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Résumé  

La régulation du débit sanguin cérébral (DSC) implique des mécanismes complexes 

ayant des influences directes sur les fonctionnements et les dysfonctionnements du 

cerveau. Parmi ces mécanismes, il a été proposé que l’activateur tissulaire du 

plasminogène (tPA) de la famille des sérines protéases, pourrait jouer un rôle dans la 

modulation du couplage neurovasculaire (CNV) induit par la stimulation des vibrisses 

chez le rongeur, par son mécanisme d’action sur les récepteurs N-Méthyl-D-Aspartate 

(NMDA). Dans cette étude, via l’utilisation de souris tPANull, des délétions 

conditionnelles du tPA endothélial ou de la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA 

endothéliaux, des parabioses entre des souris tPAWT et tPANull, des délétions induites 

par des transfections hydrodynamiques du tPA hépatique, une hépatectomie partielle 

et des approches pharmacologiques chez la souris, nous avons pu dévoiler ce 

mécanisme. Nous démontrons ainsi que les concentrations physiologiques de tPA 

vasculaire, principalement produit et libéré par les cellules endothéliales hépatiques 

de manière dépendante des récepteurs de la bradykinine de type 2, favorisent le CNV, 

par un mécanisme dépendant des récepteurs NMDA endothéliaux du cerveau. Ces 

données mettent en évidence un nouveau mécanisme de régulation du CNV, 

impliquant à la fois les récepteurs NMDA et le tPA endothéliaux. 

 

Mots clés : tPA, récepteur NMDA, CNV, bradykinine, cellule endothéliale, hepatocyte, 

cerveau, foie. 

 

Abstract  

Regulation of the cerebral blood flow (CBF) involves complex mechanisms with direct 

influences on brain functions and dysfunctions. Among these mechanisms it was 

proposed that the serine protease tissue-type plasminogen activator (tPA) could play 

a role in the control of neurovascular coupling (NVC) induced by whiskers stimulation 

in rodents through its action on N-methyl-D-Aspartate receptors (NMDARs). In the 

present study, using tPANull mice, conditional deletions of either endothelial tPA or 

endothelial NMDARs, parabioses between wild-type and tPANull mice, hydrodynamic 
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transfections-induced deletion of hepatic tPA, hepatectomy and pharmacological 

approaches in mice, we have unveiled this mechanism in detail. We thus demonstrate, 

that physiological concentrations of vascular tPA, mainly produced and released by 

the liver endothelial cells in a bradykinin type 2 receptors-dependent manner, promotes 

NVC, by a mechanism dependent of brain endothelial NMDA receptors. These data 

highlight a new mechanism of the regulation of NVC involving both endothelial tPA and 

NMDA receptors. 

 

Key words: tPA, NMDA receptor, NVC, bradykinin, endothelial cell, hepatocyte, brain, 

liver. 
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Liste des abréviations  

7-CIKA 7-chlorokynurenic acid 

AA Acide Arachidonique 

ABD Agonist-Binding Domain - Domaine de liaison de l’agoniste 

ACE Angiotensin Converting Enzyme - Enzyme de conversion de l’angiotensine  

ACh Acéthylcholine 

ACM Artère Cérébrale Moyenne 

ADNc ADN complémentaire 

AGT Angiotensinogène 

AMPA α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate 

Ang Angiotensine 

AP5 Acide 2-amino-5-phosphonopentanoique 

APA Aminopeptidase A 

APN Aminopeptidase N 

ARNm ARN messager 

a-SMA α-Smooth Muscle Actin 

ATF6 Activating transcription factor 6 – Activateur de facteur de transcription 

ATP Adénosine Triphosphate 

AVC Accident Vasculaire Cérébrale 

BHE Barrière Hémato-Encéphalique 

BK Bradykinine 

BOLD Blood Oxygen Level Dependent 

CDK2 Cyclin-Dependant Kinase 2 

CNV Couplage neurovasculaire 

COX-2 Cyclooxygénase 2 

DACH1 Gène Dachshund 

DSC Débit Sanguin Cérébral 

EET Acide époxyeicosatriénoique 

EGF Epidermal Growth Factor 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 

eNOS NO Synthase endothéliale 
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EPSC Excitatory Postsynaptic Currents 

FDP Produits de dégradation de la fibrine 

GPCR Récepteur couple aux protéines G 

HK Kininogène de haut poids moléculaire 

IEC Inhibiteurs de l’enzyme de conversion 

iGluR Récepteurs ionotropes du glutamate 

iNOS NO synthase inductible 

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphate 

IRM Imagerie par Résonance Magnétique 

IRMf Imagerie par Résonance Magnétique fonctionnelle 

K2 Kringle 2 

KCa Canaux potassiques calcium dépendant 

KD Kallidine 

KIR Canaux potassiques rectifiant entrant 

KO Knockout 

LBS Lysine Binding Site 

LDL Low Density Lipoprotein 

LK Kininogène de bas poids moléculaire 

LRP Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 

LTD Long Term Depression - Dépression à long terme 

LTP Long Term Potentiation - Potentialisation à long terme 

mGluR Récepteurs métabotropes du glutamate 

MMP Matrix metalloproteinase 

NMDA N-Méthyl-D-Aspartate 

nNOS NO synthase neuronale 

NO Monoxyde d’azote 

NS Neuroserpine 

PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor-1 - Inhibiteur de type 1 du plasminogène 

PDGF-CC Platelet-Derived Growth Factor CC 

PDGFR-α Platelet-Derived Growth Factor Receptor α 

PGE2 Prostaglandines E2 

PKA Protéine Kinase A 

PKC Protéine Kinase C 



 
11 

PLA2 Phospholipases A2 

PLAT Plasminogen Activator Tissue type 

ROS Reactive Oxygen Species - Espèces réactives de l’oxygène 

rtPA tPA recombinant 

sc-tPA single-chain tPA – tPA simple chaine 

Serpine SERine Protease INhibitor 

SKK Système kinine-kallicréine 

SNC Système Nerveux Central 

SRA Système rénine-angiotensine 

tc-tPA two-chain tPA – tPA double chaine 

TEP Tomographie par Emission de Positrons 

tPA tissue-type Plasminogen Activator - activateur tissulaire du plasminogène 

uPA Urokinase plasminogen activator  

uPAR Urokinase plasminogen activator receptor 

WT Wild-type  
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1. L’activateur tissulaire du plasminogène 

 

L’activateur tissulaire du plasminogène (tissue-type Plasminogen Activator, tPA) 

est une sérine protéase capable de cliver le plasminogène en plasmine, permettant 

ainsi la dégradation de la fibrine, un des constituants majeurs des caillots sanguins. 

Par sa capacité de fibrinolyse, le tPA est à ce jour le seul traitement pharmacologique 

utilisé pour la phase aigüe des accidents vasculaires cérébraux (AVC) ischémiques. 

Cette protéase retrouvée principalement dans la circulation sanguine est également 

exprimée dans le système nerveux central (SNC) et joue différents rôles physio-

pathologiques. 

 

 Historique 

 

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

décédées ne coagulait pas et cette observation a été corroborée par Morgani en 1761 

(Morgani, 1761). Ironiquement, Morgani a fait ses observations sur des patients 

atteints d’apoplexie (terme médical historique désignant l’accident vasculaire 

cérébral), ignorant que deux cents ans plus tard, c’est en partie grâce à ses 

observations que naitra un traitement capable de solubiliser les caillots sanguins dans 

le cas des AVC. En 1843, Andral constate que le sang coagulé peut se liquéfier à 

nouveau, apportant ainsi les premiers fondements de la compréhension de la 

fibrinolyse (Andral, 1843). Denys, Marbaix et Dastre déterminent l’existence d’une 

enzyme fibrinolytique responsable de ce mécanisme, ils nommeront cette activité 

protéolytique la fibrinolyse (Dastre, 1893 ; Denys & de Marbaix, 1889). Hedin réussit à 

identifier plus tard le plasminogène, précurseur de la plasmine qui est responsable de 

la dégradation de la fibrine (Hedin, 1903). Cependant, l’origine de l’activation de ce 

précurseur en conditions physiologiques était encore confuse. 

 

C’est en 1952 que la fibrinokinase, ancien nom du tPA, a été isolée pour la 

première fois (Astrup & Stage, 1952). Elle fut ensuite caractérisée dans la circulation 

sanguine en 1979 (Binder et al., 1978), puis dans l’utérus où l’enzyme a été purifiée à 
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partir de surnageants de cultures cellulaires de mélanome humain. La protéine fut 

renommée par la suite activateur tissulaire du plasminogène (Rijken & Collen, 1981). 

 

La première administration du tPA chez l’Homme a été réalisée en 1981, pour 

traiter des patients atteints de thrombose de la veine rénale à la suite d’une 

transplantation (Weimar et al., 1981). Par la suite, le gène du tPA a été cloné puis 

produit sous forme recombinante par des bactéries E.coli (Pennica et al., 1983). Cela 

a permis de réaliser les premières études cliniques sur des patients souffrant 

d’infarctus du myocarde ; l’injection intraveineuse du tPA a permis une recanalisation 

complète des artères coronaires (van de Werf et al., 1986). A la suite de ces avancées 

et désormais le tPA est utilisé comme agent thrombolytique lors d’un AVC ischémique 

(National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 

1995), et reste le seul agent pharmacologique autorisé lors de la phase aigüe d’un 

AVC ischémique. 

 

 Structure 

 

Le tPA est une glycoprotéine de 70 kDa qui appartient à la famille des sérines 

protéases. Composée de 527 acides aminés (Pennica et al., 1983), cette protéase est 

encodée par le gène Plasminogen Activator Tissue type (PLAT) situé sur le 

chromosome 8 chez l’Homme (Yang-Feng et al., 1986). 
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Sécrété dans l’organisme sous forme de polypeptide simple chaine (single-chain 

tPA, sc-tPA), il est rapidement transformé en polypeptide double chaine (two-chain 

tPA, tc-tPA ; Rijken & Collen, 1981), une forme plus active catalytiquement. La 

conversion en tc-tPA se produit via le clivage de la forme sc-tPA, au niveau de la liaison 

entre l’Arginine275 et l’Isoleucine276
.  Cette liaison peptidique est hydrolysée par d’autres 

protéases comme la plasmine ou les kallicréines (Tachias & Madison, 1997). La chaine 

légère du tc-tPA a ainsi un poids moléculaire de 33 kD contenant 252 acides aminés, 

la chaine lourde quant à elle fait 39 kD pour 275 acides aminés (Pennica et al., 1983). 

Malgré l’hydrolyse du sc-tPA, les deux chaines restent quand même connectées via la 

formation d’un pont disulfure entre deux Cystéines (Cys299 et Cys430) et un pont 

électrolytique localisé entre une Arginine302 et une Glutamine430 (Lamba et al., 1996). 

Comme vu plus haut, la forme double chaine du tPA est plus active que la forme simple 

chaine, mais les deux formes possèdent la même activité fibrinolytique en présence 

de fibrine (Rijken et al., 1982). 

 

Morphologiquement, le tPA possède cinq domaines possédant différentes 

fonctions sur ses chaines, répartis comme suit : 

Figure 1 : La distribution de grains d’argent autoradiographiques 

représentant la localisation de l’ADNc du tPA sur le chromosome 8. La majorité 

des sondes (81%) sont fixées entre les bandes 8p12 et 8q11.2, correspondant au 

gène du tPA (Yang-Feng et al., 1986) 
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La chaine lourde : 

• Le domaine finger, possédant une similitude avec le site de la fibronectine. 

Il permet la liaison du tPA à la fibrine (Kagitani et al., 2878), aux récepteurs 

aux lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoprotein Receptor-

related Protein, LRP), responsables de l’endocytose du tPA par les cellules 

hépatiques (Vivien et al., 2011), ainsi qu’à l’annexine II, impliqué dans 

l’activation microgliale, la fibrinolyse et la néoangiogénèse (Ling et al., 2004 

; Siao & Tsirka, 2002). 

• Le domaine EGF est capable d’activer les récepteurs au facteur de 

croissance épidermique (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR ; 

Correa et al., 2011) et ainsi d’améliorer la recapture du tPA par les 

hépatocytes après sa glycolisation (Hajjar & Reynolds, 1994). 

• Le domaine kringle 1 contient un site Asn117, permet la clairance du tPA 

grâce à la glycosylation de celui-ci et augmente ainsi l’affinité aux récepteurs 

du mannose, bordant les cellules hépatiques (Kuiper et al., 1988). 

• Le domaine kringle 2 a une plus faible affinité avec la fibrine que le domaine 

finger, mais permet de stabiliser le complexe tPA-plasminogène-fibrine (van 

Zonneveld et al., 1986). Il active le facteur de croissance dérivé des 

plaquettes (Platelet-Derived Growth Factor-CC, PDGF-CC ; Su et al., 2017) 

stimulant ainsi la croissance tissulaire. Le domaine interagit également avec 

la sous-unité GluN1 des récepteurs N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA ; Lopez-

Atalaya et al., 2008). 

 

La chaine légère : 

• Le domaine sérine protéase dans laquelle la fonction catalytique est ancrée, 

permet ainsi de convertir le plasminogène en plasmine (Macdonald et al., 

1986). C’est également le site de liaison de l’inhibiteur le plus courant du 

tPA, l’inhibiteur de type 1 du plasminogène (Plasminogen Activator Inhibitor-

1, PAI-1 ; Andreasen et al., 1986). 
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 Expression du tPA 

1.3.1. Expression et distribution du tPA circulant 

 

Le tPA est principalement exprimé dans le compartiment sanguin, à une 

concentration d’environ 70 pM (Binder et al., 1978). Il est synthétisé et libéré 

essentiellement par les cellules endothéliales vasculaire (Levin & Loskutofft, 1982). 

Son stockage dans ces cellules reste incertain. Des études suggèrent que le tPA serait 

situé au sein des corps de Weibel-Palade, dont la principale protéine stockée est le 

facteur de von Willebrand (Huber et al., 2002 ; Sadler, 1998). Dans d’autres études 

plus récentes, il a été observé que le tPA serait stocké dans de petits granules distincts 

des corps de Weibel-Palade car ils sont dépourvus de facteurs de von Willebrand 

(Emeis et al., 1997 ; Knipe et al., 2010 ; Knop et al., 2004). Le tPA peut alors être libéré 

par deux voies de sécrétions différentes : la voie constitutive et la voie contrôlé.  

 

Figure 2 : Structure de l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) simple et 

double chaine. Représentation schématique du tPA sous la forme simple (A) et double 

chaine (B), composé de cinq domaines bien distincts. Les ponts disulfures sont 

représentés par des barres noires, en rouge les différents sites de glycosylation et le pont 

électrolytique en pointillés noirs (Chevilley et al., 2015) 
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• La sécrétion constitutive : 

 

L’exocytose du tPA via la voie constitutive permet une protection de la surface 

des cellules endothéliales vasculaire. En effet, la surface interne des vaisseaux 

sanguins étant une niche propice à la formation de fibrine. Le tPA libéré peut ainsi 

exercer son activité fibrinolytique et maintenir une perméabilité vasculaire adéquate. 

Cette activité fibrinolytique est modulée par la présence de l’inhibiteur de l’activateur 

du plasminogène de type 1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1, PAI-1). Il est présent 

en plus grande quantité que le tPA dans le compartiment vasculaire, et limite ainsi 

l’activité du tPA avec une demi-vie d’environ cinq minutes (Suzuki et al., 2009). 

 

• La sécrétion contrôlée :  

 

Le tPA peut être libéré en supplément de la voie constitutive, via différents 

facteurs. Pour que les cellules endothéliales puissent fournir le tPA selon les 

demandes, celui-ci est stocké dans des vésicules comme décrit plus haut. A la suite 

d’un stimulus, via une voie de signalisation encore mal connue, impliquant une 

activation de protéines-G et une augmentation de calcium intracellulaire, le tPA peut 

être libéré dans la circulation (Knop & Gerke, 2002 ; van den Eijnden-Schrauwen et 

al., 1997).  

 

Il existe différents facteurs permettant d’activer cette voie, pouvant être d’origine 

pharmacologique comme la desmopressine (Allen et al., 1985) ou la bradykinine 

(Brown et al., 1997), ainsi que certains agonistes issus de la cascade de coagulation 

(Emeis et al., 1997). D’autres facteurs d’origine hémodynamique peuvent également 

stimuler la libération de tPA ; en effet des études observent une augmentation de tPA 

plasmatique à la suite d’une occlusion veineuse d’un membre (Keber, 1988 ; Petäjä, 

1989). 
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La capacité de synthèse du tPA par les cellules endothéliales peut varier en 

fonction du diamètre des vaisseaux ainsi que sa localisation dans l’organisme. Chez 

l’Homme, le tPA serait localisé en partie dans les cellules endothéliales tapissant les 

artères thoraciques internes, coronaires, la veine saphène ainsi que l’aorte (Padró et 

al., 1995 ; Salame et al., 2000 ; Steins et al., 1999). Les vaisseaux sanguins des 

membres supérieurs sont également plus sujets à libérer du tPA que les membres 

inférieurs (Keber, 1988). 

 

Même si depuis des décennies, il est apparent que la majeure source de tPA 

circulant provient des cellules endothéliales, une étude à récemment observé une 

autre source de production du tPA circulant.  En effet, les hépatocytes présents dans 

le foie, joueraient un rôle important dans le niveau basal de tPA plasmatique. Le gène 

Dachshund (DACH1), codant pour un corépresseur transcriptionnel et jouant un rôle 

dans la différentiation cellulaire durant le développement (Popov et al., 2010), réprime 

Figure 3 : La cascade de libération et d’activation du tPA à la fibrinolyse d’un 

thrombus vasculaire. Les agents pharmacologiques interagissent avec les 

récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) à la surface des cellules endothéliales. 

L’augmentation de calcium intracellulaire stimule la libération du tPA stocké dans 

des granules vers la circulation. Le tPA converti le plasminogène contenu dans le 

caillot en plasmine pour que lui-même à son tour puisse dégrader la fibrine insoluble 

en produits de dégradations de la fibrine soluble (FDP). Ce processus est inhibé par 

l’inactivation du tPA par le PAI-1 et la plasmine par l’intermédiaire de l’α2-

antiplasmine. (Oliver et al., 2005). 
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également un activateur de facteur de transcription (Activating transcription factor 6 ; 

ATF6) présent dans les hépatocytes (Ozcan et al., 2016). ATF6 serait responsable de 

l’expression du gène PLAT codant pour le tPA. Une délétion conditionnelle de DACH1 

dans les hépatocytes se traduirait par une surexpression du gène PLAT, visible via 

une augmentation de la concentration et de l’activité du tPA plasmatique (Zheng et al., 

2019).  

 

 

 

 

1.3.2. Expression et distribution du tPA périphérique 

 

Le présence du tPA et de son ARN messager (ARNm) est observable dans 

différents organes tels que les reins, la prostate, les poumons, les muscles ou le cœur 

(Rouf et al., 1996). La présence du tPA est souvent associée à un remodelage 

tissulaire, par exemple, son expression dans l’utérus favorise la mise en place de 

l’endomètre, l’implantation de l’embryon et le déclanchement des menstruations 

(Lockwood & Schatz, 1996). 

 

Figure 4 : Le foie et les cellules endothéliales contribuent au taux basal de tPA 

plasmatique. Les cellules endothéliales participent à la libération du tPA via les 

voies d’exocytoses constitutives et contrôlées. Le foie exprime le tPA via l’activateur 

de facteur de transcription 6 (ATF6) et régulé par le corépresseur transcriptionnel 

DACH1. (Gonias, 2019) 
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1.3.3. Expression et distribution du tPA dans le système nerveux central 

 

Soreq et Miskin ont été les premiers à observer l’expression du tPA dans le SNC 

(Soreq & Miskin, 1983), plus précisément au niveau des cellules endothéliales 

cérébrales mais également dans les neurones chez le rongeur. Par la suite, son niveau 

d’expression et sa distribution dans différentes structures cérébrales ont été décrits, 

plus précisément au sein du cervelet, de l’hippocampe, du néocortex et du striatum 

(Sappino et al., 1993). Ces régions dans lesquelles l’expression du tPA est élevée sont 

des régions qui subissent de nombreux remodelages synaptiques, associés 

notamment aux phénomènes d’apprentissage et de mémoire.  

Figure 5 : Activité du tPA périphérique. L’activité du tPA est mesurée sur 

différents échantillons de tissus humains en unité internationale (UI) par gramme de 

tissu frais. (Rouf et al., 1996). 
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A l’échelle cellulaire, le tPA est exprimé par la majorité des types cellulaires du 

SNC.  

 

• Dans les neurones : le tPA est synthétisé en conditions basales et stocké 

dans des vésicules présynaptiques et au niveau des dendrites (Parmer et 

al., 1997 ; Shin et al., 2004). Lors d’une activité neuronale, la dépolarisation 

libère le tPA via une exocytose dépendante du calcium dans l’espace 

extracellulaire (Pittman, 1985). L’expression neuronale du tPA est 

cependant restreinte, en effet, il serait synthétisé au niveau des neurones 

glutamatergiques excitateurs pyramidaux (Louessard et al., 2016). 

 

Figure 6 : Localisation du tPA dans le SNC chez la souris. A : Localisation des 

ARNm du tPA par Northern Blot au niveau de différentes régions cérébrales. B : 

Activité protéolytique du tPA détectée par zymographie in situ dans différentes 

régions cérébrales. C : Coupe coronale d’un cerveau de souris coloré au crésyl 

violet mettant en évidence les régions de protéolyse catalysée par le tPA : A = 

Amygdale, H = Hypothalamus, DG = Gyrus Denté, CA = Corne d’Ammon. D : ARNm 

du tPA révélé par hybridation in situ sur une coupe coronale d’un cerveau de souris. 

E : Activité protéolytique du tPA détectée par zymographie in situ sur une coupe 

coronale de cerveau de souris. (Adaptée de (Sappino et al., 1993)). 
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• Dans les astrocytes : ces derniers sont capables de synthétiser et libérer 

du tPA ainsi que l’un de ses inhibiteurs, le PAI-1 (Kimura et al., 2000). Une 

fois le tPA libéré dans la fente synaptique par les neurones, les astrocytes 

peuvent recapturer le tPA via la fixation du domaine finger du tPA avec les 

récepteurs LRP (Cassé et al., 2012). Ainsi, les astrocytes sont capables de 

réguler la quantité de tPA présent dans la fente synaptique et de moduler la 

neurotransmission en limitant les interactions tPA-NMDAR.  

 

• Dans les oligodendrocytes : l’expression du tPA dans les oligodendrocytes 

matures a été mise en évidence au niveau du corps calleux. Par ailleurs, 

son expression tant à diminuer avec l’âge (Correa et al., 2011) 

 

• Dans la microglie : la production du tPA a été observée au niveau des 

cellules microgliales de l’hippocampe (Rogove et al., 1999 ; Tsirka et al., 

1995). Sa libération entraine l’activation microgliale, impliquée dans des 

processus inflammatoires et neurodégénératifs (Siao et al., 2003).  

 

  Le tPA a également été localisé au sein des mastocytes et des épendymocytes 

(Louessard et al., 2016). 
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 Fonctions du tPA 

1.4.1. Fonctions vasculaires du tPA 

1.4.1.1. Fibrinolyse 

 

La fibrinolyse correspond à un mécanisme permettant la dissolution des caillots 

composés de fibrine, empêchant ainsi l’obstruction des vaisseaux sanguins. L’enzyme 

clé de ce processus est la plasmine, qui possède deux fonctions physiologiques 

principales : la dégradation de la fibrine incrustée sur la paroi interne des vaisseaux 

en produits de dégradation de la fibrine soluble (FDP), et la dégradation de matrices 

extracellulaires facilitant le remodelage tissulaire et la migration cellulaire (Lin et al., 

2020). La plasmine est sécrétée par le foie sous la forme d’une pro-enzyme inactive : 

le plasminogène. Elle peut être activée par deux activateurs du plasminogène, 

l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) et l’activateur du plasminogène de type 

urokinase (uPA ; Collen & Lijnen, 1991). Une fois activée, la plasmine est rapidement 

Figure 7 : Expression du tPA au sein de différents types cellulaires du SNC 

chez la souris adulte. Le tPA a été marqué en rouge afin de le localiser dans les 

cellules du SNC. Les flèches blanches indiquent les amas de tPA présents dans les 

cellules. (Adaptée de (Louessard et al., 2016)). 
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régulée par un inhibiteur spécifique, l’α2-antiplasmine et un inactivateur de protéase 

non spécifique, l’α2-macroglobuline (Holmes et al., 1987).  

En absence de cofacteurs, le tPA possède une faible activité sur le 

plasminogène. C’est par le biais des domaines finger et kringle 2 que le tPA possède 

une forte affinité pour la fibrine, la formation du complexe ternaire tPA-fibrine-

plasminogène va aboutir à une augmentation de son activité catalytique qui sera 

multiplié par 100 (Hoylaerts et al., 1982). Cette spécificité fait que le tPA ne peut agir 

qu’à proximité du thrombus et ainsi épargner le plasminogène circulant.  

En revanche, la genèse de plasmine par l’uPA se produit principalement à 

proximité de cellules endothéliales présentant à leur surface le récepteur à l’uPA 

(uPAR). L’uPA en se fixant sur son récepteur va pouvoir activer le plasminogène en 

plasmine se trouvant à proximité, ce dernier pourra donc dégrader la matrice 

extracellulaire. 

 

 

 

 

 Une dérégulation du système fibrinolytique peut entrainer un emballement de la 

fibrinolyse, appelée l’hyperfibrinolyse, augmentant considérablement le risque 

Figure 8 : Le système fibrinolytique. Le tPA sécrété par les cellules endothéliales 

va convertir le plasminogène en plasmine à proximité du caillot, permettant la 

dégradation des dépôts de fibrine en produits de dégradation de la fibrine (FDP). 

Ce système peut être régulé par l’inhibition du tPA par PAI-1, ou par l’inhibition de 

la plasmine par l’α2-antiplasmine. (D’après (Bhattacharjee & Bhattacharyy, 2014)). 



 
28 Introduction : L’activateur tissulaire du plasminogène 

d’hémorragie ainsi qu’une altération de la barrière hémato-encéphalique (BHE ; 

Marcos-Contreras et al., 2016). Afin d’éviter l’hyperfibrinolyse, deux principaux 

inhibiteurs vont réguler le système, l’α2-antiplasmine, comme vu plus haut, va inhiber 

directement la plasmine, et le PAI-1 qui inactivera le tPA.  

 

1.4.1.2. Rôle dans la perméabilité de la barrière hémato-

encéphalique 

 

La barrière hémato-encéphalique (BHE) est une structure qui protège le 

parenchyme cérébral de l’entrée de substances potentiellement nocives présentes 

dans la circulation sanguine et maintient l’homéostasie du SNC. Présente au niveau 

des capillaires, elle est formée par les cellules endothéliales cérébrales reliées entre 

elles par des jonctions serrées et adhérentes, limitant ainsi la quantité de flux 

paracellulaire (Rubin & Staddon, 1999). Ces cellules endothéliales sont soutenues 

structurellement et fonctionnellement par des péricytes, une lame basale et par des 

astrocytes (Abbott et al., 2006).  

 

 

 

 

Figure 9 : Structure et fonction de la BHE. La BHE est constituée par les cellules 

endothéliales reliées par des jonctions serrées, la lame basale, les péricytes et les 

astrocytes (a). Représentation schématique des différentes voies de transport 

moléculaire paracellulaire et transcellulaire ce faisant à travers la BHE (b). 

(Jamieson et al., 2017). 
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 Dans un contexte d’AVC ischémique, le tPA est le seul traitement 

pharmacologique utilisé en clinique pour ses capacités pro-fibrinolytiques. Cependant, 

dans certaines études, le tPA exogène utilisé pour le traitement des AVC ischémiques 

a été retrouvé dans le parenchyme cérébral (Wang et al., 1998). La seule possibilité 

expliquant ce phénomène est que le tPA circulant exogène peut traverser la BHE en 

conditions pathologiques. En effet, le tPA peut induire une perméabilisation ou une 

rupture de la BHE (Wardlaw et al., 2013), par son interaction avec les récepteurs LRP 

situés à la surface des cellules endothéliales, augmentant par la même occasion le 

risque hémorragique (Yepes et al., 2003).  

Le facteur de croissance plaquettaire (Platelet-Derived Growth Factor CC, 

PDGF-CC) peut également être activé par le tPA via son domaine kringle 2 et son 

domaine catalytique. PDGF-CC va provoquer à son tour l’activation des récepteurs α 

du facteur de croissance plaquettaire (Platelet-Derived Growth Factor Receptor α, 

PDGFR-α) situés sur les astrocytes et les péricytes et induire une ouverture de la BHE 

(Fredriksson et al., 2004 ; Su et al., 2008).  

 Par ailleurs, le tPA est capable d’activer des métalloprotéinases matricielles 

(matrix metalloproteinase, MMP), comme les MMP2, 3 et 9. L’activation de ces MMPs 

peut favoriser l’ouverture de la BHE par la dégradation de la matrice extracellulaire, 

fragilisant les jonctions serrées des cellules endothéliales (Lijnen, 2001 ; Wang et al., 

2003). 

 

 Dans des conditions physiologiques, le tPA est également capable de traverser 

la BHE via les récepteurs LRP (Benchenane et al., 2007). L’augmentation de 

l’expression des récepteurs LRP après le début d’une ischémie pourrait expliquer 

l’augmentation du risque hémorragique (Suzuki et al., 2009).  
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1.4.2. Fonctions du tPA dans le système nerveux central 

1.4.2.1. La modulation glutamatergique 

 

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus important du SNC et 

agit sur trois principaux récepteurs ionotropes : les récepteurs NMDA, kaïnate et α-

amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate (AMPA). Un potentiel d’action 

engendré par les neurones va favoriser l’exocytose du glutamate dans la fente 

synaptiquequi pourra activer récepteurs NMDA, largement répandus dans le SNC. 

Cette activation va jouer un rôle dans la plasticité synaptique que nous détaillerons ci-

après. 

 Le tPA peut agir comme neuromodulateur glutamatergique par sa capacité à 

cliver la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA, et potentialiser la neurotransmission 

glutamatergique (Fernández-Monreal et al., 2004 ; Nicole et al., 2001). Cette 

interaction entre le tPA et le récepteur NMDA s’effectue au niveau du domaine kringle 

2 et du domaine catalytique pour le tPA et du domaine N-terminal au niveau de 

l’arginine260 pour la sous-unité GluN1 du récepteur NMDA, formant un complexe 

ternaire (Lopez-Atalaya et al., 2008). 
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De plus, le tPA présent dans la fente synaptique à un rôle de gliotransmetteur. 

En effet, les astrocytes sont capables de recapturer le tPA par le biais des récepteurs 

LRP, puis de le relarguer de manière régulée dans la synapse (Cassé et al., 2012). 

 

1.4.2.2. Développement et migration cellulaire 

 

Au cours du développement du SNC, les neurones immatures migrant depuis 

les zones germinatives vers leur destination finale, vont suivre toute une étape de 

différenciation, prolifération cellulaire avant de mettre en place les connexions 

neuronales (Hatten, 1999). Ces processus sont très importants pour un bon 

fonctionnement cérébral ; un défaut de régulation pourra engendrer des 

dysfonctionnements (Rakic, 1988). Les premières traces de tPA impliquées au cours 

du développement ont été découvertes par Krystosek et Seeds. En effet, les cellules 

granulaires du cervelet peuvent sécréter le tPA le long de leurs prolongements 

(Krystosek & Seeds, 1981). L’absence de tPA provoque une accumulation des cellules 

Figure 10 : Représentation tridimensionnelle de l’interaction entre le tPA et la 

sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA. Le domaine kringle 2 (K2) du tPA se lie 

avec le domaine N-terminal (ATD) de la sous-unité. Le domaine catalytique (C) 

interagit au niveau de l’arginine260 (R260) de la sous-unité GluN1 du récepteur 

NMDA. (Adaptée de (Lopez-Atalaya et al., 2008)). 
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en grain dans la couche moléculaire du cervelet, qui reflète une diminution de la vitesse 

de migration neuronale vers la couche granulaire (Seeds et al., 1999). 

 

De plus, le tPA joue un rôle dans la migration des progéniteurs 

d’oligodendrocytes, via un processus dépendant des récepteurs à l’EGF (Leonetti et 

al., 2017).  

Au cours de la corticogenèse, le tPA agit sur la mise en place, la maturation et 

l’orientation des cellules de la glie radiaire ainsi que la migration des neurones 

pyramidaux, via l’interaction du domaine kringle 2 du tPA sur les récepteurs NMDA, 

localisés sur la glie radiaire (Figure 11 ; (Pasquet et al., 2019)). 

 

 

 

 

 

 



 
33 Introduction : L’activateur tissulaire du plasminogène 

 

 

 

 Les neurones immatures commencent à établir des connexions entre eux en 

émettant un prolongement appelé cône de croissance, qui deviendra par la suite 

l’axone. La sécrétion de tPA au niveau du cône de croissance favorise la dégradation 

de la matrice extracellulaire, via l’activation du plasminogène et des MMP, facilitant la 

progression du cône de croissance (Garcia-Rocha et al., 1994). 

 

 

 

Figure 11 : Influence du tPA sur la migration neuronale lors de la 

corticogenèse. A gauche, la distribution des neurones marqués au RFP dans le 

cortex chez des souris tPA WT et KO à E16. Représentation schématique de la 

corticogenèse. Le tPA libéré par les progéniteurs neuronaux favorise la maturation 

des cellules de la glie radiaire par l’activation des récepteurs NMDA présents à leur 

surface. L’absence de tPA affecte l’orientation de la glie radiaire sans impacter la 

fixation des pieds sur la surface piale. En résumé, l’absence de tPA à E14 retarde 

la migration neuronale à E16, se traduisant par une altération de la stratification des 

couches corticales II, IV et V chez l’adulte (Adaptée de (Pasquet et al., 2019)). 
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1.4.2.3. Plasticité synaptique 

 

Une des facultés du cerveau est de pouvoir enregistrer des informations et de 

garder celles qui sont utiles, on retrouve cela dans l’apprentissage ou la mémoire. Les 

neurones ont la capacité à moduler leur activité électrique via l’efficacité de la 

transmission synaptique, c’est la potentialisation à long terme (Long Term Potentiation, 

LTP). Ce phénomène a été observé pour la première fois dans l’hippocampe (Bliss & 

Lomo, 1973), puis a été retrouvé également dans le cortex, l’amygdale ou le striatum 

(Iriki et al., 1988 ; Uno & Ozawa, 1991). Une avancée majeure dans la compréhension 

de la LTP a été la mise en évidence sur l’implication des récepteurs ionotropes du 

glutamate, les récepteurs NMDA et AMPA (Morishita et al., 2005). Une stimulation à 

haute fréquence va induire la libération de glutamate en grande quantité par les 

neurones dans la fente synaptique. Le glutamate va dans un premier temps activer les 

récepteurs AMPA, induisant une dépolarisation du neurone post-synaptique et 

provoquant l’expulsion des ions magnésiums bloquant les récepteurs NMDA. Le 

glutamate peut activer dans un second temps les récepteurs NMDA et permettre 

l’entrée du calcium dans le neurone post-synaptique. Cette entrée de calcium va 

engendrer d’autres cascades moléculaires conduisant à la plasticité synaptique. 
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Le tPA, localisé dans l’hippocampe, le cortex, l’amygdale et le cervelet, est 

impliqué dans les processus d’apprentissage et de mémoire (Pawlak et al., 2002 ; 

Teesalu et al., 2004). En effet, une augmentation de la synthèse des ARNm du tPA a 

été observée à la suite d’une activation neuronale induite par stimulation électrique 

(Qian et al., 1993 ; Figure 13). 

 

Figure 12 : Représentation de la transmission synaptique au cours d’une LTP. 

Lors d’une activité neuronale, le glutamate libéré dans la fente synaptique va se lier 

aux récepteurs AMPA et NMDA. Une activation des récepteurs AMPA à lieu mais 

ce n’est pas le cas pour les récepteurs NMDA, les ions magnésium bloquant ce 

récepteur. La dépolarisation induite par l’entrée de ions sodium dans l’élément post-

synaptique induit l’évacuation de l’ion magnésium bloquant le récepteur NMDA. 

L’entrée de calcium dans l’épine dendritique va assurer le maintien de la plasticité 

synaptique (Adaptée de (Citri & Malenka, 2008)). 
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L’influence du tPA dans le processus de LTP peut être expliqué par son 

interaction avec les récepteurs NMDA et a pu être confirmé par différents modèles 

d’approches pharmacologiques et d’utilisation d’animaux transgéniques (Baranes et 

al., 1998 ; Madani et al., 1999 ; Pawlak et al., 2005). Également, la fixation du tPA sur 

les récepteurs LRP contribue à l’établissement de la phase tardive de la LTP en 

activant des voies de signalisations dépendantes des protéines kinase A (PKA ; Zhuo 

et al., 2000). Enfin, le domaine EGF du tPA peut cliver la reeline, une protéine 

intervenant dans la régulation de l’activité synaptique (Trotter et al., 2014). 

 

1.4.2.4. Cognition  

 

Les processus de mémoire et d’apprentissage sont importants pour s’adapter à 

différentes situations au cours de la vie. La mémoire permet de se souvenir 

d’expériences passées tandis que l’apprentissage va modifier le comportement suite 

à un évènement vécu. A une échelle plus microscopique, les neurones vont former 

Figure 13 : Synthèse d’ARNm du tPA suite à une activation neuronale. 

Hybridation in situ des ARNm de tPA dans l’hippocampe de rat en conditions 

normales et 1h après une stimulation électrique dans le gyrus denté. (Qian et al., 

1993). 
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des réseaux entre eux, connectant différentes aires cérébrales pour pouvoir stocker et 

se rappeler d’un souvenir. 

Nous avons vu dans le paragraphe précédent que le tPA jouait un rôle dans la 

plasticité synaptique, qui constitue la base de la mémoire et de l’apprentissage. Lors 

d’une exposition au stress, il a été observé que le tPA était surexprimé au niveau de 

l’amygdale, une région impliquée à la réponse au stress, l’anxiété ainsi que la peur 

(Matys et al., 2004 ; Pawlak et al., 2003). En effet, des souris déficientes au tPA 

présentent un comportement moins anxieux que des souris sauvages. Le tPA est aussi 

impliqué dans l’apprentissage spatial, les souris n’exprimant plus de tPA montrent des 

déficits dans la reconnaissance d’objets et l’exploration (Calabresi et al., 2000). Les 

mêmes déficits sont observés chez des souris sauvages immunisées contre la sous-

unité GluN1 des récepteurs NMDA (Benchenane et al., 2007), laissant penser que 

l’interaction du tPA avec les récepteurs NMDA serait impliquée dans le processus de 

mémoire spatiale. 

 

1.4.2.5. Excitotoxicité  

 

L’excitotoxicité correspond à une souffrance des cellules neuronales provoquée 

par un excès de glutamate, résultant d’une activation excessive des récepteurs 

ionotropes. L’accumulation de calcium dans les neurones va entrainer une production 

de radicaux libres, impliqués dans la mort cellulaire. Cette excitotoxicité est retrouvée 

dans certaines pathologies comme les AVC, la sclérose en plaques ou encore la 

maladie d’Alzheimer (Mehta et al., 2013). 

 

L’implication du tPA dans l’excitotoxicité a été mise en évidence par Tsirka en 

1995. Les souris déficientes en tPA sont plus résistantes au processus de 

dégénérescence neuronale induite par l’injection d’agonistes glutamatergiques (Tsirka 

et al., 1995). 
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 C’est plus tard qu’il a été mis en évidence que l’interaction tPA-NMDA jouait un 

rôle dans l’excitotoxicité. En effet, le tPA est capable de cliver la sous-unité GluN1 des 

récepteurs NMDA, induisant une augmentation de l’influx calcique et une 

dégénérescence neuronale (Nicole et al., 2001). Le tPA se fixe sur la Lysine178 de la 

sous-unité GluN1, par ce mécanisme, le tPA favorise l’influx calcique NMDA-

dépendant ainsi que la mort neuronale, à la fois in vitro et in vivo (Lesept et al., 2016). 

Concernant la composition et la distribution des récepteurs NMDA intervenant dans 

l’effet pro-excitotoxique, la présence de la sous-unité GluN2D sur les récepteurs 

NMDA favoriserait cet effet. En effet, le blocage des récepteurs NMDA par du PPDA 

(un bloqueur spécifique de la sous unité GluN2D) prévient l’effet pro-neurotoxique du 

tPA induite par les récepteurs NMDA. Par ailleurs, les neurones de la région 

hippocampique ne possèdent pas de sous-unité GluN2D contrairement aux neurones 

corticaux, les rendant plus résistant à l’effet délétère du tPA sur la mort neuronale 

induite par le récepteur NMDA (Baron et al., 2010 ; Jullienne et al., 2011). 

 

 Dans le cas d’un AVC ischémique, bien que le tPA ait des effets bénéfiques 

concernant la lyse du thrombus et la restauration de la circulation sanguine grâce à 

Figure 14 : Le tPA potentialise la mort neuronale excitotoxique dans 

l’hippocampe. A : L’injection d’un agoniste du glutamate (kaïnate) dans la région 

intra-hippocampique ipsilatérale chez des souris tPA-/- n’entraine pas de mort 

neuronale contrairement aux souris WT. B : Les souris déficientes en tPA 

présentent une perte neuronale plus réduite selon différentes régions de 

l’hippocampe (CA1, 2, 3 et gyrus denté) comparée aux souris WT (Adaptée de 

(Tsirka et al., 1995)). 
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son activité fibrinolytique, il peut également avoir des effets délétères en potentialisant 

la mort neuronale de type excitotoxique. Des travaux ont montré que le volume de 

lésion était réduit d’environ 50% sur des souris déficientes en tPA, après occlusion de 

l’artère cérébrale moyenne à l’aide d’un filament. De plus, l’injection intraveineuse de 

tPA sur ces souris provoque une augmentation du volume de lésion cérébrale (Wang 

et al., 1998). Des stratégies ont été élaborées afin d’empêcher l’effet excitotoxique du 

tPA tout en conservant l’effet fibrinolytique. En effet, l’utilisation d’un anticorps dirigé 

contre le domaine N-terminal de la sous-unité GluN1, le Glunomab®, bloque la fixation 

du tPA sur cette sous-unité, limitant les effets délétères du tPA (Macrez et al., 2011). 

Il a également été mis au point un tPA dans lequel le domaine kringle 2 a été modifié, 

plus précisément au niveau du site de liaison à la lysine (Lysine Binding Site, LBS). 

Ce tPA-K2* ne pouvant pas interagir avec les récepteurs NMDA, cela réduit l’effet 

excitotoxique du tPA (Parcq et al., 2013). 

 

1.4.2.6. Apoptose 

 

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est caractérisée par une 

autodestruction cellulaire finement régulée, jouant un rôle majeur dans l’élimination 

des cellules endommagées ou inutilisées. Une dérégulation de ce système engendre 

des dommages considérables dans l’organisme, une absence d’apoptose peut 

entrainer l’apparition de cellules cancéreuses, alors qu’un excès peut entrainer le 

développement de maladies neurodégénératives.  

 

Bien que les premières études suggèrent que le tPA a un effet pro-apoptotique 

sur les cellules endothéliales et les neurones corticaux (Liu et al., 2004), d’autres 

études lui ont trouvé un effet plutôt anti-apoptotique sur les neurones et les 

oligodendrocytes. En effet, le tPA peut réduire la mort apoptotique des neurones 

corticaux induite par privation de sérum, ce mécanisme est indépendant de l’activité 

protéolytique du tPA et des récepteurs LRP (Liot et al., 2006). Cet effet passe par la 

réduction de l’activation des caspases 3, des protéines majeures de la cascade 

apoptotique. Cela impliquerait les voies PI3K/Akt, AMPK ou mTor-HIF-1alpha (Correa 

et al., 2011 ; Wu et al., 2013).  
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 Les récepteurs à l’origine de l’effet du tPA sur l’apoptose ne sont pas encore 

parfaitement connus. Certains rapportent une activation des récepteurs à l’annexine II 

(Lee et al., 2007 ; Siao & Tsirka, 2002) ou une activation des récepteurs à l’EGF 

(Correa et al., 2011 ; Henry et al., 2013 ; Lemarchand et al., 2016). 

 

1.4.2.7. Inflammation  

 

L’inflammation est une réaction du système immunitaire à la suite d’une 

agression externe ou interne. Elle a pour but d’éliminer les éléments nuisibles et 

nettoyer la zone atteinte par diverses réparations tissulaires. L’inflammation est 

impliquée dans de nombreuses pathologies neurodégénératives comme l’AVC, la 

maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson.  

 

Le tPA peut moduler la réponse inflammatoire en jouant un rôle dans l’activation 

microgliale. En conditions d’excitotoxicité, des animaux déficients en tPA ont une 

activation microgliale nettement réduite (Rogove et al., 1999). En effet, la liaison du 

Figure 15 : Le tPA protège les neurones de l’apoptose induite par une 

privation de sérum. A : Quantification de la mort neuronale après 24h de privation 

de sérum. La mort neuronale diminue avec la quantité de tPA. B : Western Blot 

montrant que le tPA induit une diminution dose dépendante du clivage de la 

caspase 3 (Liot et al., 2006). 
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domaine finger du tPA sur les récepteurs à l’annexine II serait à l’origine de l’activation 

microgliale (Siao & Tsirka, 2002). L’interaction du tPA avec les récepteurs LRP1 

microgliaux favorise l’activation microgliale lors d’une ischémie cérébrale. En effet, des 

souris déficientes en récepteurs LRP microgliaux ont un œdème cérébral réduit et un 

taux de MMP9 plus faible. Par ailleurs, l’administration exogène de tPA augmente 

l’activation microgliale chez les souris déficientes en tPA mais pas chez les souris 

déficientes en récepteurs LRP microgliaux (Zhang et al., 2009). 

 

 Régulation du tPA 

1.5.1. Inhibiteurs du tPA 

 

Après sa libération, le tPA circulant est majoritairement inactif, sa demi-vie ne 

dépassant pas les 5 minutes (Korninger et al., 1981). Plusieurs mécanismes sont 

impliqués dans la clairance du tPA et son inhibition par une famille de protéines, les 

serpines (SERine Protease INhibitor). Actuellement, les serpines capables d’inhiber le 

tPA dans le SNC sont le PAI-1, la neuroserpine (NS) et la nexine-1. 

 

1.5.1.1. Le PAI-1 

 

PAI-1 est une glycoprotéine de 50 kDa qui comporte 379 acides aminés, c’est 

l’inhibiteur principal du tPA et de l’uPA. Il est produit par les cellules endothéliales, les 

hépatocytes et les plaquettes et se trouve principalement dans la circulation sanguine 

où il est présent en excès par rapport au tPA (Brogren et al., 2004 ; Sprengers & Kluft, 

1987). Comme vu un peu plus haut, le tPA est majoritairement inactif car complexé à 

PAI-1 de manière très stable (Zhou et al., 2001), et ce aussi bien sous sa forme simple 

chaine que double chaine (Rijken & Lijnen, 2009). La formation du complexe se fait 

tout d’abord au niveau du site catalytique du tPA, puis au niveau des domaines finger 

et kringle 2, bloquant l’interaction entre le tPA et la fibrine (Kaneko et al., 1992). De 

plus, le complexe tPA-PAI-1 ne gêne en aucun cas son élimination, en effet la clairance 

du tPA par le foie peut se faire aussi bien sous sa forme libre que complexée (Nagaoka 

et al., 2002). 
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1.5.1.2. La neuroserpine 

 

La NS est une serpine de 54-60 kDa composée de 410 acides aminés. Elle est 

exprimée majoritairement dans les neurones mais aussi par les astrocytes, ainsi la NS 

n’a pas d’influence sur le tPA vasculaire (Docagne et al., 1999 ; Osterwalder et al., 

1996). La NS se caractérise comme un inhibiteur transitoire car le complexe NS-tPA 

est très peu stable, le tPA peut hydrolyser la boucle réactive de la NS afin de se libérer 

et reprendre son activité (Carlson et al., 2016). La demi-vie du complexe NS-tPA est 

d’une dizaine de minutes du fait de l’instabilité de ce complexe, contrairement au 

complexe tPA-PAI-1 qui a une demi-vie de plusieurs semaines (Ricagno et al., 2009).  

 

1.5.1.3. La nexine-1 

 

La nexine-1 est une molécule de 378 acides aminés, pour un poids moléculaire 

de 45-50 kDa. Exprimée par les plaquettes, sa quantité reste très faible dans le 

compartiment vasculaire (Bouton et al., 2012). Son niveau d’expression va varier en 

fonction de la quantité de plaquettes présentes dans la circulation sanguine. De ce fait, 

la nexine-1 est impliqué dans la régulation du tPA lors de la fibrinolyse (Boulaftali et 

al., 2010). 

 

1.5.2. Dégradation du tPA 

 

Le foie est l’organe principal dans lequel la clairance du tPA a lieu. La 

dégradation du tPA peut se faire par plusieurs voies différentes. Tout d’abord, les 

récepteurs du mannose sont exprimés au niveau des hépatocytes, des cellules 

endothéliales hépatiques et des cellules de Kupffer, où ils peuvent se lier au tPA par 

son domaine kringle 1 (Kuiper et al., 1988 ; Rijken et al., 1990). Les récepteurs LRP 

peuvent aussi lier le tPA par son domaine finger et EGF (Orth et al., 1994). Ces 

derniers récepteurs peuvent recapturer le tPA sous sa forme libre mais aussi 
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complexée avec PAI-1. Les galectines quant à elles participent à la dégradation du 

tPA, elle-même régulée par l’inhibition de la recapture du tPA par les β-galactosides 

(Nagaoka et al., 2002). 

 

 

 

  

Figure 16 : Mécanismes de dégradation du tPA par le foie. Il existe trois voies 

de recapture du tPA vasculaire : une voie dépendant des récepteurs du mannose à 

la surface des récepteurs endothéliaux hépatiques, cette voie est inhibée par des 

mannosides (M6L5), une voie dépendante des récepteurs LRP, régulée par des 

protéines associées au récepteur (RAP), et une voie dépendante des galectines 

bloquée par les β-galactosides, ces deux derniers récepteurs se trouvent à la 

surface des hépatocytes (Adaptée de (Nagaoka et al., 2002)). 
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Pour résumer, le tPA est une sérine protéase présente principalement 

dans le système vasculaire et cérébral.  

Le tPA est capable d’exercer diverses fonctions : 

➢ Dans le compartiment sanguin, le tPA est capable de convertir le 

plasminogène en plasmine, responsable de la dégradation des 

caillots riche en fibrine. Le tPA joue également un rôle dans 

l’altération de la BHE. 

➢ Dans le compartiment cérébral, le tPA est impliqué dans le 

développement cérébral et cognitif, mais aussi dans 

l’inflammation et l’excitotoxicité. 

Le tPA agit comme modulateur de la neurotransmission glutamatergique 

par son interaction avec les récepteurs NMDA, mais peut également se 

lier à d’autres types de récepteurs grâce à ses domaines variés.  

To summarize, tPA is a serine protease localized especially in the 

vascular system and brain. 

tPA can play a role in various functions: 

➢ In bloodstream, tPA is able to convert plasminogen into plasmin, 

which is responsible for the degradation of fibrin clots. tPA also 

plays a role in the alteration of the BBB. 

➢ In central nervous system, tPA is involved in brain and cognitive 

development, but also in inflammation and excitotoxicity. 

tPA acts as a modulator of glutamatergic neurotransmission through its 

interaction with NMDA receptors, but can also bind to other types of 

receptors through its various domains. 
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2. Le récepteur NMDA 

 

La neurotransmission excitatrice glutamatergique est l’un des mécanismes crucial 

et vital du SNC. Ceci est particulièrement vrai pour les récepteurs NMDA, un des 

récepteurs ionotropes du glutamate, jouant un rôle central dans la plasticité synaptique 

du SNC. Nous allons développer dans les parties suivantes les caractéristiques de ce 

récepteur ainsi que ses fonctions au sein du SNC. 

 

 Historique  

 

Les premières observations du fonctionnement du glutamate dans le SNC ont 

été faites en 1936, décrivant le glutamate comme un carburant dans le métabolisme 

cérébral. Il a été utilisé comme traitement dans les troubles mentaux et épileptiques. 

En 1954, Hayashi observa les effets du glutamate sur l’activité neuronale ; l’injection 

de glutamate dans le cortex chez le chien provoque une activité neuronale plus 

importante que la normale, et à fortes doses, le glutamate conduit à des convulsions 

(Hayashi, 1954).  Dans les années 60, Curtis et Watkins montrèrent les effets de la 

dépolarisation lorsque du glutamate est appliqué sur une moelle épinière de crapaud. 

En effet, un phénomène d’excitation puis de dépression des neurones a été observé 

lors de l’application du glutamate. De plus, l’effet dépolarisant du glutamate, lorsque 

celui-ci est suffisamment important, conduit à une inactivation de l’activité neuronale 

(Curtis et al., 1961 ; Curtis & Watkins, 1960). C’est dans les années 70 que le 

glutamate a été reconnu par la communauté scientifique comme étant un 

neurotransmetteur, grâce aux observations qui ont montré que lors d’une 

dépolarisation induite par stimulation électrique ou par le potassium, la libération de 

glutamate au niveau des synapses était dépendante du calcium (Watkins, 1972). Des 

agonistes du glutamate sont découverts par la suite comme l’acide kaïnique (Shinozaki 

& Konishi, 1970) ou l’AMPA (Krogsgaard-Larsen et al., 1980). 

 

En parallèle, des études concernant les effets toxiques du glutamate se sont 

développés. Les concentrations élevées du glutamate et ses analogues conduisent à 
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la mort neuronale, les corrélant aux lésions cérébrales retrouvés dans les ischémies 

cérébrales (Olney, 1978).   

 

Par la suite, McLennan a comparé du glutamate avec un de ses analogues dans 

différentes régions du thalamus, et a observé des différences de puissance relative de 

ces deux molécules, suggérant la possibilité d’avoir plusieurs types de récepteurs au 

glutamate (McLennan et al., 1968). D’autres travaux menant à la même conclusion ont 

été réalisée en comparant les différences de puissance relative entre un analogue du 

glutamate et un analogue de l’aspartate au sein d’un même type cellulaire (Mcculloch 

et al., 1974). 

 

Il a été relevé que dans un milieu contenant du magnésium, les dépolarisations 

étaient amoindries selon l’analogue du glutamate utilisé sur des moelles épinières de 

crapaud, classant ainsi les dépolarisations produites par les analogues selon deux 

types : les analogues au glutamate sensible au magnésium et insensibles au 

magnésium. Par ailleurs, la diminution de l’activité synaptique est liée à la capacité du 

magnésium à bloquer l’excitation induite par les analogues sur les récepteurs NMDA 

(Evans et al., 1979), proposant alors deux types de récepteurs : les récepteurs NMDA 

et non-NMDA. 

 

L’implication des récepteurs NMDA et non-NMDA a alors été étudiée dans des 

processus fonctionnels tel que la LTP. En effet, il a été rapporté qu’après une première 

faible réponse excitatrice des cellules de la région CA1 de l’hippocampe, s’en suit une 

activation additionnelle des récepteurs NMDA permettant de générer une LTP 

(Collingridge et al., 1983a). Une caractéristique supplémentaire du récepteur NMDA 

est qu’il a besoin d’un co-agoniste avec le glutamate, la glycine ou la D-sérine, pour 

être activé (Johnson & Ascher, 1987).  

 

La classification des récepteurs glutamatergiques a été proposée dans les 

années 90. Deux grandes familles de récepteurs ont été décrits : les récepteurs qui 

dépendent de l’ouverture de canaux ioniques pour induire une réponse à un signal, 
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appelées récepteurs ionotropes du glutamate (iGluR), incluant les récepteurs NMDA, 

AMPA et kaïnate, et les récepteurs associés à des changements biochimiques, les 

récepteurs métabotropes du glutamate (mGluR ; Schoepp et al., 1999). 

 

 Structure des récepteurs NMDA 

2.2.1. Les différentes sous-unités des récepteurs NMDA 

 

Une variété de sous-unités des récepteurs NMDA a été identifiée par clonage. 

Elles sont catégorisées en trois grandes familles : les sous-unités GluN1, GluN2 et 

GluN3, anciennement appelées NR1, NR2 et NR3 (Mori & Mishina, 1995 ; Paoletti, 

2011). 

 

• La sous-unité GluN1 : Elle est codée par un seul gène mais possède trois sites 

d’épissage alternatifs, un positionné à l’extrémité N-terminale et deux à 

l’extrémité C-terminale. Ces sites d’épissages permettent de générer 8 

isoformes fonctionnelles de la sous-unité GluN1 (GluN1-1a, 2a, 3a, 4a et 

GluN1-1b, 2b, 3b, 4b ; Yamazaki et al., 1992). Cette sous-unité est ubiquitaire 

sur les récepteurs NMDA, et est nécessaire au fonctionnement du récepteur. 

On retrouve l’expression de cette sous-unité principalement au sein du SNC, 

mais aussi au niveau du cœur, des reins, du pancréas, des cellules 

immunitaires et des cellules endothéliales (Inagaki et al., 1995 ; Leung et al., 

2002 ; Mashkina et al., 2010 ; Sharp et al., 2003). 

 

• La sous-unité GluN2 : Elle est codée par 4 gènes différents, donnant 4 

isoformes (GluN2A, GluN2B, GluN2C et GluN2D ; Ikeda et al., 1992 ; Monyer 

et al., 1992). Les sous-unités GluN2 ne sont pas exprimées de la même façon, 

à la fois dans l’espace (d’une région cérébrale à une autre) et dans le temps 

(au cours du développement). Dans le SNC des embryons chez le rongeur, 

seuls les sous-unités GluN2B et 2D sont exprimées ; GluN2B a une distribution 

très étendue alors que GluN2D se trouve principalement dans le diencéphale 

et le tronc cérébral. L’expression de la sous-unité GluN2A augmente après la 



  
48 Introduction : Le récepteur NMDA 

naissance pour au final être exprimée dans tout le cerveau à l’âge adulte. Les 

sous-unités GluN2C apparaissent plus tard dans le développement et sont 

exprimées dans le cervelet et les bulbes olfactifs (Paoletti, 2011). 

 

• La sous-unité GluN3 : Elle existe sous deux isoformes différents (GluN3A et 

GluN3B), codées par deux gènes distincts. L’expression de la sous-unité 

GluN3A est faible avant la naissance, elle atteint un pic d’expression juste après 

la naissance, puis baisse de nouveau jusqu’à l’âge adulte. Au contraire, GluN3B 

est faiblement exprimé après la naissance, puis augmente avec l’âge, distribué 

de façon ubiquitaire dans le SNC (Low & Wee, 2010).  

 

 

 

 

Figure 17 : Distribution des ARNm des différentes sous-unités des récepteurs 

NMDA dans le cerveau. Les changements d’expression des sous-unités GluN1 et 

GluN2A, 2B, 2C et 2D au cours du développement post-natal sont visibles en 

Hybridation in situ sur des coupes sagittales de cerveau de rat (Akazawa et al., 

1994). 
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Chaque sous-unité est constituée de 4 domaines distincts (Mayer, 2006 ; 

Paoletti & Neyton, 2007) : 

• Le domaine N-terminal qui englobe les 380 premiers acides aminés 

de la sous-unité, permet l’assemblage des sous-unités entre elles. 

• Le domaine de liaison de l’agoniste (Agonist-Binding Domain, ABD), 

constitué d’environ 300 acides aminés, il permet à l’agoniste de se 

fixer à son ligand (la glycine et la D-sérine pour les sous-unités GluN1 

et GluN3 et le glutamate pour la sous-unité GluN2). 

• Le domaine transmembranaire constitué de trois segments et d’une 

courte boucle réentrante qui forme le canal ionique. 

• Le domaine C-terminal dont la longueur dépend de la sous-unité, 

impliqué dans le trafic des récepteurs, l’ancrage et l’interaction à 

différents complexes de signalisation.  

 

2.2.2. Composition des sous-unités NMDA 

 

Le récepteur NMDA est composé de quatre sous-unités formant un complexe 

tétramérique. Il doit contenir obligatoirement deux sous-unités GluN1 et deux autres 

sous-unités, issues des familles GluN2 ou GluN3 (Furukawa et al., 2005). La forme la 

plus commune de ces récepteurs est composée de deux sous-unités GluN1 et deux 

sous-unités GluN2, ces hétérodimères pouvant être assemblés de différentes façons 

(Ulbrich & Isacoff, 2008). La composition des récepteurs NMDA en sous-unités varie 

selon sa localisation dans le cerveau, affectant par la même occasion ses propriétés 

pharmacologiques. 
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 Fonctionnement des récepteurs NMDA 

 

L’activation du récepteur NMDA requiert la liaison de deux molécules de 

glutamate, qui se fixeront sur la sous-unité GluN2, et de deux co-agonistes (glycine ou 

D-sérine) qui se fixeront sur les domaines ABD des sous-unités GluN1 (Johnson & 

Ascher, 1987 ; Kleckner & Dingledine, 1988). La dépolarisation cellulaire va libérer le 

magnésium qui obstruait le canal ionique ; ainsi le canal retrouve ainsi sa perméabilité 

Figure 18 : Architecture du récepteur NMDA. Les sous-unités GluN1 (NR1) et 

GluN2 (NR2) sont composés de plusieurs domaines. La partie extracellulaire 

comprend les domaines N-terminaux qui contiennent les sites de modulations par 

le zinc (Zn2+) ou l’ifenprodil (Ifen). Les domaines S1 et S2 sur la sous-unité GluN2 

forment le site de liaison au glutamate et la glycine pour la sous-unité GluN1. Le 

domaine transmembranaire formé des domaines M1, M2, M3 et M4 forment un 

canal perméable aux ions sodium, potassium et calcium grâce à la partie M2 

formant une boucle. Le magnésium induit un blocage voltage-dépendant en se liant 

à l’intérieur du canal. Le domaine C-terminal des sous-unités GluN1 et GluN2 se lie 

à des kinases synaptiques ainsi que des protéine structurelles (Cull-Candy & 

Leszkiewicz, 2004). 
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aux différents ions (Mayer et al., 1984). La perméabilité des récepteurs NMDA au 

calcium est une des plus élevées parmi les récepteurs ionotropes. Le blocage par le 

magnésium et la perméabilité au calcium sont influencés par la composition en sous-

unités, par exemple, les récepteurs composés en GluN2A et GluN2B sont plus 

sensibles au blocage du magnésium (Paoletti et al., 2013). 

Après l’activation du récepteur, le canal ionique va adopter une conformation 

fermée malgré la présence des ligands. Cette désactivation est assez lente et peut 

varier en fonction de la composition des sous-unités (Paoletti et al., 2013). 

Enfin, de nombreuses molécules extracellulaires peuvent moduler de manière 

positive ou négative l’activité des récepteurs NMDA. En effet, les ions hydrogène 

tendent à inhiber la propagation du potentiel d’action, sans modifier l’affinité pour les 

agonistes (Tang et al., 1990). L’ion zinc exerce aussi une action inhibitrice dont le site 

d’action se trouve sur la partie N-terminale des sous-unités (Paoletti et al., 1997). Au 

contraire, les polyamines modulent positivement l’activité des récepteurs NMDA en 

augmentant l’affinité des sites ABD pour leur co-agoniste (Paoletti, 2011). 

 

 Localisation cellulaire des récepteurs NMDA 

 

Dans les neurones, les récepteurs NMDA sont localisés au niveau de la 

synapse, plus précisément sur les éléments pré, péri et post-synaptiques. Le rôle des 

récepteurs NMDA pré-synaptiques est encore débattu, ils pourraient faciliter la 

libération du glutamate en augmentant les courants excitateurs postsynaptique 

spontanés et évoqués (Excitatory Postsynaptic Currents, EPSC ; Corlew et al., 2008). 

Les récepteurs périsynaptiques ne sont activés qu’en cas de forte stimulation 

glutamatergique, et les récepteurs postsynaptiques vont participer à la signalisation 

glutamatergique (le Meur et al., 2007). 
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Les récepteurs NMDA sont également exprimés à la surface des cellules 

endothéliales cérébrales, plus précisément au niveau des jonctions serrées (Macrez 

et al., 2016 ; Reijerkerk et al., 2010). 

Figure 19 : La synapse glutamatergique. Le glutamate (Glu) neuronal est 

synthétisé à partir de glutamine (Gln) apportés par les cellules gliales. Le glutamate 

est stocké dans des vésicules synaptiques par des transporteurs vésiculaire du 

glutamate (vGluT). Les complexes SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-

factor Attachment protein REceptor) interviennent dans l’interaction et la fusion des 

vésicules avec la membrane présynaptique. Après la libération du glutamate dans 

la fente synaptique, le glutamate se lie aux récepteurs AMPA et NMDA et 

métabotropes (mGluR) présents sur les neurones pré et postsynaptiques ainsi que 

les cellules gliales. Les récepteurs vont alors initier diverses réponses comme la 

dépolarisation membranaire, l’activation de cascades de signalisation ou bien la 

modulation de la synthèse protéique. Le recyclage du glutamate se fait par des 

transporteurs d’acides aminés excitateurs (Excitatory Amino Acid Transporters ; 

EAAT) au niveau des cellules gliales où le glutamate sera converti en glutamine par 

la glutamine synthétase, ainsi la boucle est bouclée (Popoli et al., 2012). 
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 Les récepteurs NMDA peuvent également être présents au sein des astrocytes, 

des oligodendrocytes, des lymphocytes et des cellules neuro-épithéliales (Káradóttir 

et al., 2005 ; Krebs et al., 2003 ; Sharp et al., 2003 ; Tuneva et al., 2003). 

 

 Rôles des récepteurs NMDA 

2.5.1. Récepteurs NMDA et le développement des projections axonales 

 

Les premières études mettant en évidence que le potentiel postsynaptique joue 

un rôle dans le développement des projections axonales ont été faites sur des cellules 

ganglionnaires. En effet, le blocage des récepteurs NMDA avec des antagonistes 

comme MK-801 (Dizocilpine) ou l’AP5 (acide 2-amino-5-phosphonopentanoique) ont 

prouvé que les récepteurs NMDA étaient importants pour le maintien des projections 

axonales des cellules ganglionnaires de la rétine (Cline et al., 1987). 

 

Figure 20 : L’expression de la sous-unité GluN1 dans les cellules 

endothéliales cérébrales. Immunohistochimie révélant la sous-unité GluN1 des 

récepteurs NMDA en rouge (NR1), les jonctions serrées en vert (Zona Occludens-

1 ; ZO-1) et les cellules endothéliales en bleu (Platelet endothelial cell adhesion 

molecule ; PECAM-1) sur des cerveaux de souris. Les astérisques représentent la 

lumière des vaisseaux sanguins, les flèches représentent les colocalisations entre 

ZO-1 et NR1 (Adaptée de (Reijerkerk et al., 2010a)). 
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De plus, l’activité des récepteurs NMDA s’est également avérée nécessaire 

dans le développement et l’orientation des neurones dans le cortex visuel primaire 

(Ramoa et al., 2001).  

 

 D’autres travaux, concernant le développement des projections axonales dans 

le cortex somatosensoriel des vibrisses, appelé aussi cortex à tonneaux (ou barrel 

cortex en anglais) ont été étudié chez des souris déficientes en sous-unité GluN1 et 

GluN2B. Le cortex à tonneaux contient une carte somatotopique des vibrisses dans 

laquelle une vibrisse correspond à une unité en forme de colonne dans la couche IV 

du cortex. Les neurones sensitifs issus des vibrisses à la base du museau projettent 

leurs axones au niveau de noyaux trigéminaux du tronc cérébral, qui présentent une 

organisation somatotopique en barrelettes similaire aux vibrisses. Ceux-ci se projettent 

à leur tour au niveau des neurones du thalamus tout en préservant une somatotopie 

en barreloïdes similaire. Les neurones thalamiques se projettent à leur tour dans le 

cortex somatosensoriel. Les souris déficientes en sous-unités GluN1 et GluN2B 

présentent des défauts d’arrangement des colonnes au niveau de la carte 

somatotopique dans de thalamus et le cortex du a un développement exubérant des 

projections axonales (Iwasato et al., 2000 ; Kutsuwada et al., 1996 ; Lee et al., 2005). 
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2.5.2. La potentialisation à long terme 

 

Comme décrit précédemment (voir la partie « 1.4.2.3. Plasticité synaptique »), 

la LTP est un processus important dans la mémoire et l’apprentissage. Le récepteur 

NMDA est un élément crucial dans la plasticité synaptique, même s’il existe d’autres 

formes de plasticité indépendantes des récepteurs NMDA (Harris & Cotman, 1986). 

En utilisant un antagoniste des récepteurs NMDA (l’AP5), aucun effet n’a été 

observé sur la réponse synaptique induite par des stimulations à basse fréquence, 

mais le blocage des récepteurs NMDA empêche l’induction de la LTP dans des 

tranches d’hippocampe de rats (Collingridge et al., 1983a). 

Figure 21 : La carte somatotopique des vibrisses présente un défaut 

d’arrangement des colonnes chez les souris déficientes en sous-unité GluN1 

dans les neurones corticaux excitateurs. Carte corticale comprenant les 5 

rangées de barrels (A-E), les barrels sont bien définis chez les souris contrôles mais 

pas chez les souris CxNR1KO (souris déficientes en sous-unité GluN1 dans les 

neurones corticaux excitateurs). Wp = babine (whisker pad), as= museau antérieur 

(anterior snout), lj= mâchoire inférieure (lower jaw), fp= patte avant (forepaw). 

Echelle = 800µm (Iwasato et al., 2000). 
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Si le blocage des récepteurs NMDA empêche l’induction de la LTP, nous 

pouvons supposer que l’activation des récepteurs NMDA serait suffisante pour induire 

la LTP. Collingridge et collaborateurs se sont focalisés sur l’activation des récepteurs 

NMDA dendritiques et la LTP n’a pas pu être induite. Mais en prolongeant la durée 

d’activation, une dépression à long terme a été observée (Long Term Depression ; 

LTD). Donc l’induction d’une LTP nécessite à la fois l’élément déclenchant le potentiel 

(les récepteurs AMPA) et les récepteurs NMDA (Collingridge, et al., 1983a, 1983b). 

 

2.5.3. La dépression à long terme 

 

Nous avons vu précédemment qu’une activité prolongée des récepteurs NMDA 

donnait lieu à une LTD lorsque celle-ci est induite par des stimulations à basse 

fréquence (Dudek & Bear, 1992 ; Nabavi et al., 2013, 2014). Contrairement à une LTP, 

la LTD ne nécessiterait pas la perméabilité des récepteurs NMDA aux ions calcium, 

mais impliquerait plutôt une action métabotrope des récepteurs NMDA (Nabavi et al., 

2013, 2014). En effet, un antagoniste du site ABD des récepteurs NMDA, le 7-CIKA 

(7-chlorokynurenic acid) bloque l’induction de la LTP mais n’a aucun effet sur 

l’induction de la LTD (Bashir et al., 1990). Cependant, le 7-CIKA n’étant pas un 

antagoniste spécifique des sites ABD, l’utilisation d’un antagoniste spécifique des sites 

ABD des récepteurs NMDA empêche bien l’induction de la LTD (Grimwood et al., 

1995). Il a alors été supposé que lors des stimulations à basses fréquences, les co-

agonistes libérés prennent le dessus de l’activité de la 7-CIKA, expliquant le maintien 

de la LTD. 

 

2.5.4. L’excitotoxicité  

 

Comme nous l’avons décrit précédemment (voir la partie « 1.4.2.5. 

Excitotoxicité »), l’excitotoxicité correspond à une suractivation des récepteurs du 

glutamate provoquant une entrée massive de calcium dans le neurone. Cette 

excitotoxicité conduit à la mort cellulaire prématurée, se caractérisant par un 
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gonflement de la cellule dû à son milieu hypertonique en calcium, puis à une rupture 

des membranes nucléaires et cytoplasmiques (Bicknell & Cohen, 1995 ; Dong et al., 

1997). Cette entrée de calcium se fait via les récepteurs NMDA (Choi et al., 1988), 

cela est d’autant plus vrai du fait que les récepteurs NMDA sont les récepteurs 

ionotropes les plus perméables au calcium (Mayer et al., 1984 ; Tymianski et al., 1993). 

L’excitotoxicité du glutamate est généralement observée en conditions pathologiques 

tel que l’ischémie cérébrale. Par ailleurs, des niveaux élevés de glutamate de façon 

chronique seraient impliqués dans des maladies neurodégénératives comme la 

maladie d’Alzheimer, de Parkinson ou de Huntington. 

 

2.5.5. L’Apoptose 

 

Comme vu plus haut, l’excitotoxicité induite par le glutamate conduit à une mort 

cellulaire causée par un important influx de calcium intracellulaire sous-tendu par les 

récepteurs NMDA. L’activation des récepteurs NMDA extrasynaptiques serait à 

l’origine d’une mort cellulaire, alors que l’activation des récepteurs NMDA synaptiques 

favorise la survie neuronale (Hardingham & Bading, 2010). En effet, les récepteurs 

synaptiques vont moduler l’expression de gènes anti-apoptotiques, contrairement aux 

récepteurs extrasynaptiques (Hardingham et al., 2002). De plus, ils peuvent moduler 

l’expression d’une protéine pro-apoptotique, la p53 (Léveillé et al., 2010). Les effets 

des récepteurs NMDA sur l’apoptose sont surtout marqués lors du développement, 

moins lors de l’âge adulte (Ikonomidou et al., 1999). 
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Le récepteur NMDA est un hétérotétramère composé de deux sous-

unités GluN1 et d’une association de sous-unités GluN2 et/ou GluN3. Son 

activation nécessite un agoniste comme le glutamate ou le NMDA, ainsi 

que d’un co-agoniste, la glycine ou la D-sérine.  

Ces sous-unités sont exprimées de manière régulée dans l’espace et 

dans le temps.  

Les récepteurs NMDA sont impliqués dans de nombreuses fonctions 

physiologiques et pathologiques, telles que la LTP/LTD, la plasticité 

synaptique, ou bien l’excitotoxicité. 

Le tPA peut interagir avec la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA par 

son domaine kringle 2. Il joue ainsi un rôle de co-agoniste et peut 

moduler les fonctions du récepteur. 

NMDA receptor is a heterotetramer composed of two GluN1 subunits and 

a combination of GluN2 and/or GluN3 subunits. Its activation requires an 

agonist such as glutamate or NMDA, as well a co-agonist like glycine or 

D-serine. 

These subunits have a highly regulated expression, in space and time.  

NMDA receptors are involved in many physiological and pathological 

functions, such as LTP/LTD, synaptic plasticity or excitotoxicity. 

tPA can interact with GluN1 subunit of NMDA receptors through its 

kringle 2 domain. It thus plays a role of co-agonist and can modulate the 

functions of this receptor. 
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3. Les systèmes kinine-kallicréine et rénine-angiotensine 

 

Le système kinine-kallicréine (SKK) et le système rénine-angiotensine (SRA) 

jouent de multiples rôles dans des conditions physiologiques comme pathologiques, 

tels que la régulation de la pression artérielle, la croissance des cellules musculaires 

lisses et l’inflammation. De plus ces systèmes interagissent entre eux à plusieurs 

niveaux, par conséquent, des changements d’activité dans un système auront un 

impact sur l’activité de l’autre. 

 

 Le système kinine-kallicréine 

3.1.1. Historique  

 

Le SKK a été découvert en 1909 par l’observation qu’une injection intraveineuse 

d’urine humaine chez le chien conduisait à une importante chute de la pression 

artérielle (Abelous & Bardier, 1909). Plus tard, cette substance hypotensive a été 

isolée à partir d’extraits de pancréas et a été nommé la kallicréine (Kraut et al., 1930). 

A cette époque, l’hypothèse était que la kallicréine était une hormone synthétisée par 

le pancréas puis éliminée dans les urines. Cette hypothèse a été abandonnée avec la 

découverte de la kallicréine plasmatique et tissulaire. En 1949, il a été observé que la 

mise en contact d’un venin de serpent avec du plasma sanguin induisait une libération 

d’un peptide hautement hypotenseur, la bradykinine (BK ; Rocha et al., 1949). En 

1970, il a été découvert que l’enzyme de conversion de l’angiotensine (Angiotensin-

Converting Enzyme ; ACE) peut à la fois produire de l’angiotensine II (AngII) 

vasoconstrictrice et inactiver la BK vasodilatatrice (Yang et al., 1970). Cette 

découverte a permis d’ouvrir la voie de recherche dans le domaine de l’hypertension 

avec le développement des inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC), ainsi le 

premier inhibiteur compétitif de la BK a pu être synthétisé (Vavrek & Stewart, 1985). 

En 1980, il a été proposé l’existence de deux types de récepteurs de la BK (Regolit & 

Barabef, 1980), ces propositions ont été vérifiées lorsque les ADNc de ces deux 

récepteurs ont pu être clonés (Mceachern et al., 1991 ; Menkes et al., 1994).  
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3.1.2. Synthèse et dégradation de la bradykinine  

 

La BK est produite grâce à la kallicréine, une sérine protéase dont on peut 

distinguer deux types : la kallicréine plasmatique faisant 60 kDa, synthétisée par le 

foie, et la kallicréine tissulaire, protéase de 24-48 kDa synthétisée par de nombreux 

tissus tels que le pancréas, le rein, l’intestin, le cerveau et les glandes sous-maxillaires 

et sudoripares.  Il existe donc deux grandes voies de synthèses pour produire la BK : 

 

• Synthèse par les kallicréines tissulaires : La kallicréine tissulaire est 

produite de manière intracellulaire à partir de la conversion d’une 

prokallicréine. La kallicréine tissulaire sécrétée digère le kininogène de 

bas poids moléculaire (Low-molecular-weight Kininogen ; LK) en lys-

bradykinine (lys-BK ou kallidine). Des aminopeptidases plasmatiques 

vont venir cliver la lysine présente en N-terminale de la lys-BK pour 

donner la BK (Müller-Esterl et al., 1985). 

 

• Synthèse par les kallicréines plasmatiques : Le facteur XII de la 

cascade de coagulation est activé en facteur XIIa. Ce facteur tissulaire 

peut dégrader deux substrats, la prékallicréine et le facteur XI, qui sont 

tous les deux complexés avec le kininogène de haut poids moléculaire 

(High-molecular-weight Kininogen ; HK ; Mandle et al., 1976 ; Thompson 

et al., 1977). Le clivage de ces deux complexes par le facteur XIIa va 

donner la kallicréine plasmatique et le facteur XIa. La kallicréine 

plasmatique pourra alors convertir le HK en BK (Kaplan et al., 1998).  
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Il faut noter que les kallicréines tissulaires et plasmatiques clivent le kininogène 

de façons différentes. En effet, la kallicréine tissulaire a une affinité plus élevée pour 

cliver le LK mais peut très bien cliver le HK, alors le la kallicréine plasmatique clive 

exclusivement le HK (Kitamura et al., 1985 ; Müller-Esterl et al., 1985 ; Takagaki et al., 

1985).  

 

La demi-vie plasmatique de la BK et de la kallidine (KD) est estimée à environ 

30 secondes (Marceau & Regoli, 2004). La dégradation de la BK se fait par 

l’intermédiaire des kininases. La kininase I va cliver l’arginine se trouvant à l’extrémité 

C-terminale de la BK ou de la KD pour donner une des-arg9-BK ou une des-arg10-KD 

(Sheikh & Kaplan, 1986). La kininase II, aussi appelée l’ACE est une dipeptidase qui 

Figure 22 : Représentation schématique des domaines de la LK et HK. Les LK 

et HK sont identiques au niveau de leur domaine N-terminal, mais diffèrent du côté 

C-terminal. La HK est une glycoprotéine à simple chaine et est divisée par 6 

domaines. Les 3 premiers domaines (D1, D2 et D3) composent la chaine lourde de 

la HK, les deux derniers domaines (D5 et D6) représentent la chaine légère. La 

composition de la chaine lourde de la LK est identique à celle de la HK, cependant 

la chaine légère de la LK ne contient qu’un domaine D5. Lors de la dégradation de 

la HK par la kallicréine plasmatique, le domaine 4 de la HK va être libéré, ce 

domaine correspond à la BK. Lors de la dégradation de la LK, c’est la kallidine (KD) 

qui est libérée (qui était contenu au niveau du domaine 4 de la LK). HMWK, 

kininogène de haut poids moléculaire, HK ; LMWK, kininogène de bas poids 

moléculaire, LK (Nokkari et al., 2018). 
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va cliver la phénylalanine et l’arginine de l’extrémité C-terminale de la BK pour donner 

un heptapeptide, qui sera encore clivé par l’ACE pour retirer une sérine et une proline 

et donner un pentapeptide. Si l’extrémité C-terminale de la BK est d‘abord clivée par 

la kininase I, alors l’ACE va agir comme une tripeptidase et va directement retirer la 

sérine, proline et la phénylalanine de la des-arg9-BK pour donner un pentapeptide 

(Sheikh & Kaplan, 1986, 1989).  

 

 

 

 

3.1.3. Les récepteurs de la bradykinine  

 

Les kinines (terme qui englobe la BK et la KD) agissent sur deux types de 

récepteurs, les récepteurs B1 et B2. Faisant partie de la superfamille des récepteurs 

couplés aux protéines G (Leeb-Lundberg et al., 2005), ces deux récepteurs ont été 

initialement classés selon leurs propriétés pharmacologiques et en particulier selon 

leur affinité pour leurs différents ligands (Drouin et al., 1979 ; Regoli et al., 1977, 1978).  

Figure 23 : La voie de synthèse et de dégradation de la 

bradykinine. Représentation des deux voies de synthèses de la BK par les 

kallicréines tissulaires et plasmatiques, ainsi que la voie de dégradation médiée par 

les kininases I et II (Kaplan et al., 2002). 
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Le récepteur B1 est activé par les agonistes des-arg9-BK et des-arg10-KD, les 

formes résultantes de la dégradation des kinines par la kininase I, il peut être 

également activé par la BK avec une moindre efficacité. Alors que le récepteur B2 est 

plutôt activé par les kinines (Leeb-Lundberg et al., 2005). 

 

Le récepteur B2 est exprimé de manière constitutive à la surface de nombreux 

types cellulaires tels que les cellules endothéliales et musculaires lisses (Raidoo et al., 

1997), les fibroblastes, les cellules mésangiales et épithéliales (Bascands et al., 1991 

; Sabatini et al., 2013). Contrairement au récepteur B2, le récepteur B1 est 

essentiellement inductible et donc généralement impliqué dans les processus 

inflammatoires (Marceau et al., 1998). En effet, le récepteur B1 est exprimé en cas de 

lésions tissulaires, d’inflammation et au cours de certaines pathologies comme le 

diabète (Bozó et al., 2012 ; da Costa et al., 2014 ; Pruneau et al., 2010). L’induction 

de l’expression des récepteurs B1 implique des cytokines inflammatoires ou des MAP 

kinases comme la p38 (Ganju et al., 2001 ; Haddad et al., 2000). 

 

La liaison du ligand sur les récepteurs B1 et B2 permet l’activation des voies de 

signalisation des protéines G, qui induisent l’activation des molécules de signalisation 

comme la protéine kinase C (PKC) ou les phospholipases ; les cascades de 

signalisations vont différer selon le type cellulaire. La formation de seconds messagers 

tels que l’inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) va provoquer une augmentation du calcium 

intracellulaire qui activera la NO-synthase endothéliale (endothelial Nitric Oxyde 

Synthase ; eNOS). L’activation de phospholipases va également permettre la synthèse 

de prostaglandines à partir de l’acide arachidonique ainsi recruté. Le monoxyde 

d’azote (NO) produit par la eNOS et les prostaglandines vont alors diffuser vers les 

cellules musculaires lisses afin d’induire une vasodilatation (Mathis et al., 1996).  
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3.1.4. Implications de la bradykinine  

3.1.4.1. Implications physiologiques  

 

Les rôles physiologiques des kinines sont nombreux, elles peuvent être 

impliquées dans la régulation du tonus vasculaire et du flux sanguin local, la 

coagulation, la fibrinolyse et la balance des électrolytes. Dans le plasma, les quantités 

de kinines sont très faibles (<50 pg/ml) et ne sont pas suffisantes pour participer à la 

régulation de la pression artérielle (Mombouli & Vanhoutte, 1995). Cela pourrait 

s’expliquer par sa courte demi-vie qui n’excède pas les 30 secondes. De plus, la 

pression artérielle des rats déficients en kininogène reste similaire à ceux des animaux 

contrôles. Le blocage des récepteurs B2 avec l’antagoniste HOE 140 n’induit pas 

d’augmentation de la pression artérielle de ces animaux (Rhaleb et al., 2001). 

Cependant, dans certaines circonstances, un défaut dans le SKK peut contribuer au 

Figure 24 : Les voies de signalisation de la BK à travers les récepteurs B1 et 

B2. Représentation schématique des voies de signalisation intracellulaire des 

récepteurs des kinines. PIPL2, phosphatidylinositol-4,5-biphosphate ; PI-PLC, 

phosphatidylinositol-spécifique phospholipase ; ER, réticulum endoplasmique ; PL, 

phospholipides ; PLA2, phospholipase A2 ; NO, monoxyde d’azote ; eNOS, NO 

synthase endothéliale ; iNOS, NO synthase inductible (Lau et al., 2020). 
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développement de l’hypertension. En effet, il a été observé que certains des patients 

atteints d’hypertension artérielle avaient une faible quantité de kallicréines dans les 

urines (Elliot et al., 1934 ; Nakahashi et al., 1986). Également, des souris déficientes 

en récepteur B2 présentent une hypertension vasculaire lorsque celles-ci sont 

exposées à un régime riche en sodium ou lors du vieillissement (Alfie et al., 1996 ; 

Emanueli et al., 1999). L’expression des récepteurs B1 semble augmenter chez les 

souris déficientes en récepteur B2 et l’utilisation d’un antagoniste des récepteurs B1 

induit une hypertension, donc le récepteur B1 peut compenser les effets des 

récepteurs B2 sur la pression artérielle (Duka et al., 2001). 

 

La BK est également présente au sein des terminaisons nerveuses des 

neurones sensitifs et de petites cellules dans le ganglion spinal dorsal (Steranka et al., 

1988). Les récepteurs qui semblent être impliqués dans ce processus sont les 

récepteurs B2, l’inhibition de ces récepteurs conduit à un blocage de l’activation aigüe 

des neurones sensitifs (Dray et al., 1992 ; Haley et al., 1989). En effet, la BK induit une 

dépolarisation immédiate des neurones sensitifs et des fibres nociceptives, via une 

augmentation de la perméabilité membranaire au sodium (Burgess et al., 1989). 

 

Outre ces rôles, la BK peut être impliquée dans l’unité neurovasculaire comme 

l’augmentation de la perméabilité de la BHE, la surexpression de cytokines pro-

inflammatoires, la libération de glutamate par les astrocytes et l’activation de la 

microglie (Nokkari et al., 2018). 

 

3.1.4.2. Implications pathologiques 

 

Le dysfonctionnement des cellules endothéliales vasculaires induit 

l’artériosclérose et d’autres pathologies cardiovasculaires. L’hypercholestérolémie, 

l’hypertension, le diabète et le vieillissement peuvent être à l’origine de ce 

dysfonctionnement. Ils induisent progressivement des altérations de la libération de 

médiateurs vasodilatateurs par les cellules endothéliales, et promeuvent 

l’accumulation d’agents vasoconstricteurs (Mombouli et al., 1992). En présence de ces 
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facteurs de risque, la production d’ions superoxides et d’espèces réactives de 

l’oxygène accélèrent l’oxydation des lipoprotéines à basse densité (Low Density 

Lipoprotein ; LDL), ce qui tend à altérer les vasodilatations induites par les cellules 

endothéliales et favorise la production plaquettaire et de thrombine (Darley-Usmar et 

al., 1995 ; Tanner et al., 1991). La reperfusion post-ischémique cause un stress 

cellulaire et entraine des altérations sur la vasodilatation induite par les cellules 

endothéliales. L’inhibition des ACE permet de prévenir ces altérations pendant une 

ischémie, en inhibant l’influence vasoconstrictrice de l’angiotensine II et accroitre 

l’activité vasodilatatrice des kinines (Piana et al., 1996). 

 

La BK est également impliquée dans des processus inflammatoires et de 

douleur lorsqu’une surproduction de BK est observée. Le blocage des récepteurs 

permettrait de réduire l’intensité de la réaction inflammatoire et de la douleur (Boyce 

et al., 1996 ; Perkins et al., 1993 ; Pesquero et al., 2000). En effet, l’utilisation 

d’antagonistes pour les récepteurs B1 et B2 réduit les réponses inflammatoires 

systémiques et aigües induites par les kinines dans un modèle d’arthrite chez le rat 

(Blais et al., 1997). Les récepteurs B2 sont impliqués dans les phases aigües de 

l’inflammation, alors que les récepteurs B1 interviennent plutôt dans sa phase 

chronique (Dray & Perkins, 1993). 

 

3.1.5. tPA et bradykinine 

 

Le mécanisme par lequel la BK est synthétisée par la plasmine est encore 

discuté. Il a été démontré par électrophorèse que le clivage de la HK varie selon qu’elle 

soit incubée avec du tPA, du plasminogène, de la plasmine ou une combinaison de 

tPA et de plasminogène. En effet, la HK reste intacte en présence de tPA ou de 

plasminogène, alors qu’elle est dégradée de manière importante en présence de 

plasmine ou de la combinaison tPA et plasminogène, ce qui permet la libération de BK 

(Marcos-Contreras et al., 2016 ; Molinaro et al., 2002). Bien que la formation de BK à 

partir de tPA fonctionne in vitro, ce mécanisme via l’injection intraveineuse de tPA in 

vivo reste obscur. 
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Inversement, il a été montré que la BK pouvait libérer du tPA dans la circulation. 

En effet, l’injection intraveineuse de BK chez des personnes saines induit une 

augmentation de la concentration de tPA plasmatique (Brown et al., 1999 ; Rahman et 

al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : La BK induit une vasodilatation et une libération de tPA 

plasmatique. A-B : Mesure du débit sanguin (A) et de la résistance vasculaire (B) 

de l’avant-bras en réponse à différentes doses de BK et de TEA (un antagoniste 

des canaux potassiques calcium dépendant). C : Mesure de la concentration de tPA 

plasmatique en basal, en réponse à une infusion de BK (400 ng/min) ou après 

injection de TEA puis d’une infusion de BK (400 ng/min ; (Rahman et al., 2014)). 
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 Le système rénine-angiotensine 

3.2.1. Historique  

 

La découverte du SRA remonte à 1898 avec les études de Tigerstedt et 

Bergman qui ont rapporté l’effet vasopresseur de la rénine obtenu à partir d’extraits 

rénaux (Robert Tigerstedt & Bergman, 1898). En 1934, Harry Goldblatt a réussi à 

induire une hypertension persistante chez le chien en clampant une artère rénale 

(Goldblatt et al., 1934). Quelques années plus tard, un groupe de chercheurs a repris 

le modèle de Goldblatt et a observé une sécrétion rénale d’un agent vasopresseur 

similaire à la rénine (Houssay & Fasciolo, 1937). Par la suite, cette substance a été 

isolée du sang, elle induisait une vasoconstriction très rapide de courte durée, ils ont 

conclu que la rénine pouvait agir par une voie enzymatique sur une protéine 

plasmatique pour produire cette nouvelle substance, qu’ils ont nommé l’hypertensine 

(Braun-Menendez et al., 1940). Plus tard, il a été convenu de renommer l’hypertensine 

par l’angiotensine, le substrat de la rénine. L’angiotensinogène et les enzymes 

permettant de métaboliser le peptide ont été renommées les angiotensinases (Braun-

Menendez & Page, 1958).  

 

3.2.2. Synthèse et dégradation de l’angiotensine 

 

L’angiotensinogène (AGT) est le seul précurseur de tous les peptides 

d’angiotensine et est composé de 485 acides aminés. L’AGT est synthétisé et sécrété 

par le foie et appartient à la superfamille des inhibiteurs des sérines protéases 

(serpines). Sécrétée par les reins, la rénine clive les 10 acides aminés se trouvant à 

l’extrémité N-terminale de l’AGT pour donner l’angiotensine I (AngI). L’AngI va alors 

être la source de toute une cascade de formation de peptides d’angiotensines. Le 

clivage de l’AGT va laisser un résidu en plus de l’AngI, la des(AngI)AGT dont le devenir 

et les propriétés de cette protéine ne sont pas encore déterminés (Lu et al., 2016). 

L’AngI va être par la suite rapidement convertie en AngII par l’ACE, présente en grande 

quantité à la surface des cellules endothéliales vasculaire et pulmonaire (Coulet et al., 

2001). 
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La régulation de l’AngII peut se faire à travers plusieurs voies de dégradation : 

 

• Hydrolyse par l’extrémité N-terminale :  les enzymes principales 

dégradant l’AngII par le coté N-terminale sont les aminopeptidases (ou 

angiotensinases) A et N (APA et APN). L’APA agit sur des peptides 

ayant un acide aminé acide en N-terminal comme l’AngI ou l’AngII (Wu 

et al., 1991). Elle convertie l’AngII en des-Asp-AngII, plus connu sous le 

nom d’angiotensine III (AngIII). Les APA sont exprimées surtout au 

niveau des glomérules, plus précisément dans les podocytes, mais 

également dans les cellules mésangiales (Kugler, 1982 ; Troyanovskaya 

et al., 1996). Les APN agissent sur les peptides ayant un acide aminé 

neutre en N-terminal. Elles convertissent l’AngIII en un hexapeptide, 

l’angiotensine IV (AngIV). Les APN se trouvent en grande quantité dans 

Figure 26 : La voie de synthèse de l’AngII dans la circulation. Dans le SRA, 

l’angiotensinogène (AGT) libéré par le foie dans la circulation va se faire cliver par 

la rénine, sécrétée par les reins pour former l’AngI. L’ACE, présente au niveau des 

cellules endothéliales vasculaire et pulmonaire, convertit l’AngI en AngII (Kumar & 

Boim, 2009). 
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les tubules proximales du cortex rénal (Kenny & Maroux, 1982 ; Look et 

al., 1989). 

 

• Hydrolyse par l’extrémité C-terminale : l’enzyme principale dégradant 

les peptides par l’extrémité C-terminale est l’ACE. Elle peut, comme 

discuté plus haut, convertir l’AngI en AngII, mais également dégrader la 

des-Asp-AngI en AngIII. Il existe deux isoformes de l’ACE, une 

somatique et l’autre germinale (Soubrier et al., 1988). Les ACE 

somatiques sont localisées dans les cellules endothéliales glomérulaires 

et à l’extrémité des tubules proximaux, tandis que les ACE germinales 

sont exprimées dans les cellules germinales (Sibony et al., 1993). Au-

delà de sa capacité à convertir l’AngI en AngII, l’ACE peut également 

cliver la BK. Les chymases appartiennent à la famille des protéases à 

sérine et existe sous deux isoformes : α que l’on retrouve chez le 

primate, et β que l’on retrouve chez le rongeur (Caughey et al., 2000). 

La forme α produit de l’AngII indépendamment de la voie des ACE, 

contrairement à la forme β qui dégrade l’AngII. La majorité des 

chymases sont sécrétées au niveau de la matrice extracellulaire dans le 

cœur. Les prolylendopeptidases de la famille des sérines protéases, 

clivent à la fois l’AngI et l’AngII pour former une AngII (1-7 ; Odya et al., 

1987). Les endopeptidases neutres peuvent dégrader des peptides 

natriurétiques et des kinines, elles peuvent également hydrolyser l’AngII 

pour former de l’AngII (1-4 ; Gafford et al., 1983). Elles sont sécrétées 

par les cellules tubulaires proximales, les podocytes glomérulaires et par 

les vaisseaux corticaux rénaux. Les carboxypeptidases A sont 

massivement présentes dans les mastocytes du cœur et peuvent former 

de l’AngI (1-9 ; Urata et al., 1990). 
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3.2.3. Les récepteurs de l’angiotensine II 

 

Il existe différents types de récepteurs avec lesquels l’angiotensine peut se lier 

pour induire ses différents effets.   

 

Les récepteurs à l’angiotensine de type 1 (type 1 angiotensin receptor, AT1) 

sont exprimés dans les vaisseaux sanguins, le cortex surrénal, le foie, le rein, et le 

SNC. Le récepteur AT1 a une forte affinité pour l’AngII et est un récepteur couplé aux 

protéines G. Il active une phospholipase C pour produire deux seconds messagers : 

le diacylglycérol qui active les protéines kinases C, et l’inositol-triphosphate qui libère 

les stocks de calcium intracellulaire (Hunyady & Catt, 2006). La fonction principale des 

récepteurs AT1 est de réguler la pression sanguine et l’homéostasie hydrosodée 

(Audoly et al., 2000). 

 

Figure 27 : Les différentes voies enzymatiques de dégradation de 

l’angiotensine I et II. ACE, enzyme de conversion de l’angiotensine ; APA, 

aminopeptidase A ; APN, aminopeptidase N ; APB, aminopeptidase B ; PEP, 

prolylendopeptidase ; NEP, endopeptidase neutre ; DPA III, 

dipeptidylaminopeptidase III ; TOP, thimet oligopeptidase ; CPA, carboxypeptidase 

A (Ardaillou & Chansel, 1997). 



  
72 Introduction : Les systèmes kinine-kallicréine et rénine-angiotensine 

Les récepteurs à l’angiotensine de type 2 (type 2 angiotensin receptor, AT2) 

sont localisés dans le mésenchyme, les glandes surrénales, l’utérus et les follicules 

ovariens. Ses fonctions physiologiques et sa signalisation restent incertaines (Porrello 

et al., 2009). Des premières études ont rapporté que les récepteurs AT2 auraient des 

effets vasodilatateurs, natriurétiques, antiprolifératifs et pro-apoptotiques (Unger et al., 

2000). 

 

 

 

 

Il a été rapporté l’existence d’un récepteur à l’angiotensine de type 3 (type 3 

angiotensin receptor, AT3) présentant une pharmacologie unique, cependant aucune 

confirmation concernant l’existence d’un gène pour ce récepteur chez l’Homme n’a pu 

être mis en évidence à ce jour (Chaki & Inagami, 1992 ; Inagami et al., 1993). 

 

Figure 28 : Structure, pharmacologie, signalisation et fonctions 

physiologiques des récepteurs AT1 et AT2 de l’AngII. Représentation des 

récepteurs AT1 et AT2 ayant une forte affinité pour l’AngII ainsi que les effets induits 

par ces récepteurs et leurs antagonistes : le bloqueur des récepteurs AT1 (AT1 

Receptor Blocker, ARB) et le CGP42112A (Auzan & Clauser, 2010). 
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Les récepteurs à l’angiotensine de type 4 (type 4 angiotensin receptor, AT4) 

sont exprimés principalement dans le SNC, mais également dans le cœur, les reins, 

les glandes surrénales et les vaisseaux sanguins. Ce type de récepteur a une forte 

affinité pour l’AngIV et est insensible aux analogues de l’AngII ainsi qu’aux 

antagonistes des récepteurs AT1 et AT2 (Harding et al., 1992). Ces récepteurs 

peuvent être exprimés à la surface des cellules via la phosphorylation par des PKC 

par l’insuline (Albiston et al., 2001). 

 

3.2.4. Implications de l’angiotensine II 

3.2.4.1. Implications physiologiques  

 

L’AngII est un élément important dans le système cardiovasculaire, en effet il 

peut modifier le rythme et la contractilité cardiaques ainsi que la croissance cellulaire. 

Il a été relevé que l’AngII stimule la contraction de cardiomyocytes ventriculaires isolés 

de rat (Neyses & Vetter, 1989). De plus, l’AngII peut exercer deux actions opposées 

sur la fréquence cardiaque : une bradycardie, dû à son action hypertensive et à la 

stimulation des barorécepteurs (Lumbers et al., 1979), et une tachycardie via divers 

mécanismes du système sympathoadrénal (Feldberg & Lewis, 1964 ; Knape & van 

Zwieten, 1988 ; Peach, 1977). Plusieurs études ont rapporté l’implication de l’AngII 

dans l’hypertrophie cardiaque associée à l’hypertension. En effet, l’administration d’un 

inhibiteur des ACE permet de réduire l’hypertrophie ventriculaire chez des rats 

spontanément hypertendus ; au contraire, des agents sympatholytiques ou 

vasodilatateurs induisent l’effet inverse (Pfeffer et al., 1982 ; Sen et al., 1974). 

 

Une des fonctions principales de l’AngII est de réguler l’homéostasie 

hydrosodée, c’est-à-dire l’équilibre entre les ions sodium et l’eau, en particulier dans 

des circonstances de déshydratation et de déplétion volémique (Sparks et al., 2014). 

L’AngII est capable de stimuler la réabsorption du sel et de l’eau dans le néphron. De 

plus, l’AngII stimule la sécrétion d’aldostérone afin d’augmenter la rétention d’eau et 

de sel dans le néphron (Mennuni et al., 2014). L’AngII via les cellules musculaires 

lisses vasculaires rénales, induit une vasoconstriction, réduisant ainsi le débit sanguin, 

ce qui favoriserait l’absorption du sodium. En effet, des souris dépourvues de 
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récepteurs AT1 vasculaires présentent une hypertension dépendante de l’AngII moins 

importante. Il en résulte par une quantité de sodium plus importante dans les urines 

(Sparks et al., 2015). De plus, le stress oxydant serait impliqué dans la contraction 

vasculaire rénale via des espèces réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species, 

ROS) induites par l’AngII (Lai et al., 2012).  

 

Le SNC possède également des récepteurs AT1 et AT2, et est donc sujet aux 

effets de l’AngII. Le SRA joue un rôle dans la régulation de la pression artérielle via 

son interaction avec le système nerveux sympathique. En effet, la délétion des 

récepteurs AT1 dans les cellules catécholaminergiques supprime les effets 

hypertenseurs de l’AngII sans altérer la pression artérielle basale et inhibe la 

stimulation du système nerveux sympathique (Allen et al., 2013). L’organe subfornical 

est une région produisant de l’AngII et est connue pour induire une polydipsie, une 

absorption de sodium et de l’hypertension. La surexpression d’AngII dans cette région 

peut causer une augmentation de la soif chez les souris (Sakai et al., 2007). La 

présence des récepteurs AT1 dans cette même région permet une élévation de la 

pression artérielle lors de la survenue d’une hypoxie intermittente, un modèle d’apnée 

du sommeil (Saxena et al., 2015). Ils sont également impliqués dans la régulation du 

métabolisme systémique, en effet, la suppression des récepteurs AT1 dans l’organe 

subfornical diminue la perte de poids induite par la leptine en altérant la thermogenèse 

des tissus adipeux bruns (Young et al., 2015). 

 

3.2.4.2. Implications pathologiques  

 

L’AngII est un facteur important impliqué dans la croissance et la prolifération 

cellulaire, entrainant l’hypertrophie des cellules musculaires lisses vasculaires, leur 

différenciation et l’apoptose (Dzau, 2001). En effet, les cellules musculaires lisses 

traitées avec de l’AngII voient l’activité de la kinase 2 dépendante des cyclines (Cyclin-

Dependant Kinase 2, CDK2) supprimée, cette dernière étant une protéine nécessaire 

dans le cycle cellulaire. L’arrêt dans la phase G1 du cycle cellulaire des cellules 

musculaires lisses vasculaire, mène à leur hypertrophie (Braun-Dullaeus et al., 1999). 

La rigidité artérielle conduit au développement de l’hypertension et est associée au 
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vieillissement. Elle est causée par une fibrose excessive et une élasticité réduite qui 

sont associées à un dépôt accru de collagène, une dégénérescence des fibres 

d’élastine ou à une calcification. L’AngII semble être au centre de ces facteurs et est 

capable d’induire des réponses vasculaires pro-fibrotiques (Harvey et al., 2016). De 

plus, l’AngII contribue au dysfonctionnement endothélial, au stress oxydant, à 

l’inflammation ainsi qu’à la thrombose, des phénomènes permettant l’initiation et la 

progression de l’artériosclérose (Vaccari et al., 2008). Également, l’AngII peut solliciter 

le recrutement des interleukines et des molécules d’adhésions pour induire une 

réponse inflammatoire (Ruiz-Ortega et al., 2001 ; Schieffer et al., 2000). 

 

L’hypertension étant l’un des facteurs de risque dans le développement de 

dysfonctionnement cognitifs, des démences, de la maladie d’Alzheimer et de l’AVC 

ischémique, l’AngII joue donc un rôle dans le développement de ces maladies. En 

effet, l‘activation continue du SRA sur des souris transgéniques induit l’apparition de 

troubles cognitifs, et altère la plasticité synaptique (Dai et al., 2016 ; Inaba et al., 

2009a). Par ailleurs, l’AngII favorise la production des peptides β-amyloïdes et la 

délétion des récepteurs AT1, qui inhibent leur formation, ce qui conduit à la formation 

des plaques amyloïdes (Liu et al., 1997). L’AngII aurait également un rôle dans 

l’exacerbation du volume de lésion ischémique, en effet, à la suite de l’occlusion de 

l’artère cérébrale moyenne (ACM), le volume de lésion est plus important chez des 

souris exprimant les gènes humains de l’angiotensinogène et de la rénine (Inaba et 

al., 2009b). 

 

3.2.5. PAI-1 et angiotensine II 

 

Comme vu précédemment (voir la partie « 1.5.1.1. Le PAI-1 »), le PAI-1 fait 

partie de la famille des inhibiteurs des sérines protéases et est l’inhibiteur principal du 

tPA. Des études suggèrent que l’AngII joue un rôle dans la régulation de l’expression 

des inhibiteurs de protéases comme le PAI-1, réduisant ainsi l’activité protéolytique du 

tPA (van Leeuwen et al., 1994 ; Vaughan et al., 1995a). L’inhibiteur de l’ACE et un 

antagoniste des récepteurs AT1 induisent une diminution de l’expression de PAI-1 

dans un modèle de sclérose rénale (Oikawa et al., 1997). De plus, il a été observé 
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qu’une infusion longue d’AngII par voie intraveineuse chez le rat induit une 

augmentation de l’expression de PAI-1 dans différents tissus via son interaction avec 

les récepteurs AT1, et ce, indépendamment de son effet hypertenseur (Nakamura et 

al., 2000). 

 

 

 

 

 Les interactions entre les systèmes kinine-kallicréine et rénine-

angiotensine 

 

Le SKK et le SRA peuvent interagir entre eux à différents niveaux. Dans le 

plasma, la kallicréine est impliquée dans l’activation de la prorénine (Schalekamp & 

Derkx, 1981). De plus, la kallicréine peut cliver l’angiotensinogène pour générer de 

l’AngII. Les ACE, en plus de pouvoir convertir l’AngI en AngII, participent également 

au métabolisme des kinines (Augusto Souza dos Santos et al., 2001). Les inhibiteurs 

de l’ACE peuvent inhiber le métabolisme de la BK, potentialisant ainsi l’activité de la 

BK sur ses récepteurs B2 sans altérer le fonctionnement de la BK (Marcic et al., 1992). 

L’antagoniste des récepteurs B2, le HOE 140 peut prévenir certaines conséquences 

de l’inhibition des récepteurs AT1, suggérant que la BK peut inhiber certains effets des 

Figure 29 : L’expression des ARNm de PAI-1 augmente après infusion d’AngII 

dans les tissus. Northern Blot représentant le taux d’ARNm exprimé dans chaque 

tissu issu de rat (rein, foie, cœur et aorte). En présence d’AngII, le niveau 

d’expression d’ARNm de PAI-1 augmente par rapport aux conditions salines dans 

les quatre tissus.  (Nakamura et al., 2000). 
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récepteurs AT1. En effet, l’activation des récepteurs AT2 pourrait provoquer la 

formation de la BK, contrebalançant ainsi l’effet vasoconstricteur des récepteurs AT1 

(Katada & Majima, 2002 ; Liu et al., 1997).  
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Le système kinine-kallicréine joue un rôle important dans la pression 

artérielle, l’inflammation ou la coagulation. Il implique des médiateurs 

comme la bradykinine, un agent vasodilatateur qui agit sur les récepteurs 

B2 présents sur de nombreux types cellulaires. 

La bradykinine peut également induire une libération de tPA dans la 

circulation sanguine en sollicitant les cellules endothéliales. 

Le système rénine-angiotensine est impliqué dans l’homéostasie 

hydrosodée, l’hypertension, ainsi que dans de nombreuses pathologies 

cardiovasculaires. L’angiotensine II est le principal médiateur de ces 

effets via son interaction avec les récepteurs AT1.  

L’angiotensine II peut provoquer la sécrétion de PAI-1 dans la circulation 

sanguine par les cellules endothéliales. 

Kinin-kallikrein system plays an important role in blood pressure 

regulation, inflammation, or coagulation. It involves mediators like 

bradykinin, a vasodilator agent that acts on B2 receptors, found on many 

cell types. 

Bradykinin can also induce release of tPA into the bloodstream by 

stimulating endothelial cells. 

Renin-angiotensin system is involved in water and sodium homeostasis, 

hypertension, or in many cardiovascular pathologies. Angiotensin II is 

the main mediator of these effects through its interaction with AT1 

receptors. 

Angiotensin II can secrete PAI-1 into the bloodstream by endothelial 

cells. 
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4. Le couplage neurovasculaire 

 

Le cerveau est l’un des organes les plus énergivore du corps humain, 

consommant 20% de l’énergie produite par l’organisme, même s’il ne représente que 

2% de la masse corporelle totale (Raichle & Gusnard, 2002 ; Sokoloff et al., 1955). Le 

fait que cet organe ait des besoins énergétiques aussi élevés tout en possédant des 

réserves énergétiques limitées, rend le cerveau fortement dépendant d’un 

approvisionnement continu et régulé en sang. Un défaut de perfusion cérébrale peut 

entrainer un défaut de synthèse de protéines cérébrales ou de signalisation pouvant 

aller jusqu’à l’arrêt de fonctionnement d’une zone du cerveau, et cela pouvant entrainer 

des dommages irréversibles au SNC (Leker & Shohami, 2002). Pour éviter cela, le 

cerveau peut mettre en jeu plusieurs mécanismes afin d’optimiser un apport sanguin 

correct et continu. Le premier mécanisme est la capacité d’arrêter la circulation 

systémique et de pouvoir réacheminer le sang vers le cerveau en cas de besoin. Le 

deuxième est l’autorégulation, qui consiste au maintien du débit sanguin cérébral 

(DSC) à un niveau adéquat lors d’un changement de la pression artérielle sanguine 

(Lassen, 1959). Le dernier mécanisme correspond à la mise en place d’une cascade 

de signalisation à la suite à d’une activité neuronale qui permet de garantir un apport 

d’énergie via l’augmentation du DSC local. Ce phénomène est appelé le couplage 

neurovasculaire (CNV) ou hyperémie fonctionnelle. 

 

 Historique  

 

Au cours du 18e et 19e siècle, les scientifiques pensaient que le cerveau n’était 

pas impliqué dans sa propre régulation sanguine, et serait contrôlé exclusivement par 

la circulation systémique (Friedland & Iadecola, 1991). Ce n’est qu’à la fin du 19e siècle 

que les premières observations sur les changements de DSC en réponse à une activité 

cérébrale furent effectuées. En effet, les travaux de Mosso en 1880 sur les 

malformations crâniennes chez l’Homme, ont permis de découvrir que les stimuli 

somatiques, mentaux ou émotionnels provoquaient des changements de volume 

sanguin cérébral (Figure 30 ; Mosso, 1880).  
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Par la suite, Roy et Sherington en 1890 ont suggéré que les métabolites produits 

par l’activité neuronale pouvaient diffuser dans la circulation sanguine locale pour 

induire une hausse du DSC dans la région activée (Roy & Sherrington, 1890). Schmidt 

et Hendrix ont pu démontrer également que l’illumination de l’œil d’un chat provoquait 

une augmentation de température au niveau du cortex visuel reflétant la perfusion 

cérébrale lié à l’augmentation du métabolisme (Schmidt & Hendrix, 1938).  

 

La première méthode de mesure quantitative du DSC a été introduite en 1948 

via l’utilisation de N2O comme traceur. En effet, cette méthode a permis de constater 

que l’hyperactivité cérébrale globale (comme dans le cas de l’anxiété ou 

l’hyperthyroïdie) pouvait provoquer une augmentation du DSC, et que celui-ci était 

réduit lors d’une inactivité cérébrale (lors d’un coma par exemple ; Kety, 1950). 

Cependant, cette méthode permettait de mesurer le DSC pour l’ensemble du cerveau 

et ne permettait pas d’évaluer les changements de perfusion cérébraux régionaux 

Figure 30 : La variation de volume sanguin cérébral et périphérique à la suite 

d’un stimulus émotionnel. La mesure du volume sanguin cérébral (tracé du haut) 

et au niveau d’un pied (tracé du bas) chez un patient ayant une malformation 

crânienne (photo de L. Cane) est effectuée à la suite d’un stimulus émotionnel 

(flèche). Mosso raconta que « M. Cane se tenait tranquillement, jusqu’au moment 

où je lui ai exprimé l’impression que sa femme m’avait faite lorsque je l’ai vue pour 

la première fois. Cane ne pouvait pas parler, le sang au cerveau a immédiatement 

augmenté et le volume sanguin des pieds a nettement diminué ». Ces résultats 

reflètent la capacité vasodilatatrice du cerveau et vasoconstrictrice périphérique 

causée par une forte émotion (Iadecola, 2004). 
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induits par une activité neuronale locale. Le développement d’une mesure de DSC 

régional chez l’Homme via l’injection intracarotidienne d’un traceur radioactif et la 

détection de celui-ci par une γ-caméra a révolutionné l’imagerie fonctionnelle et a 

permis par la suite la mise en place de la tomographie par émission de positrons (TEP), 

toujours utilisée de nos jours (Figure 31 ; Lassen et al., 1978). 

 

 

 

 

 La découverte des variations locales de l’oxygénation du sang (appelé 

également effet BOLD pour Blood Oxygen Level Dependent), reflétant la 

consommation d’oxygène et le DSC à la suite d’une activité cérébrale a permis de 

développer une technique d’imagerie non invasive via l’imagerie par résonance 

magnétique (IRM). En effet, la désoxyhémoglobine étant paramagnétique, elle peut 

être détectée par IRM. Les variations d’oxygénation dans le cerveau au cours d’une 

activité cérébrale sont ainsi observées en imagerie BOLD (Ogawa et al., 1990). Ainsi, 

l’IRM basée sur l’effet BOLD est l’une des méthodes les plus puissantes pour la 

compréhension du fonctionnement du cerveau chez l’Homme.  

 

 

 

Figure 31 : La mesure des variations locales de DSC au cours de différentes 

tâches reflète l’activité cérébrale. Représentation de différentes cartes 

d’activation cérébrale révélées à l’aide d’un isotope radioactif chez l’Homme lors de 

la prise de parole (A), d’une lecture silencieuse (B) ou d’un mouvement volontaire 

(C). Les zones présentant une forte augmentation du DSC sont représentées par 

des couleurs chaudes (Lassen et al., 1978) 
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 L’unité neurovasculaire  

 

L’assemblage de l’unité neurovasculaire varie à travers le réseau 

cérébrovasculaire. A la base du cerveau, le polygone de Willis va étendre son système 

vasculaire en différentes branches. Les vaisseaux de la surface cérébrale, au niveau 

de l’espace sous arachnoïdien, forment des artères pimériennes, un réseau hautement 

collatéralisé (Blinder et al., 2013). Les artères pimériennes sont formées de plusieurs 

couches de cellules musculaires lisses, séparées de l’endothélium par une limitante 

élastique interne (Roggendorf & Cervos-Navarro, 1977). Bien qu’elles ne soient pas 

en contact direct avec le cerveau, les artères pimériennes sont richement innervées 

par des fibres nerveuses provenant du système nerveux périphérique (Hamel, 2006). 

Les artères pimériennes se divisent en plus petites artères, plongeant dans le 

parenchyme cérébral entouré de l’espace de Virchow-Robin, une extension de 

l’espace sous-arachnoïdien (Jones, 1970 ; Zhang et al., 1990). Ces artères 

pénétrantes sont constituées d’une unique couche de cellules musculaires lisses 

beaucoup plus fine (Roggendorf & Cervos-Navarro, 1977). L’espace de Virchow-Robin 

contient plusieurs types cellulaires entourant les vaisseaux, comme des macrophages 

périvasculaires, ou des astrocytes qui viennent former via les pieds astrocytaires une 

couche continue autours du vaisseau, participant ainsi à la formation de la BHE (Zhang 

et al., 1990). Au fur et à mesure que les artères pénétrantes entrent dans le 

parenchyme cérébral, l’espace périvasculaire disparait progressivement et les pieds 

astrocytaires se resserrent, enfermant le vaisseau via un contact direct avec sa lame 

basale. Des neurones commencent alors à entrer en contact avec le vaisseau via ses 

terminaisons axonales, ou ses dendrites (Iadecola, 1993 ; Wang et al., 2005). Enfin, 

les artérioles vont se diviser en capillaires, les cellules musculaires lisses sont 

remplacées par des péricytes couvrant les cellules endothéliales. Comme pour les 

artérioles, les capillaires sont entourés par les pieds astrocytaires et de quelques 

terminaisons axonales (Armulik et al., 2011 ; Damisah et al., 2017 ; Dahl, 1973). 
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 La régulation du DSC 

 

Le DSC varie en fonction de la consommation énergétique dans les régions 

cérébrales. En effet, le DSC sera plus élevé dans les régions consommant le plus 

d’énergie (par exemple, le colliculus inférieur) et plus faible dans les régions 

consommant le moins (comme la substance blanche ; Sokoloff, 1996). De plus, 

l’augmentation de l’activité neuronale entraine une augmentation du DSC très 

Figure 32 : Les variations de l’architecture de l’unité vasculaire à travers le 

réseau cérébrovasculaire. Les artères pimériennes (A) ont une épaisse couche 

de cellules musculaires lisses et très innervées par des fibres nerveuses provenant 

du système nerveux périphérique. Elles sont situées dans l’espace sous-

arachnoïdien. Les artères pénétrantes (B) plongent vers l’espace périvasculaire 

(Virchow-Robin) contenant plusieurs types cellulaires, y compris les macrophages 

périvasculaires (PVM). Les artérioles intra-parenchymateuses (C) s’enferment dans 

les pieds astrocytaires et des neurones provenant du cortex cérébral projettent leur 

terminaison axonale près du vaisseau. Les capillaires (D) sont dépourvus de 

cellules musculaires lisses mais sont dotés de péricytes qui sont entièrement 

entourés par la membrane basale de l’endothélium. Des terminaisons axonales sont 

retrouvées également comme pour les artérioles intra-parenchymateurses 

(Iadecola, 2017b). 
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restreinte au niveau des zones activées. Le mécanisme permettant le déclenchement 

de l’augmentation du DSC se fait principalement via des neurotransmetteurs, en 

particulier par le glutamate (Bonvento et al., 2002). En effet, la libération de 

neurotransmetteurs dans la synapse active plusieurs voies de signalisations dans les 

neurones, les astrocytes et les cellules vasculaires, que nous développerons ci-après.  

 

L’augmentation de l’adénosine triphosphate (ATP) associée à l’activation 

neuronale conduit à la production d’agents vasodilatateurs tel que l’adénosine, le CO2, 

l’hydrogène et le lactate, pouvant potentiellement initier la réponse vasculaire 

(Freeman & Li, 2016 ; Iliff et al., 2003 ; Ko et al., 1990). Ce mécanisme dépendant du 

métabolisme neuronal permettant l’augmentation du DSC est également accompagné 

par un mécanisme indépendant du métabolisme impliquant les neurotransmetteurs, 

permettant la libération de potassium, de NO ou de prostanoïdes (Attwell et al., 2010 

; Attwell & Iadecola, 2002 ; Drake & Iadecola, 2007).  

 

4.3.1. La signalisation neuronale 

 

Le glutamate libéré dans la fente synaptique va activer les récepteurs NMDA 

neuronaux, provoquant une entrée de calcium dans le neurone post-synaptique et 

l’activation de la NO-synthase neuronale (neuronal Nitric Oxyde Synthase, nNOS), 

ainsi que le recrutement de la cyclooxygénase 2 (COX-2). La synthèse et la libération 

de NO et de prostanoïdes vont participer à la relaxation des cellules musculaires lisses, 

donc à la dilatation du vaisseau (Busija et al., 2007 ; Lecrux & Hamel, 2016). En effet, 

l’inhibition des nNOS induit une réduction de l’augmentation du DSC en réponse à 

l’activité neuronale, suggérant le rôle du NO dans le CNV (Ma et al., 1996). Des 

interneurones peuvent également à dans la modulation du CNV (Lecrux et al., 2011). 

En effet, les neurotransmetteurs et les neuromodulateurs libérés par les interneurones 

ont un effet sur les microvaisseaux aux alentours. Dans le cortex et le cervelet, les 

interneurones sont capables d’induire une vasoconstriction via la libération du 

neuropeptide Y, ou une vasodilatation via le NO libéré (Cauli et al., 2004 ; Cauli & 

Hamel, 2010). De plus, les neurones du locus coeruleus, des noyaux de raphé ou du 

télencéphale basal sont capables de projeter leurs terminaisons axonales vers le 
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néocortex pour libérer respectivement de la noradrénaline, de la sérotonine, ou de 

l’acétylcholine (ACh) afin de moduler le DSC (Cohen et al., 1996 ; Hamel, 2006 ; 

Toussay et al., 2013 ; Zhang et al., 1995).  

 

4.3.2. La signalisation astrocytaire 

 

Les astrocytes sont situés au niveau des synapses et des microvaisseaux se 

trouvant à proximité. Ce positionnement très stratégique permet aux astrocytes de 

faire le relais entre l’activité neuronale et la réponse hémodynamique des vaisseaux. 

Les astrocytes peuvent augmenter le DSC en réponse à une activation neuronale via 

la libération de potassium au niveau des pieds astrocytaires en contact avec les 

artérioles, induisant une hyperpolarisation et une relaxation des cellules musculaires 

lisses (Knot et al., 1996). En effet, les astrocytes vont jouer le rôle de « siphonage » 

en recapturant le potassium libéré par l’activité neuronale puis en le libérant vers les 

pieds astrocytaires (Paulson & Newman, 1987). 

 

Lors de l’activation neuronale, du glutamate va être libéré dans la fente 

synaptique. Une partie de ce glutamate va activer les mGluR présents à la surface des 

astrocytes, provoquant une augmentation du flux calcique intracellulaire (Figure 33 ; 

Porter & Mccarthy, 1996 ; Zonta et al., 2003). L’élévation de calcium intracellulaire 

induit la libération de potassium vers les cellules musculaires lisses, mais également 

l’activation des PLA2 permettant la libération d’acide arachidonique (AA) le précurseur 

de la prostaglandine E2 (PGE2) et des acides époxyeicosatriénoiques (EET), pouvant 

induire une vasodilatation (Filosa et al., 2006 ; Mishra, 2017).  
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 Pour comprendre davantage le rôle des astrocytes dans le CNV, des études 

avec ablation des astrocytes ont été menées. En effet, l‘utilisation de gliotoxines, 

comme le fluoroacétate pour endommager les astrocytes du cortex a permis 

d’observer une diminution de 50% de l’augmentation du DSC induite par la stimulation 

du prosencéphale basal (Paulsen et al., 1987). De la même façon, une réduction du 

flux sanguin après une stimulation lumineuse a été observé lorsque des yeux de chats 

ont été traité avec une gliotoxine (Song et al., 2015). Bien que ces études suggèrent 

que les astrocytes jouent un rôle dans le CNV, elles doivent être interprétées avec 

prudence car la suppression des astrocytes va également avoir un effet indirect sur 

les neurones tels que le recyclage de glutamate, du potassium, la régulation du pH 

Figure 33 : La stimulation neuronale sous-tend la dilatation des artérioles 

cérébrales via l’augmentation intracellulaire de calcium dans les 

astrocytes. Une artériole corticale (a) et la réponse vasculaire (b, c) lors d’une 

stimulation de la zone par une électrode intracorticale. Les triangles représentent le 

début et la fin de la stimulation. Cinétiques de l’augmentation intracellulaire de 

calcium dans les astrocytes, plus précisément dans le corps cellulaire (d) et le pied 

astrocytaire (e). (f) Courbe représentant la dilatation de l’artériole obtenue en 

moyennant la réponse vasculaire entre chaque stimulation (Zonta et al., 2003). 
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extracellulaire et du métabolisme du glucose (Hassel et al., 1992 ; Lian & Stringer, 

2004 ; Stringer & Aribi, 2003). 

 

4.3.3. La signalisation vasculaire  

 

Les cellules endothéliales sont capables de synthétiser de puissants agents 

vasoactifs tels que le NO ou les prostanoïdes, et sont connues pour réguler le DSC en 

réponse à des agents pharmacologiques, mais leur rôle dans le CNV n’est pas tout à 

fait élucidé. Des études suggèrent que les cellules endothéliales peuvent propager de 

façon rétrograde la signalisation induite par le CNV le long des artérioles. 

L’administration brève d’agents vasoactifs à l’aide d’une micropipette sur la paroi d’une 

artériole permet de confiner le stimulus initial dans un rayon égal au diamètre de la 

micropipette. L’application d’ACh sur l’artériole provoque une propagation de la 

vasodilatation en amont et en aval de la zone initiale ; cela n’est pas le cas lors de 

l’application d’histamine, de potassium, d’hydrogène ou d’élédoisine (Figure 34 ; 

Duling & Berne, 1970). Également, des études en IRM fonctionnelle (IRMf) ont révélé 

que pendant l’activation somatosensorielle, les réponses vasculaires sont d’abord 

observées dans les régions corticales profondes, puis plus superficiellement, 

suggérant une propagation rétrograde de la réponse vasculaire (Silva & Koretsky, 

2002 ; Uhlirova et al., 2016). Le mécanisme de propagation de la vasodilatation dans 

les vaisseaux périphériques est connu au niveau des muscles squelettiques. En effet, 

cela implique des canaux potassiques rectifiant entrant (KIR) et des canaux 

potassiques calcium dépendant (KCa), déclenchant la libération de NO endothéliale et 

de prostanoïdes (Segal, 2015 ; Tallini et al., 2007). Dans la circulation cérébrale, ce 

mécanisme impliquerait plus les KIR du fait que les cellules endothéliales cérébrales 

expriment en abondance les KIR mais pas les KCa. En effet, les capillaires cérébraux 

sont très sensibles au potassium libéré par les pieds astrocytaires pendant l’activité 

neuronale (Longden et al., 2017).  
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Le rôle des péricytes dans la vasodilatation des capillaires est mal connu dû à 

la taille des vaisseaux et le manque d’identification spécifique des capillaires. Des 

études suggèrent la présence de péricytes contractiles contenant de l’actine (α-SMA) 

comme les cellules musculaires lisses, et d’autres non contractiles autour des 

capillaires (Attwell et al., 2016 ; Hartmann et al., 2015). 

 

 La réponse hémodynamique 

 

Les capillaires sont impliqués dans la détection des signaux envoyés par les 

neurones et les astrocytes, ce qui conduit à l’hypothèse que le CNV pourrait être initié 

dans les capillaires. L’hyperpolarisation se propagerait en amont (Cox et al., 1993 ; 

Iadecola, 1993). La transmission de la signalisation se ferait via les canaux KIR à 

travers les jonctions communicantes des cellules endothéliales, pour atteindre les 

cellules contenant de l’α-SMA et les cellules musculaires lisses en amont et permettant 

Figure 34 : L’application d’ACh sur l’artériole conduit à une propagation 

ascendante de la vasodilatation. Images séquentielles d’une artériole d’une 

souris GCaMP2 dans les cellules endothéliales, la flèche bleue indique le sens du 

flux sanguin. L’initiation de la stimulation avec l’administration brève d’ACh 

engendre une augmentation locale de calcium intracellulaire (a). La transmission de 

l’influx calcique se fait de façon bidirectionnelle (b), puis la vasodilatation s’observe 

dans les zones affectées par l’influx calcique (c). Les zones présentant un fort influx 

calcique sont représentées par des couleurs chaudes (Tallini et al., 2007). 
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leur relaxation (Longden et al., 2017). La relaxation des cellules musculaires lisses 

artériolaires se complète en plus avec la propagation de l’hyperpolarisation via les 

cellules endothéliales, par l’action directe des agents vasoactifs libérés par les 

neurones et les astrocytes comme le NO, l’adénosine ou les prostanoïdes. Enfin, la 

relaxation des artérioles pimériennes, éloignées du site d’activation, peut résulter de 

deux mécanismes : la vasodilatation se propageant à partir des artérioles en aval, et 

la vasodilatation induite localement. Les artérioles pimériennes n’étant pas 

directement en contact avec les neurones et les astrocytes, les signaux voyagent de 

manière rétrograde depuis les capillaires et les artérioles activées plus profondément 

dans le parenchyme. 

 

 Facteurs influençant le couplage neurovasculaire 

4.5.1. Implication du tPA dans le CNV  

 

L’implication du tPA dans le tonus vasculaire via sa fixation sur les récepteurs 

NMDA des cellules endothéliales est connu. En effet, le tPA peut induire une 

vasodilatation via l’activation des eNOS (Nassar et al., 2004, 2010).  

 

L’implication du tPA dans le CNV a été rapportée par l’équipe de Iadecola. En 

effet, il a été observé que l’hyperémie fonctionnelle induite par la stimulation des 

vibrisses était atténuée chez des souris déficientes en tPA. Ce déficit est restauré via 

l’application directe de tPA recombinant (rtPA) dans le cortex sensoriel. Le mécanisme 

d’action du tPA se fait via son interaction avec les récepteurs NMDA synaptiques et 

post-synaptiques pour promouvoir l’activation des nNOS et la libération de NO (Figure 

35 ; Park et al., 2008). 
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 En plus de l’effet vasodilatateur du tPA sur le CNV au niveau cortical, le tPA 

peut également avoir ce même effet au niveau vasculaire, toujours par son interaction 

avec les récepteurs NMDA, mais cette fois-ci endothéliaux. En effet, l’injection 

Figure 35 : Le tPA cortical a un effet vasodilatateur sur le CNV. A : 

L’augmentation du DSC induit par la stimulation des vibrisses est réduite chez les 

souris déficientes en tPA. B : Le déficit de cette réponse hémodynamique peut être 

restauré chez les souris déficientes en tPA par l’application corticale de rtPA. C : 

L’hyperhémie fonctionnelle peut être réduite en inhibant les récepteurs NMDA mais 

pas chez les souris déficientes en tPA. La tétrodoxine (TTX), un bloqueur des 

canaux sodiques, réduit l’hyperémie vasculaire à la fois chez les souris déficientes 

en tPA et WT. D : L’application topique de NMDA induit une augmentation du DSC 

moins importante chez les souris déficientes en tPA. E-F : La production de NO est 

réduite chez les souris déficientes en tPA et en présence de PAI-1, elle peut être 

restaurée via l’application corticale de rtPA (Park et al., 2008) 
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intraveineuse de rtPA induit une restauration de l’hyperhémie fonctionnelle chez des 

souris déficientes en tPA (Figure 36 ; Anfray et al., 2020).  

 

 

 

 

4.5.2. Effet des agents anesthésiques sur le couplage neurovasculaire 

 

L’anesthésie est largement utilisée dans les études précliniques pour l’étude du 

CNV chez l’animal in vivo et peut avoir des effets sur les cellules cérébrales comme 

Figure 36 : Le tPA vasculaire a un effet vasodilatateur sur le CNV. A : 

L’augmentation du DSC induit par la stimulation des vibrisses est réduite chez les 

souris déficientes en tPA. B : Le déficit de cette réponse hémodynamique peut être 

restauré chez les souris déficientes en tPA par l’injection intraveineuse de rtPA. C : 

L’effet vasodilatateur du rtPA lors du CNV peut être inhibé via l’injection 

intraveineuse de différents inhibiteurs des récepteurs NMDA chez les souris 

déficientes en tPA. t1 représente l’augmentation du DSC induit par la stimulation 

des vibrisses avant l’injection des produits pharmacologiques, t2 représente 

l’augmentation du DSC après injection des produits pharmacologiques (Anfray et 

al., 2020) 
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sur l’activité neuronale, la réactivité vasculaire ou le métabolisme cérébrale. Ces 

différents effets peuvent avoir un impact sur le CNV. Ainsi l’anesthésie est un facteur 

pouvant interférer avec l’hyperhémie fonctionnelle.   

 

L’α-chloralose est l’agent anesthésique le plus couramment utilisé pour l’étude 

du CNV chez le rongeur car cet agent est connu pour préserver le CNV au niveau 

hémodynamique et métabolique (Lindauer et al., 1993 ; Ueki et al., 1992). Au niveau 

de la physiologie de l’animal, l’α-chloralose provoque une dépression respiratoire, une 

acidose métabolique et une hyperréactivité (Arfors et al., 1971). De plus, l’utilisation 

de l’α-chloralose requiert l’administration d’un autre agent anesthésique du fait de sa 

faible capacité analgésique, pouvant alors contribuer à plus de variabilité du CNV 

(Bonvento et al., 1994). 

 

Les agents anesthésiques par inhalation tels que l’halothane, l’enflurane ou 

l’isoflurane sont assez pratiques car l’induction et le réveil de l’animal sont très rapides 

et peuvent être utilisés de manière répétée pour les études longitudinales. Cependant, 

ces anesthésiques volatiles sont de puissants vasodilatateurs, même au niveau 

cérébral, et conduisent à une augmentation basale du DSC et une diminution du 

métabolisme cérébral (van Aken & van Hemelrijck, 1991). 

 

Les anesthésiques barbituriques comme le pentobarbital et le thiopental, 

réduisent le débit cardiaque et conduisent à une hypotension, de plus, ils induisent une 

dépression respiratoire. Pour exemple, l’uréthane provoque une hypotension, une 

réduction du débit cardiaque modéré, et une hyperventilation (Fieldi et al., 1993).  

 

La médétomidine et la xylazine sont des agonistes spécifiques aux récepteurs 

α2-adrénergiques, qui bloquent la libération de la noradrénaline. En raison des 

propriétés analgésiques limitées de ces produits, les interventions chirurgicales 

doivent être effectués en combinaison avec d’autres agents anesthésiques. Elles 

peuvent affecter la fonction cardiovasculaire et provoquer des dépressions 

respiratoires. Les animaux peuvent récupérer après l’administration d’un antagoniste 
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α2-adrénergique, rendant une utilisation répétée possible pour les études 

longitudinales (Pawela et al., 2009 ; Sinclair, 2003 ; Weber et al., 2006).  
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Le couplage neurovasculaire est un phénomène qui permet de préserver 

le bon fonctionnement neuronal. La dilatation des vaisseaux sanguins 

permet aux neurones de bénéficier d’un apport supplémentaire en 

énergie lorsqu’ils sont en activité. 

La vasodilatation ainsi que l’augmentation du débit sanguin cérébral 

peuvent être déclenchées par plusieurs voies de signalisation. 

Les neurones et les astrocytes sont capable de libérer des 

neurotransmetteurs comme le glutamate, et permettre la synthèse 

d’agents vasodilatateurs comme le monoxyde d’azote. 

Le tPA peut également moduler l’hyperémie fonctionnelle par son 

interaction avec les récepteurs NMDA. 

Neurovascular coupling is an important phenomenon in order to 

preserve good neuronal functioning. Dilatation of blood vessels allows 

neurons to benefit from a supply of energy when they are active. 

Vasodilatation and the increase of cerebral blood flow can be triggered 

by several signalling pathways. 

Neurons and astrocytes are able to release neurotransmitters like 

glutamate, and allow the synthesis of vasodilating agents such as nitric 

oxide. 

tPA may also modulate functional hyperemia through its interaction with 

NMDA receptors. 
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Le tPA est une sérine protéase d’abord découvert dans la circulation sanguine 

et connu pour sa capacité fibrinolytique. Depuis, le tPA a été étudié pour ses 

nombreuses autres fonctions physiologiques et pathologiques. Les principales 

sources de production du tPA vasculaire étant les cellules endothéliales et les 

hépatocytes, une fois libéré, le tPA est rapidement inhibé par le PAI-1, limitant ses 

interactions dans la circulation sanguine. Il est également capable d’agir comme 

neuromodulateur dans différents types cellulaires grâce à la présence des récepteurs 

NMDA. 

 

Les récepteurs NMDA sont exprimés au sein du SNC dans plusieurs types 

cellulaires, et participent à des fonctions vitales comme la plasticité synaptique, la 

régulation du tonus vasculaire ou encore l’hyperémie fonctionnelle.  

 

Le couplage neurovasculaire est un mécanisme important pour le bon 

fonctionnement des neurones, n’ayant pas ou peu de réserves énergétiques propre. 

Le tPA joue un rôle dans la modulation de l‘hyperémie fonctionnelle à la fois par sa 

présence dans le parenchyme cérébrale mais aussi dans la circulation sanguine. 

Cependant, la quantité de tPA libre circulant étant très limitée pour pouvoir jouer un 

rôle hyperémiant dans le CNV, le tPA doit être libéré par les cellules endothéliales et 

les hépatocytes au moment d’une activation neuronale afin d’exercer son rôle.  

 

Le tPA peut être libéré dans la circulation par les cellules endothéliales via 

l’activation des récepteurs B2 par la BK, une molécule impliquée dans la vasodilatation 

et l’hypotension. Inversement, l’AngII peut stimuler la libération de PAI-1 via l’activation 

des récepteurs AT1. L’AngII est capable d’induire une vasoconstriction ainsi qu’une 

hypertension.  

 

Mes travaux de thèse visent à mieux comprendre le rôle du tPA circulant dans 

le CNV induit par la stimulation des vibrisses, son mode de libération dans la 

circulation, son effet lors de la présence de PAI-1 et son interaction avec les récepteurs 

NMDA endothéliaux.  
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Plusieurs modèles animaux et différents agents pharmacologiques ont été 

utilisés, et ont permis de répondre aux problématiques suivantes :  

• Quelle est l’influence de l’axe tPA/PAI-1 sur l’hyperémie fonctionnelle induite 

par la stimulation des vibrisses ? 

• La quantité basale de tPA circulant influence-t-elle le CNV ? 

• Les récepteurs NMDA endothéliaux sont-ils responsables de l’hyperémie 

vasculaire induite par le tPA lors de la stimulation des vibrisses ? 

• L’activation du SKK favorise-t-elle la libération de tPA circulant par les cellules 

endothéliales via l’activation des récepteurs B2 par la BK et influence-t-elle le 

CNV ? 

• L’activation du SRA influence-t-elle l’hyperémie fonctionnelle par la libération de 

PAI-1 par les cellules endothéliales via l’activation des récepteurs AT1 par 

l’AngII ? 

• Le tPA libéré par les cellules endothéliales hépatiques contribue-t-il à la 

régulation du CNV ? 

 



 

 

 

 

 

Résultats 
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1. Le tPA circulant sécrété par les cellules endothéliales 

hépatiques module l’activité des récepteurs NMDA 

endothéliaux au niveau cérébral et contribue au couplage 

neurovasculaire. 

 

Vascular tPA of liver origin contributes to neurovascular coupling involving 

brain endothelial NMDA receptors. 
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Key Points  

 

Endogenous levels of circulating tPA influence neurovascular coupling induced by 

whiskers stimulation in mice.   

Endothelial NMDA receptors mediate the tPA-dependent modulation of neurovascular 

coupling induced by whiskers stimulation in mice. 

Abstract  

Regulation of the cerebral blood flow (CBF) involves complex mechanisms with direct 

influences on brain functions and dysfunctions. Among these mechanisms it was 

proposed that the serine protease tissue-type plasminogen activator (tPA) could play 

a role in the control of neurovascular coupling (NVC) induced by whiskers stimulation 

in rodents through its action on N-methyl-D-Aspartate receptors (NMDARs). In the 

present study, using tPANull mice, conditional deletions of either endothelial tPA 

(VECad-CreΔtPA) or endothelial NMDARs GluN1 subunit (VECad-CreΔGluN1), 

parabioses between wild-type and tPANull mice, hydrodynamic transfections-induced 

deletion of liver tPA, hepatectomy and pharmacological approaches in mice, we have 

unveiled this mechanism in detail. We thus demonstrate that physiological 

concentrations of vascular tPA, produced and released by the liver endothelial cells in 

a bradykinin type 2 receptors-dependent manner, promotes NVC, by a mechanism 

dependent of brain endothelial NMDA receptors. These data highlight a new 

mechanism of the regulation of NVC involving both endothelial tPA and NMDA 

receptors. 
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Introduction 

 

Functional hyperemia, also named neurovascular coupling (NVC), allows local energy supply 

to brain cells, with key roles in the pathophysiology of the brain1,2. For instance, brain disorders 

such as stroke or Alzheimer’s Disease are associated with CBF dysregulations3. 

Initially described by its ability to activate plasminogen into plasmin in the blood4, the 

tissue-type Plasminogen Activator (tPA) is a serine protease widely expressed in the 

central nervous system (CNS)5,6, especially by neurons and endothelial cells7,8. 

Extending its functions above the conversion of plasminogen into plasmin, tPA 

interferes with a variety of neuronal receptors9, including N-Methyl-D-Aspartate 

receptors (NMDARs). Through these mechanisms, tPA is considered as a 

neuromodulator implicated in various brain functions and dysfunctions, including 

learning and memory processes10,11, anxiety behavior12,13 and neurovascular diseases 

such as stroke, in which it contributes to the homeostasis of the blood brain barrier and 

the neuronal survival14,15.   

Park et al. proposed tPA as an actor of NVC by its ability to influence NMDAR 

signaling16and proposed that the PAI-1/tPA (type 1 plasminogen activator inhibitor) 

pathway could counteract the harmful neurovascular and cognitive effects of Aβ17. In 

parallel, Anfray et al. have proposed that the circulating tPA could contribute to NVC18. 

It is thus interesting to note that, in the central nervous system, the tPA initially reported 

to be expressed and released by endothelial cells is also expressed and released by 

neurons; both cells also express NMDA receptors19–22.  

Endothelial cells and hepatocytes are thought to be the main sources of vascular tPA23, with 

the level of free tPA counterbalanced by its serpin PAI-124,25. The control of this balance 

between the levels of blood tPA and PAI-1 thus plays a major contribution in a number of 

neurovascular diseases17,27,28. There is a growing body of evidence that activation of 

endothelial luminal bradykinin receptors promotes the luminal release of tPA by endothelial 

cells29, whereas angiotensin-II leads to release of PAI-130. Nevertheless, regulation of plasma 

levels of PAI-1 cannot be explained solely by the renin-angiotensin system31. 
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These observations raise the possibility that modifications of the physiological levels of 

vascular tPA may contribute to modifications of neurovascular coupling and subsequent brain 

functions/dysfunctions. Therefore, we further examined the role of tPA, especially the 

circulating tPA, in functional hyperemia induced by whiskers stimulation in mice, by using a 

large set of genetic tools, including tPA deficient mice, PAI-1 deficient mice, conditional 

deletion of either the endothelial tPA or for endothelial NMDA receptors and finally parabiosis 

between wild type and tPA deficient mice. We thus demonstrated that vascular tPA, from liver 

endothelial cells origin, contributes to neurovascular coupling through modulation of brain 

endothelial NMDA receptors signaling. Using parallel pharmacological and genetic approaches 

we also demonstrated a bradykinin dependent control of the vascular tPA levels with direct 

impact on functional hyperemia.  
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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 #19208, #19978 and 

Ce5/2012/062). All applicable international, national, and/or institutional guidelines for 

the care and use of animals were followed. 

All experiments were performed on 8-10 weeks old male C57BL/6 (Janvier Labs, Le 

Genest-Saint-Isle, France), tPA Null mice and their wild type (WT) littermates (see 

mouse lines section), VeCadCre/tPAlox mice and their WT littermates (see mouse 

lines section), VeCadCre/Grin1lox mice and their WT littermates (see mouse lines 

section) were bred in our animal facilities (CURB, Caen, France) and housed in a 12h 

light/12h dark cycle with free access to water and food. 

 

Mouse lines 

tPA Null mice and tPAlox mice were generated by our group32 in collaboration with the 

Mouse Clinical Institute (ICS, Illkirch, France, http://www.ics-mci.fr). To induce tPA Null 

mice, tPAlox mice (C57BL6J background) in which exon 3 of the Plat gene was flanked 

by loxP sites were crossed with CMV-Cre mice to induce of Cre-mediated excision the 

third exon of the Plat gene in germline. PAI-1-/- mice were obtained from professor H.R. 

Lijnen, Centre for Molecular and Vascular Biology, University of Leuven, Belgium. 

Grin1lox mice (B6.129S4-Grin1tm2Stl/J; # 005246) were obtained from The Jackson 

Laboratory33. VE-Cadherin-Cre mice (B6.FVB-Tg(Cdh5-cre)7Mlia/J; # 006137) were 

obtained from F. Millat34, Institute of Radioprotection and Nuclear Safety, Fontenay-

aux-Roses, France. tPAlox and Grin1lox mice were crossed with VE-Cadherin-Cre 

mice to obtain VE-Cadherin-Cre/tPAlox (VECad-CreΔtPA) and VE-Cadherin-

Cre/Grin1lox mice (VECad-CreΔGluN1). 

 

 

http://www.ics-mci.fr/
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Pharmacological treatments 

Different treatments were injected intravenously during experiments. Recombinant tPA 

(rtPA) (10mg/kg) prepared as previously described18 was infused for ten minutes (a 

bolus of 150µl for a total volume of 300µl). A selective bradykinin type 2 receptor 

agonist (B2Rag) ([Phe8 Ψ(CH-NH)-Arg9]-Bradykinin, Tocris) was used at 7, 15, 30 

µg/kg, 0.1ml for each dose or a unique dose for ELISA (60µg/kg, 0.1ml) or for mean 

arterial pressure (MAP) measure (30µg/kg, 0.1ml). Angiotensin II (Angiotensin II 

acetate, Sigma, 1µg/kg/min), was infused during 20 minutes to obtain a MAP of 

120mmHg for acute hypertension. 

 

Animal preparation prior measurement of the cerebral blood flows induced by 

whiskers stimulation  

Animals were anesthetized using 5% isoflurane (Isoflurane Belamont) in 70% 

N2O/30% O2. Mice were intubated and placed under mechanical ventilation (120 BPM, 

10ml/kg) by maintaining anesthesia with 2% isoflurane in 70% N2O/30% O2. Caudal 

vein and femoral artery were catheterized for pharmacological injections (see 

pharmacological treatments section) and to evaluate physiological parameters: pCO2, 

pH and MAP. As previously described18, mice were placed in a stereotaxic frame. An 

incision was made along the midline head skin to expose the skull and lidocaine spray 

(Xylocaine, 5% spray®, AstraZeneca) was applied on the head. Whiskers on the left 

side were cut to let a length of 1 cm. Anesthesia was switched with subcutaneous 

infusion of medetomidine (Domitor®, Pfizer, 0.1mg/kg) then isoflurane, N2O and O2 

were stopped ten minutes later and replaced by air. For isoflurane’s effects dissipation 

and CBF stabilization, twenty minutes have waited before acquisitions. 

 

Laser Doppler Speckle Flowmetry 

Laser Doppler Flowmetry (LDF) was used to measure relative cerebral blood flow 

(CBF) during whiskers stimulations, of the whole surface of the brain with intact skull. 

Acquisitions were made with a laser speckle contrast imager (MoorFLPI-2, Moor 

Instrument, Exposure Time: 20s, Filter: 25 frames, Sample Interval: 1000ms, Image 

Resolution: 752 x 580p). The whole whiskers were mechanically shaken (4Hz) during 
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30s three times between 60s of resting time. Analysis was made with MoorFLPI-2 

Review V5.0 software, stimulation frames and resting frames were averaged and 

subtracted to obtain an activation map corresponding of the barrel cortex. CBF of this 

area was calculated to obtain a percentage of CBF change from baseline, then the 

three stimulations were averaged together.  

 

Parabiosis 

For parabiosis35, mice were anesthetized (see animal preparation section), 

Buprenorphine (Buprecare®, Axience, 0.1mg/kg) to proceed with the surgery. Animals 

were placed in the lateral position, back-to-back. A longitudinal skin incision was 

performed, gently the skin was detached and joints were attached with non-absorbable 

suture. The skin of the two mice were connected with non-absorbable sutures. Controls 

were performed to assess the efficacy of parabiosis, using measurements of blood 

glucose levels and DOTA-Gd MRI analyses (Supplemental figure 2). 

 

Partial hepatectomy 

Animals were anesthetized (see animal preparation section), Buprenorphine 

(Buprecare®, Axience, 0.1mg/kg) to proceed with the surgery. Briefly, a transverse 

laparotomy was made. Left lateral lobe, left and right median lobes were ligatured using 

non-resorbable sutures, allowing a resection of around 70% of the total liver. For sham 

condition, only a transverse laparotomy was made. experiments were performed 24h 

after partial hepatectomy (see Laser Doppler Speckle section).  

 

ELISA for tPA 

Plasma total tPA from mice was analysed using commercial ELISA kits (Innovative 

Research, Inc.) according to the manufacturer’s instructions. Blood samples were 

collected by intracardiac puncture as previously described18. 
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Immunohistochemistry 

Deeply anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline 

(15 ml/min), then with 4% paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4 

(150 ml, 15 ml/min). Brain and liver sections were incubated overnight at room 

temperature with primary antibodies rabbit anti-tPA (1:1500, generous gift from R. 

Lijnen, Leuven) and rat anti-CD31 (1:1000, 553370, BD Biosciences). Primary 

antibodies were revelated using Fab’2 fragment anti-rabbit IgG linked to CY3 and anti-

rat IgG linked to FITC (1:800, 711-096-152 / 112-546-072, Jackson 

ImmunoReasearch) co-incubated 90 min at room temperature, then coverslipped 

using mounting medium containing DAPI. Images were digitally captured using an 

epifluorescence microscope (Leica DM6000). Images were assessed using ImageJ 

software (NIH). 

 

Statistical analyses 

Results are expressed as box plots with medians, 1st and 3rd quartiles, min and max 

with values for each mouse. Time courses represent the mean ± the standard error of 

the mean (SEM) in transparency. Statistical analysis was performed using Mann-

Whitney test, Kruskal Wallis test or ANOVA with GraphPad software. Data were 

considered statistically different if probability values (p) were at least <0.05. 
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Results 

 

The tPA/PAI-1 axis influences functional hyperemia induced by wiskers 

stimulation.   

 

We decided to perform our experiments by maintaining the skull of animals intact and 

closed, to prevent any artefacts due to craniectomy. Also, importantly, our animals 

were maintained sedated using medetomidine instead of ketamine to prevent possible 

interferences with NMDA receptors signaling. We showed that the CBF increase 

evoked by whiskers stimulation is significantly impaired in tPA-deficient mice (tPANull) 

when compared to WT littermates (Figure 37A-C) (+5.65 ± 0.49% for tPANull mice, 

n=16, vs. +7.16 ± 0.46% of CBF increase for WT mice, n=18, i.e. -21% of CBF increase 

for tPANull mice compared to tPAWT mice, p-value 0.0167). In parallel, similar 

experiments were performed in 8-10 weeks old wild type and PAI-1 deficient. As 

expected, CBF increase evoked by whiskers stimulation is significantly increased in 

PAI-1-deficient mice (PAI-1KO) when compared to WT littermates (Figure 1A, D-E) 

(+10.9 ± 0.67% for PAI-1KO mice, n=10, vs. +9.17 ± 0.35% of CBF increase for PAI-

1WT mice, n=10, i.e. +19.1% of CBF increase for PAI-1KO mice compared to PAI-1WT 

mice, p-value 0.0433). These data demonstrate that the endogenous ratio tPA/PAI-1 

plays a key role in modulating the patency of neurovascular coupling.  
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Figure 37 : The tPA/PAI-1 axis controls NVC.  
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Physiological level of circulating tPA influences NVC 

 

Additional questions are whether these phenotypes are due to the levels of tPA present 

in the bloodstream. To address this point we decided to use a model of parabiosis 

between tPAWT and tPANull mice (Figure 38A, and Supplementary figure 2). We used 

three types of parabiosis, tPAWT/tPAWT, tPANull/tPANull and tPAWT/tPANull maintained 

during a period of 3 weeks, prior to whiskers stimulation-induced NVC assays (the 

stimulated animal appeared in bold. As reported for individual animals, when testing a 

tPANull mice (tPANull) of a parabiosis composed of a pair of tPANull (tPANull/tPANull), we 

revealed an impaired NVC compared to a tPAWT animal from a pair of tPAWT animals 

(tPAWT/tPAWT) (Figure 38B-D) (+9.2 ± 0.4% for tPANull/tPANull mice, n=8, vs. +11.3 ± 

0.4% of CBF increase for tPAWT/tPAWT mice, n=7, i.e. -18.5% of CBF increase for 

tPANull/tPANull mice compared to tPAWT/tPAWT mice, p-value 0.0122). Interestingly, 

parallel experiments performed from tPANull mice of hetero-parabiosis (tPANull/tPAWT) 

animals, revealed a rescue of NVC to levels similar to the tPAWT animals (Figure 38B, 

D-E) (+12 ± 0.6% of CBF increase for tPANull mice from a pair of tPANull/tPAWT mice, 

n=10, vs. +9.2 ± 0.4% for tPANull mice from a pair of tPANull/tPANull mice, n=8, p-value 

0.0007). All together, these data demonstrate that endogenous levels of circulating tPA 

directly influence NVC.  

 

Figure 37 : The tPA/PAI-1 axis controls NVC. A: Colormap corresponds to the 

activation map related ∆CBF changes during whiskers stimulations of tPANull, PAI-

1KO mice and their wild type littermates. Maps were obtained by subtraction of 

stimulation frames and resting frames. Warm colours indicate an elevation of CBF 

during whiskers stimulations. B, D: Time course of % CBF increase (mean ± SEM) 

during whiskers stimulations (◼) of tPANull (B) and PAI-1-/- (D) mice (—) and their 

littermates (—). C, E: Box plots show the variations of % CBF increase from baseline 

during whiskers stimulations of tPANull (C) and PAI-1-/- (E) mice and their littermates. 

Box plot with medians, 1st and 3rd quartiles, min and max with values for each 

mouse. *p < 0.05 from tPAWT or PAI-1WT, Mann-Whitney test, n=18/16 tPAWT/tPANull, 

n=10 PAI-1WT/PAI-1KO. 
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Figure 38 : Endogenous tPA levels influence NVC.  
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Endothelial NMDA receptors mediate the vascular tPA-dependent NVC induced 

by whiskers stimulation. 

 

Our data first revealed an increased neurovascular coupling in VECad-CreΔGluN1 

mice20,33 (conditional deletion of endothelial GluN1, Figure 39A) compared to VECad-

CreWT control mice (Figure 39B-F) (+10 ± 0.7% for VECad-CreΔGluN1 mice, n=10, vs. 

+7.5 ± 0.8% of CBF increase for VECad-CreWT mice, n=8, i.e. +33.8% of CBF increase 

for VECad-CreΔGluN1 mice compared to VECad-CreWT mice, p-value 0.0454). The 

intravenous injection of rtPA (10 mg/kg) was tested in parallel on the two strains. 

Although intravenous (iv) rtPA led to an increased neurovascular coupling in wild type 

(VECad-CreWT) mice, it did not in endothelial deleted GluN1 transgenic mice (VECad-

CreΔGluN1) (Figure 39B-F) (+12.2 ± 1.8% of CBF increase for VECad-CreWT mice 

treated by rtPA, n=8, vs. +7.4 ± 0.8% for untreated VECad-CreWT mice, n=10, i.e. 

+62.2% of CBF increase VECad-CreWT mice treated with rtPA compared to untreated 

VECad-CreWT mice, p-value 0.0119, +3% of CBF increase for VECad-CreΔGluN1 mice 

treated with rtPA compared to untreated VECad-CreΔGluN1 mice, p-value > 0.999). This 

set of original data demonstrate first that it is the circulating tPA which underlies 

neurovascular coupling induced by whiskers stimulation in mice; and second, the 

endothelial NMDA receptors are required to mediate this effect of vascular tPA. 

Figure 38 : Endogenous tPA levels influence NVC. A: Schematic representation 

of the procedure of whiskers stimulations paradigm between two mice (tPANull and 

tPAWT) in parabiosis. tPA from the donor (tPAWT) will be share to the recipient 

(tPANull). B: Colormap corresponds to the activation map related ∆CBF changes 

during whiskers stimulations in parabiont tPANull or tPAWT mice. Warm colours 

indicate an elevation of CBF during whiskers stimulations. C-D: Time course of % 

CBF increase (mean ± SEM) during whiskers stimulations (◼) in homo-parabiosis 

(C) tPAWT (—) and tPANull(—) mice and hetero-parabiosis (D) tPAWT (—) and 

tPANull(—) mice. E: Box plots show the variation of % CBF increase from baseline 

during whiskers stimulations in homo-parabiosis tPAWT/tPAWT and tPANull/tPANull, 

and hetero-parabiosis tPAWT/tPANull and tPANull/tPAWT (the stimulated mice is 

mentioned in bold). Box plot with medians, 1st and 3rd quartiles, min and max with 

values for each mouse. *p < 0.05 and from tPANull/tPANull, ANOVA and Uncorrected 

Fisher’s LSD tests, n=7 tPAWT/tPAWT, n=8 tPANull/tPANull, n=9 tPAWT/tPANull, n=10 

tPANull/tPAWT (n represents the number of stimulated animals). 
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Importantly, these data also demonstrate that the presence of endothelial NMDA 

receptors is a key mediator of the function of tPA. 
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Figure 39 : Endothelial NMDAR controls NVC, an effect mediated by vascular 

tPA.  
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Activation of the bradykinin pathway promotes release of tPA in the blood 

stream and neurovascular coupling. 

 

In order to further investigate how endothelial function/dysfunction may contribute to 

the ability of vascular tPA to modulate NVC, we decided to test how the couple 

angiotensin and bradykinin (and related pathways) may be involved, respectively 

reported to contribute to the regulation of the levels of PAI-1 and tPA in the 

circulation36,37. Thus, animals subjected to whiskers stimulation induced NVC, were 

previously subjected to intravenous injections of either [Phe8Ψ(CH-NH)-Arg9]-

Bradykinin (see methods section) as an agonist for bradykinin type II receptors 

(B2Rag) (Figure 40A) or angiotensin-II (Ang-II, 1 µg/kg/min) (see methods section, 

Supplemental figure 5A). As expected, the B2R agonist (30 µg/kg) led to a decrease 

of basal mean arterial blood pressure (60 ± 4 mmHg for B2Rag treated animals vs. 

91.5 ± 2.9 mmHg for control animals, n=4 per group, p-value 0.0286, Supplemental 

figure 3) and angiotensin-II (1µg/kg/min) led to an increase of basal arterial blood 

pressure (122.5 ± 4.7 mmHg for Angiotensin-II treated animals vs. 85.75 ± 4 mmHg 

for control animals, n=4 per group, p-value 0.0286, without affecting physiopathological 

parameters (Supplemental figure 4). Using this procedure, we showed that the CBF 

Figure 39 : Endothelial NMDAR controls NVC, an effect mediated by vascular 

tPA. A: Schematic representation of the generation of VE-Cadherin Cre/Grin-1 Lox 

mice. The cadherin 5 promoter was used to drive expression of CRE in the vascular 

endothelium. LoxP sites were flanked in the transmembrane and C-term regions of 

Grin-1 gene (exons 11-21). This configuration carries out the deletion of endothelial 

Grin-1 gene while conserving Grin-1 in other cells. B: Schematic representation of 

the experimental timeline of whiskers stimulation paradigm. 3 trains of stimulations 

were made on laser speckle flowmetry before IV infusion of rtPA for 10 minutes and 

3 additional trains after. C: Colormap corresponds to the activation map related 

∆CBF changes during whiskers stimulations in VECad-CreΔGluN1 mice and their 

littermate before and after IV infusion of rtPA. Warm colours indicate an elevation of 

CBF during whiskers stimulations. D-E: Time course of % CBF increase (mean ± 

SEM) during whiskers stimulations (◼) in VECad-CreΔGluN1 mice (E) and their 

littermate (D), before (—/—) and after (—/—) IV infusion of rtPA. F: Box plots show 

the variations of % CBF increase from baseline during whiskers stimulations in 

VECad-CreΔGluN1 mice and their wild type littermates before and after IV infusions of 

rtPA. Box plot with medians, 1st and 3rd quartiles, min and max with values for each 

mouse. *p < 0.05 from VECad-CreWT or -rtPA, Kruskal-Wallis and Uncorrected 

Dunn’s tests, n=8 VECad-CreWT, n=10 VECad-CreΔGluN1. 
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increase evoked by whiskers stimulation was not significantly modified in angiotensin-

II treated wild type animals (Supplemental figure 5B-E) (+9 ± 0.6% of CBF increase 

for tPAWT mice treated with Ang-II, n=10, vs. +10.1 ± 0.3% of CBF increase for tPAWT 

mice, n=10, p-value 0.1067), but that it was significantly increased in B2Rag treated 

animals compared to the control non treated group (Figure 40B-E) (+6 ± 0.4% of CBF 

increase for tPAWT mice, n=8, vs. +9.7 ± 1.1% of CBF increase for tPAWT treated with 

B2Rag at 30µg/kg, n=8, p-value 0.0251). We then compared tPAWT and tPANull mice, 

treated intravenously with increasing concentrations of the agonist of B2Rag (0, 7, 15, 

30 µg/kg). Our data (Figure 40B-E), clearly revealed a dose dependent potentiation of 

the NVC by the agonist of B2R in tPAWT animals and no effect on the tPANull mice 

(+18.4% of CBF increase for tPANull mice at 7 µg/kg of B2Rag, n=6, p-value 0.1951, 

vs. +28.5% of CBF increase for tPAWT mice, n=8 at 7 µg/kg of B2Rag, p-value 0.0472, 

when compared to the non-treated tPANull or tPAWT mice). Parallel experiments were 

performed to estimate the levels of circulating tPA in the circulation of tPAWT mice 

subjected to 60 µg/kg of B2Rag as described above (Figure 40F). In agreement with 

our previous data on NVC, B2Rag led to an increase of vascular tPA (+8.7 ng/ml of 

total tPA after injection of B2Rag, n=4-5, p-value 0.0159, Figure 40F). Altogether, 

these data reveal that activation the bradykinin pathway leads to an increased release 

of tPA in the blood stream and subsequent potentiation of whiskers stimulation-induced 

NVC.  
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Figure 40 : Intravenous administration of a bradykinin type 2 receptor agonist 

(B2Rag) influences NVC in a tPA-dependent manner.  
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tPA released from liver endothelial cells contributes to the regulation of NVC. 

 

We then investigated the cell originate of the circulating tPA involved in the control of 

NVC. Our data revealed a reduced neurovascular coupling in VECad-CreΔtPA mice34 

(conditional deletion of endothelial tPA, Figure 41A) compared to VECad-CreWT 

control mice (+10.02 ± 0.3% for VECad-CreΔtPA mice, n=17, vs. +11.4 ± 0.5% of CBF 

increase for VECad-CreWT mice, n=14, i.e. -12% of CBF increase for VECad-CreΔtPA 

mice compared to VECad-CreWT mice, p-value 0.0358, Figure 41B-D). This set of data 

demonstrate that the tPA produced and released by endothelial cells directly contribute 

to the modulation of NVC. Since tPA was also expressed from liver, possibly from 

hepatocytes38, we decided to investigate whether partial hepatectomy (see methods 

section) may influence NVC induced by whiskers stimulation (Figure 42). These 

experiments were performed both on tPAWT and tPANull mice. As reported above 

(Figure 37A-C), tPANull mice displayed a deficit in NVC induced by whiskers stimulation 

compared to WT animals (+7.16 ± 0.46% of CBF increase for WT mice, n=18, vs. +5.67 

Figure 40 : Intravenous administration of a bradykinin type 2 receptor agonist 

(B2Rag) influences NVC in a tPA-dependent manner. A: Schematic 

representation of the experimental timeline of whiskers stimulation paradigm. 3 

trains of stimulations were made on laser speckle flowmetry 10 minutes after IV 

injection of B2Rag at different doses (0, 7, 15 and 30 µg/kg). Between each dose, 

the return of CBF to baseline was waited. B: Colormap corresponds to the activation 

map related ∆CBF changes during whiskers stimulation in tPANull mice and their wild 

type littermates for the different doses of B2Rag (0, 7, 15 and 30 µg/kg). Warm 

colours indicate an elevation of CBF during whiskers stimulations. C: Time course 

of % CBF increase (mean ± SEM) during whiskers stimulations (◼) in tPANull mice 

(—) and their littermate (—), at different doses of B2Rag (0, 7, 15 and 30 µg/kg). D-

E: Box plots show the variations of % CBF increase from baseline during whiskers 

stimulation in tPANull mice and their wild type littermates for the different doses of 

B2Rag (0, 7, 15 and 30 µg/kg). Box plot with medians, 1st and 3rd quartiles, min 

and max with values for each mouse. *p < 0.05 from 0mg/kg or tPAWT, Two-Way-

ANOVA and Uncorrected Fisher’s LSD tests, n=8 tPAWT, n=6 tPANull. F: Box plots 

representing ELISA analyses of total tPA in tPAWT mice treated or not with the 

B2Rag. A saline solution or 60µg/kg of B2Rag were injected intravenously and 

plasma samples were collected 5 minutes later and subjected to ELISA analysis. 

Box plots with medians, 1st and 3rd quartiles, min and max with values for each 

mouse. *p < 0.05 from Vehicle, Mann-Whitney test, n=4 Vehicle, n=5 B2Rag. 



  
120 Résultats 

± 0.49% for tPANull mice, n=16, i.e. -20.5% of CBF increase for tPANull mice compared 

to tPAWT mice, p-value 0.0167), an effect also observed in WT animals following partial 

hepatectomy (+9.58 ± 0.45% for Ligatured tPAWT mice, n=9, vs. +11.63 ± 0.63% of 

CBF increase for Sham tPAWT mice, n=4, i.e. -17.5% of CBF increase for Ligatured 

tPAWT mice compared to Sham tPAWT mice, p-value 0.037). No difference was 

observed between tPAWT and tPANull mice following partial hepatectomy (+10.38 ± 

0.7% for Ligatured tPANull mice, n=10, vs. +9.58 ± 0.45% of CBF increase for Ligatured 

tPAWT mice, n=9, i.e. +8.3% of CBF increase for Ligatured tPANull mice compared to 

Ligatured tPAWT mice, p-value 0.41). The data suggest that the vascular tPA involved 

in NVC induced by whiskers stimulation is from liver origin. To determine whether this 

tPA from liver originate was produced by endothelial cells or hepatocytes, we 

performed conditional deletion of possible hepatocytic tPA (see methods section) 

(Supplemental figure 7). Using the VECad-CreΔtPA mice, we performed hydrodynamic 

transfection of hepatocytes using a pLIVE-Cre-GFP promoter. Anti-GFP and anti-CRE 

immunostainings confirmed the hepatocytic expression of the Cre-GFP in hepatocytes 

(Supplemental figure 6), leading to an additional conditional deletion (in addition of 

the endothelial deletion of tPA reported above (see Figure 6) of a putative hepatocytic 

tPA. Our data revealed no modification of neurovascular coupling in VECad-CreΔtPA 

mice transfected with a pLIVE-Cre-GFP (conditional deletion of endothelial and 

heptacytic tPA) compared to VECad-CreΔtPA mice transfected with an empty-pLIVE 

(conditional deletion of endothelial tPA only) (Supplemental figure 7) (+10.45 ± 0.59% 

of CBF increase for VECad-CreΔtPA mice transfected with pLIVE-CRE-GFP, n=6, vs. 

+11.36 ± 0.7% for VECad-CreΔtPA mice transfected with empty-pLive, n=10, i.e. 

+8.64% of CBF increase for VECad-CreΔtPA mice transfected with pLIVE-CRE-GFP 

compared to VECad-CreΔtPA mice transfected with an empty-pLIVE, p-value 0.29). 

Altogether, these data demonstrate that the tPA involved in NVC induced by whiskers 

stimulation is from liver endothelial origin. These data are in agreement with the 

immunohistochemistry performed from mouse brain and liver tissues (Figure 7), 

confirming the presence of tPA in both liver and brain endothelial cells.  
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Figure 41 : Endothelial tPA controls NVC.  
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Figure 41 : Endothelial tPA controls NVC. A: Schematic representation of the 

generation of VE-Cadherin Cre/tPA Lox mice. The cadherin 5 promoter was used 

to drive expression of Cre in the vascular endothelium. LoxP sites were flanked in 

the exon 3 of tPA gene. This configuration carries out the deletion of endothelial tPA 

gene while conserving tPA in other cells. B: Colormap corresponds to the activation 

map related ∆CBF changes during whiskers stimulations of VECad-CreΔtPA mice 

and their wild type littermates. Maps were obtained by subtraction of stimulation 

frames and resting frames. Warm colours indicate an elevation of CBF during 

whiskers stimulations. C: Time course of % CBF increase (mean ± SEM) during 

whiskers stimulations (◼) of VECad-CreΔtPA (—) and their littermates (—). D: Box 

plots show the variations of % CBF increase from baseline during whiskers 

stimulation of VECad-CreΔtPA mice and their littermates. Box plot with medians, 1st 

and 3rd quartiles, min and max with values for each mouse. *p < 0.05 from VECad-

CreWT, Mann-Whitney test, n=14/17 VECad-CreWT/ VECad-CreΔtPA. 
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Figure 42 : Partial hepatectomy influences NVC.  
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Figure 42 : Partial hepatectomy influences NVC. A: Colormap corresponds to the 

activation map related ∆CBF changes during whiskers stimulations in tPANull mice 

and their littermate in sham and ligatured conditions 24h after partial hepatectomy. 

Warm colours indicate an elevation of CBF during whiskers stimulations. B-C: Time 

course of % CBF increase (mean ± SEM) during whiskers stimulations (◼) in tPANull 

mice (C) and their littermate (B), in sham (—/—) or ligatured (—/—) conditions. D: 

Box plots show the variation of % CBF increase from baseline during whiskers 

stimulations in tPANull mice and their littermate in sham and ligatured conditions. Box 

plot with medians, 1st and 3rd quartiles, min and max with values for each mouse. 

E: Mean ± SEM representing ELISA analyses of total tPA in tPANull mice and their 

littermate in sham and ligatured conditions (n=4 for each group). 24h after partial 

hepatectomy, plasma samples were collected and subjected to ELISA analysis. *p 

< 0.05 from sham tPAWT, Kruskal-Wallis and Uncorrected Dunn’s tests, n=4 sham 

tPAWT, n=9 ligatured tPAWT, n=5 sham tPANull, n=10 ligatured tPANull. 

Figure 43 : tPA is present in brain and liver endothelial cells. Epifluorescence 

images of brain cortex and liver slices from C57BL/6 adult mice (Scale bar = 50 µm, 

zooms = 10 µm) revealing tPA (red), CD31 (green) and cells nuclei (DAPI, blue). 

tPA was observed in endothelial cells (arrow) in both brain cortex and liver. Lumen 

of vessels was represented by stars. Images were digitally captured using a camera 

(CoolSNAP; Photometrics) and/or with an inverted confocal microscope (SP5, 

Leica). Images were visualized respectively with Metavue 5.0 software (Molecular 

Devices, USA) and LAS AF lite software (LEICA). 
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Discussion 

 

We have demonstrated that physiological levels of vascular tPA, from liver origin, 

contributes to the modulation of functional hyperemia mediated by brain endothelial 

NMDAR activation. Indeed, deficiency in tPA reduced functional hyperemia induced by 

whiskers stimulation in mice, whereas deficiency of PAI-1 increased it. Deletion of tPA 

is rescued by intravenous injection of tPA or by parabiosis with WT animals. Our data 

also reveal a key role of endothelial cells in this process, with conditional deletion of 

endothelial tPA leading to reduced functional hyperemia induced by whiskers 

stimulation and deletion of endothelial NMDA receptors leading to lack of response to 

tPA induced NVC. We also show that bradykinin receptors type 2 activation induces 

both release of tPA in the vasculature and subsequent potentiation of NVC. Our data 

also demonstrate that physiological levels of vascular tPA directly contribute to the 

efficiency of neurovascular coupling. Finally, we evidenced that the vascular tPA 

involved in the NVC induced by whiskers stimulation is from liver endothelial cells 

origin. Altogether, these data unmask a new pathway contributing to the complex 

neurovascular coupling regulation. 

This new mechanism may explain, some of the physiological and pathological brain 

functions of tPA reported so far. For instance, tPA was reported to display important 

functions in learning and memory processes10,11, cognitive processes directly linked 

with neuronal activation and subsequent neurovascular coupling39. Similarly, tPA and 

its inhibitor PAI-1 have been reported to interfere with Aβ-induced attenuation of 

neurovascular coupling17. Up to know and in agreement with an extensive literature, 

mechanisms of NVC associated with these phenotypes, were mainly associated with 

events occurring from the parenchyma to the vasculature. Our present data lead to 

integrate that NVC also involved mechanisms occurring from the blood stream to the 

vasculature3. It is thus interesting to note, that blood transfusion from young to old 

mice, was reported to revitalize old brain and to reverse subsequent decline40. 

Neurovascular coupling has been linked to neuronal activation in general, mediated by 

a wide variety of vasoactive agents targeting different segments of the cerebrovascular 

tree1. Of these, Nitric Oxyde (NO) derived from NMDAR activity mediates a significant 

fraction of the response, and tPA is required for the full expression of this component 
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by enabling NO production during NMDAR activation16,18. Here we found that the levels 

of circulating tPA activity also contribute to neurovascular coupling. NMDA receptors 

signaling is a key process of neuronal mediated NVC41. Here, we demonstrate that the 

NMDA receptors-dependent control of NVC also involve the NMDA receptors 

expressed at the luminal side of the endothelial cells. Endothelial NMDA receptors 

have been already identified as key actors of neuroinflammatory processes20, also 

known to influence the efficiency of NVC42.  

Some studies have indicated that tPA modulates Ca2+ influx through NMDAR by 

interacting with the extracellular domain of the GluN1 subunit43. Other studies have 

suggested that tPA does not act on NMDAR directly, but through LRP1 (Low Density 

Lipoprotein Related Protein-1)44–46, which, like neuronal Oxyde Nitric Synthase 

(nNOS), is bridged to the NMDA receptor complex through the adaptor protein Post 

Synaptic Density Protein-95 (PSD-95)47–50. All these studies were reported from 

neuronal investigations. But NMDA receptors are also exhibited by endothelial cells22,51 

and LRP1 too52,53. On endothelial cells, tPA was reported to mediate NMDAR-

dependent signaling, involving differential phosphorylation of proteins associated with 

tight-junctions, such as the myosin light chain (MLC-1)51. Our observation that the 

effects of vascular tPA on functional hyperemia are prevented by the conditional 

deletion of endothelial GluN1 subunit of NMDA are supported by the above literature. 

Our data also suggest that endothelial NMDA receptors play a negative 

vasoconstrictive tonus on the vessels in basal conditions, a process inhibited by tPA.  

Increases in PAI-1 expression have also been described in relation with neurovascular 

and cardiovascular diseases54–56. PAI-1 levels are also modulated in 

neurodegenerative disorders, especially in the context of Alzheimer’s disease57, a 

disease in which neurovascular coupling is dramatically affected58–60. Thus, targeting 

the tPA dependent and NMDAR dependent modulation of NVC may have important 

clinical applications. Bradykinin (BK) is a vasoactive polypeptide that has 

cardioprotective effects61, causing endothelium-dependent vasodilation by activating 

its endothelial B2 receptors, present in the lumen side of the vessels62. Interestingly, 

BK has been shown to promote tPA secretion in isolated perfused vascular systems63. 

Here, we evidenced that BK, and not angiotensin, promotes the release of active tPA 

in the blood stream in vivo via B2R, leading to a tPA-dependent specific increase of 

NVC. PAI-1 is among the factors released in the circulation by endothelial cells in the 
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context of endothelial dysfunction64. At the opposite release of tPA is more usually 

associated with normal endothelial function65,66. In parallel, it is widely accepted that 

vascular endothelial cells, through the release of NO, prostacyclin, tPA and PAI-1, play 

important roles in the regulation of thrombosis and fibrinolysis, mechanisms also highly 

related with impaired NVC67–69.  

The consensus would be that the main amount of tPA in the blood stream would come 

from hepatocytes and that the endothelial cells would contribute to the local and/or fast 

changes in tPA levels70,71 . Our present data reveal that the vascular tPA involved in 

the control of the NVC induced by whiskers stimulation is coming from the liver, but 

from endothelial origin. 

In conclusion, we have demonstrated that changes in circulating tPA levels, modulated 

by activation of endothelial bradykinin receptors, presumably coming from the liver 

endothelial cells, contributed to the regulation of NVC, through modulation of cerebral 

endothelial NMDA receptors. The data unveil a previously unappreciated role of the 

circulating tPA in the control of neurovascular coupling and subsequent cerebral 

physiopathology axis with potential therapeutic implications. 
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Supplemental materials and methods  

 

Magnetic Resonance Imaging (MRI) 

The MRI studies were realized 3 weeks after parabiosis surgery. Parabionts were 

placed in a rat cradle (to image both animals at the same time). Animals were 

anesthetized using 5% isoflurane (Isoflurane Belamont) in 50% N2O/50% O2, then 

maintained under 2% isoflurane in 100% N2O/100% O2. They were monitored by a 

breathing module in order to adapt the anesthesia according to the respiratory rate and 

they were thermoregulated by a heating blanket beeween 36.5°C and 37.5°C. The 

chimerism validation was assessed by injecting DOTA‐Gd (Dotarem®), 0.01mMol/ml 

through a tail vein catheter in MRI. Then MRI sequences (7T MRI, Bruker, Germany) 

of T2-weighted and T1-weighted are respectively realized on whole animals’ body. MRI 

analyses were performed until 75 minutes after the injection. Images analysis were 

made with an extension of ImageJ (Fiji). We obtained final images by making 

substraction between “After Injection Time” and “Before Injection Time”, to correct the 

signal difference for T1-weighted sequence. 

 

Hydrodynamic transfection 

Hydrodynamic transfections were performed as previously described34. Awake mice 

were injected with either 100µg engineered pLIVE encoding Cre-green fluorescent 

protein (pLIVE-Cre-GFP) or pLIVE plasmid alone (empty-pLIVE). A large volume (10% 

of body weight) of plasmid-containing saline buffer (0.9% NaCl) was injected into the 

caudal vein in less than 5 seconds for hepatic transfection. After 48 hours, Laser 

Doppler Speckle was realized (see Laser Doppler Speckle section) to measure 

modifications of the CBF induced by whiskers stimulations. Liver tissues were collected 

after transcardiac perfusions with cold heparinized saline (15 ml/min) followed by a 

solution of 4% paraformaldehyde (see Supplemental materials and methods section).  

 

Immunohistochemistry 

Deeply anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline 

(15 ml/min), then with 4% paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4 
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(150 ml, 15 ml/min). Liver segments were removed and washed in veronal buffer 

containing 20% sucrose for 24h, and frozen in Tissue-Tek (Miles Scientific). 

Transversal sections of liver (10 µm) were cut on a cryostat, then collected on poly-D-

lysine slides and stored at -80°C. Liver sections were incubated overnight at room 

temperature with primary antibodies rabbit anti GFP (1:1000, ab6556, Abcam), mouse 

anti Cre-recombinase (1:1000, MAB3120, Millipore) and phalloidin (1:1000, ab176759, 

Abcam). Primary antibodies were revelated using Fab’2 fragment anti-rabbit IgG linked 

to FITC and anti-mouse linked to CY3 (1:800, 711-546-155 / 715-165-150, Jackson 

ImmunoReasearch) co-incubated 90 min at room temperature. Sections were then 

coverslipped using mounting medium containing DAPI. Images were digitally captured 

using an epifluorescence microscope (Leica DM6000). Images were assessed using 

ImageJ software (NIH). 

 

Supplemental figures  

 

 

 

Supplemental figure 1 : Mice physiological parameters measured during 

whiskers stimulations. Mice physiological parameters during experimental 

procedure of whiskers stimulations. Mice were mechanically ventilated (120 BPM, 

10 ml/kg). Blood samples were collected by a femoral catheter and mean arterial 

pressure (MAP) was measured. Pharmacological treatments were injected via a tail 

vein catheter. Data are mean with SD, n=8. 
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Supplemental figure 2 : Parabiosis model and chimerism validation methods.  
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Supplemental figure 2 : Parabiosis model and chimerism validation methods. 

A: Schematic representation of experimental study design for parabiosis surgery 

and chimerism validation. B-D: Parabiosis chimerism validation by IV injection of 

glucose (100µl, 1.2 g/kg) at T0 in tail vein of donor mice, glycemia (mg/dl) of both 

donor and recipient mice was measured during 1 hour, at different time points 

following parabiosis surgery (D5, n=5, figure B; D15, n=7, figure C; D22, n=7, figure 

D). E: Representative MRI acquisition of parabionts after IV DOTA-gd injection (200 

µl, 0.01 mMol/ml) in donor mice to validate parabiosis model. T1-weighted image 

(red) represents DOTA-Gd signal and was superposed on anatomical T2-weighted 

image. F: Quantification of DOTA-Gd distribution between parabionts at different 

time points. Data are mean with SD for each group. *p < 0.05, **p < 0.005 and ***p 

< 0.001 from T0, 2-way ANOVA test. 

Supplemental figure 3 : Mean arterial blood pressure and blood gases before 

and after injection of B2Rag in mice. A: Mean arterial pressure (MAP, mmHg) 

before (-B2Rag) and 25 minutes after IV injection of 30 µg/kg of B2Rag (+B2Rag). 

Data are Mean with values for each mouse. B-C: Measurement of arterial blood gas 

before (-B2Rag, C) and 25 minutes after IV infusion of 30 µg/kg of B2Rag (+B2Rag, 

D). pCO2, pO2, O2sat and pH were measured with 100µl of blood on RAPIDLab® 

348EX Blood Gas System. Data are mean with values for each mouse and 

reference range for these measurements. *p < 0.05 from - B2Rag, Mann-Whitney 

test, n=4 per group. 
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Supplemental figure 4 : Mean arterial blood pressure and blood gases before 

and after injection of Ang-II in mice. A: Mean arterial pressure (MAP, mmHg) 

before (-Ang-II) and 25 minutes after IV infusion of 1 µg/kg/min of Ang-II (+Ang-II). 

Data are Mean with values for each mouse. B-C: Measurement of arterial blood gas 

before (-Ang-II, B) and 25 minutes after IV infusion of 1 µg/kg/min of Ang-II (+Ang-

II, C). pCO2, pO2, O2sat and pH were measured with 100µl of blood on RAPIDLab® 

348EX Blood Gas System. Data are mean with values for each mouse and 

reference range for these measurements. *p < 0.05 from -Ang-II, Mann-Whitney 

test, n=4 per group. 
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Supplemental figure 5 : Intravenous administration of angiotensin-II (Ang-II) 

does not influence NVC in a tPA dependent manner.  
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Supplemental figure 5 : Intravenous administration of angiotensin-II (Ang-II) 

does not influence NVC in a tPA dependent manner. A: Schematic 

representation of the experimental timeline of whiskers stimulations paradigm. 3 

trains of stimulations were made on laser speckle flowmetry before IV infusion of 

angiotensin-II (1 µg/kg/min) during 25 minutes, then 3 trains of stimulations were 

made again. B: Colormap corresponds to the activation map related ∆CBF change 

during whiskers stimulations in tPANull mice and their littermate before and after IV 

infusion of Ang-II. Warm colours indicate an elevation of CBF during whiskers 

stimulations. C-D: Time course of % CBF increase (mean ± SEM) during whiskers 

stimulations (◼) in tPANull mice (D) and their littermate (C), before (—/—) and after 

(—/—) IV infusion of Ang-II. E: Box plots show the variation of % CBF increase from 

baseline during whiskers stimulations in tPANull mice and their littermate before and 

after IV infusion of Ang-II. Box plot with medians, 1st and 3rd quartiles, min and max 

with values for each mouse. *p < 0.05 from tPAWT, Kruskal-Wallis and Uncorrected 

Dunn’s tests, n=10 tPAWT, n=7 tPANull. 

Supplemental figure 6 : Hydrodynamic transfection of pLIVE-Cre-GFP in 

VECad-CreΔtPA mice.  
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Supplemental figure 6 : Hydrodynamic transfection of pLIVE-Cre-GFP in 

VECad-CreΔtPA mice. A: Construction scheme of plasmid pLIVE-Cre-GFP. The 

cDNA of Cre-GFP was PCR amplified from a pCAG-Cre-GFP plasmid and fused 

into multiple cloning sites of the pLIVE plasmid between BamHI and NotI. B: 

Experimental schematic representation of hydrodynamic transfection of pLIVE-Cre-

GFP. 48 h after transfection of the plasmid, livers from transfected VECad-CreΔtPA 

mice were collected. C: Epifluorescence images of liver slice from transfected 

VECad-CreΔtPA mice with pLIVE-Cre-GFP (scale bar = 500µm). Immunostaining 

reveals GFP (green), Cre-recombinase (red) and actin filaments with phalloidin 

(grey), confirming the transfection of the plasmid in hepatocytes. Images were 

digitally captured using a camera (CoolSNAP; Photometrics) and/or with an inverted 

confocal microscope (SP5, Leica). Images were visualized respectively with 

Metavue 5.0 software (Molecular Devices, USA) and LAS AF lite software (LEICA). 

Supplemental figure 7 : Deletion of tPA in hepatocytes does not influence NVC 

in VECad-CreΔtPA mice.  
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Supplemental figure 7 : Deletion of tPA in hepatocytes does not influence NVC 

in VECad-CreΔtPA mice. A: Colormap corresponds to the activation map related 

∆CBF changes during whiskers stimulations in VECad-CreΔtPA mice transfected with 

promotors empty-pLIVE or pLIVE-Cre-GFP. Warm colours indicate an elevation of 

CBF during whiskers stimulations. B: Time course of % CBF increase (mean ± 

SEM) during whiskers stimulations (◼) of VECad-CreΔtPA transfected with empty-

pLIVE (—) or pLIVE-Cre-GFP (—). C: Box plots show the variations of % CBF 

increase from baseline during whiskers stimulations of VECad-CreΔtPA mice 

transfected with promotors empty-pLIVE or pLIVE-Cre-GFP. Box plot with medians, 

1st and 3rd quartiles, min and max with values for each mouse. *p < 0.05 from 

empty-pLIVE, Mann-Whitney test, n=6 empty-pLIVE, n=10 pLIVE-Cre-GFP. 



 

 

 

 

 

Discussion 

  



  

 



 
147 Discussion 

1. Le tPA vasculaire est impliqué dans le couplage 

neurovasculaire  

 

Pour étudier le CNV chez la souris, nous avons choisi d’utiliser le paradigme de 

stimulation des vibrisses. En effet, les vibrisses des souris sont des organes 

extrêmement sensibles pour obtenir des informations tactiles spatiales. Le cortex 

somatosensoriel des vibrisses est hautement organisé en une carte somatotopique qui 

occupe une grande partie du cortex cérébral (Figure 44 ; Petersen, 2007). Du fait de 

sa bonne accessibilité sur la partie dorsale du cerveau, il est très facile d’imager cette 

zone. Nous avons également choisi d’étudier le CNV par imagerie laser à contraste de 

Speckle. Cet outil permet de mesurer le DSC directement à travers le crâne, 

préservant ainsi l’intégrité du cerveau et la pression intracrânienne. 

 

 

 

 

Figure 44 : Organisation du cortex somatosensoriel des vibrisses et 

représentation de la voie de transmission de l’information des vibrisses vers 

le cortex. A : La stimulation d’une vibrisse induit des potentiels d’actions dans les 

neurones sensoriels du nerf trijumeau, libérant du glutamate au niveau d’une 

première synapse dans le tronc cérébral (1). Les neurones du tronc cérébral 

transmettent à leur tours l’information au niveau du thalamus (2) par l’intermédiaire 

du glutamate. Les neurones thalamocorticaux se projettent vers le cortex 

somatosensoriel des vibrisses (3), également appelé barrel cortex. B : Carte 

somatotopique représentant la disposition des follicules des vibrisses sous la forme 

de tonneaux dans le cortex somatosensoriel des vibrisses. (Petersen, 2007). 
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Nous avons choisi comme agent anesthésique pour cette étude, la 

médétomidine, un agoniste des récepteurs α2-adrénergiques, qui exerce peu d’effets 

vasculaires (Sinclair, 2003). Afin de maintenir les paramètres physiologiques en 

conditions normales, nous avons placé les souris sous ventilation mécanique, afin 

d’avoir un contrôle sur la respiration des animaux (Supplemental figure 1).   

 

1.1. Le tPA vasculaire contribue à l’augmentation de l’hyperémie 

fonctionnelle 

1.1.1. L’absence de tPA conduit à une diminution de la réponse 

vasculaire induite par la stimulation des vibrisses 

 

La première étape de notre étude a été d’évaluer la différence d’augmentation 

du DSC lors de la stimulation des vibrisses sur une nouvelle souche de souris 

déficiente en tPA, les tPANull. Les résultats ont permis d’observer un déficit de 20% sur 

la réponse vasculaire induite par la stimulation des vibrisses chez les tPANull par 

rapport aux souris tPAWT (Figure 37). Nos résultats sont en adéquations avec les 

résultats obtenus par l’équipe de Iadecola et avec une précédente étude réalisée au 

sein de notre laboratoire sur des souris tPA KO (Anfray et al., 2020 ; Park et al., 2008). 

Ces résultats permettent de valider le modèle via l’utilisation d’une nouvelle souche de 

souris déficiente en tPA. 

 

La parabiose est une union chirurgicale de deux organismes permettant le 

partage de la circulation sanguine. L’attachement de la peau de deux animaux va 

favoriser la formation de microvaisseaux au niveau du site de l’inflammation (Kamran 

et al., 2013). Ce modèle est utilisé principalement pour étudier le phénomène de 

réjuvénation (Zhang et al., 2020). 

 

L’utilisation d’un modèle de parabiose entre une souris tPANull et tPAWT a permis 

d’observer que le tPA circulant de la souris tPAWT donneuse pouvait être retrouvé chez 

la souris tPANull receveuse, grâce au partage de la circulation sanguine entre les deux 

souris. Le partage de tPA circulant entre ces deux phénotypes permet à la souris 
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tPANull d’influencer l’hyperémie fonctionnelle induite par la stimulation des vibrisses de 

façon positive. En effet, la parabiose entre deux souris tPANull (tPANull/tPANull) montre 

bien un déficit de 18.5% sur la réponse vasculaire induite par la stimulation des 

vibrisses par rapport à une parabiose entre deux souris tPAWT (tPAWT/tPAWT). La 

parabiose entre une souris tPAWT et une souris tPANull a permis d’observer chez la 

souris tPANull (tPANull/tPAWT) une augmentation de 23% de l’augmentation du DSC 

induite par la stimulation des vibrisses en comparaison à une parabiose entre deux 

souris tPANull (tPANull/tPANull ; Figure 38). Les résultats permettent de conclure que le 

tPA endogène circulant de la souris donneuse suffit à restaurer le déficit d’hyperhémie 

fonctionnelle qu’avait la souris receveuse. Cependant, le niveau de tPA circulant 

produit par une souris a suffi pour garder une hyperémie fonctionnelle adéquate pour 

deux souris. En effet, nous observons une variation de l’augmentation du DSC de 0.3% 

entre les souris tPAWT et tPANull au sein d’une parabiose tPANull/tPAWT, et la variation 

de l’augmentation du DSC entre deux souris tPAWT issues des parabioses 

tPAWT/tPAWT et tPAWT/tPANull est seulement de 1% (Figure 38). Or, au vu du partage 

de la circulation entre les deux souris tPAWT/tPANull, par des principes physico-

chimiques, la concentration de tPA circulant doit être plus faible lors de la parabiose. 

De plus, le PAI-1 contenu dans la circulation sanguine chez la souris tPANull receveuse 

se retrouve également chez la souris tPAWT donneuse, donc il devrait avoir davantage 

de tPA circulant complexé à PAI-1, c’est-à-dire moins de tPA circulant actif et donc, 

une diminution de l’hyperémie fonctionnelle chez les parabioses tPAWT/tPANull par 

rapport à des parabioses tPAWT/tPAWT, or ce n’est pas le cas. La cause plausible qui 

pourrait expliquer ces résultats serait que la souris tPAWT donneuse produit davantage 

de tPA circulant pour conserver une quantité de tPA circulant normale.  

Une analyse sanguine afin de quantifier la quantité de tPA circulant et de PAI-1 

chez la souris tPAWT donneuse au sein d’une parabiose tPAWT/tPANull et de la comparer 

à une souris tPAWT au sein d’une parabiose tPAWT/tPAWT pourrait confirmer en partie 

cette hypothèse.  
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1.1.2. L’absence de tPA provenant des cellules endothéliales 

vasculaires conduit à une diminution de la réponse vasculaire lors 

de l’hyperémie fonctionnelle 

 

Pour s’affranchir de toute provenance du tPA circulant autre que celle des 

cellules endothéliales, nous avons généré une nouvelle souche de souris transgénique 

avec une délétion conditionnelle du tPA dans les cellules endothéliales par croisement 

d’une souris VE-Cadherin-Cre avec une souris tPA-loxP. Les résultats permettent 

d’observer une diminution de 12% sur la réponse vasculaire induite par la stimulation 

des vibrisses chez la souris déficiente en tPA issu des cellules endothéliales par 

rapport aux souris WT (Figure 41). Ces résultats démontrent que le tPA produit par 

les cellules endothéliales contribue directement à la modulation du CNV.  

 

Comme expliqué dans l’introduction (voir la partie « 1.3.1. Expression et 

distribution du tPA circulant »), le tPA peut être également exprimé à partir des 

hépatocytes (Zheng et al., 2019). Pour connaitre l’implication du foie dans la libération 

de tPA vasculaire et son implication dans la modulation du CNV, nous avons procédé 

à une hépatectomie partielle sur des souris tPANull et tPAWT. L’hépatectomie partielle 

consiste en une résection d’environ 70% du foie total en ligaturant la base du lobe 

latéral gauche, et les lobes médians droit et gauche (Hori et al., 2012). 
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 Après hépatectomie partielle, les souris tPAWT présentent une diminution de 

17.5% sur la réponse vasculaire induite par la stimulation des vibrisses par rapport aux 

souris tPAWT en condition sham. Il n’y a pas de différence observée concernant 

l’hyperémie fonctionnelle entre les souris tPANull et tPAWT ayant reçu une hépatectomie 

partielle, ni entre les tPANull ayant reçu une hépatectomie partielle et leur homologue 

sham (Figure 42). Les résultats suggèrent que le tPA vasculaire impliqué dans la 

modulation du CNV induit par la stimulation des vibrisses serait d’origine hépatique. 

 

Pour déterminer si l’implication du tPA dans la modulation du CNV provient des 

hépatocytes ou des cellules endothéliales du foie, nous avons procédé à la délétion 

de tPA au niveau des hépatocytes sur des souris délétées en tPA dans les cellules 

endothéliales, via l’utilisation d’un plasmide pLIVE-Cre-GFP qui sera transfecté dans 

les hépatocytes par la technique de transfection hydrodynamique (Marcos-Contreras 

et al., 2016 ; Supplemental figure 6). La délétion du tPA dans les hépatocytes via la 

transfection de pLIVE-Cre-GFP chez les souris déficientes en tPA dans les cellules 

endothéliales n’influence pas l’hyperémie fonctionnelle par rapport aux souris délétées 

en tPA dans les cellules endothéliales, transfectées avec un plasmide contrôle 

(Supplemental figure 7). De plus, l’immunohistologie réalisée sur des coupes de foie 

confirment la présence de tPA dans les cellules endothéliales hépatiques mais 

Figure 45 : Représentation des différents lobes d’un foie d’une souris. A : Le 

foie d’une souris est divisé en six lobes, le lobe médian droit (RAS), le lobe médian 

gauche (LAS), le lobe latéral gauche (LPS), deux lobes droits (RMS et RPS) et le 

lobe caudé (OS). B : Représentation en pourcentage du volume total de chaque 

lobe. (Hori et al., 2012). 
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indétectable dans les hépatocytes (Figure 43). Ces résultats permettent de conclure 

que le tPA d’origine hépatique, impliqué dans la modulation du CNV induite par la 

stimulation des vibrisses, serait plutôt sécrété au sein des cellules endothéliales 

hépatiques plutôt que les hépatocytes.  

 

Selon les résultats obtenus par Zheng et collaborateurs, le tPA contribuant à 

l’activité basale du tPA circulant serait d’origine hépatocytaire. En effet, l’utilisation d’un 

adénovirus-associé AAV8-TBG-Cre, spécifique aux hépatocytes, délétant ainsi 

DACH1 dans les hépatocytes a permis d’observer une augmentation de l’expression 

de tPA dans le foie, une augmentation de la quantité et de l’activité du tPA plasmatique, 

et une plus forte activité fibrinolytique. La délétion d’ATF6 dans les hépatocytes par le 

même principe, induit une réduction de l’expression de tPA dans le foie, une diminution 

de la quantité et de l’activité du tPA plasmatique et une baisse de l’activité fibrinolytique 

(Figure 46 ; Zheng et al., 2019). Dans notre modèle de transfection hydrodynamique, 

seulement une partie des hépatocytes est transfectée pour le plasmide pLIVE-Cre-

GFP (Supplemental figure 6), donc il est possible que la quantité d’hépatocytes 

transfectés ne soit pas suffisante pour que le tPA délété dans ces cellules aient un 

impact sur la modulation du CNV. L’expression du gène Plat par ATF6 doit se faire de 

manière constitutive, vu que l’expression du tPA par les hépatocytes participe au 

maintien de la quantité basale du tPA circulant.  
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 L’hyperémie fonctionnelle est un processus où la réponse vasculaire doit être 

très rapide lors de l’activité neuronale, si ATF6 n’exprime pas davantage le tPA lors 

d’une activité neuronale, il est difficile de concevoir que le tPA provenant des 

hépatocytes puisse participer à la modulation du CNV. De plus, PAI-1 étant entre 

autres exprimé par les hépatocytes, une régulation fine entre la libération de tPA ou 

de PAI-1 doit être mise en place. En effet, dans certaines pathologies comme l’obésité, 

Figure 46 : La délétion de DACH1 et de ATF6 dans les hépatocytes induisent 

des modifications sur l’expression et l’activité du tPA plasmatique. Quantité 

relative d’ARNm du gène Plat codant pour le tPA dans le foie chez les souris 

délétées en DACH1 dans les hépatocytes (A) et chez les souris déficientes en ATF6 

dans les hépatocytes (E) et leur condition contrôle (LacZ). Concentration 

plasmatique de tPA chez les souris délétées en DACH1 (B) et chez les souris 

déficientes en ATF6 (F) dans les hépatocytes. Activité du tPA plasmatique chez les 

souris délétées en DACH1 (C) et chez les souris déficientes en ATF6 (G) dans les 

hépatocytes. D : Concentration de fribrinogène-fibrine plasmatique chez les souris 

délétées en DACH1 dans les hépatocytes. Temps de saignement de la queue (H) 

et d’occlusion de l’artère carotidienne induite par une lésion photochimique (I) chez 

les souris déficientes en ATF6 dans les hépatocytes (Adaptée de (Zheng et al., 

2019) 
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les hépatocytes expriment en plus grande quantité le PAI-1 par rapport au tPA (Zheng 

et al., 2020). 

  

1.1.3. L’absence de PAI-1 induit une plus forte augmentation du DSC 

lors du CNV 

 

PAI-1 est l’inhibiteur du tPA le plus répandu dans la circulation et inhibe en 

grande partie le tPA circulant. Nous nous sommes intéressés à l’intensité de 

modulation du tPA dans le CNV si PAI-1 était absent dans la circulation. En effet, pour 

répondre à cette problématique, nous avons utilisé des souris déficientes en PAI-1. 

L’absence de PAI-1 chez les souris PAI-1KO induit une augmentation de 19% sur la 

réponse vasculaire induite par la stimulation des vibrisses par rapport aux souris PAI-

1WT (Figure 37). Ces résultats permettent de mieux comprendre le fort potentiel 

modulateur du tPA sur l’hyperémie fonctionnelle et le fait que PAI-1 régule le tPA dans 

la modulation du CNV.  

 

Par la même occasion, nous avons également utilisé l’infusion intraveineuse 

d’AngII sur des souris tPANull et tPAWT, afin de libérer du PAI-1 dans la circulation via 

l’activation des récepteurs AT1 endothéliaux. L’infusion intraveineuse d’AngII induit 

bien une augmentation de la pression artérielle moyenne, passant de 85 mmHg à 122 

mmHg, sans altérer les gaz du sang (Supplemental figure 4). La stimulation des 

vibrisses chez les souris tPAWT recevant l’infusion d’AngII, n’induit pas de différence 

sur la réponse vasculaire par rapport aux conditions contrôles. Le même effet est 

constaté pour les tPANull ayant reçu une infusion d’AngII (Supplemental figure 5). Ces 

résultats suggèrent que l’infusion intraveineuse d’AngII n’induit pas d’altération du 

CNV chez les souris tPANull et tPAWT. De plus, la libération de PAI-1 par l’activation des 

récepteurs AT1 par l’AngII, n’a pas d’influence sur l’hyperémie fonctionnelle chez les 

tPAWT. Cependant, une étude a réussi à obtenir une altération du CNV, à la suite d’une 

infusion intraveineuse aigue d’AngII chez les souris mâles mais pas les femelles 

(Figure 47 ; Girouard et al., 2008). 
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Notre infusion lente d’AngII fonctionne correctement car après 25 min, nous 

observons une augmentation de la pression artérielle moyenne stable d’environ 40 

mmHg. Ceci prouve bien la sollicitation des récepteurs AT1 par l’AngII, mais aucune 

altération du CNV n’est observée contrairement aux études de Girouard et 

collaborateurs. La possible libération de PAI-1 par l’activation des récepteurs AT1 

n’était pas suffisante pour inhiber le tPA libre circulant, ou bien la quantité basale de 

tPA circulant étant déjà faible, l’inhibition de ces derniers ne provoque pas une 

altération significative du CNV. Cependant, au vu de cette dernière suggestion, si la 

quantité de tPA libre circulant était insuffisante pour moduler de façon positive le CNV, 

nous n’aurions pas pu observer une baisse de la réponse vasculaire lors de la 

stimulation des vibrisses lorsque le tPA endothéliale est délété. Une autre explication 

tout à fait plausible serait que malgré la libération de PAI-1 dans la circulation sanguine 

via l’AngII, la libération locale de tPA par les cellules endothéliales vasculaires au 

niveau la zone où a lieu l’activité neuronale, n’empêche pas le tPA d’exercer son rôle 

de modulation dans la réponse vasculaire. 

 

 

 

Figure 47 : Les effets cérébrovasculaire d’une administration intraveineuse 

aigue d’AngII chez des souris mâles et femelles. A : Effet de l’AngII sur la 

pression artérielle moyenne. B : Effet de l’AngII sur l’augmentation du DSC produite 

par la stimulation des vibrisses (Adaptée de (Girouard et al., 2008)). 
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1.2. Le mécanisme d’action du tPA lors de l’hyperémie fonctionnelle 

1.2.1. L’absence de sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA conduit à 

une augmentation de la réponse vasculaire lors de l’hyperémie 

fonctionnelle 

 

Pour étudier le rôle des récepteurs NMDA dans la modulation du CNV par le 

tPA, nous avons généré une nouvelle souche de souris transgénique avec une 

délétion conditionnelle de la sous-unité GluN1 dans les cellules endothéliales par 

croisement d’une souris VE-Cadherin-Cre avec une souris Grin-1-loxP. La délétion de 

la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA dans les cellules endothéliales induit une 

augmentation de 35% sur la réponse vasculaire induite par la stimulation des vibrisses 

par rapport aux souris WT (Figure 39). Ces résultats, bien que surprenants, laissent 

suggérer que le récepteur NMDA en conditions basales, contribue à un tonus 

vasoconstricteur.  

 

1.2.2. Le tPA agit sur la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA 

endothéliaux 

 

L’administration intraveineuse de rtPA chez les souris déficientes en sous-unité 

GluN1 dans les cellules endothéliales n’influence pas l’hyperémie fonctionnelle. 

Cependant, nous pouvons observer une augmentation de 23% sur la réponse 

vasculaire induite par la stimulation des vibrisses lorsque du rtPA est injecté par voie 

intraveineuse chez les souris WT (Figure 39). Ces résultats suggèrent que le tPA peut 

moduler l’hyperémie vasculaire via son interaction avec la sous-unité GluN1 des 

récepteurs NMDA. En effet, il est connu que le domaine kringle 2 du tPA est capable 

d’interagir avec la sous-unité GluN1 du récepteur NMDA (Lopez-Atalaya et al., 2008). 

De plus, il a été montré que le domaine kringle 2 serait impliqué dans la modulation du 

CNV via son interaction avec les récepteurs NMDA, grâce à l’utilisation d’une forme 

mutée du tPA sur son domaine kringle 2 (tPA K2*), empêchant le tPA d’interagir avec 

le récepteur NMDA (Figure 48 ; Anfray et al., 2020). Le tPA pourrait également 

interagir avec la LRP-1, qui est liée avec PSD-95 (Protein Postsynaptic Density 95) et 

pourrait moduler la signalisation du récepteur NMDA par l’activation de la PKA (Herz 

& Strickland, 2001). 



 
157 Discussion 

 

 

 

 

Comme vu dans la partie précédente, le récepteur NMDA induirait un effet 

vasoconstricteur dans des conditions basales. L’injection de rtPA par voie 

intraveineuse induit une augmentation de la réponse vasculaire lors du CNV par 

rapport aux conditions salines. Le tPA aurait donc un effet qui viendrait « inhiber » cet 

effet vasoconstricteur en favorisant la vasodilatation des vaisseaux, via la production 

de NO (Park et al., 2008).  

 

1.3. La provenance du tPA vasculaire 

1.3.1. Le tPA vasculaire impliqué dans la modulation du CNV est libéré 

par les cellules endothéliales vasculaires  

 

En conditions basales, le tPA est sécrété de manière constitutive dans la 

circulation sanguine et est rapidement inhibé par le PAI-1 circulant. Pour que le tPA 

puisse moduler l’hyperémie fonctionnelle dans la zone activée, il est nécessaire qu’il 

Figure 48 : L’expression chronique de tPA restreint dans la circulation 

sanguine favorise l’hyperémie fonctionnelle. A : Mesure de l’augmentation du 

DSC pendant la stimulation des vibrisses avant (t1) et après (t2) transfection 

hydrodynamique de plasmides pLIVE, pLIVE-tPA ou pLIVE-tPA-K2* sur des souris 

déficientes en tPA. B : Représentation d’une zymographie de fibrine-agar réalisée 

à partir de plasma de souris déficientes en tPA transfectées soit avec un pLIVE, un 

pLIVE-tPA ou un pLIVE-tPA-K2*. Les bandes représentent la présence de tPA libre 

plasmatique (Adaptée de (Anfray et al., 2020)). 
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soit libéré dans la circulation au moment de l’activation. Jusque-là, les hypothèses 

tendaient à ce que le tPA vasculaire impliqué dans la modulation du CNV, était libéré 

par les cellules endothéliales à proximité de la région activée. Seulement, dans notre 

étude, nous avons pu constater que les cellules endothéliales hépatiques pouvaient 

également libérer du tPA dans la circulation et moduler le CNV. Or, la distance que le 

tPA a à parcourir entre le foie et le cerveau est suffisante pour qu’il soit inhibé par PAI-

1 en chemin. L’hypothèse la plus probable pour que le tPA circulant en provenance du 

foie module le CNV est qu’il soit libéré en grande quantité. Seulement, une question 

demeure floue, pourquoi solliciter une libération du tPA circulant systémique pour le 

CNV ? Une libération locale de tPA dans la zone activée par les cellules endothéliales 

vasculaire environnantes n’est-elle pas suffisante ? 

 

1.3.2. La libération du tPA peut se faire via l’activation des récepteurs 

B2 endothéliaux 

 

Comme mentionné dans l’introduction (voir la partie « 3.1.5. tPA et 

bradykinine »), la BK est capable de stimuler la libération de tPA par les cellules 

endothéliales vasculaires via son interaction avec les récepteurs B2 (Brown et al., 1999 

; Rahman et al., 2014). Pour étudier ce phénomène, et comprendre si le tPA libéré par 

les cellules endothéliales via la BK influence l’hyperémie fonctionnelle, nous avons 

décidé d’utiliser un puissant agoniste des récepteurs B2, la [Phe8Ψ(CH-NH)-Arg9]-

Bradykinin (Drapeau et al., 1988). La BK induisant une vasodilatation et une 

hypotension, nous avons pris le temps de mesurer la pression artérielle moyenne des 

souris ainsi que de vérifier les gaz du sang, afin d’être certain d’être dans des 

conditions physiologiques. La pression artérielle de nos souris passe de 91 mmHg à 

60 mmHg lors de l’injection de l’agoniste des récepteurs B2, les gaz du sang restent 

également dans les normes (Supplemental figure 3). Pour étudier l’implication du tPA 

libéré par la BK dans le CNV, nous avons utilisé notre nouvelle souche de souris 

déficiente en tPA, les souris tPANull et des souris contrôles tPAWT. Nous observons une 

augmentation de la réponse vasculaire induite par la stimulation des vibrisses dose 

dépendante à l’agoniste des récepteurs B2 injecté par voie intraveineuse, à la fois pour 

les souris tPANull et tPAWT. En effet, la BK est un agent vasodilatateur, l’activation des 

récepteurs B2 va activer la eNOS pour produire du NO induisant ainsi une relaxation 
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des cellules musculaires lisses (Mathis et al., 1996). Chez les tPANull, l’augmentation 

de la réponse vasculaire lors de la stimulation des vibrisses devient significativement 

plus importante à une dose d’agoniste des récepteurs B2 injectée de 30 µg/kg, soit la 

plus forte dose administrée. Chez les tPAWT, l’augmentation de la réponse vasculaire 

devient significativement importante à une dose de 7 µg/kg, soit la plus faible dose 

administrée (Figure 40).  

 

Le paramètre qui varie entre ces deux groupes est la capacité d’expression du 

tPA. En effet, les tPANull ne possédant pas de tPA, pour induire une augmentation 

significative de l’hyperémie lors du CNV après injection d’agoniste des récepteurs B2, 

seulement le NO produit par l’activation des récepteurs B2 par l’agoniste peut 

augmenter cette hyperémie. Donc il faut de plus grandes doses d’agoniste afin de 

produire suffisamment de NO pour augmenter significativement la réponse vasculaire 

induite par le CNV. Quant aux tPAWT qui expriment normalement du tPA, l’agoniste 

peut à la fois induire une production de NO et une libération de tPA circulant via 

l’activation des récepteurs B2. Une plus faible dose d’agoniste est donc suffidante par 

rapport aux souris tPANull pour induire une augmentation significative de la réponse 

vasculaire lors du CNV. Ainsi, nous pouvons observer à une dose d’agoniste de 7 

µg/kg une augmentation de 18% de la réponse vasculaire lors de la stimulation des 

vibrisses chez les tPANull contre 28% chez les tPAWT (Figure 40). De plus, la 

quantification du tPA total plasmatique a permis de montrer qu’après injection d’une 

dose de 60 µg/kg d’agoniste, la quantité de tPA total plasmatique a bien augmenté par 

rapport à une injection de sérum physiologique (Figure 40). 

 

Dans l’ensemble, ces résultats révèlent que l’activation du SKK entraine une 

libération de tPA dans la circulation sanguine par les cellules endothéliales vasculaire, 

pouvant participer à la modulation du CNV. 
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1.3.3. La libération du tPA vasculaire via d‘autres facteurs 

 

La libération supplémentaire de tPA nécessite une stimulation des cellules 

endothéliales. Cette libération se fait via des médiateurs vasoactifs agissant sur les 

cellules endothéliales (Tableau 1 ; Oliver et al., 2005). D’autres composés vasoactifs 

comme la trombine ou l’histamine, augmentent la synthèse du tPA (Levin et al., 1984 

; van Hinsbergh et al., 1987). 

 

 Libération 

de tPA 

Mécanisme Dose Commentaires 

Bradykinine ++++ Dépendant des 

récepteurs B2 

Indépendant du 

NO et des 

prostaglandines 

0.02 à 3 

nmol/min 

Implication de la 

libération du tPA par 

la bradykinine pour la 

voie de la 

coagulation et 

l’action des ACE 

Substance P +++ Récepteurs NK1 2 à 40 

pmol/min 

 

TNF-α +++ Incertain 80 à 240 

ng/min 

L’initiation de la 

libération du tPA est 

lente au début puis 

se maintien > 3 

heures après l’arrêt 

de la perfusion 

Desmopressine ++ Récepteurs V2 21 à 70 

ng/min 

 

Isoprénaline ++ Récepteurs 

adrénergiques 

400 

ng/min 

 

ATP ++ 

 

Récepteurs P2X 

ou P2Y 

10 à 200 

nmol/min 

 

UTP 

Méthacholine + Récepteurs 

muscariniques 

0.8 à 12.8 

µg/min 
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Norépinéphrine + Récepteurs 

adrénergiques 

1.2 

µg/min 

 

 

 

1.4. L’implication de la voie du tPA dans la modulation de 

l’hyperhémie fonctionnelle 

1.4.1. tPA et maladie d’Alzheimer 

 

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par une augmentation de dépôts de 

peptides β-amyloïde dans le parenchyme cérébral sous forme de plaques et dans les 

vaisseaux sanguins, ainsi qu’une accumulation de protéine Tau dans les neurones. 

Cette maladie est associée avec des altérations du DSC et du CNV qui surviennent 

tôt dans la maladie (Iadecola, 2017 ; Iturria-Medina et al., 2016). La quantité de tPA 

est réduite dans le SNC des souris modèles de cette maladie, qui surexpriment la 

protéine précurseur de l’amyloïde, en raison de l’augmentation de l’activité de PAI-1 

(Cacquevel et al., 2007 ; Cortes-Canteli & Iadecola, 2020 ; Jacobsen et al., 2008). Ce 

déficit de tPA atténue l’hyperémie fonctionnelle, via la suppression de la production de 

NO suite à l’activation des récepteurs NMDA pendant l’activité neuronale. L’inhibition 

de PAI-1 permet au tPA de moduler le CNV de façon positive lors d’une activité 

neuronale (Park et al., 2020). 

 

Tableau 1 : Les substances qui peuvent stimuler la libération de tPA par les 

cellules endothéliales chez l’Homme. Les différents médiateurs et leur capacité 

de libération du tPA, leur site d’action ainsi que la dose injectée chez l’Homme sont 

renseignés (Adaptée de (Oliver et al., 2005)). 
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1.4.2. tPA et AVC ischémique 

 

L’ischémie cérébrale focale ou globale induit des effets non négligeables sur la 

régulation du DSC. En effet, après un AVC ischémique, la réactivité vasculaire face 

aux stimuli et l’autorégulation sont altérées (Girouard & Iadecola, 2006). Après une 

ischémie cérébrale, le cerveau produirait moins de tPA, et l’activité de PAI-1 serait 

exacerbée (Hosomi et al., 2001). Les résultats suggèrent qu’en l’absence de tPA, le 

CNV est altéré, que ce soit le tPA neuronal ou vasculaire (Anfray et al., 2020 ; Park et 

al., 2008). Donc lors d’une ischémie, une réduction de tPA pourrait entrainer une 

dérégulation du CNV post-ischémique.  

Figure 49 : L’inhibition de PAI-1 inverse le dysfonctionnement 

neurovasculaire. A : L’administration intracérébroventriculaire d’un inhibiteur de 

PAI-1 pendant 4 semaines sur des souris surexprimant la protéine précurseur de 

l’amyloïde (tg2576), restaure l’activité du tPA en zymographie in situ. B : L’inhibiteur 

PAI-1-039 améliore également la réponse vasculaire induit par la stimulation des 

vibrisses (Adaptée de (Park et al., 2020)). 
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L’ensemble des résultats de ma thèse a permis de mieux comprendre 

l’implication du tPA vasculaire dans un processus physiologique qui est le couplage 

neurovasculaire. 

 

 Nous avons démontré que le tPA vasculaire contribue à la modulation de 

l’hyperémie fonctionnelle, médiée par l’activation des récepteurs NMDA endothéliaux. 

En effet, une déficience en tPA altère l’hyperémie fonctionnelle induite par la 

stimulation des vibrisses, alors qu’une déficience en PAI-1 l’augmente. La diminution 

de la réponse vasculaire lors du CNV chez les souris déficientes en tPA peut être 

rétablie via l’injection intraveineuse de tPA ou par le chimérisme du système sanguin 

entre une souris déficiente en tPA et une WT.  

 

 Nos données révèlent également un rôle clé des cellules endothéliales dans le 

CNV. Une délétion conditionnelle du tPA endothélial conduit à une réduction de 

l’hyperémie fonctionnelle induite par la stimulation des vibrisses. Une délétion des 

sous-unités GluN1 des récepteurs NMDA endothéliaux conduit à une absence de 

modulation du CNV par le tPA.  

 

 Nous avons également observé que l’activation des récepteurs B2 favorise la 

libération de tPA circulant, pouvant moduler de façon positive l’hyperémie fonctionnelle 

induite par la stimulation des vibrisses. Ainsi, les niveaux physiologiques de tPA 

circulant contribuent directement à l’efficacité du CNV. 

 

 Enfin, nous avons mis en évidence que le tPA circulant impliqué dans la 

modulation de l’hyperémie fonctionnelle pourrait provenir des cellules endothéliales 

vasculaire du foie. Ces résultats dévoilent une nouvelle voie contribuant à la régulation 

complexe du CNV, impliquant des récepteurs NMDA endothéliaux, dépendant du tPA 

endothélial et un axe de communication cerveau-foie. 
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Résumé 

La régulation du débit sanguin cérébral (DSC) implique des mécanismes complexes ayant des 

influences directes sur les fonctionnements et les dysfonctionnements du cerveau. Parmi ces 

mécanismes, il a été proposé que l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) de la famille des sérines 

protéases, pourrait jouer un rôle dans la modulation du couplage neurovasculaire (CNV) induit par la 

stimulation des vibrisses chez le rongeur, par son mécanisme d’action sur les récepteurs N-Méthyl-D-

Aspartate (NMDA). Dans cette étude, via l’utilisation de souris tPANull, des délétions conditionnelles du 

tPA endothélial ou de la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA endothéliaux, des parabioses entre 

des souris tPAWT et tPANull, des délétions induites par des transfections hydrodynamiques du tPA 

hépatique, une hépatectomie partielle et des approches pharmacologiques chez la souris, nous avons 

pu dévoiler ce mécanisme. Nous démontrons ainsi que les concentrations physiologiques de tPA 

vasculaire, principalement produit et libéré par les cellules endothéliales hépatiques de manière 

dépendante des récepteurs de la bradykinine de type 2, favorisent le CNV, par un mécanisme 

dépendant des récepteurs NMDA endothéliaux du cerveau. Ces données mettent en évidence un 

nouveau mécanisme de régulation du CNV, impliquant à la fois les récepteurs NMDA et le tPA 

endothéliaux. 

 

Mots clés : tPA, récepteur NMDA, CNV, bradykinine, cellule endothéliale, hepatocyte, cerveau, foie. 

 

Abstract  

Regulation of the cerebral blood flow (CBF) involves complex mechanisms with direct influences on 

brain functions and dysfunctions. Among these mechanisms it was proposed that the serine protease 

tissue-type plasminogen activator (tPA) could play a role in the control of neurovascular coupling (NVC) 

induced by whiskers stimulation in rodents through its action on N-methyl-D-Aspartate receptors 

(NMDARs). In the present study, using tPANull mice, conditional deletions of either endothelial tPA or 

endothelial NMDARs, parabioses between wild-type and tPANull mice, hydrodynamic transfections-

induced deletion of hepatic tPA, hepatectomy and pharmacological approaches in mice, we have 

unveiled this mechanism in detail. We thus demonstrate, that physiological concentrations of vascular 

tPA, mainly produced and released by the liver endothelial cells in a bradykinin type 2 receptors-

dependent manner, promotes NVC, by a mechanism dependent of brain endothelial NMDA receptors. 

These data highlight a new mechanism of the regulation of NVC involving both endothelial tPA and 

NMDA receptors. 

 

Key words: tPA, NMDA receptor, NVC, bradykinin, endothelial cell, hepatocyte, brain, liver. 

 


