected with a RFP plasmid alone (tPA'*¥'¥) were
equally distributed in the CP, 1Z and VZ, tPA®*°* animals co-
transfected with RFP + Cre-GFP (tPA°¥'* 4 Cre-GFP) displayed
a similar pattern of distribution than tPA-KO mice (Fig. 2C,D
and Fig. S6B for higher magnification). Analysis of the cortex at
E17 revealed almost the same differential patterns as at E16;
with nevertheless the majority of transfected cells that reached
the CP and some of them that are misplaced in the IZ in both
WT and tPA deficient mice (Fig. 2E,F and Fig. S7A for higher
magnification). At E18, neurons were equally distributed across
the CP and in the IZ, respectively, in tPA-WT and tPA-KO mice
(Fig. 2G,H and Fig. S7B for higher magnification).

Thus, these data demonstrate that the absence of tPA and
more specifically of the neuronal tPA delays the migration of
cortical neurons in the IZ throughout the CP but not in the
VZ during the cortical development (E16, E17, Fig. S7C-E).
Altogether, these data demonstrate that neuronal tPA plays a
crucial role in corticogenesis and that its absence in cortical
neurons is responsible for an accumulation of migrating cells
in the IZ of the developing cortex, affecting neuronal layering
in adults (Figs 1, 2).

tPA Does not Affect Neuronal Precursor Proliferation,
Transition From Multipolar to Bipolar Stage

We then investigated whether the dysregulation in cortical
lamination in tPA-deficient mice was due to a default in neuro-
nal proliferation or in the switch from multipolar to bipolar
morphology (Fig. S8). Ki67 immunohistochemistry (a prolifer-
ative marker) performed on tPA-WT and tPA-KO mice at E16 did
not reveal difference in term of proliferation rate (Fig. S8A,B).
Same observations were made from tPA'®°* and tPA"*'* 4
Cre-GFP animals at E16 (Fig. S8C,D). Analyses of the percentage
of bipolar and multipolar neurons in the upper 1Z of brain sec-
tions at E16 from neocortical progenitors expressing RFP in
utero electroporated at E14 did not indicate differences between
tPA-WT and tPA-KO mice (Fig. S8E,F).

Migration of Neuronal Progenitors: A Process
Dependent on tPA-Mediated Kringle 2 Domain

Then, we intended to rescue the phenotype observed in tPA-KO
mice. We thus investigated the migration of cortical neurons at
E16 in tPA-KO mice previously in utero electroporated at E14
with a vector encoding for tPA tagged with a GFP at its
N-terminal end driven by the pCAG promoter (RFP + GFP-tPA;
Fig. S9A). Control in vitro transfections of primary cultures of
cortical neurons confirmed the neuronal expression of GFP-tPA,
its release from transfected neurons and its proteolytic activity
(Fig. S9B). When transfected in utero, GFP-tPA is expressed and
accumulated at the soma of cortical migrating neurons, thus
becoming immunopositive for tPA (full head arrow), in contrast
of RFP positive cells only (empty head arrow; Fig. S9C). When in
utero electroporated at El4, GFP-tPA partially rescued the
abnormal accumulation of tPA-deficient cortical neurons, in
the IZ at E16 (Fig. 3A,B). No difference in the percentage of neu-
ronal progenitors in the VZ or in the CP between tPA-KO and
tPA-KO + GFP-tPA mice were observed. Thus, the total absence
of tPA in progenitors lead to persistent radial migration defect
in the CP that cannot be counterbalanced by only reintroducing
tPA at E14. Moreover, immunostainings against Ki67 did not
reveal modification of the proliferation rate between tPA-KO
and tPA-KO + GEP-tPA (Fig. S9D).

tPA is composed by 5 different domains. Among them, the
kringle 2 domain is known to interact with NMDAR, an impor-
tant actor of corticogenesis (Behar et al. 1999; Reiprich et al.
2005; Luhmann et al. 2015). To address the hypothesis that tPA
may contribute to cortical neuronal migration via its Kringle 2
domain, we used a vector encoding for a mutated tPA, tPA-K2*
(W254R; mutation in the lysine binding site of the Kringle 2
domain), previously characterized to not bind with and to not
promote NMDAR signaling (Parcq et al. 2013); tagged with a GFP
at its N-terminal end, and driven by the pCAG promoter
(Fig. S9E). As above, we observed that in cultured transfected
neurons, GFP-tPA-K2* is released and remains proteolytically
active (data not shown); and that in vivo, GFP-tPA-K2" is
expressed in neuronal progenitors (full head arrow; Fig. S9F).
When in utero electroporated at E14 (Fig. 3C,D), GFP-tPA-K2*
has the same abnormal migration as in tPA-deficient cortical
neurons (Fig. 3C,D). Moreover, differences in the percentage of
neurons in the VZ or in the CP between tPA-KO + RFP and tPA-
KO + RFP + GFP-tPA-K2" mice were observed revealing that neu-
rons transfected with GFP-tPA-K2* are stopped in IZ and VZ as
in tPA-KO mice. Immunostainings against Ki67 revealed no dif-
ference in the proliferation rate between tPA-KO and tPA-KO +
GFP-tPA-K2* (Fig. S9G). Overall, these data demonstrate that tPA



Autre travaux V4]

Neuronal tPA Regulates Corticogenesis Pasquetetal. | 7

A tPA-WT E16 tPA-KO E16 B
o'{t, ]*
@ CP
)
i & 9 ]+
@ 4 = 1z
E E £ m tPA-WT
<] O tPA-KO
a = O vz
0 20 40 60 80 100
Percentage of neurons
C  tpAlXIox E16  tPAlxlox+ Cre-GFP E16 D
12
g cP
o
" & &
o g 8 1z I
x 75 ©
E g % tPAloxIox
< = [ ]
o S
e < Q Y4 O tPALXIOX + Cre-GFP
0 20 40 60 80 100
Percentage of neurons
E F
24
S cpP ]
)
[l o
w w b ].
4 « w
o o o
3 < £ = tPAWT
a o S vz O tPAKO
0 20 40 60 80 100
Percentage of neurons
G tPA-WTE18 tPA-KO E18 H
12
€ CcP
(O]
(i 8 o g’:
o [ b 1z
a E s m tPA-WT
< £
o) a S vz O tPA-KO

0 20 40 60 80 100
Percentage of neurons

Figure 2. tPA affects cortical neuronal migration. In utero electroporation of pCAG-RFP plasmid at E14 in tPA-WT and tPA-KO mice cortices. (A, E, G) Representative
confocal images showing the distribution of electroporated neuronal cells (red) after DAPI immunolabelling (blue) in the cortex of tPA-WT and tPA-KO mice (E16, E17,
and E18, respectively). (B, F, H) Quantification of RFP-positive neurons in each cortical layers (For E16: n = 10 brain sections, 6 animals for tPA-WT mice and n = 7 brain
sections, 3 animals for tPA-KO mice; For E17: n = 14 brain sections, 8 animals for tPA-WT mice and n = 20 brain sections, 8 animals for tPA-KO mice; For E18: n = 28
brain sections, 8 animals for tPA-WT mice and n = 10 brain sections, 5 animals for tPA-KO mice). (C) Representative confocal images showing the distribution of elec-
troporated neuronal cells (red) after DAPI immunostaining (blue) in the cortex of adult tPA'®¥1°% (E16). (D) Quantification of RFP-positive neurons in each cortical layers
(n = 34 brain sections, 11 animals for tPA°¥1°* mice and n = 21 brain sections, 10 animals for tPA!**'°* 4 Cre-GFP mice). Graphs show means + SEM. ‘P < 0.05; **P <
0.01; ***P < 0.001. Scale bars represent 50 pm.



IEETTN Autres travaux

8 | Cerebral Cortex

E16 tPA-KO

E16 tPA-KO + GFP-tPA

DAPI/RFP
API/GFP-tPA

D
DAPI/RFP/GFP-tPA

C E16 tPA-KO +
E16 tPA-KO GFP-tPA-K2*

DAPI/RFP
DAPI/RFP/GFP-K2*

E16 tPA-KO +
GFP-tPA-K2*

E16tPAKO B
+ GFP-tPA

0 tPA-KO
N tPA-KO + GFP-tPA

Cortical segments
N

0 20 40 60 80 100
Percentage of neurons

w)

OtPAKO
[ tPAKO + GFP-tPAK2*
cP Fl"'] -

—
@ )

0O 20 40 60 80 100
Percentage of neurons

Cortical segments
N

Figure 3. Kringle 2 domain of tPA is important for cortical neuronal migration. (A, B) In utero electroporation of pCAG-RFP plasmid alone or in combination with
pCAG-GFP-tPA plasmid at E14 in tPA-KO mice cortices. (A) Representative confocal images showing the distribution of RFP (red), or GFP-tPA (green) after DAPI immu-
nolabelling (blue) in the cortex of E16 tPA-KO and tPA-KO + GFP-tPA mice. (B) Quantification of RFP-positive neurons and RFP + GFP-tPA positive neurons in CP, 1Z,
and VZ of E16 (n = 7 brain sections, 5 animals for tPA-KO mice and n = 28 brain sections, 4 animals for tPA-KO mice). (C, D) In utero electroporation of pCAG-RFP plas-
mid alone or in combination with pCAG-GFP-tPA-K2* plasmid at E14 in tPA-KO mice cortices. (C) Representative confocal images showing the distribution of RFP (red),
or GFP-tPA-K2' (green) after DAPI immunolabelling (blue) in the cortex of E16 tPA-KO and tPA-KO + GFP-tPA-K2" mice. (D) Quantification of RFP-positive neurons and
RFP + GFP-tPA-K2* positive neurons in CP, IZ, and VZ of E16 (n = 7 brain sections, 5 animals for tPA-KO mice and n = 15 brain sections, 5 animals for tPA-KO + GFP-
tPA-K2* mice; right panel). Graphs show means + SEM. *P < 0.05; **P < 0.01. Scale bars represent 50 ym.

expressed and released by cortical neurons controls migration
via its Kringle 2 domain.

Migration of Neuronal Progenitors Occurs Through
a tPA-Dependent Mechanism Involving the NMDAR
Expressed on RGC

We then postulated that tPA may contribute to neuronal migra-
tion by its capacity to influence NMDAR signaling (Nicole,
Docagne, et al. 2001). Since NMDAR is a key target of the K2
domain of tPA, we investigated the expression pattern of the
common GluN1 subunit of NMDAR in the developing cortex
(Fig. 4). So, we looked at GluN1 immunostaining in E16 whole
cortex of tPA-WT and tPA-KO mice (Fig. 4A,B). We observed a sig-
nificant decrease of GluN1 immunostaining in CP (Fig. 4A,B) of
tPA-KO mice compared with tPA-WT mice. Furthermore, we
detected that transfected cortical neurons (RFP positive cells in
red) do not exhibit NMDAR (GluN1 positive cells in green) at E16
while RGC do (nestin-positive cells in blue; Fig. 4C,D). Indeed,
GluN1 immunostainings co-localize with nestin positive cells
(Fig. 4C/F) at distance of neuronal bodies (Fig. 4E,F). Interestingly,
in wild-type mice, the immunolabelling of GluN1 was not
homogenous in radial glia but focalized in front of neuronal
cell bodies with a maximum intensity of GluN1 staining (Fig. 4C,
D,F). The same results were obtained on tPA'°* (Fig. 4G).
In tPA°* 4 Cre mice, the GluN1 immunostaining is not

co-localized anymore in front of neuronal cell bodies, but it is
scattered along the radial glial fibers (Fig, 4H).

In order to validate our hypothesis that neuronal tPA con-
trols neuronal migration through radial glial NMDAR interac-
tion, we electroporated cortices of tPA-WT mice at E14 with a
plasmid encoding for either a wild-type GluN1 or a mutated
GluN1 not responsive to tPA, both under the control of the RGC
specific promoter pBLBP (Brain Lipid Binding Protein; pBLBP-
GluN1 vs. pBLBP-GluN1*, respectively; Fig. 5A, Fig. S10 to see the
specificity of the BLBP promoter for RGC). The mutated GluN1*
has a mutation on its lysine in position 178 into valine (K178V)
leading to the expression of a NMDAR not responsive to tPA
(L178 being the binding site of tPA on the amino-terminal
domain of GluN1) but still responsive to NMDAR agonists, as
previously characterized (Lesept et al. 2016; Macrez et al. 2016).
At E16, tPA-WT mice cotransfected with pCAG-RFP and pBLBP-
GluN1 displayed a similar distribution pattern than tPA-WT
mice (Fig. 5A,B). However, analysis of the tPA-WT mice co-
transfected with pCAG-RFP and pBLBP-GluN1* revealed an
accumulation of RFP-positive cells in the VZ and in the IZ, with
only few neurons that reached the CP (Fig. 5A,B), as previously
observed in tPA-deficient mice. Moreover, although the GluN1
immunostaining in tPA-WT + pBLBP-GluN1 is focalized in front
of neuronal cell bodies with an increased GluN1 staining inten-
sity, it is dispersed on RGC in tPA-WT + pBLBP-GluN1* trans-
fected animals (Fig. 5C,D). These data demonstrate that the tPA
expressed by cortical neurons drives their migration through a
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Figure 4. NMDA receptors positioning along radial glial fibers. (A) Representative confocal images of NMDAR (GluN1 subunit) immunostaining (green) in tPA-WT and
tPA-KO mice at E16. The images on right are higher magnification of the ROI (dotted square). (B) Corresponding quantification of GIuN1 fluorescent intensity in the CP
and IZ of tPA-WT and tPA-KO mice (n = 16 brain sections, 4 animals, respectively). (C) Representative confocal images of immunolabelled cortical section in E16 tPA-
WT mice, following in utero electroporation with pCAG-RFP plasmid at E14, showing the expression of NMDAR (GluN1, green) with transfected neurons (RFP, red) and
radial glial cells (Nestin, blue). Image representing the electroporated area (left panel), a higher magnification focused on an electroporated neuron (central panel) and
its modelization with Imaris software (right panel). (D) Representative confocal image of an electroporated neuron (RFP, red) immunolabelled with NMDAR (GluN1,
green; left panels) or radial glial cells (Nestin, blue; right panels and their corresponding higher magnification). (E} Graph showing the distance from GluN1 positive
cells (green bar) to radial glial cells (Nestin positive, blue spots) or neurons (RFP positive, red spots; n = 57 neurons, 4 animals). (F) Representative fluorescent
intensity—distance graph measured from confocal images in C showing that NMDAR staining (GluN1) follows the radial glia fibers (Nestin) and not the neuron (RFP).
(G) Representative confocal image (left panel) and its Imaris modelization (middle panel) of immunolabelled neuron in E16 tPA*'°* mice, following in utero electro-
poration with pCAG-RFP plasmid at E14 showing the expression of NMDAR (GluN1, blue) and its corresponding graph (right panel) of flucrescent intensity-distance
showing that NMDAR staining (GluN1) is localized in front of neuronal body. (H) Representative confocal image (left panel) and its Imaris modelization (middle panel)
of immunolabelled neuron in E16 tPA'*¥'* mice, following in utero electroporation with pCAG-Cre-GFP plasmid at E14 showing the expression of NMDAR (GluN1, blue)
and its corresponding graph (right panel) of flucrescent intensity-distance showing that NMDAR staining (GluN1) is distributed homogeneously along migrating neurons
when tPA is deleted at E14 in neuronal progenitors. **P < 0.001. Graphs show means + SEM. Scale bars represent 40 ym in A; 10pm in C, and D 5 ym in G and H.
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Figure 5. tPA controls the cortical neuronal migration by a mechanism dependent of NMDAR expressed on radial glial cells. In utero electroporation of pCAG-RFP plas-
mid and pBLBP-GluN1 or pBLBP-GluN1" (no specific interaction with tPA) at E14 in tPA-WT mice cortices. (A) Representative confocal images showing the distribution
of RFP (red) after DAPI immunolabelling (blue) in the cortex of E16 tPA-WT mice. (B) Quantification of RFP-positive neurons in CP, IZ and VZ of E16 (n = 6 brain sec-
tions, 3 animals for tPA-WT + pBLBP-GluN1 mice and n = 8 brain sections, 5 animals for tPA-WT + pBLBP-GluN1* mice). (C) Representative confocal image (left panel)
and Imaris modelization (middle panel) of immunolabelled neuron in E16 tPA-WT mice, following in utero electroporation with pCAG-RFP plasmid in combination
with pBLBP-GluN1 plasmid at E14, showing the expression of NMDAR (GluN1, blue) and its corresponding graph (right panel) of fluorescent intensity-distance show-
ing that NMDAR staining (GluN1) is localized in front of neuronal body and not the neurite for tPA-WT + pBLBP-GluN1 mice. (D) Representative confocal image (left
panel) and Imaris modelization (middle panel) of immunolabelled neuron in E16 tPA-WT mice, following in utero electroporation with pCAG-RFP plasmid in combina-
tion with pBLBP-GluN1* plasmid at E14, showing the expression of NMDAR (GluN1, blue) and its corresponding graph (right panel) of fluorescent intensity - distance
showing that NMDAR staining (GluN1) is localized in front of neuronal body and not the neurite for tPA-WT + pBLBP-GluN1* mice. **P < 0.01; Scale bars represent

S0pm in A; Spm in C and D.

mechanism dependent of the NMDAR present at the surface of
RGC.

The Neuronal tPA Controls the Maturation and
Organization of RGC

RGC provide a scaffold for radial migration of new neurons to
their target cortical location (Rakic 2003a; Anthony et al. 2004).
As neuronal tPA influence neuronal migration through its krin-
gle 2 domain which can interact with NMDAR-dependent radial
glial process (see our above data) and that NMDAR are expressed
in RGC at this stage of development, we thus investigated the
influence of tPA on radial glia maturation and organization. In
order to further investigate modifications of the architecture of
RGC between tPA-KO and tPA-WT mice, we electroporated corti-
ces of these mice at E14 with a plasmid encoding for BLBP
tagged with a GFP (Fig. 6A). We first observed a significant varia-
tion in the orientation of radial glia fibers at the pial surface
between tPA-WT and tPA-KO mice (Fig. 6B-D, Fig. S11A). Indeed,
in tPA-WT mice the majority of RGC displays a perpendicular

angle with the pial surface compared with the tPA-KO mice
(Fig. 6B-D). Moreover, we noticed a defect in radial glial fibers
parallelism in tPA-KO mice compared with tPA-WT mice
(Fig. 6D,E). Similar data were obtained between tPA-WT and tPA-
KO mice with nestin immunostaining regarding the radial glia
fibers orientation at the pial surface and the parallelism between
the fibers (Fig. S11B-F). However, surface area of pial processes
remained similarly attached to the pial surface between tPA-WT
and tPA-KO mice (Fig. S11G).

Brains from tPA-WT, tPA-KO, tPA¥1°% and tPA°¥1°* 4Cre
in utero electroporated at E14 were immunostained at E16
with the radial glial markers nestin, vimentin and BLBP
(Fig. 6F-1, Fig S12A-D). While the number of RGC was similar
in tPA-WT and tPA-KO mice (Fig. S11F), we observed signifi-
cant lower immunostainings in CP for all these markers (nes-
tin, vimentin, and BLBP in tPA-KO mice only compared with
tPA-WT, tPA¥1 and tPAl®°% mice) (Fig. 6F-], Fig. S12A-D).
These last data show that neuronal tPA is might be important
for an accurate organization and specific expression of RGC
markers.
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Figure 6. Phenotype of radial glial cells. (A) In utero electroporation of pBLBP-GFP plasmid at E14 in tPA-WT and tPA-KO mice cortices. (B) Section graph showing the RGC
orientation distribution from the most (85° to 90°) to the least (<75°) orthogonally (left panel). Quantification of radial glial fibers orientation over the pial surface in tPA-
WT (middle panel) and tPA-KO (right panel) mice. (C) Histogram showing the radial glial cells orientation in degrees over the pial surface in tPA-WT and tPA_KO mice (n =
5 and 18 brain sections, 3 and 8 animals, respectively). (D) Representative confocal images showing the distribution of electroporated radial glial cells (green) in E16
tPA-WT (left panel) and tPA-KO (right panel) mouse cortices. The images on right are magnification and bright field images of the analyzed ROI (dotted square).
(E) Histogram showing the RGC parallelism (calculated according to the variability of the radial glial cells angle in each slice) in tPA-WT and tPA-KO mice (n = 5 and 18
brain sections, 3 and 8 animals, respectively). (F, H) Representative confocal images of coronal sections at E16 in tPA-WT (F), tPA-KO (F), tPA™ (H), and tPA"*¥'* + Cre-GFP (H)
mouse cortices showing the expression of nestin (blue) in tPA-WT and tPA-KQ mice at E16. (G, I) Corresponding quantification of fluorescence intensity in CP and 1Z (n = 16 brain
sections in 4 tPA-WT and 4 tPA-KO, respectively). Histograms show means + SEM. ‘P < 0.05; *P < 0.01. Scale bars represent 40 pm.

Discussion

Here, we report that during the early stages of corticogenesis,
cortical migrating neurons produce and release active tPA as a
paracrine signal serving neuronal migration. In this study, we
performed in utero electroporation on constitutive and condi-
tional tPA-deficient mice. In all experiments, we compared these
2 strains to be able to differentiate the role of tPA in general and
neuronal tPA in particular (by using tPA-KO and/or tPA°¥°*
mice, respectively). Thus, we identified that the tPA released by
neurons controls neuronal migration via a clustering of NMDAR
expressed at the surface of RGC. Accordingly, a global tPA

deficiency or a conditional deletion of neuronal tPA at E14 both
delay neuronal migration at E16 and E17, an effect that can be
partially rescued by overexpressing tPA in neuronal progenitor
cells at E14. Importantly, this delayed migration observed in the
absence of neuronal tPA is sufficient to maintain an altered neu-
ronal lamination in adults (Fig. 7). These data provide the first
description of a role of tPA in developing cortex with a long-term
impact on the final cortical pattern which could affect neuronal
networks. Indeed, although the absence of tPA was reported to
cause disturbances on neurite outgrowth and migration of cerebel-
lar granule cells (Raoult et al. 2014; Seeds et al. 1999), our present
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Figure 7. Tissue-type plasminogen activator (tPA) plays a key a role in corticogenesis. Produced and released by neuronal progenitors, tPA promotes the maturation
of radial glial cells (RGC) through activation of NMDAR expressed at their surface. The absence of neuronal tPA affects radial glial placement, orientation but not end-
feet attachment over the pial surface. Accordingly, a global tPA deficiency or a conditional deletion of the neuronal tPA at E14 delayed neuronal migration mainly at
E16. This delayed migration observed in the absence of neuronal tPA led to an altered lamination of cortical layers II-IV and V in adults.

study provides the first description of a role of tPA in the devel-
oping cortex with a long-term impact on the final cortical
pattern.

The Kringle 2 Domain of the Neuronal tPA and its
Interaction With the GluN1 Subunit of NMDAR
Expressed in RGC are Essential in the Control of
Neuronal Migration

tPA is composed of several domains including the Kringle 2
domain. This latter mediates its interaction with NMDAR via its
Lysine Binding Site leading to a potentiation of NMDAR-
mediated neuronal calcium influx (Parcq et al. 2013; Lesept
et al. 2016; Macrez et al. 2016). The altered migration of tPA-
deficient neurons is partially rescued by re-expressing a wild-
type tPA, whereas it is worse when re-expressing a tPA
mutated in its Kringle 2 domain (tPA-K2* previously character-
ized to be unable to interact with NMDAR) (Parcq et al. 2013).
Similarly, a conditional dominant negative expression of a
mutated form of the GluN1 subunit of NMDAR (GluN1*), that is
not responsive to tPA (Baranes et al. 1998; Nicole, Docagne,
et al. 2001) on RGC led to an impaired migration of cortical

neurons in wild-type mice similar to that observed in tPA-
deficient animals. It is then interesting to note that at this stage
of development (E16) NMDAR are expressed in RGC and not in
cortical neurons. Of note, although the distribution of NMDAR
is focused in front of the cell bodies of tPA positive neuronal
progenitors in wild-type animals, it is not the case when corti-
cal neurons are deficient in tPA or when RGC display the
mutated form of NMDAR that cannot bind tPA. These data are
also in agreement with the recent demonstration that tPA by
interacting with neuronal NMDAR promotes their surface
dynamic and clustering (Lesept et al. 2016). We can thus pro-
pose a crosstalk between the neuronal tPA and the NMDAR
expressed in RGC that contributes to the early phases of neuro-
nal migration that might be important for neuronal motility
(Komuro and Rakic 1996; Zheng and Poo 2007). These data indi-
cate that the lack of tPA in progenitor cells destined to give the
cortical layer V neurons causes a persistent radial migration
defect in the CP. One interpretation of these data could be that
levels of the tPA expressed are too low to rescue neuronal
migration from the CP or that this timing of expression (E14) is
too late to rescue neuronal migration from the CP.

tPA is also known to be crucial in the plasmin-dependent
processing of the precursor form of BDNF (proBDNF) and of



MMP-9 (proMMP-9) into their respective active form, both are
known as actors of the control of neuronal migration
(McCarthy et al. 2011; Reinhard et al. 2015), maturation
(Nakajima et al. 2015) and plasticity (Pang et al. 2004).
Furthermore, tPA is also known to activate several signaling
pathways such as ERK, PI3K/Akt, AMPK-, or mTor-HIF-1lalpha
(Correa et al. 2011; Wu et al. 2012, 2013) and to upregulate MMP
production via an interaction with LRP receptor after a brain
injury (Wang et al. 2003). Thus, we cannot exclude the possibil-
ity that tPA can act at different levels and may also contribute
to the neuronal migration by influencing the BDNF and MMP-9-
dependent pathways.

tPA is Required for RGC Organization and
Differentiation

Previous studies have demonstrated that upper cortical layers
preferentially migrate to their final location in a radial-glia-
dependent manner whereas the deeper layers through a radial-
glial independent manner (Gal et al. 2006; Nadarajah et al.
2002). Our results show that the absence of tPA led to a mispo-
sitioning of upper-layer cortical neurons only. Indeed, until E17,
we observed a delay of neurons to reach the CP leading to an
accumulation in the IZ whereas, at E18, the neuronal distribu-
tion of the IZ and CP layers is not affected anymore. These
impairments lead to an altered neuronal lamination of the
upper cortical layer. Consequently, these results indicate that
tPA is not required for the migration of deeper-layer cortical
neurons and that the impairment in upper-layer neuronal
migration in tPA-KO mice is the consequence of abnormalities
in RGC.

Moreover, a recent study reveal that tPA-positive cells in the
cortex are pyramidal glutamatergic neurons (Louessard et al.
2016) mainly positioned in cortical layer V. RGC are essential
for the accurate construction of the mammalian brain (Rakic
1972). These cells give an instructive scaffold for migration and
placement of newborn neurons in the developing cerebral cor-
tex. The term RGC refers to their 2 major characteristics, that
are, their long radial processes extending from the VZ to the
pial surface and their glial properties, such as the content of
glycogen granules (Rakic 1972) or the expression of specific
markers shared with astrocytes such as vimentin (Pixley and
de Vellis 1984), nestin (Hockfield and McKay 1985), BLBP (Feng
et al. 1994), RC1 and RC2 (Misson et al. 1988; Edwards et al.
1990). Here, we demonstrated that radial glial placement and
orientation are affected in tPA-KO mice. This disruption in
organization may underlie the misplacement of newborn
cortical neurons. Concerning their molecular phenotypes, sev-
eral studies have demonstrated that besides these specific glial
markers, numerous proteins or ligands play important roles in
the control of development, maturation, morphology, and
polarity of RGC and thus for a proper neuronal radial migration.
For example, reelin is known to be a key regulator of the devel-
opment of RGC (Hartfuss et al. 2003) and tPA can cleave reelin
(Trotter et al. 2014). Interestingly, it has been demonstrated a
decrease in BLBP staining in reeler mice (Hartfuss et al. 2003).
Here, for the first time, our data reveal that several glial mar-
kers are pootly expressed in tPA-KO mice demonstrating that
tPA plays a key role in the development of RGC and more pre-
cisely in their organization and differentiation. Further studies
will help to better understand the molecular mechanism of this
new function.
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Role of tPA in the Morphology and Maturation
of Migrating Neurons

The transition of migrating neurons into a multipolar to bipolar
shape is emerging as a fundamental requirement for pyramidal
neurons to obtain their correct morphology (Hatanaka and
Murakami 2002; Noctor et al. 2004). Here, analyses of the per-
centage of bipolar and multipolar neurons in the upper IZ of
brain sections at E16 from neocortical progenitors expressing
RFP in utero electroporated at E14 did not indicate differences
between tPA-WT and tPA-KO mice neither in their soma size
and their branches number. The IZ, contains the pool of inter-
mediate progenitors, specific stage for indirect neurogenesis
and necessary to extend cortical upper layers. Furthermore, it
has been shown that NMDAR can influence the migration of
cortical neurons, and more precisely that the distribution of
NMDAR subunits can modulate the neuronal fate (Sheng et al.
1994; Chakraborty et al. 2017). During early development, there
is a transitional switch from RGC into neuronal progenitors. In
agreement with our findings, the GluN1 subunit is expressed at
the surface of RGC and a clustering of these subunits has been
observed (GOtz et al. 1998; Englund et al. 2005; Chakraborty
et al. 2017). The switch of RGC into mature neurons is possible
via the production of intermediate neuronal progenitor cells
(IPC) that can express various glutamate receptors (Chakraborty
et al. 2017). Moreover, developing neurons require glutamate/
Ca2+-mediated NMDAR for cortical migration (Behar et al.
1999). We can thus suggest that the clustering of the NMDAR
on RGC in front of neuronal soma and the interaction between
neuronal tPA and NMDAR on RGC is essential to increase neu-
ronal Ca2+ influx leading to an appropriate cortical migration
and neuronal maturation.

tPA is Important for Neuronal Cortical Layering

During neocortical development it has been well described
that E14 labeled a population of neurons which are mainly set-
tled in layers IV-V and received thalamic axons sensory inputs
(Custo Greig et al. 2013). Here, we showed that a deletion of
tPA led to a delayed wave of neuronal migration and to a dis-
continuating neuronal migration in the I1Z, finally associated
with a neuronal mispositioning at birth and adult stages. We
hypothesize that the lack of tPA in neuronal progenitors born
at E14 leads to a delayed and/or a stopped migration in the IZ.
These delayed neurons in the 1Z, will end up in the CP at E18
and in the upper cortical layers at adult stage (compared with
tPA-WT mice). By being delayed in the IZ, neuronal progenitors
could be catching up by the next ones (those born at E15-16)
and could finish their migration to their final location with
them, that is, in an upper cortical layer. Thus, these delayed
neurons could display the phenotypes of the later born neu-
rons due to various trophic factors present at this specific stage
in the IZ. This precise timing of corticogenesis is critical for a
successful organization of cortical networks (De la Rossa et al.
2013; Telley et al. 2016). We can thus suggest that misposition-
ing of tPA-deficient neurons could modify the subtype identi-
ties of cortical layering and subsequent molecular identities,
neuronal morphology and electrophysiological properties,
leading to abnormal or lesioned circuits. This should be
addressed in future investigations. This neuronal positioning
defect is also associated with an increased neuronal density in
layer I/IV.
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Role of tPA in Developmental Disorders

For instance, it was reported that tPA is involved in the physio-
pathology of Fragile X Syndrome (FXS). Indeed, tPA is increased
in glial cells differentiated from neural progenitors of Fmr1-KO
mice, a mouse model for FXS leading to an altered migration
and differentiation of the progenitors lacking Fragile X mental
retardation protein (FMRP) (Achuta et al. 2014). In this model,
when tPA function is blocked with an antibody, enhanced
migration of doublecortin-immunoreactive neurons in one day
differentiated FMRP-deficient neurospheres is normalized. It
was shown that enhanced intracellular Ca*>* responses to depo-
larization with potassium are prevented by the treatment with
a tPA-neutralizing antibody in FMRP-deficient cells during early
neural progenitor differentiation. Moreover, several studies
have reported the influence of tPA in many behaviors such as
anxiety (Pawlak et al. 2003; Obiang et al. 2011) and spatial learn-
ing (Madani et al. 1999; Calabresi et al. 2000; Obiang et al. 2011,
Oh et al. 2014). It was recently described that this latter requires
tPA-dependent NMDAR signaling (Hébert et al. 2017). A better
understanding of the tPA-dependent NMDAR signaling influ-
ence on behavior will be further investigated.

To conclude, our present study indicates that the tPA
expressed by cortical neurons is a new actor of the crosstalk
between neurcnal cells and RGC during corticogenesis, through
a mechanism involving NMDARs expressed on RGC. We can
thus postulate that this mechanism may be an interesting tar-
get for intervention in developmental disorders, including FXS.
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ABSTRACT

We observed that tissue-type plasminogen activator (tPA)-deficient mice display reduced
mRNA levels of the MET proto-oncogene tyrosine kinase receptor both in the entorhinal cortex
and the amygdala, two brain structures implied in social and emotional behaviours. We then
demonstrated in neurons, that only the two chains form of tPA (tc-tPA) activates MET
receptors, leading to the formation of proximal complexes with N-Methyl-D-Aspartate receptors
(NMDARs). By activating MET, tc-tPA leads to a selective endocytosis and proteasome-
dependent degradation of GIuUN2B subunit-containing NMDARs. Accordingly, tc-tPA leads to
a down regulation of neuronal NMDARs signalling, a process prevented by blockers of MET
and mimicked by MET agonists. Interestingly, while MET and GIuN2B are two genes candidate
linked to autism spectrum disorders in human, we revealed that tPA-deficient mice display
autistic-like features and MET deregulation. Altogether, these data propose that tc-tPA plays
a key role in autistic-like behaviours by a mechanism involving a crosstalk between MET and
GluN2B-containing NMDARs.

Key words:

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

Abbreviations: DIV: days in vitro; GIuN1: NMDA receptor subunit 1; HGF: hepatocyte growth
factor; LTP: long term potentiation; NMDARs: N-methyl-D-Aspartate receptors; PLA: proximity
ligation assay; sc-tPA: single-chain tissue-type Plasminogen Activator; tc-tPA: two-chain
tissue-type Plasminogen Activator; ASD: autism spectrum disorders; RRSB: repetitive,
restricted and stereotyped behaviours; USV: ultrasonic vocalizations; FST: forced swimming
test.
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INTRODUCTION

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a widespread serine protease, expressed in
the central nervous system (CNS)'2, and is currently used under its recombinant form in the
treatment of thromboembolic diseases including stroke®. Its therapeutic activity relies on the
activation of plasminogen into active plasmin“. tPA is synthetized and released as a single-
chain form (sc-tPA) that is processed into a two-chain form (tc-tPA) within the circulation’,
however, both forms display the same fibrinolytic activity 8. Extending its functions above the
conversion of plasminogen into plasmin, tPA interferes with a variety of neuronal receptors,
including N-Methyl-D-Aspartate receptors (NMDARs)’. Interestingly, only the sc-tPA was
reported to promote NMDARs signalling in experimental models®®. At the opposite, the tc-tPA
was reported to decrease neuronal NMDARs signalling®.

Hepatocyte growth factor (HGF) and its receptor MET are present in the CNS'?. Binding
of HGF to MET results in tyrosine kinase activation''. The structure of HGF shares 38% of
sequence homology with plasminogen'2. The pro-HGF is converted to its active form by a
plasmin-dependent extracellular proteolytic processing'®. It has also been reported in vitro that
both uPA and tPA, as well as factor Xll, were able to activate pro-HGF'*-'6. However, a
controversy is present in the literature about the capacity of tPA to activate pro-HGF into its
active form'718,

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

Numbers of neurological and psychiatric diseases are linked to malfunction of NMDARs
during brain development and in adulthood®. For instance, schizophrenia and autism
spectrum disorders (ASD)??7 are associated with either the presence of NMDARs auto-
antibodies and/or missence variants of its regulatory GIUN2B subunit?®-'. Mutations of other
neuronal receptors have been reported to contribute to ASD, including MET32%,

In the present study, we have observed that tPA-deficient mice displayed autism-like
behaviours, a phenotype associated with reduced levels of MET mRNA in the amygdala and
the entorhinal cortex, two brain structures involved in social and emotional behaviours®*-¢. To
explain these observations, we revealed that tc-tPA is capable to activate neuronal MET
leading to a proteasome dependent down-regulation of the GIUN2B subunit-containing
NMDARs and subsequent signalling. All together, these data propose that the neuronal serine
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protease tPA may contribute to autistic-like behaviours by an original mechanism involving a
tc-tPA-dependent crosstalk between NMDARs and MET.

RESULTS

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

tPA-deficient mice demonstrate autistic-like behaviours.

As MET is a candidate gene linked with ASD in human?®, and because MET is deregulated in
tPA null cerebral structures involved in ASD (Fig. 1), we sought to determine the ASD-like
phenotype in these mice. ASD symptoms are a range of heterogeneous neurodevelopmental
disorders but two-core affected domains are considered to be hallmarks of the disease®: i)
impaired social communication and interaction, ii) repetitive, restricted and stereotyped
behaviours (RRSB). In addition, individuals with ASD present, in some cases, associated
symptoms such as mental retardation and mood disorders. We thus first assessed social
abilities of our tPA null mice through scoring separation-induced ultrasonic vocalizations (USV)
in pups on postnatal days 2 to 12. WT mouse pups showed USV with a normal developmental
course*'#2, emerging shortly after birth, peaking at around P8, and then decreasing at around
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P10 (Fig. 2a; tPAWT: P=0.0091). Interestingly, tPA Null pups emitted significantly fewer USV
than tPA control pups along the tested postnatal period, especially between the postnatal days
2 and 6 (Fig. 2a; P2: -56 %, P = 0.0482, tPA WT: n = 20; tPA Null: n = 20; P6: -61.5%, P =
0.015, tPA WT: n =19, tPA Null: n = 20). Moreover, mutant pups spent less time calling than
their littermates control (Fig. 2b; P2: -64%, P = 0.0215, tPA WT: n = 20; tPA Null: n = 20; P4: -
9%, P =0.0227, tPAWT: n = 20, tPA Null: n = 20 and P6: -66%, P = 0.0129, tPAWT: n= 19,
tPA Null: n=20). These results show social disabilities in tPA Null mice, a recurrent feature of
autistic-like phenotype (Fig. 2g). We then assessed RRSB in mice by scoring for the repetition
of spontaneous behaviours using activity boxes. RRSB are considered as repetitive motor
behaviours, apparently purposeless, with insistence on sameness*?*4. We found a main effect
of genotype on rearing behaviour, tPA Null mice displaying significantly higher number of
vertical movements than control mice over the 30-minutes period of the test (Fig. 2c, at 10
minutes, +81.98 % P = 0.0196, at 30 minutes, +113.38%, P = 0.0274; tPA WT: n = 12; tPA
Null: n =15). This prolonged rearing behaviour evidences perseverative phenotype in mutant
mice, an important RRSB symptom exhibited by patients with ASD (Fig. 2g). To investigate
whether associated symptoms such as mental retardation were also affected in tPA-deficient
mice, we next assessed learning performance in our model by using a T-maze which required
the use of distal landmarks*>*7. Mice were placed in the “start” arm of the apparatus and
allowed to visit the two accessible arms (arm 1, arm 2) for 5 min. A mouse with good spatial
abilities analyses in a strictly similar way the different spaces of the maze to build a
representation of the environment. Control animals visited the two accessible arms equally
(Fig. 2d and 2e; P > 0.05, n = 10), therefore indicating good acquisition performance. On the
contrary, tPA Null mice visited more often in the arm 1 relative to arm 2 (Fig. 2d; +21.41%, P
=0.0234;tPA WT: n=10; tPA Null: n= 14). In addition, they spent more time in the arm 1 than
in the other arm (Fig. 2e; +144.14%, P = 0.002; tPA WT: n = 10; tPA Null: n = 14). In other
words, using two measures of acquisition performance, we found that mutant animals showed
impaired learning capabilities (Fig. 2g), similarly to some autistic individuals. Finally, we
subjected the animals to the forced swimming test (FST) to determine whether tPA Null mice
have deficits in emotional behaviours. FST is a useful behavioural assay validated for
assessing depression-related behaviour of rodents“®“°, The FST revealed that mutant mice
showed higher duration of immobility compared with WT mice (Fig. 2f; +27.46 %, P = 0.0418,
tPA WT: n = 13; tPA Null: n = 15). These data imply that tPA Null mice show symptoms of
depression (Fig. 2g), disorders also encountered in ASD. Overall, these behavioural tests
demonstrate that tPA Null mice have social disabilities and RRSB, learning deficits and
depressive disorders, all autistic-like features.
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tPA isoforms (sc-tPA and tc-tPA) differentially regulate MET neuronal activation.
Because it was reported that the two forms of tPA, sc-tPA and tc-tPA may display differential
neuronal functions®®, we have here tested these two forms on MET signalling. Although tc-tPA
induced the phosphorylation of MET (+156% of phosphoMET/B-actin, P = 0.0476; +171% of
phosphof/total, P = 0.0022; n = 6 from 6 independent treated cultures), sc-tPA slightly
decreased it (-22% of phosphoMET/actin, P = 0.0476; -22% of phospho/total, P = 0,0476; n=
6 from 6 independent treated cultures) (Fig. 3a,c). Control experiments confirmed the
activation of MET under HGF exposure (+217% of phosphoMET/B-actin, P = 0.0022; +284%
of phospho/total, P = 0,0022; n = 6 from 6 independent treated cultures) (Fig. 3a,c).
Importantly, we reversed HGF-induced MET phosphorylation with the specific inhibitor of MET
activation, JNJ-38877605, (-68.15% compared to HGF of phosphoMET/B-actin, P = 0.0495, -
69.02% compared to HGF of phospho/total, P = 0.0495; n= 3 from 3 independent experiments
(Fig. 2d,f). To note, the expression of total MET did not vary with sc-, tc-tPA, and HGF
treatments (98%, 88%, 90%, 104% of control for sc-tPA, tc-tPA, HGF, and HGF + JNJ
respectively, ns = non-significant; n = 6 and n = 3 for HGF + JNJ) (Fig. 2b,e).

There is controversy in the literature about the conversion of pro-HGF into HGF by tPA'8. Here
we tested the abilities of the two forms of tPA (sc-tPA and tc-tPA) to induce the conversion of
pro-HGF into HGF. As shown in batches (Fig. 4a), both forms of tPA are inefficient for
activating the pro-HGF; while FXIl, a positive control'® does (representative blots of 3
independent experiments). We then tested if tPA could directly bind to MET by using Surface
Resonance Plasmonic (SPR) (Fig 4b). Increasing doses of sc-tPA, tc-tPA, and HGF were used
on immobilized MET receptors. HGF bound to MET in a dose dependent manner with a Kd =
2.5 10°M as expected. There is no SPR signal with sc-tPA and tc-tPA. The data are
inconsistent with the fact that they could trigger a biological activity through this receptor. Thus,
up to now, we failed to identify exactly how tc-tPA can activate MET signalling.

MET and NMDA receptors form complexes at the neuronal surface. tPA has already been
intensively described as interfering with NMDARSs signalling®°. Interestingly, the two forms of
tPA have opposite effects on NMDARs signalling: while sc-tPA promotes it by increasing
calcium influx, tc-tPA decreases it® (Fig. 8a). As only tc-tPA promotes MET signalling, we have
investigated whether MET and NMDARSs could form complexes. In order to demonstrate an
interaction between the two receptors, we performed co-immunoprecipitation assays. The
GIluN1 subunit co-immunoprecipitated with MET receptor (Fig. 5a, representative blots of 3
independent experiments), confirming the presence of MET/NMDARs complexes under basal
conditions. Then, we performed a proximity ligation assay (PLA) to determine whether
MET/NMDARs complexes were present at the neuronal surface. PLA performed in cultured
neurons showed a significant number of MET/NMDARs complexes (GIuN1/MET) along
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neurites (Fig. 5b, representative pictures of 5 independent neuronal cultures). There was
virtually no PLA signal in the absence of either primary antibody or the PLA probe. Next, we
investigated whether treatment with sc-tPA or tc-tPA influenced the formation of
MET/NMDARs complexes. PLA showed that tc-tPA, when added to the culture medium,
increased the number of MET/NMDARs complexes at the cell surface (+42%, P =0.0456 when
compared to control and +119% when compared to sc-tPA, P <0.0001; n = 29 for tPA buffer,
n = 29 for tc-tPA (300 nM) from 5 independent neuronal cultures). (Fig. 5b,c). On the contrary,
sc-tPA significantly inhibited complex formation (-35%, P = 0.0127; n = 29 from 5 independent
neuronal cultures) (Fig. 5b,c). Control experiments in the presence of HGF, also led to an
increased formation of MET/NMDARs complexes (+138%, P = 0.0086 when compared to
control, n= 18 for both HGF buffer and HGF from 5 independent neuronal cultures). (Fig. 5b,c).

tc-tPA dependent MET signalling promotes the endocytosis and degradation of
neuronal GluN2B-containing NMDA receptors. We have then investigated whether tPA
isoforms may also differentially influence NMDARs signalling through MET receptor. Sc-tPA
had no effect on GIuN2B phosphorylation (Fig. 6a and corresponding densitometry Fig. 6b) (-
1.2%, -21.4%, -15.2% of phospho-GIluN2B compared to control at 10, 30, and 60 minutes
respectively, P: ns; n=5 from 5 independent neuronal cultures), nor on total GIuN2B (Fig. 6a
and corresponding densitometry Fig. 6¢) (-4%, -21.37%, -10.35% of total GIuUN2B compared
to control at 10, 30, and 60 minutes respectively, P : ns; n =5 from 5 independent neuronal
cultures). On the contrary, tc-tPA induced an early (from 10 minutes to 60 minutes) and
dramatic down-regulation of phospho-GIuN2B (Fig. 6d and corresponding densitometry Fig.
6e) (-44.26%, -53.18%, -46.61% of control at 10, 30, and 60 minutes respectively, P = 0.0139;
n = 4 from 4 independent neuronal cultures) and total GIuN2B subunits of NMDARs (Fig.6d
and corresponding densitometry Fig. 6f) (-53.69%, -27.84%, -49.54% of control of total GIuUN2B
at 10, 30, and 60 minutes respectively, P = 0.0139; n = 4 from 4 independent neuronal
cultures). Levels of both phosphorylated and total GIuN2A subunits of NMDARs were not
affected by tPA treatments (Fig. 6a-f). Also, a moderate but significant reduction of the common
GluN1 subunit of NMDARs was also observed 10 minutes after tc-tPA exposure but was not
significant at 30 and 60 minutes (Fig. 6d,f) (-9.46%, -2.78%, -21% of GIluN1 at 10, 30, and 60
minutes respectively, P = 0.0139; n = 4 from 4 independent neuronal cultures). As expected
sc-tPA did not influence GluN1 (Fig. 6a,c) (-0.9%, -0.8%, -22.2% of GIuN1 at 10, 30, and 60
minutes respectively, P : ns; n =5 from 5 independent neuronal cultures). Importantly, the tc-
tPA-induced down-regulation of phospho-GIuN2B subunit-containing NMDARSs is reversed
(from 10 minutes) by the presence of the specific inhibitor of MET phosphorylation, JNJ-
38877605 (Fig. 5g-h) (+35.2% of phospho-GluN2B compared to tc-tPA, P= 0.0433; n= 4 from
4 independent experiments). Altogether, these data suggest a tc-tPA dependent endocytosis
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and degradation of GluN2B-containing NMDARs, mediated by MET signalling. In order to
validate this hypothesis, similar experiments were performed in the presence of the Lactacystin
(5uM), an inhibitor of the proteasome (Fig. 7a). Our data reveal that tc-tPA led to a down-
regulation of GluN2B-containing NMDARs (-30.95% of total GluN2B compared to control, P =
0.0286) (Fig. 7a), an effect reversed by the presence of the Lactacystin, incubated 2 hours
before tc-tPA treatment.(Lactacystin and tc-tPA: +24.49% of total GluN2B compared to tc-tPA
alone , P< 0.0286; n = 4 from 4 independent experiments (Fig.7a). Parallel experiments using
immunocytochemistry of surface versus total GIuN2B, confirmed a tc-tPA dependent
endocytosis and degradation of GluN2B-containing NMDARs. Experiments in permeabilized
conditions with tc-tPA treatment decrease total GIuN2B at 10 minutes (-77.39% compared to
control, P < 0.0001) and at 30 minutes (-51.42% compared to control, P = 0.0257; n = 11
neurons for control, n = 6 neurons for tc-tPA at 10 minutes and n= 12 neurons for tc-tPA at 30
minutes, from 3 independent neuronal cultures) (Fig 7e) (Experiments in no permeabilized
conditions with tc-tPA and the same experiments for sc-tPA are in progress; (Fig. 7a-g in
preparation for final manuscript).

tc-tPA-dependent MET signalling controls NMDA receptors-mediated calcium influx. As
previously reported®, addition of tc-tPA to neuronal cultures media decreased the NMDA-
induced calcium influx (-10.66%, P < 0.001; n = 98 from 3 independent neuronal cultures),
while sc-tPA treatment was stimulatory (+27.29%, P < 0.001; n = 77 from 3 independent
neuronal cultures) (Fig. 8a and 8c; corresponding mean Fig. 8b and 8d). Interestingly, the
specific MET inhibitor, JNJ-38877605, reversed the inhibitory effect of tc-tPA (-10.66%, for tc-
tPA alone versus +26.6% for tc-tPA + JNJ-38877605, P < 0.001; n = 98 from 3 independent
neuronal cultures) (Fig. 8a and corresponding mean Fig. 8b). Similar results were obtained
with another MET inhibitor, SU11274, which competes with the ATP binding site within the
MET activation loop 552 (-11.24% for tc-tPA alone versus +8.30% for tc-tPA + SU11274, P <
0.0001) (supplementary 2). Accordingly, addition of rHGF (Fig. 8c and corresponding mean
Fig. 8d) or DO-24 (a monoclonal antibody agonist of MET®®) (supplementary 2) did not affect
the action of tc-tPA, but reduced the stimulatory effect of sc-tPA on NMDARs signalling
(+27.44% for sc-tPA alone versus +14.69% for sc-tPA + rHGF, P < 0,001; n = 93 for sc-tPA
and n = 89 for sc-tPA and rHGF from 3 independent neuronal cultures; Fig. 8¢ and 8d; and
+31.57% for sc-tPA alone versus +3.30% for sc-tPA + DO24, P < 0,001; n= 86 for sc-tPA and
n = 94 for sc-tPA and DO-24 from 3 independent neuronal cultures; (supplementary 2).
Altogether, these data demonstrate dual effects of tPA isoforms, with sc-tPA promoting
NMDARs signalling while tc-tPA reduced it. Importantly, the effect of tc-tPA depends of MET
and involves a downregulation of membrane GIuN2B-containing NMDARs by a proteasomal
degradation process. Similarly, rHGF prevented the potentiation of NMDA-mediated calcium
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influx by sc-tPA and the MET agonist DO-24 antibody completely blocked the stimulatory effect
of sc-tPA (Supplementary 2). The blockage of MET activation by JNJ-38877605 (Fig. 8a,b) or
SU11274 (Supplementary 2a and 2b) did not affect the potentiating effect of sc-tPA. To
reinforce this concept of a differential effect of tPA isoforms on NMDAR signalling, we decided
to combine sc-tPA with increasing concentrations of tc-tPA and to evaluate the corresponding
NMDA-induced neuronal calcium influx (Supplementary 3a and 3b). In agreement with our
above data, tc-tPA counteracted the effect of sc-tPA on NMDAR signalling (-22.26% at 100nM
of tc-tPA, -32.74% at 200nM of tc-tPA and -33.20% at 300nM of tc-tPA, P< 0.0001). We then
investigated whether the tc-tPA dependent MET signalling also influenced the NMDAR-
mediated neuronal death. As previously reported®, sc-tPA promotes NMDA-induced
excitotoxicity (+20.86%, P = 0.025) and tc-tPA does not promote NMDA-induced excitotoxicity
(-1.69%, ns) (Supplementary 4a). In agreement with the above data, inhibition of MET by the
JNJ-38877605 (Supplementary 4b) and the SU11274 (Supplementary 4d), converted the slight
but significant inhibitory effect of tc-tPA to pro-excitotoxic effects (+14.46% for tc-tPA + JNJ-
38877605, P=0.0253 (n= 7 from 7 independent experiments); +18.81% for tc-tPA + SU11274,
P =0.0472; n = 5 from 5 independent experiments). Thus, as expected, sc-tPA potentiated
NMDA-induced excitotoxicity was also prevented by co-application of either rHGF
(Supplementary 4a) (+20.86% for sc-tPA alone versus -3.73% for sc-tPA + rHGF, P =0.0374;
n =6 from 6 independent experiments) or by the agonist MET antibody DO-24 (Supplementary
4c) (+25.31% for sc-tPA alone versus -0.73% for sc-tPA + DO-24, P = 0.0472; n= 5 from 5
independent experiments).
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DISCUSSION

We provide here the first demonstration that the neuronal serine protease tPA plays a role in
autistic-like behaviours in mice, by controlling a crosstalk between MET and GIuN2B subunit-
containing NMDARs. We thus evidence of a novel function of tPA in the CNS, and particularly
of the two-chains form, tc-tPA, that acts on two targets: MET and GluN2B-containing NMDARs;
two genes reported by SFARI (Simons Foundation Autism Research Initiative) for their strong
implication in ASD in human (https:/gene.sfari.org/database/gene-scoring). We also
demonstrate that this mechanism relies on the formation of proximal complexes between MET
and NMDARs at the neuronal surface, a process promoted specifically by tc-tPA, that leads to
a proteasomal degradation and to a subsequent down-regulation of the total number of surface
GIuN2B-containing NMDARs and finally to alterations of NMDARs signalling.

A number of studies demonstrated the physical interaction between NMDAR subunits and
other receptors, including Dopamine D1 receptor (D1R)%, VEGF receptor (VEGFR2)%, and
Ephrin-B2%%7. These complexes are dynamically regulated by ligands, which mutually modify
receptor functions®%°. For example, uncoupling D1R/NMDAR complexes in the hippocampus
impairs NMDARs-dependent LTP and working memory®. Ligand-dependent activation of
VEGFR2 induces a rapid redistribution of GIuN2B at synaptic sites influencing the
consolidation of emotional memory®®. In patients with encephalitis, anti-NMDARs antibodies
alter the dynamic retention of synaptic receptors by reducing the interaction between the
extracellular domains of the NMDARs and Ephrin-B2%. Here, we provide evidence that tc-tPA
leads to a connection between NMDARs and MET at the neuronal surface, and that the
dynamic of these interactions plays a critical role in the control of NMDARs signalling and
neuronal fate. These data are in agreement with recent reports supporting that genes encoding
for NMDARs subunits are part of the interactome of MET, with roles in the modulation of
synapses formation®', and also associated with neurodevelopmental disorders such as
ASDS263_ Accordingly, the NMDARs antagonist, DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid, was
reported to interfere with the pro-survival effect of HGF on cultured neurons®.

Like all the members of the plasminogen activator family, the secreted sc-tPA is processed
into tc-tPA by plasmin or kallikrein®5%6, However, sc-tPA is an unusual zymogen that does not
require proteolytic processing to be activated, but relies on the presence of an allosteric
regulator, such as fibrin®. It has been reported that sc-tPA, but not tc-tPA, promotes NMDARs
signalling and neurotoxicity in cortical neurons®”¢8, Here, we provide a mechanistic explanation
of this differential function of the two forms of tPA. We demonstrate that, although tc-tPA
prompts the formation of proximal complexes between MET and NMDARs, sc-tPA promotes
their disruption. Interestingly, we also demonstrated that tc-tPA enhances MET signalling,
leading to an increased endocytosis and degradation of GluN2B-containing NMDARs and



Autre travaux XTI

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

Since MET has been discovered, many signalling pathways and assembling proteins have
been identified downstream of the receptor. It is now well described that MET can directly
binds®, or indirectly through the protein Gab1™, to Shp2: a non-receptor tyrosine phosphatase.
Interestingly, mutations in Shp2 gene PTPNT1 are linked to cognitive impairment, such as
memory deficit. A possible explanation of this, could be the important role of the regulation of
Src-family kinases (SFKs) by Shp27'. Indeed, SFKs are crucial for controlling NMDARs-
mediated synaptic transmission and plasticity’?, thus learning and memory. In fact, disrupting
the balance of Shp2 (gain or loss of function, such as in Noonan and Leopard syndromes) will
affect memory and NMDARs signalling and functions™. This is confirmed in Shp2 deficient
mice, where the addition of a Src family kinase inhibitor reversed the phosphorylation of
GIuN2B, restored basal synaptic transmission, and rescued the contextual fear memory deficit
of the deficient animals™. Our results are in line with these findings, where activation of MET
by tc-tPA leads to a downregulation of GluN2B-containing NMDARs signalling by targeting and
degrading them. We also identified a cognitive impairment in our tPA deficient mice, associated
to a reduction of MET expression in the amygdala and the entorhinal cortex. This is also in
frame with data showing that SFKs are important triggers of the reduction of GIuN2B-
containing NMDARs surface expression and synaptic plasticity in the brain.

tPA is known to mediate signalling through a set of receptors and/or binding proteins including
the Low Density Lipoprotein Related Receptors (LRPs), annexin-ll, Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) and NMDARs, among others™. Although there is a consensus about the
capacity of tPA to modulate NMDAR signalling and functions, some opposite results are
reported in the literature®®’®. When it interacts with the GIUN2A subunit, tPA activates either
the Akt/mTOR/p70S6K/HIF1a signalling pathway, leading to neuroprotection and to an
increase of glucose uptake’” or the Erk1/2/CREB/ATF3 signalling pathway to decrease
excitotoxicity’®. tPA was also reported to interact’ and possibly cleave the GIuN2B subunit of
NMDAR leading to change its pharmacological properties. GIuN2B-dependent effects were
associated with influence of tPA on acute stress® and on seizures induced by alcohol
withdrawal. The sc-tPA was reported to interact with the GIuN1 subunit of NMDARs either
directly®® or through LRP18' to promote NMDARs signalling and excitotoxicity. Our present
study may reconciliate all these data. Indeed, we evidence here that sc-tPA and tc-tPA
differentially influence NMDARs signalling, with the sc-tPA leading, as previously reported®,
to a broad activation of NMDARSs, due to its ability to bind the common GIuN1 subunit®, and
the tc-tPA leading to a specific down-regulation of GluN2B-containing NMDARs, a mechanism
dependent of MET activation.
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MET is a susceptibility gene for ASD®2. Accordingly, genetically altered mice with a kinase-
inactive MET display autistic like behaviours associated with profound deficits in neural
development, synaptic transmission, and plasticity®38. Interestingly, variants of GRIN2B gene
encoding the GIuN2B subunit of the NMDARSs have been also reported in neurodevelopmental
disorders, including language, motor and learning deficits, and in autistic patients®'. Although
clinical phenotypes have shown GRIN2A variants (GIuN2A) associated with an epileptic
phenotype, GRIN2Bvariants were more often associated with neurodevelopmental
disorders®#®7. ASDs are also associated with mutations of neurobeachin (NBEA), a protein
involved with KIF21B in local recycling of GluN2B-containing NMDARs®. To determine the
possible role of tPA is ASD, we investigated the functional consequences of the tPA deletion
by using a behavioral screening system based on a battery of tests believed to reflect autistic-
like behaviors in rodents*3. We first show reductions of USV in the mutant pup mice. Similar
social defects have been reported in other ASD models®. USV are important markers of
mother-pup social interaction and communication in response, for example, to maternal
separation, as well as indicators of early neurobehavioural development®®'. Our results thus
demonstrate deep early deficits in social relations when tPA is lacking, indicating a major
autistic-like feature in tPA Null mice. We then examined the possible presence in these mice
of another major diagnostic symptom of autism, namely the repetitive motor behaviors*?. The
tPA Null mice exhibited exacerbated rearing behavior relative to their WT littermates. The
frequency of rearing is an indicator of spontaneous motor activity and arousal state, which
normally decreases in the course of the environmental familiarization®?%. The phenotype
exhibited by our mutant mice that abnormally over-explored the environment indicates
perseverative behavior, a hallmark diagnostic symptom of ASD. Mutant mice also recapitulate
two other associated symptoms of ASD, learning disabilities and depressive-like behavior.
Indeed, tPA Null mice showed acquisition impairment of the characteristics of the selective
spaces of the maze, indicating a failure in the built of spatial representation of the environment
by processing of remote spatial cues. Such cognitive dysfunction has previously been found
with other learning tasks in ASD models®%. Deletion of tPA also induced behavioural despair
in the forced swimming test. This behavior, classically conceptualized as a depressive-like
behavior in mice®, is in line with reports of depression in some autistic individuals®’. In sum,
our behavioural analysis demonstrate an autistic-like phenotype in tPA Null mice characterized
by aberrant social communication, expression of repetitive behaviors and associated
symptoms such as learning defects and depressive-like behavior. Not only observed
symptoms are multiple and in addition, they include mandatory core criteria diagnostic like in
humans, providing face validity of the tPA Null mouse model.

The expression of tPA has been described in many regions of the brain parenchyma, including

the amygdala 8% with tPA involved in mechanisms controlling anxiety-like behaviour®®% .
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When present in the entorhinal cortex, tPA is known to control spatial learning, especially when
landmarks are distal versus proximal®. In this study, we reveal in mice lacking tPA decreased
levels of MET, specifically in these two brain areas.

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

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

Chemicals

(5R,109)-(-)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,dlcyclohepten-5,10-iminemaleate  (MK-
801; 0924) and N-methyl-D-aspartate (NMDA; 0114) were purchased from Tocris (Pittsburgh,
USA). Human tPA (Actilyse®) was from Boehringer Ingelheim (Paris, France). tPA buffer was
34.84 mg/mL arginine, 10.72 mg/mL phosphoric acid, 0.1 mg/mL Tween 80. Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), poly-D-lysine, glutamine, cytosine -D-arabinoside (Ara-
C), glycine, foetal bovine serum, horse serum, sodium chloride (NaCl), HEPES, potassium
chloride (KCI), calcium chloride (CaClz), magnesium sulfate (MgSO.), sodium phosphate
monobasic (NaH:PO.), D-glucose, sodium dodecyl sulfate (SDS), trizma base, trizma
hydrochloride, paraformaldehyde, sucrose, bovine serum albumin (BSA), Triton X-100, anti-
rabbit (A0545) peroxidase antibody, protease inhibitor cocktail (P8340), phosphatase inhibitor
cocktail (P5726) and Lactacystin (CAS1258004) were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). Phosphate-buffered saline solution (PBS; 14190-094), Pierce BCA Protein
Assay Kit (23225) ECL-Plus detection system (32132) and lipofectamine® 2000 reagent was
purchased from Thermo Fisher Scientific (lllkrich-Graffenstaden, France). Lactate
dehydrogenase (LDH) detection kit (11644793001) were purchased from Roche Diagnostics
(Meylan, France). Series S CM5 sensor chips and HBS-EP buffer (10mM buffer with 2.7mM
KCI, 150mM NaCl, 5mM EDTA and 0.05% surfactant P20, pH 7.4), Amine Coupling Kit [1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide
(NHS); 1.0M ethanolamine (pH 8.5)], immobilization buffer (Maleate Buffer pH 6.5),
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regeneration solutions (Ethanolamine 1M pH 8.5, for analysis) were purchased from GE
Healthcare Life Science (Uppsala, Sweden).

RNA-sequencing

RNA-sequencing and analysis have been performed by the company Helixio (Saint-Beauzire,
France). Three RNA-seq libraries per population (three biological replicates) were prepared
using the TruSeq Stranded mRNA sample Prep kit (lllumina, San Diego, CA, USA) and
sequenced on an lllumina GAllx sequencer as 75 bp paired reads by Hybrigenics-Helixio
(Clermont-Ferrand, France). Samples were quantified with Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo
Fischer) and checked with Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher). Libraries were prepared with
three kits: NEBNext Ultra Il Directional Library prep Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA), NEBNext Poly(A) mRNA Isolation Module (New England Biolabs) and NEBNext
Multiplex Oligos (New England Biolabs). Sequencing was done with NextSeq 500 (lllumina).
Data were processed with Bcl2fastq (lllumina). Raw data were checked with FastQC
(Babraham Institute, Cambridge, UK). Reads were mapped on reference genome (GRCm38,
release 91) with TopHat (https://ccb.jhu.edu/software/tophat) and differential expression
analysis is done with Cuffdiff (Cufflinks suite, https://github.com/cole-trapnell-lab/cufflinks).
Tests have been performed between supplied conditions. FPKM values were calculated for
each transcript in each sample (geometric library normalization, pooled dispersion method).
Analyses uses the reference annotation GTF file (GRCm38, release 91) and quantitates the
expression values and differential regulation across BAM files. CummeRbund
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/cummeRbund.html) R package is
designed to process global statistics and quality control.

Preparation of sc-and tc-tPA

Sc- and tc-tPA were prepared from Actilyse® (Boehringer Ingelheim). Sc-tPA was obtained by
dialysing the commercial solution in HEPES buffer (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid, 0.3 M, pH 7.4, Sigma-Aldrich) using dialysis cassettes (Slide-
A-Lyzer® 10K; ThermoScientific). Tc-tPA was prepared by overnight incubation of Actilyse®
with plasmin-coupled Sepharose 4B at 37°C, followed by two hours of incubation with
aprotinin-coupled Sepharose 4B at room temperature to eliminate traces of free plasmin. Then,
tc-tPA was dialyzed in HEPES buffer (0.3 M, pH 7.4, Sigma-Aldrich) using the same dialysis
cassettes as for sc-tPA preparation. Finally, sc-tPA (i.e. dialyzed Actilyse®) and tc-tPA
preparations ratio were controlled by sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE; 10% polyacrylamide gels) with coomassie blue staining, and the
amydolytic activity has been checked by spectrozyme assay.
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Neuronal cell cultures

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

Astrocytes cultures

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

Hypodense neuronal cultures

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

Proximity ligation assay

The proximity ligation assay was performed using the Duolink In Situ Kit (Olink Bioscience,
Uppsala, Sweden) according to the manufacturer's instructions with the following
modifications: cell dishes were treated with buffer, rHGF, sc-tPA and tc-tPA for 1 hour, then
fixed with paraformaldehyde/4% sucrose. PLA probe incubation was 2 hours and amplification
step was extended to 2 hours. Blocking (1 hour at room temperature) and primary antibody
(overnight at 4 °C) incubations were performed in a 4% bovine serum albumin and 0.2% Triton
X-100 solution. Goat anti-GIluN1 (1:250; Santa-Cruz Biotechnology sc-1467, Dallas, TX, USA)
and rabbit anti-MET (1:250; Santa-Cruz Biotechnology sc-161) were diluted in the blocking
solution. The anti-rabbit (+) PLA probe (1:5) along with an anti-rat (=) probe (1:100) were
diluted in the blocking solution. A Goat anti-rat (Jackson Immuno Research Inc., Suffok, UK)
was used to make a probe anti-rat according to the manufacturer's instructions using the
Duolink Probemaker (Olink Bioscience,Uppsala, Sweden). Slides were mounted in a mounting
medium containing DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) and 0.1% deparaphenylene-diamine
diluted in phosphate-buffered saline and glycerin. The negative control represents the PLA
without primary antibodies. Ten stacks of picture (0.40 um per section) were taken from 10
different areas of every well with a confocal inverted microscope (Leica SP5, Leica, Nanterre,
France). Imaris—modeling: A “cell function” analysis was performed in order to label neuronal
cell bodies, then the “spot” function was used to detect positive PLA puncta prior counting.
This procedure was performed blinded by using a Z stack-projection from 10 independent
areas per condition and per experiment of a total of 4 independent experiments. This procedure
was performed blinded by using a Z stack-projection from 10 independent areas per condition
and per experiment of a total of 4 independent experiments. Concerning the quantification, for
each area, the quantity of punctua has been subtracted to the mean quantity of buffer.

Crossed immunoprecipitation assays

Supernatants from TNT buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl and 0.5% Triton X-100)-
lysed cultured cortical neurons (13 DIV) (100 ug of total proteins) were incubated overnight at
4°C with an antibody (raised against the GIuN1 subunit of NMDAR (1ug, Santa-cruz
Biotechnology, Dallas, USA, sc-1467). This antibody was coupled to protein G-sepharose
beads as described by the manufacturer (GE Healthcare, Buc, France) for immunoprecipation
procedures, including repeated washes in TNT buffer. Then, immunoprecipitated proteins were
separated by 10% SDS-PAGE and immunoblots were revealed with either an antibody raised
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against total GluN1 (Santa-Cruz Biotechnology, sc-1467, diluted 1:1000) or an antibody raised
against total MET (R&D systems, Noyal Chatillon sur Seiche, France, AF527, diluted 1: 1000)
by following the procedure described above (see « Immunoblotting » section).

Calcium video microscopy

Experiments were performed at room temperature on the stage of an inverted calcium
microscope (Leica DMI6000B, Nanterre, France) equipped with a 150 W Xenon high stability
lamp and a Leica 40x, 1.3 numerical aperture epifluorescence oil immersion objective. Fura-2
ratio images were acquired with a Digital CMOS camera (ORCA-Flash2.8 C11440-10C,
Hamamatsu, Japan) and digitized (2048*2048) using Metafluor® 6.1 software (Universal
Imaging Corporation). Cultures were transferred into a serum-free HEPES-buffered saline
solution (HBBSS: NaCl 116mM, KCI 5,4mM, CaCl2 1,8mM, MgSO4 0,8mM, HEPES 12mM,
NaH2PO4 0,34mM, D-Glucose 5,5mM, NaHCO3 25mM, Glycine 10uM) at DIV 12 and loaded
with Fura-2-AM (10uM; Invitrogen, Life Technologies F1201, Saint Aubin, France) diluted in
pluronic acid (Life Technologies P-3000MP) for 45 min at 37°C. The Ca?* bound form of Fura-
2 gets excited at 340nm, the Ca?* unbound form at 380nm and both recorded at 510nm.
Neurons were washed with HBBSS flux and NMDA stimulations (2 X 25uM for 30s) were
applied using a peristaltic pump. Prior a second run of NMDA stimulations, neurons were
incubated for 45 min with either sc-tPA (300nM), tc-tPA (300nM), recombinant HGF (50ng/mL;
rHGF; Gibco, Life Technologies PHG0254, Saint Aubin, France) , DO-24 antibody (50ng/mL;
agonist of MET)'%, JNJ-38877605 (500nM; antagonist of MET)'® or SU11274 (2uM; inhibitor
of MET activation; Selleckchem S1080, Houston, TX, USA)' or Glunomab® (antagonist of the
action of tPA on the GIuN1 subunit of NMDAR)%1% alone or in combination, as mentioned in
the legend of the corresponding figures. For each cell, the area under curve (AUC)
corresponding to the intracellular calcium influx induced by NMDA (ratio 340/380) was
calculated before (AUCb) (mean of the two first NMDA stimulations) and after treatment
(AUCa) (mean of the two second post-treatment stimulations). We then compared, for each
cell, the amount of NMDA-induced calcium influx after treatment with the NMDA-induced
calcium influx recorded before treatment. Thus, each cell is its own control with an expression
of the modification of the NMDA-induced calcium influx due to the treatment or their excipient
performed between the two rounds of stimulations, expressed as a percentage of response to
treatments (% of responsiveness). % of responsiveness= [(AUC)a/(AUC)b] *100 with (AUC)a :
sum of area under curve of Fura-2 ratio during both NMDA stimulations after treatment and
(AUC)b : sum of area under curve of Fura-2 ratio during NMDA stimulations before treatment.

Surface plasmon resonance.



Autre travaux RN

SPR experiments were performed on a Biacore T200 (GE Healthcare) at 25°C. HBS-EP buffer
was filtered through a 0.45pm membrane_filter and degassed prior to use. First, recombinant
Human HGF R/ MET Fc chimera were immobilized on the chip surface by amine coupling.
Briefly, recombinant MET receptor was diluted to 20pg/mL in 5mM Maleate solution at pH 6.2.
The diluted MET protein was soon covalently immobilized to a flow cell of CM5 sensor chip via
primary amine group, using standard Amine Coupling Kit. HGF, sc-tpA, tc-tpA were then
analyzed in a “Single Cycle kinetics” (SCK) models over the MET immobilized chip.

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

Neuronal transfection

Transfections were performed at 11 DIV on hypodense neuronal cultures. Neuronal cultures
were washed with HEPES and Bicarbonate Buffered Salt Solution (HBBSS; composition in
calcium video microscopy section) prior an 8 hours incubation in the presence of pPCDNA5-
GFP plasmid and lipofectamine® 2000 containing HBBSS. Then, HBBSS is replaced by
regular media as described above (hypodense neuronal cultures section).

Immunocytochemistry

Hypodense neuron cultures (13 DIV) were used to visualize neural extensions. Cultures
treated with tc-tPA (300nM) for 10 or 30 min and washed with HBBSS. Neurons were fixed in
paraformaldehyde 4% for 20min at room temperature, washed in PBS (0.1M) followed by a 1
hour blockage in PBS supplemented either with BSA 4% and 0.3% Triton X100 for the
permeability conditions or either with BSA 4% for the surface experiments. A rabbit anti-
GIuN2B N-term antibody (Alomone Labs, AGC-003, diluted 1:500) was incubated overnight at
4°C. Neurons were subsequently rinsed 3 times with PBS (0.1M) and were incubated 1 hour
at room temperature with an Alexa-Fluor 488-conjugated anti-rabbit secondary antibody
(Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA, 1:800). The specificity of the
immunoreactions was tested using a negative control procedure, i.e. the omission of primary

or secondary antibodies. Immunocytochemistry were examined with a Leica TCS SP8 confocal
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/STED microscope 3x microscope with an oil-immersion 100x, 1.44-N.A objective and further
processed using ImageJ software (NIH; Bethesda, MD, USA). The number of punctua per

100um on dendrites was calculated with the plugin"Trackmate”.
Immunoblotting.

Immunoblottings were performed from treated-cortical neurons (DIV12/13). Cells were
dissociated in ice-cold TNT buffer (50 mMTris-HCI, pH 7.4, 150 mMNacCl, and 0.5% Triton X-
100) supplemented with a cocktail of protease and phosphatase inhibitors. Debris were
removed by centrifugation (12,000 x g at 4°C, 20min). Protein quantification was performed
according to the BCA method. Proteins (20 pg) were resolved on polyacrylamide gel under
denaturing conditions and transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane. Membranes
were blocked with Tris-buffered saline (10 mM Tris and 200 mM NaCl, pH 7.4) containing 0.1%
Tween 20 and 1% BSA for 1h at room temperature. Blots were incubated overnight with
primary antibodies at 4°C. The primary antibodies used were anti-phospho-MET (Y 1234/1235)
(Santa Cruz Biotechnology, sc-101736, diluted 1:1000), anti-Met (R&D systems, AF527,
diluted 1:1000), anti-HGF (Invitrogen, SBF5, diluted 1:1000), anti-GluN2B (abcam, ab65783,
diluted 1:1000), anti-phospho-GIluN2B (Y1474) (abcam, ab194923, diluted 1:1000), anti-
GIuN2A (Y1325) (abcam, ab16646, diluted 1:1000), anti-GIuN2A (abcam, ab14596, diluted
1:1000), anti-GluN1 (Santa-Cruz Biotechnology, sc1467, diluted 1:1000), anti-actin ( Sigma-
Aldrich, A2066, diluted 1:1000). This step was followed by incubation with the appropriate
peroxydase-conjugated secondary antibody which were goat anti-rabbit (Sigma, A05445,
diluted 1:50000), rabbit anti-goat (Sigma, A8919, diluted 1:160000). Immunoblots were
revealed with an enhanced chemoluminescence ECL-Plus immunoblotting detection system
and imaged in an Image Quant LAS 4000 Device (GE Heathcare, Orsay, France).

Generation of transgenic mice

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

C57BL/6J tPA Null mice and their corresponding WT littermates (tPA+/+) were used in this
study. The mice were housed in standard polypropylene cages (22 x 37 x 19 cm, Charles
River, L'Arbresle, France; 5 mice per cage) containing nesting material and cardboard tubes.
These housing conditions were designed to meet animal welfare and to allow for the
expression of natural behaviors. The mice were maintained in a temperature and humidity-
controlled room (12-hour light/dark inverted cycle) and had free access to water and food
(Animal care facilities: Centre Universitaire de Ressources Biologiques (CURB), Caen
Normandy University, France; approval n° A14118015). All the experiments were performed
between 8AM-5PM in a room with dim illumination (6 Ix). All behavioural tests were performed
by an investigator blinded of the genotype. Our experimental methodology consisted of
investigating the major (social disabilities and RRSB) and associated (learning deficits,
depressive-like behavior) autistic criteria by means of a range of behavioral tests: ultrasonic
vocalizations recordings, actimetry, T-maze and forced swimming test (see below).

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

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

behaviours'?’.

T-maze- To assess learning performance, we used a T-maze which required the use of distal

landmarks to orientate properly*>7. The standard T-maze used in this study was constructed
of white plastic with three identical arms (31 x 8 x 15 cm; BMP Chaudronnerie, Bretteville-sur-
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Odon, France). Extra-maze distal cues were suspended on the black curtains of the room walls
at a distance of 123 cm from the maze (from the top of the cues to the center of the maze).
The behavioral procedure consisted of an acquisition phase during which one randomly-
chosen arm of the T-maze was closed with a guillotine door. Each mouse was then placed in
the start arm, the head facing away from the center of the maze, and allowed to freely visit the
accessible parts of the maze (Arm 1/Arm 2) for 5 min. Spatial performance was assessed
through the comparison of the number of visits made in each arm (considered only when the
mouse passed two-thirds of the arm). It has been shown that control mice examine the two
arms equivalently, therefore indicating the built of a spatial representation of the environment
by processing of remote spatial cues.

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

behavior of rodents*®'%8, Mice were gently placed in a glass cylinder (9 cm in diameter, 30 cm
high) filled with 20 cm of water (+25°C) for a single 6-min exposure. After intense escape-
directed behavior (i.e. swimming, climbing), animals stop struggling and show passive
immobile behavior. Duration of immobility was recorded during the last 4 min of the test. This
test reflects behavioral despair.

Statistics

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

PCR GENOTYPING

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

Excitotoxic neuronal death.

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

Figure 1. RNA sequencing analysis demonstrates downregulation of MET gene from
tPA Null. (a-e), Volcano plot of logz fold change versus significance (-logio(g-value)) for a
pairwise comparison of transcripts between tPA WT and tPA Null mice within 5 cerebral
structures. a, hippocampus with 18 genes up-regulated and 44 genes down-regulated. b,
amygdala with 39 genes up-regulated and 47 genes down-regulated. ¢, prefrontal cortex with
31 genes up-regulated and 79 genes down-regulated. d, parietal cortex with 91 genes up-
regulated and 63 genes down-regulated, e, entorhinal cortex with 29 genes up-regulated and
156 genes down-regulated. Heatmaps representing RNA sequencing gene expression which
are up and down-regulated by using a z-score scale in f hippocampus, g amygdala, h
prefrontal cortex, i parietal cortex, j entorhinal cortex. k, Representation of z score of MET
gene in 5 cerebral structures shows a significant downregulation of MET gene in amygdala
and entorhinal cortex in tPA Null mice. RNA-sequencing experiments originate from 3 tPA WT
animals and 3 tPA Null. Analysis and statistical analysis were performed by Helixio.

Data are represented as mean + SEM; *P< 0.05, **P<0.01, *** P< 0.001 indicate significantly
different between tPA WT and tPA Null.

Figure 2. tPA Null mice demonstrate autistic-like behaviors. a, Evaluation of the behavioral
phenotype of tPA knockout mice (tPA Null) and of their wild-type littermates (tPA WT). (a, b),
Ultrasonic vocalization recordings: npawt = 19; neanur = 20. ¢, Actimetry: npawt = 12; Nipa nui
= 15. (d, e), T-maze: npawr = 10; npanu = 14. f, Forced swimming test: neawr = 13; neanu =
15. g, Summary of autistic-like features in tPA Null mice. Friedman test (a), Mann-Whitney U-
tests (a-c), Wilcoxon signed-rank tests (d-e), Unpaired t-test (f). Data are represented as mean
+SEM, *P<0.05, **P<0.01,#P<0.01.

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

Figure 4. The tc-tPA activates MET receptors independently of Hepatocyte Growth
Factor (HGF) conversion. a, tc-tPA does not convert Pro-HGF in mature HGF. Pro-HGF (150
nM) was incubated at 37°C for 4 h without proteases (lane 1) or with 5,2 nM FXlla (internal
control), 150nM tc-tPA and 150nM sc-tPA. Immunodetection of aHGF after incubation.
Representative images of three independent experiments are presented. b, Resonance
surface plasmon does not reveal of interaction of sc-tPA and tc-tPA on MET receptor. Five
increasing doses (20nM, 60nM, 200nM, 600nM, 2uM) of sc-tPA and tc-tPA have been applied
on fixed MET receptor and no SPR signal have been detected. HBS is the buffer used for the
immobilization of MET receptor. Recombinant HGF has been used as control (0,5nM, 1,5nM,
5nM, 15nM, 50nM) showing an increase of SPR signal with an affinity (Kd) of 2,5x10°M.

Figure 5. NMDAR and MET form complexes at the neuronal surface modulating by sc-
tPA, tc-tPA and HGF. a, Immunoprecipitations with GIuN1 antibody revealed by western blot
against either MET or GIuN1 antibodies on primary cultures of cortical neurones
(representative blot of three independent experiments). b, Representative confocal microscopy
images of PLA staining on primary cultures of cortical neurons treated tPA buffer, HGF buffer,
sc-tPA (300nM), tc-tPA (300nM) and recombinant HGF (50ng/ml) for 45min. Magenta
fluorescent profiles represent regions of PLA signal amplifications denoting MET and NMDAR
proximity. ¢, Quantitative analysis of MET/NMDAR PLA signals. N = 18 concerning conditions
HGF buffer and HGF N = 18 and for tPA buffer, sc-tPA (300nM), tc-tPA (300nM) N =29 from
five independent cultures. (Data are represented as mean + SEM; * P < 0.05, ** P < 0.01 and
**** P < 0.0001 indicate significantly different from the corresponding control by Kruskal-Wallis
and Mann-Whitney tests).

Figure 6. The tc-tPA (300nM) induces a decrease on GluN2B phosphorylation (Y1474)
and total GIuN2B involving MET receptor. a, Representative western blot b, and analysis
mean density of the band for pGIuN2A (Y1325) and pGIuN2B (Y1474) on cultures of cortical
neurons incubated with sc-tPA (300nM) on time-dependent (10-30-60 minutes; n = 5
independent experiments). No significant difference with sc-tPA. ¢, Analysis mean density of
the band for total GIuN2A, total GIuN2B and total GluN1 (n = 5 independent experiments for
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GIuN2B and GluN1, n =3 for GIuN2A). No significant difference with sc-tPA. d, Representative
western blot. e, Analysis mean density of the band for pGIUN2A (Y 1325) and pGIuN2B (Y 1474)
on cultures of cortical neurons incubated with with tc-tPA (300nM) on time-dependent (10-30-
60 minutes; n = 4 independent experiments for GIuN2B (Y1474) and n = 7 for pGIuN2A
(Y1325) at 10-30minutes and n = 4 at 60minutes. The analysis reveals that tc-tPA induces a
decrease of pGIuN2B (Y1474) at 10-30 and 60 minutes. f, Analysis mean density of the band
for total GIUN2A, total GIuN2B and total GIuN1 (n = 4 independent experiments for GIuUN2B
and GluN1, n = 7 for GIuN2A at 10-30minutes and n = 4 at 60minutes). tc-tPA significantly
decreases total GIuN2B at 10-30 and 60 minutes and total GIuN1 at 10 minutes. g,
Representative western blot (h,i), and analysis mean density of the band for pGIUN2B (Y1474)
h, and total GIuN2B i, after treatment on cortical neurons with tc-tPA (300nM) for 10 min alone
or in combination with JNJ-38877605 (500nM). JNJ-38877605 significantly reverses the level
of pGIuN2B (Y1474) but not the level of total GIuN2B (n = 4 independent experiments for
pGIuN2B (Y1474) and total GIuN2B. All data are represented as mean + SEM, * P < 0.05; **
P < 0.01 indicate significantly different from the corresponding control by Mann-Whitney test.
# P < 0.05 indicate significantly different between treatments by Mann-Whitney test. ns = non-
significant.

Figure 7: The tc-tPA induces an early degradation of GluN2B

Pre-treatment for 2 hours with the Lactacystin (5uM) on cortical neurons (13 DIV) and 10
minutes of tc-tPA (300nM) treatment with or without Lactacystin. a, Representative western
blot, and analysis mean density of the band for total GIuUN2B. The tc-tPA with Lactacystin
significantly reverse the level of GIuN2B compared to tc-tPA alone. n = 4 independent
experiments. All data are represented as mean + SEM, * P < 0.05; indicate significantly
different from the corresponding control by Mann-Whitney test. # P < 0.05 indicate significantly
different between treatments by Mann-Whitney test. b, Timeline of the immunocytochemistry
experiments. ¢, Representative images of cortical neurons (13 DIV) using for
immunocytochemistry experiments. Scale bar = 50uM. d, in preparation. e, tc-tPA (300nM)
significantly decreases total GIUN2B in permeabilized conditions at 10 and 30 minutes. n= 11
neurons and 16 dendrites for control, n = 6 neurons and 14 dendrites for tc-tPA 10 minutes
and n =12 neurons and 15 dendrites for tc-tPA 30 minutes. * P < 0.05; **** P < 0.0001 indicate
significantly different from the corresponding control by Kruskal-Wallis test. f and g, in
preparation. Scale bar = 10uM.

Figure 8. Inhibition or activation of the HGF-MET axis controls the tPA-dependent NMDA
receptor-mediated neuronal calcium influx. Calcium video imaging performed on primary
cultures of cortical neurons (13 DIV). After control NMDA stimulations (25 mM) used as
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baseline, neurons were incubated for 45min with (a,b) JNJ-38877605 buffer + tPA buffer
(control, n =88 cells), JNJ-38877605 (500nM; n = 91 cells), sc-tPA (300nM; n = 77 cells) and
tc-tPA (300nM; n = 98 cells) alone or combined with JNJ-38877605 (n = 82 cells and n = 98
cells respectively. (c,d), HGF buffer + tPA buffer (control, n = 96 cells), rHGF (50ng/mL; n =
91 cells), sc-tPA (300nM; n = 93 cells) and tc-tPA (300nM; n = 100 cells) alone or combined
with rHGF (n = 89 cells and n = 88 respectively). Percentage of stimulation or inhibition after
incubation were calculated for each individual cell and reported as the percentages of
responsiveness for each group (n = 3 independent experiments, mean + SEM). #, indicates
significant difference for the comparison of pre- and post-incubation responses by Wilcoxon
signed-rank test (P < 0.0001). **** indicates significantly different from the corresponding
control by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (P < 0.0001).

Supplementary

Supplementary 1: Genetic validation of tPA Null mice.

a, Generation of tPA Null mice leads to a deletion of exon 3 which is the first coding exon for
tPA gene. b, Genetic validation of tPA gene deletion by PCR genotypage. A Lox P site is
surrounded of Lf and Lr primers which generate a PCR fragment of 219 base pairs concerning
tPA WT allele and which is absent for tPA Null allele. No modification for the size of PCR
fragments between Lf and Lxr primers. PCR fragments between Lf and Er primers are of 1303
base pairs concerning tPA WT allele and 411 base pairs for tPA Null allele.

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

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

Supplementary 4: The blockage or the MET activation affects the potentiation of NMDA-
mediated neuronal death. Neuronal death was assessed on primary cultured cortical neurons
(12-14 DIV) by measuring LDH release in the bathing media after 24 hours exposure to NMDA
(10uM), sc-tPA (300nM) and tc-tPA (300nM) alone or combined with a, rHGF (50ng/mL; n =6,
mean + SEM) or b, JNJ-38877605 (500nM; n = 7, mean + SEM), ¢, DO-24 (50ng/mL; n =5,
mean + SEM), d, SU11274 (2uM; n= 5, mean = SEM). *, indicates significantly different from
the corresponding control by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (P < 0.05).
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Implication du tPA cérébral dans la régulation des comportements et le remodelage
des perineuronal nets

Résumé

L’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) est une sérine protéase initialement décrite dans le compartiment
vasculaire pour son réle dans les processus de fibrinolyse. Le tPA est également retrouvé dans le parenchyme cérébral ou il
est exprimé par différents types cellulaires et notamment par les neurones. Cette protéase est impliquée dans de nombreuses
fonctions cérébrales telles que la plasticité synaptique, la modulation de la neurotransmission glutamatergique et régule
également les processus cognitifs et émotionnels. L'implication du tPA dans ces différentes fonctions est dépendante de sa
capacité a convertir le plasminogéne en plasmine ou a interagir avec différents récepteurs. L’étude des fonctions du tPA a
été essentiellement réalisée dans des modeles d’invalidation constitutive du gene codant le tPA (Plat) et ne permettent pas
de rendre compte de son expression au sein de différents types cellulaires et régions cérébrales.

Lors d’'une premiére étude nous avons utilisé une souris transgénique, tPA Flox permettant la délétion conditionnelle du tPA
dans les régions cérébrales, grace au systeme Cre-lox, ainsi qu’une souris tPA Null, déficiente en tPA de maniére constitutive.
Chez les souris tPA Null, nous avons mis en évidence une diminution de I'anxiété-trait, une hyperactivité locomotrice ainsi
que des déficits de la mémoire spatiale. De maniére intéressante la délétion conditionnelle du tPA dans le gyrus denté de
I"hippocampe a révélé une augmentation de I'activité locomotrice chez les souris tPA Flox. Parallélement nous avons montré
que la délétion du tPA dans le noyau central de I'amygdale augmente I'activité locomotrice et diminue I'anxiété des animaux.
Nous avons également montré que le tPA est exprimé dans les interneurones PKCS dans I'amygdale centrale.

La seconde partie de ces travaux visait a étudier I'implication du systéme tPA/plasmine dans le remodelage des réseaux
périneuronaux (PNNs), une structure spécifique de la matrice extracellulaire entourant les interneurones a parvalbumine
(PV). L'utilisation d’un outil rapporteur de I'activité du géne Plat couplée a des analyses électrophysiologiques et par single-
cell RT-PCR nous a permis de mettre en évidence I'expression du tPA par les interneurones PV. Nous montrons que la délétion
conditionnelle du tPA dans les interneurones PV augmente la densité des PNNs, suggérant un rdle de cette protéase dans
leurs modulations. In vitro, nous mettons en évidence que le tPA influence le remodelage des PNNs par un mécanisme
dépendant de I'activation du plasminogéne en plasmine, elle-méme responsable du clivage de I'aggrécan, un composant
majeur de ces structures.

Ces résultats sont novateurs et permettent une meilleure compréhension du réle du tPA et de la plasmine dans les réponses
comportementales et dans le remodelage de la matrice extracellulaire.

Mots clés : tPA, comportement, neurones, PNNs, PV.

Abstract

Tissue-type plasminogen activator is a serine protease, initially describe in the vascular compartment for its role in

fibrinolysis processes. tPA is also found in the cerebral parenchyma where it is expressed by different cell types, being notably
expressed by neurons. This protease displays different roles including synaptic plasticity, modulation of glutamatergic
neurotransmission and also regulates cognitive and emotional processes. tPA’s involvement in these different functions
depends on its ability to convert plasminogen into plasmin or to interact with different receptors. The study of tPA’s functions
has been mainly performed in models constitutively deficient for tPA gene (Plat) and does not allow to account for its
expression within different cell types and brain regions.
In a first study we used a transgenic mouse, tPA Flox, which allows the conditional deletion of tPA in brain regions, thanks to
the Cre-lox system, as well as a tPA Null mouse, constitutively deficient in tPA. In tPA Null mice, we have demonstrated a
decreased anxiety, a locomotor hyperactivity and spatial memory deficits. Interestingly, the conditional deletion of tPA in the
dentate gyrus of the hippocampus revealed an increase in locomotor activity in tPA Flox mice. At the same time we showed
that tPA deletion in the central nucleus of the amygdala increases locomotor activity and decreases anxiety of mice. We also
showed that tPA is expressed in PKC6-positive interneurons in the central amygdala.

The second part of my work aimed at studying the involvement of the tPA/plasmin system in the remodeling of perineuronal
nets (PNNs), a specific structure of the extracellular matrix surrounding parvalbumin (PV) interneurons. Using a reporter
construct of the Plat gene activity coupled with electrophysiological and single-cell RT-PCR analyses, we were able to highlight
the expression of tPA by PV interneurons. We show that the conditional deletion of tPA in PV interneurons increases the
density of PNNs, suggesting a role of this protease in their modulations. In vitro, we show that tPA influences the remodeling
of PNNs by a mechanism dependent of the activation of plasminogen into plasmin, which is responsible for the cleavage of
aggrecan, a major component of these structures.

These results are novel and allow a better understanding of the role of tPA and plasmin in behavioral responses and
extracellular matrix remodeling.

Key words: tPA, behavior, neurons, PNNs, PV.



