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La découverte de I'expression neuronale de I'activateur tissulaire du plasminogene (tPA) a ouvert de
nouvelles voies de recherche, par des fonctions importantes dans la physiopathologie du systéme nerveux
central. Par exemple, ses interactions avec les récepteurs synaptiques (NMDAR, LRP1, Annexine Il et EGFR) et
son réle dans la maturation du BDNF lui donne la capacité de moduler la plasticité synaptique et la survie
neuronale. Ainsi, une meilleure description des mécanismes régulant le trafic neuronal du tPA serait importante
pour mieux comprendre comment il peut influencer le fonctionnement physiologique et pathologique cerveau.

Dans cette étude, par l'utilisation I'imagerie de cellules vivantes en haute résolution et un panel
d'approches génétiques innovantes, nous avons révélé que l'activité neuronale contréle directement le trafic
dendritique et axonal du tPA. Nous avons en premier lieu décrit précisément le trafic dendritique et axonal des
vésicules contenant le tPA sous différents paradigmes d'activations et d'inhibitions neuronales. Nous avons
remarqué que l'activation neuronale affecte le transport et la libération dendritique et axonal des vésicules
contenant le tPA. Etonnamment, 'inhibition neuronale n'a eu aucun effet sur le trafic et I'exocytose du tPA,
mettant en évidence un mécanisme de sécrétion constitutif de tPA dans les neurones corticaux. De plus, les
vésicules antérogrades axonales du tPA montrent des similitudes avec les vésicules contenant VAMP2 en
conditions de repos et d’activation des neurones suggérant un co-trafic dans les mémes vésicules. Nous avons
également observé que la libération synaptique de tPA entrainait une augmentation de I'exocytose des vésicules
VGlutl positives contenant du glutamate. Enfin, nous avons décrit des altérations du trafic et de |'exocytose du
tPA neuronal dans un modéle de maladie d'Alzheimer. Ensemble, ces données fournissent de nouvelles
informations sur le trafic neuronal du tPA, contribuant a une meilleure compréhension de ses implications dans
le controle de la neurotransmission glutamatergique.

Mots-clés : tPA ; trafic vésiculaire ; VAMP2 ; VGlutl ; Tauopathie

The discovery of the neuronal expression of the serine protease tissue type plasminogen activator (tPA)
has opened new avenues of research, with important functions of tPA in the physiopathology of the central
nervous system. For example, its interactions with synaptic receptors (NMDAR, LRP1, Annexin I, and EGFR) and
its role in the maturation of BDNF have been reported to mediate its ability to control synaptic plasticity and
neuronal survival. Thus, a better description of the mechanisms regulating the neuronal trafficking of tPA is
important to better understand how tPA can influence brain functions and dysfunctions.

Here, using high-resolution live cell imaging and a panel of innovative genetic approaches, we revealed
that neuronal activity directly control the dendritic and axonal trafficking of tPA. We first unmasked the dynamic
characteristics of the dendritic and axonal trafficking of tPA-containing vesicles under different paradigms of
neuronal activations and inhibitions. We described that neuronal activity affect dendritic and axonal tPA
trafficking, in particular in an activating state. Surprisingly, neuronal inhibition had no effect on tPA vesicles
trafficking and exocytosis, highlighting a constitutive secretion mechanism of tPA in cortical neurons. Moreover,
the axonal anterograde vesicles of tPA shown similarities with VAMP2 positives vesicles in resting and activating
state of neurons suggesting a cotrafficking in the same vesicles. We also observed that the synaptic release of
tPA led to an increase of the exocytosis of VGlutl positives vesicles containing glutamate. Finally, we described
alterations of the trafficking and exocytosis of the neuronal tPA in an Alzheimer disease (AD) model. Altogether,
these data provide new insights about the neuronal trafficking of tPA, contributing to a better knowledge in the
understanding of its implications in the control of the glutamatergic neurotransmission and subsequent brain
functions and dysfunctions.

Keywords: tPA; vesicular trafficking; VAMP2; VGlutl; Tauopathy
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Introduction







C'est a la fin du XIX® siecle que Santiago Ramon y Cajal élabora la théorie du neurone,
établissant ainsi I'un des plus grands piliers de nos neurosciences modernes. Cette théorie flt
formulée par I'observation grace a la mise au point d'une coloration par imprégnation
(coloration argentique) de la contiguité des cellules nerveuses. On retrouve dans le cerveau
humain pas moins de 200 types de neurones différents pour un nombre total avoisinant 10*%,
En 1897, sir Charles Scott Sherrington utilise pour la premiére fois le terme de "synapse" afin
de décrire les zones fonctionnelles de contact qui se forment entre deux neurones, ou méme
entre un neurone et un autre type cellulaire du cerveau. On estime que chaque neurone peut

établir environ 10* connexions, ce qui représenterait 10'°> synapses pour un cerveau entier

: La synapse glutamatergique (historique).
A gauche : Portrait de Santiago Ramon y Cajal (1852 — 1934) par Ricardo de Madrazo, 1910. Au centre : dessin
de cellules granuleuses de Santiago Ramon y Cajal. A droite : photo portrait de Sir Charles Scott Sherrington
(1857 — 1952).

On peut distinguer 2 types de synapses :

- les synapses électriques se définissent par un contact direct entre les membranes
plasmiques des cellules ; ce sont les jonctions communicantes. Ainsi, les différents signaux
électriques passent directement d'un neurone a l'autre sans l'utilisation d'un messager

chimique.

- les synapses chimiques, majoritaires (a 99%) dans le systéme nerveux central (SNC)
des vertébrés, utilisent des molécules appelées neurotransmetteurs pour propager

I'information. Le schéma classique de ces synases est composé de trois parties distinctes :



I'élément présynaptique responsable de la libération de neurotransmetteurs, |'élément
postsynaptique qui regoit ces neurotransmetteurs, et enfin la fente synaptique située entre
les deux qui correspond a un espace de quelques dizaines de nanometres dans lequel est

libéré le neurotransmetteur

On compte plusieurs types de synapses chimiques différentes en fonction du
neurotransmetteur principalement utilisé. On peut citer par exemple les synapses excitatrices,
qui sont les plus abondantes du SNC (environ 80% des synapses chimiques) qui utilisent le
glutamate comme neurotransmetteur. Il y a aussi les synapses inhibitrices qui utilisent
principalement l'acide y-aminobutyrique (GABA) ou encore des synapses modulatrices
(dopamine, sérotonine...). On observe en microscopie électronique a transmission la plupart
du temps une zone sombre et dense aux électrons au niveau de I'extrémité postsynaptique.
C'est une zone riche en protéines nécessaire a l'entretien de la transmission synaptique
appelée densité postsynaptique (postsynaptic density, PSD). Cette caractéristique est une
signature des synapses dites par conséquent asymétriques en grande partie

glutamatergiques.
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: Image brute d'une synapse et sa reconstruction 3D.
On apercoit en vert I'extrémité présynaptique et en jaune I'extrémité postsynaptique, au niveau de la ligne rouge
se trouve la fente synaptique. Barre d'échelle = 350 nm, d’apres

Le glutamate est un acide aminé (AA), il est la forme ionisée de I'acide glutamique qui
rentre dans la composition de protéines. Curtis et collaborateurs décrivent en 1959 que le

glutamate posséede un effet excitateur et dépolarisant sur les neurones . Le



role du glutamate dans le SNC a été longtemps controversé, avant d'étre finalement considéré

comme le principal neurotransmetteur excitateur du SNC des vertébrés

Dans le SNC des vertébrés, le glutamate se retrouve stocké au niveau de I'élément
présynaptique dans un grand nombre de vésicules (plusieurs centaines) qui vont étre libérées
par |'arrivée de potentiels d'action (PA). Cette zone contenant les vésicules de glutamate a
proximité immédiate de la fente synaptique porte le nom de bouton présynaptique. La
propagation du PA le long de |'axone va amener |'ouverture de canaux calciques voltage
dépendants a la terminaison présynaptique. Il s'en suit rapidement la fusion des vésicules
grace a l'action de molécules calcium dépendantes avec la membrane plasmique, au niveau
de sites bien spécifiques que I'on appelle zones actives . Le
glutamate est alors libéré dans la fente synaptique et va pouvoir se lier et activer a un certain
nombre de récepteurs glutamatergiques majoritairement situés sur la membrane
postsynaptique. Les récepteurs activés vont permettre la formation de flux ioniques
engendrant une dépolarisation locale de I'élément postsynaptique. Il en découle I'activation

de canaux voltage-dépendants et de cascades moléculaires de signalisation.

On compte deux groupes de récepteur au glutamate : les récepteurs métabotropiques
(mGIuR) transmembranaires a sept domaines couplés aux protéines G et les récepteurs
canaux ionotropiques transmembranaires perméables aux cations. Il existe trois types de
récepteurs ionotropiques classés en fonction des différents agonistes pharmacologiques

pouvant les activer

- les récepteurs de type AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-
propionate) sont perméables au sodium et au potassium, ils jouent un réle majeur dans la

transmission excitatrice rapide entre les neurones.

- Les récepteurs de type NMDA (N-méthyl-D-aspartate) sont perméables aux cations
monovalents tels que le sodium et le potassium, ainsi qu'au calcium. lls sont fortement
impliqués dans les phénomenes de modulation de la transmission synaptique comme la
potentialisation a long terme (long term potentiation, LTP) et la dépression a long terme (Long

term depression, LTD).

- Les récepteurs de type Kainate sont perméables au sodium et au potassium. La



fonction de ces récepteurs n'est pas bien connue, il s'agit du type de récepteur au glutamate
le moins étudié. Il est situé aussi bien sur la membrane pré et postsynaptique. lls pourraient
aussi bien réguler la libération du glutamate de I'élément présynaptique que participer aux

courants postsynaptiques excitateurs

Presynaptic glutamate

Glial cell

Neuronal plasticity

Postsynaptic glutamate

: Neurotransmission glutamatergique.

Le glutamate est conditionné dans des vésicules présynaptiques par les transporteurs vésiculaires de Glu (VGLUT)
et libéré du neurone de maniere dépendante de I'activité neuronale grace a ses interactions avec des protéines
solubles du récepteur d'attachement au facteur sensible au N-éthylmaléimide (SNARE). Le glutamate est éliminé
de I'espace extracellulaire par des transporteurs d'acides aminés excitateurs (EAAT) présents principalement sur
les cellules gliales. Dans les cellules gliales, le glutamate est converti en Glutamine par la Glutamine synthétase.
Divers récepteurs au glutamate sont présents sur les neurones présynaptiques et postsynaptiques ainsi que sur
les cellules gliales. Ceux-ci incluent les trois récepteurs ionotropes AMPA, NMDA et kainate ainsi que les
récepteurs métabotropiques au glutamate. L'effet du glutamate est déterminé par le sous-type de récepteur, la
localisation et les interactions avec divers protéines d'échafaudage et de signalisation dans la densité
postynaptique. L'activation des récepteurs glutamatergiques entraine non seulement des effets ionotropes, mais
joue aussi un réle dans la plasticité synaptique a long terme

L'efficacité de la transmission dans les synapses glutamatergique peut étre régulée a
différents niveaux : tout d'abord au niveau présynaptique, en fonction de la fréquence des PA
et de la quantité de glutamate libéré. Au niveau de la fente synaptique il y a une modulation

de la concentration de glutamate par la présence des cellules gliales, en particulier celle des



astrocytes. Enfin cette efficacité dépend du nombre de récepteurs glutamatergiques présents

sur la membrane postsynaptique et de la taille de la PSD.

Les synapses glutamatergiques présentent donc la particularité d'étre asymétriques et
sont caractérisées par les aspects morphologiques et fonctionnels de la membrane
postsynaptique, ou plus précisément de la densité post synaptique (Figure 2). On retrouve la
PSD généralement au sein de petites excroissances dendritiques que I'on appelle les épines
dendritiques. Ces petites structures sont visibles sur les neurones pyramidaux du néocortex

, de I"hippocampe , ainsi que sur les

cellules de Purkinje du cervelet

Les synapses excitatrices vont la plupart du temps se former sur ces épines
dendritiques. Les premiéres épines apparaissent durant le développement, juste apres la
croissance et I'allongement des dendrites depuis le corps cellulaire. Ces épines vont constituer
des espaces physiquement délimités, qui possédent leurs propres microdomaines et leurs

protéines de régulation.

Au départ, avant de parler réellement d'épine, la dendrite d'un neurone va émettre un
filopode, un petit prolongement fin et allongé. Ces filopodes sont des prolongements
extrémement dynamiques et présentent une vie moyenne de quelques
minutes a quelques heures . Lorsque les filopodes grandissent et
s'épaississent, ils vont former des épines immatures. Ces épines restent encore tres
dynamiques et ont une vie moyenne d'environ deux jours

. Les épines immatures constituent environ 20% des épines chez les jeunes adultes

. Enfin quand les épines deviennent matures elles présentent un aspect "en

champignon" (mushroom spines en anglais), elles mesurent entre 1 a 2 um de hauteur pour
un volume moyen de 0.05um?3 et sont rattachées a la dendrite par un cou long et étroit faisant
0.5-2 um de long . Une fois mature les épines deviennent
stables avec une vie moyenne d'environ 1 an et se
mettent a exprimer la protéine stabilisatrice PSD-95 (postsynaptic density protein-95). En

effet, des études ont rapporté que 80% des épines du cerveau adulte sont matures et trés peu



dynamiques

. Ces épines matures ont donc pour signature |'expression de PSD-95, une protéine qui
vient interagir aux niveaux des sites postsynaptiques pour former des échafaudages
multimériques permettant le regroupement de récepteurs, canaux ioniques et de leurs

protéines de signalisation associées.

Filopodia like structures Immature Spines Mature Spines

Continuum of spine
shapes and sizes

: Les épines existent selon un continuum de morphologies et de fonctions allant des structures de type
filopode non fonctionnelles aux grandes épines matures.
Diagramme montrant le continuum de formes de la colonne vertébrale. Ces épines peuvent étre regroupées en
trois catégories distinctes : les structures ressemblant a des filopodes, les épines immatures et épines matures.
La distinction de ces catégories en fonction de leur morphologie est extrémement difficile en raison de la
résolution limitée de la microscopie optique. D’aprés

Les épines vont en réalité subir des changements incessants de leur forme

et un turn-over continu, c'est a dire qu'en permanence elles
apparaissent et disparaissent. Leur aptitude a changer de forme est possible grace a la
présence d'un réseau complexe et mobile de protéines du cytosquelette en grande partie
composé d'actine . Des études in vitro ont montré
qgue le turn-over va logiquement dépendre de l'activité des neurones mais aussi de
phénoménes comme la LTP . Des
travaux in vivo ont mis en évidence qu'une privation sensorielle chez le rat modifie le turn-

over des épines de neurones du cortex sensoriel primaire
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: Organisation cytosquelettique des épines dendritiques.

(A) Morphologie de I'épine dendritique (vert) et localisation de la F-actine (rouge) dans les neurones
hippocampiques en culture. Le rouge et le vert fusionnés sont représenté en jaune. Barre : 5 um. (B) Organisation
du cytosquelette d'actine et de microtubules dans une épine dendritique mature a partir de neurones
hippocampiques en culture, visualisé par microscopie électronique (EM). Cytosquelette axonal, violet; arbre
dendritique, jaune; épine dendritique, cyan. La téte de I'épine contient généralement un réseau dense de courts
filaments d'actine ramifiés réticulés, tandis que le cou contient des filaments laches d’actine longitudinaux, a la
fois ramifiés et linéaires. La base de I'épine contient également des filaments ramifiés, qui résident souvent
directement sur le réseau de microtubules dans la tige dendritique. (C) Schéma d'une épine dentritique mature
en forme de « champignon » montrant la membrane postsynaptique contenant la densité postsynaptique (bleu),
I'adhésion moléculaire (gris), les récepteurs du glutamate (brun), I'actine (lignes noires), le cytosquelette des
microtubules (jaune) et les organites (rose). La zone d’endocytose (EZ) est située latéralement par rapport a la
PSD dans les régions extrasynaptiques de I’épine et des endosomes de recyclage (roses) qui se trouvent dans la
tige et les épines. Les épines dendritiques présentent un réseau continu de filaments d'actine droits et ramifiés
(lignes noires). Le réseau d'actine se propage dans la base de I'épine, se resserre dans le cou, subit une
ramification étendue a la jonction cou-téte, et reste trés ramifié dans la téte de la colonne vertébrale. Les
extrémités barbelées polymérisant I'actine sont indiquées en lignes rouges. Les réseaux de microtubules stables
sont principalement présents dans la tige dendritique. Une petite fraction de microtubules dans les dendrites
matures sont dynamiques et s'écartent de I'arbre dendritique. Les extrémités des microtubules sont symbolisées
par des ovales jaunes. D’apres



Les épines dendritiques vont avoir pour fonction a la fois d’accroitre et d’optimiser la
surface de connectivité des dendrites, et a la fois de constituer des compartiments
postsynaptiques plus ou moins autonomes. Ces compartiments regroupent les différents
outils et acteurs impliqués dans la transmission synaptique et sa régulation. On y trouve les
organelles qui vont étre responsables de la synthese et du trafic protéique, mais aussi de la
transmission synaptique. On retrouve également les récepteurs au glutamate avec leurs
protéines associées (protéines d'ancrage et de signalisation) et les différents éléments du
cytosquelette (réseau d'actine). C'est la synergie de |I'ensemble de ces constituants qui va
permettre le développement et la stabilité des connections synaptiques, ils vont par ailleurs

participer a la structure de la PSD.

C'est au niveau de I'élément postsynaptique des synapses glutamatergiques que |'on
retrouve cette région caractéristique qui a la particularité d'étre dense aux électrons : la
densité postsynaptique. Elle a été mise en évidence grace a des études en microscopie
électronique a transmission durant les années 1950, et apparait comme une membrane plus
épaisse, noircit sur les images . Cet aspect provient d'une
concentration trés forte en protéine, qui peut avoisiner 100mg.ml=. Les PSD présentent des
tailles tres variables avec une épaisseur allant de 30 a 40 nm et un diameétre oscillant entre

300 et 400 nm en moyenne

: Image de synapse excitatrice acquise en microscopie électronique a transmission.
Les synapses glutamatergiques excitatrices présentent généralement une zone importante de densité
électronique juxtaposée a la membrane postsynaptique, traditionnellement connue sous le nom de densité
postsynaptique. S'étendant plus profondément que le cceur de la PSD (PSD core), il y a une région spécialisée
gue nous appelons le pallium PSD. Barre d'échelle : 0,1 um



Grace a la purification de synaptosomes (terminaisons synaptiques isolées de
neurones) par fractionnement cellulaire suivit de spectrométrie de masse, des travaux ont
réussi a déterminer la nature des protéines qui constitue la PSD .Ony
retrouve en forte concentration des protéines d'échafaudages (protéines interagissant entre
elles et avec les récepteurs a la membrane), des protéines du cytosquelette (surtout de
I'actine), des protéines d'adhésion ainsi que des intermédiaires métaboliques des voies de
transduction. L'ensemble de ces protéines vont permettre I'ancrage des récepteurs et des
canaux ioniques a la membrane permettant ainsi d'établir, de maintenir et de réguler la

transmission synaptique sous la forme d'une matrice structurale complexe.

Les interactions que vont avoir les récepteurs glutamatergiques avec les protéines
d'échafaudages de la PSD vont déterminer leur localisation synaptique. Ces protéines
d'échafaudages possedent un domaine PDZ, acronyme venant des 3 noms des protéines dans
lesquelles il a été les premiéres fois observé. A savoir PSD-95, une protéine synaptique
uniguement retrouvé dans le cerveau. Le suppresseur de tumeur a large disque de drosophile
(Drosophila disc large tumor suppressor 1, DIgl) et la Zona occludens 1 (ZO-1) qui sont deux
protéines jouant des rdles important dans les complexes de signalisation cellulaire et
I'adhésion cellulaire. Les domaines PDZ sont globulaires, constitué de 90 acides aminés et sont
capables de lier des tétra-peptides spécifiques situés au niveau des extrémités C-terminales a

la fois des récepteurs mais aussi d'autres protéines d'échafaudages.

Les protéines PDZ que I'on retrouve en plus grande nombre dans les PSD appartiennent
a la famille des guanylates kinases associées a la membrane (MAGUK) comme par exemple
PSD-93, PSD-95, SAP-97 et SAP-102) . Les protéines
de cette famille présentent toutes trois domaines : un domaine PDZ, un domaine SH3 (Src
homology 3) ainsi g'un domaine GUK (guanylate kinase) . La
PSD-95 est la protéine la plus étudiée des MAGUK, elle permet I'ancrage des récepteurs AMPA
a la PSD. Cette interaction indirecte se produit entre les protéines par l'intermédiaire d'une
protéine transmembranaire associée aux R-AMPA, la stargazine . C'est une
autre protéine : PICK1 (Protéine qui interagit avec la kinase C) qui va maintenir les R-AMPA au
niveau de la membrane postsynaptique . On peut citer aussi d'autres
associations qui aboutissent a la formation de complexes capables de se lier aux voies de

signalisation dépendantes des protéines G de la famille Ras, comme R-NMDA et SynGAP



(protéine activatrice de la GTPase synaptique Ras) ou R-AMPA et GRASP-1 (protéine associé a
GRIP 1)

La stabilité de la morphologie synaptique est aussi une fonction importante des
protéines de la PSD. Elle va dépendre de l'interaction de protéines a la fois avec I'élément
présynaptique et a la fois avec les éléments du cytosquelette. On peut noter par exemple que
la PSD-95 est capable d'interagir avec des protéines d'adhésion postsynaptiques appelées
neuroligines de type I. Les neuroligines vont pouvoir a leur tour se fixer aux protéines
d'adhésion présynaptiques appelées B-neurexines et former des jonctions responsables de
maintenir le lien physique entre les deux éléments pré et posynaptiques

. D'autres protéines appartenant a la famille Shank (protéines ayant aussi un domaine
PDZ) vont assurer le lien avec les éléments du cytosquelette (filaments d'actine), permettant
de réguler la structure des épines dendritiques . Par exemple la protéine DAP-
1 (Disks large-associated protein 1) peut se lier aux domaines PDZ et donc interagir avec la

famille Shank, ou encore avec la PSD-95.

Les épines dendritiques sont des structures trés riches en F-actine
Il a été montré durant la morphogénése des épines que la dégradation des filaments d'actine
produisait un démantelement considérable de la structure de la PSD
. Le fonctionnement de la PSD est donc basé sur I'ajustement et la coordination
de nombreux partenaires protéiques . C'est I'adaptation de la
taille de la PSD qui coincide avec son abondance en protéines (récepteurs, protéines
d'échafaudage...), ce qui va moduler en grande partie l'efficacité de la transmission

synaptique.
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: Organisations complexes de protéines médiées par des protéines d'échafaudage dans les synapses
excitatrices.
AKAP, protéine d'ancrage A-kinase; CaMKIl, protéine kinase Il calcium/calmoduline-dépendante; CaN,
calcineurine; Cav2.2, sous-unité du canal calcique voltage-dépendant-a Cav2.2; EphR, récepteur d'éphrine; GBR,
région de liaison GK; GK, de type guanylate kinase; GRIP, protéine interagissant avec le récepteur du glutamate;
L27, LIN2-LIN7 ; LAR, lié a I'antigene commun des leucocytes; LRRTM, protéine transmembranaire répétée riche
en leucine; MAGI, guanylate kinase associée a la membrane inversée; MAP1A, protéine 1A associée aux
microtubules ; mGIuR, récepteur métabotropique du glutamate; NGL-3, ligand nétrine-G3; NMDAR, récepteur
du glutamate de type NMDA; PBM, motif de liaison PDZ; PDZ, PSD95-DLG1-Zonula occludens 1 ; PKA, protéine
kinase A; PKC, protéine kinase C; PICK1, protéine interagissant avec la C kinase 1 ; SAM, motif stérile ; TARP,
protéine régulatrice AMPAR transmembranaire; VELI1, vertébré lin-7 homologue 1. D’apres

On peut comparer I'ensemble des neurones et leurs connexions a un réseau de cables
formant la base des circuits cérébraux. La particularité de ce réseau est qu'il est en
changement permanent sous |'effet de |'activité neuronale ou sous I'action d'autres facteurs.
Les différentes variations dans la connectivité entre les neurones vont avoir un impact sur

I'efficacité de la transmission synaptique. Ces variations possedent plusieurs formes et



présentent une échelle de temps qui varie de quelques millisecondes a plusieurs années, dites
respectivement a court ou a long termes. Enfin la plasticité synaptique représente aussi la

capacité des synapses a conserver plus ou moins longtemps une trace de ces modulations

Les formes de plasticité synaptique a court terme vont principalement affecter la
quantité de neurotransmetteurs libérée par les terminaisons présynaptiques dans la fente
synaptique a la suite d'un PA. On observe des formes qui vont augmenter la libération des
neurotransmetteurs (facilitation, augmentation et potentialisation), ce qui va avoir pour
conséquence une action persistante des ions calciums au sein de I'élément présynaptique.
Mais il y a aussi des formes qui vont diminuer la quantité de neurotransmetteurs libérés,
comme dans le cas de la dépression synaptique, qui se manifeste par la déplétion des vésicules

synaptiques prétes a étre exocytées

Il existe également des formes de plasticité a long terme qui vont affecter la
transmission synaptique sur des durées supérieures a 30min. Elles résultent de mécanismes
moléculaires dont I'action varie au cours du temps. La transmission synaptique est remaniée
initialement par des modifications postraductionnelles des protéines existantes, et surtout par
des changements dans le nombre et le trafic des récepteurs aux glutamates. Des modifications
tardives vont s'observer par la suite, principalement dues a des changements de I'expression
des genes. On note que ces bouleversements dans I'expression des genes vont altérer
durablement la transmission synaptique et leurs actions importantes sur la croissance des

synapses peuvent engendrer des modifications permanentes des fonctions cérébrales

Les synapses chimiques sont tres souvent sujettes a des changements dans leur
efficacité de transmission. On observe des mécanismes qui vont soit renforcer soit affaiblir
cette transmission dans des délais tres courts, ne dépassant pas plusieurs minutes, qui sont
englobé sous le terme de plasticité a court terme. Ces phénomenes sont aujourd'hui
facilement visibles durant l'activation de maniére répétée de n'importe quelle synapse
chimique. Les différentes formes de plasticité a court terme différent par les mécanismes qui

les sous-tendent et par leur déclin temporel.



La facilitation synaptique représente une rapide accentuation de la force synaptique
qui se produit apres l'arrivée d'au moins deux PA au niveau de la terminaison présynaptique
a seulement quelques ms d'intervalle. On note que plus l'intervalle de temps entre les stimuli
présynaptiques est petit, plus le taux de facilitation est grand . La
survenue de cette facilitation serait due a I'augmentation prolongée de la concentration
présynaptique en Ca?* consécutive a |'activité neuronale. Cette augmentation viendrait de la
différence de temps qu'il y a entre les mécanismes permettant I'entrée du Ca2+ dans la
terminaison présynaptique aprés |'arrivée d'un PA (treés rapide) et les processus permettant le
retour a ses niveaux de repos (beaucoup plus lents). Cette forte concentration en calcium va
permettre une libération plus importante de neurotransmetteur lors de la survenue du PA
suivant. Les cibles moléculaires de cette abondance de calcium seraient les protéines du
systeme SNARE impliquées dans l'arrimage et I'exocytose des vésicules contenant les

neurotransmetteurs.

On peut décrire la dépression synaptique comme étant I'opposé de la facilitation
synaptique. C'est a dire que durant une activité synaptique continue, la dépression se
manifeste par la diminution de la libération des neurotransmetteurs. Ce phénoméne
dépendrait de la quantité de neurotransmetteurs libéré a chaque PA. Par exemple, plus on
augmente la quantité de Ca2+ dans la terminaison presynaptique afin d'augmenter le
guantum de neurotransmetteurs libérés plus la survenue de la dépression synaptique est forte
et rapide . C'est résultats ont abouti sur I'hypothése que la
dépression serait amenée par la déplétion progressive du lot de vésicules synaptiques
susceptibles d'étre exocytées. Plus ce lot s'amenuise vite plus la dépression est accentuée et
inversement. Enfin cette dépression serait a I'origine du déclin de la force de transmission
synaptique jusqu'a observer une augmentation de la quantité de vésicules disponibles par

mobilisation du stock de réserve.
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: L'activité électrique induit une plasticité synaptique au niveau de la synapse géante du calmar.
Dans les conditions physiologiques normales, une tétanisation a haute fréquence (barre en pointillée
horizontale) provoque une dépression marquée des potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE) au niveau de
la synapse géante du calmar (en haut). En abaissant la concentration du Ca2+ externe jusqu’a un niveau
intermédiaire, on réduit la libération de neurotransmetteurs et on obtient un mélange de dépression et
d’augmentation (au milieu). Une réduction plus forte du calcium externe fait disparaitre la dépression et ne laisse
que l'augmentation (en bas). Adapté de

Une activité synaptique répétitive peut engendrer également des phénomenes de
potentialisation et d'augmentation qui vont favoriser |'accroissement de la libération de
neurotransmetteurs. L'augmentation serait un phénoméne plutét bref dans le temps
(quelques secondes), alors que la potentialisation aurait tendance a s'étendre plus longtemps
(quelques minutes). La potentialisation nait d'une stimulation a haute fréquence dite

"tétanique", d'ou son appellation de potentialisation post-tétanique



Comme la facilitation, ces deux formes de plasticité a court terme augmentent la
concentration en Ca?* dans les terminaisons présynaptiques. A l'inverse de la facilitation les
mécanismes en jeu de ces formes sont encore aujourd'hui peu connus. La facilitation permet
d'augmenter la libération des neurotransmetteurs de maniére directe, c'est a dire que le Ca%*
vient directement agir sur la fusion des vésicules. Alors que pour ces deux formes il s'agirait
d'une action indirecte du Ca?* qui activerait ou désactiverait certaines voies métaboliques. Il
semblerait que dans le cas de I'augmentation le Ca?* amplifierait I'action de la protéine munc-
13 (mammalian uncoordinated -13) dans les terminaisons présynaptiques. Tandis que la
potentialisation passerait par I'activation de protéines kinases présynaptiques, responsables
de la phosphorylation d'un certain nombre de substrats comme la synapsine, protéine qui

régule la libération des neurotransmetteurs

Ces différentes formes de plasticité a court terme peuvent interagir les unes avec les
autres durant une activité synaptique répétitive, amenant ainsi des bouleversements
complexes dans la transmission synaptique. Bien que leur participation respective change
d'une synapse a l'autre, elles touchent I'ensemble des synapses chimiques et de facon
dynamique. Elles modulent la transmission en regard de I'activité qu'elles ont connue dans un

proche passé.

La plasticité a long terme englobe I'ensemble des mécanismes qui vont modifier
durablement la transmission synaptique. En effet, les mécanismes mis en jeu vont affecter
profondément les neurones, en jouant sur |'expression génétique de nombreuses protéines.
Grace a son étendue dans le temps, allant de quelques minutes a plusieurs jours et années,
seule la plasticité a long terme provoque des modifications de la morphologie des synapses.

Aujourd'hui nous sommes capables de voir les traces de ces changements.

La découverte de cette plasticité est arrivée par I'étude de la mémoire, en particulier
de la mémoire a long terme. Pour faire simple, trois découvertes majeures du milieu du XXe
siecle ont déclenché la recherche des mécanismes moléculaires responsables des traces de
mémoire a long terme et donc de la plasticité. Premierement, a la fin des années 1940, Donald

Hebb formalise la théorie selon laquelle les mémoires a long terme requierent I'activation et



le renforcement concomitant des neurones pré et postsynaptique
Deuxiémement, au milieu des années 1950, Milner et ses collégues identifient que la région
de I'hippocampe est indispensable pour la formation explicite des mémoires a long terme
. Enfin, au début des année 1970, Bliss
et Lomo découvre que la potentialisation a long terme (long term potentiation, LTP), en
d'autres mots I'amélioration de la transmission présynaptique et |'excitabilité postsynaptique,
sont indispensables dans la mémoire a long terme . Ces trois
découvertes ont renforcé I'idée que la LTP, la dépression a long terme (long term depression,
LTD) ainsi que la plasticité par modulation temporelle (spike-timing-dependent plasticity)
peuvent fournir un mécanisme complexe pour I'acquisition et la
consolidation des mémoires a long terme. Par la suite, Eric Kandel et ses collegues a
['université de Columbia University, ont étudié chez le gastéropode marin Aplysia californica
les différentes formes de plasticité a long terme. Bien que les réles in vivo de la LTP et de la

LTD dans I'apprentissage et la mémoire ont été longtemps débattu

, il existe aujourd’hui un consensus général sur le fait que la consolidation
des mémoires a long terme par les mécanismes de plasticité nécessite la transcription de
nouveaux ARNm ainsi que la synthése de nouvelles protéines . Ainsi
c'est par I'étude de la mémoire qu'a surgit le concept de plasticité synaptique. Au départ
fortement étudié dans I'hippocampe, zone de sa découverte , des

travaux s'intéressent maintenant a la plasticité dans d'autres zones du cerveau.

Nous allons a la suite de cette introduction sur la plasticité a long terme décrire

succinctement ses deux mécanismes principaux a savoir la LTP et la LTD.

L'un des processus principaux qui régule les fonctions de mémoire et
d’apprentissage est la potentialisation a long terme (long terme potentiation, LTP). Une étude
a permis de mettre en évidence expérimentalement que ce phénomeéne de LTP formait le
support cellulaire et moléculaire de ces deux fonctions . Ce phénomeéne
existe aussi dans d’autres régions comme le cortex ou le striatum

Assez rapidement, l'implication du systeme glutamatergique dans ce

mécanisme de LTP a été montré, en particulier celle des récepteurs NMDA



. Le processus de LTP est décrit aujourd'hui comme étant composé de deux mécanismes

différents qui vont permettre d’améliorer I'efficacité de la transmission synaptique :

- Le premier concerne la phase précoce de la LTP (les quelques premiéres heures), c'est ce
mécanisme qui est le plus étudié et le mieux connu. Elle englobe des mécanismes
enzymatiques qui augmentent I'efficacité synaptique notamment par la phosphorylation

et la mobilisation du pool de récepteurs AMPA.

- Le deuxiéme survient lors de la phase tardive de la LTP (plusieurs jours). Elle permet des
changements dans I'expression des genes ainsi qu'une augmentation de la synthese de

protéines contribuant a améliorer la transmission synaptique

Une fois que I'on stimule le neurone présynaptique a haute fréquence, on observe la
libération de grandes quantités de glutamate. Dans la synapse, le glutamate va aller se fixer
sur ses différentes cibles postsynaptiques. On note dans un premier temps son action sur les
récepteurs ionotropiques de type AMPA (alpha-amino-3-hydroxyl-5-méthylisoxazol-4-
propionate). L’activation de ces récepteurs améne alors une dépolarisation locale et rapide du
neurone postsynaptique. Le glutamate va se fixer également sur les R-NMDA provoquant un
changement conformationel de ces récepteurs qui vont commencer a ouvrir leur pore. C'est
la dépolarisation menée par les récepteurs AMPA en premier lieu qui va permettre d’expulser
les ions magnésium et libérer le canal des R-NMDA et engendrer I'entrée de calcium dans

I’élément postsynaptique

Le calcium va activer un certains nombres de cascades moléculaires dans I'élément
postsynaptique via des kinases Ca* dépendantes comme la protéine-kinase-Ca?*-calmoduline
dépendante (CaMKIl) ou la protéine kinase C (PKC) responsable du renforcement synaptique.
Il a été montré que l'inhibition pharmacologique de la CaMKIl tout comme la délétion de son
géne empéche la survenue de la LTP . De plus, la CaMKII serait
capable de se phosphoryler elle-méme, ce qui pourrait entrainer son activation durable et

prolonger la durée de la LTP
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: Imagerie de I'activation de CaMKII pendant l'induction de la LTP en microscopie biphotonique.
a, Le degré d’activité ainsi que la durée de vie de la CaMKII (en pseudo-couleurs) dans une épine dendritique
augmente lors d’une stimulation induisant de la LTP. b, Décours temporel du changement d’activité de la CaMKII
lors du déclenchement de la LTP. D’aprés

Il parait maintenant clair que durant la LTP le renforcement de la transmission
synaptique provient en grande partie de l'augmentation de la sensibilité du neurone
postsynaptique. Les synapses sont capables de réguler de maniére fine et dynamique la
guantité de leurs récepteurs postsynaptiques . Autant les R-NMDA
jouent un role fondamental dans l'induction de la LTP, autant son entretien va reposer sur
I'insertion de R-AMPA dans la membrane postsynaptique

. En effet, on observe une densité plus importante de R-AMPA au niveau de
I'épine postsynaptique qui améne une réponse plus forte du neurone postsynaptique au
glutamate aussi longtemps que va durer la LTP . Des travaux
ont montrés également que dans les neurones hippocampiques, une bonne partie des R-
AMPA extrasynaptiques diffusent librement suivant un mouvement brownien, avant d'étre
réversiblement confiné et piégé dans la synapses

. De plus, I'activation postsynaptique dépendante de l'activité de la protéine CaMKII



induit une immobilisation des R-AMPA au niveau des synapses
. D'autres travaux disent méme qu'il existerait préalablement un pool de R-
AMPA extrasynaptiques favorable a I'expression de la LTP . Enfin, les

mouvements latéraux ainsi que I'exocytose des R-AMPA pourrait contribuer a la LTP

Avant la LTP 1h apreés Induction 2h aprés Induction

5 10 20 pA

: Ajout de R-AMPA postsynaptgiues durant la LTP.
Carte spaciale de la sensibilité au glutamate d’une dendrite de neurone hippocampique avant (a gauche), 1h
apres (au centre) puis 2h apres (a droite) I'induction d’une LTP. L’échelle indique I'amplitude des réponses a des
applications de glutamate extrémement localisées. La LTP provoque une augmentation de la réponse de I'épine
dendritique au glutamate. Cette augmentation est due a I'augmentation du nombre de R-AMPA sur la surface
de I'épine. Adapté de

La phase tardive de la LTP va consister en des changements dans |'expression des genes
ainsi qu'en la synthese de nouvelles protéines et va étre importante pour faire durer la LTP.
Sa contribution propre peut étre mise en évidence par l'utilisation de drogues qui inhibent la
synthese protéique, elle améne une disparition du phénomene de LTP
Cette phase plus tardive commence avec |'effet de la protéine kinase A qui va étre responsable
de I'activation de facteurs de transcription, comme la CREB (cAMP Response Element Binding
protein) qui vont stimuler I'expression protéique. On ne connait pas encore aujourd'hui
I'identité de toutes les protéines qui sont nouvellement synthétisées par le neurone
postsynaptique. On sait que I'on retrouve parmi elles d'autres facteurs de transcription, des
protéines kinases ou encore des R-AMPA . Durant le phénoméne de

LTP, des modifications morphologiques visibles ont lieu au niveau des synapses. On a des



preuves de l'augmentation du nombre et de la taille des contacts synaptiques, visibles en

microscopie

Top view Side view

LTP

: La LTP favorise la formation de nouvelles synapses.
A. Arborisation dendritique d’un neurone pyramidal de la région CAl de I'hippocampe marquée par la
surexpression d’une GFP. B. Formation de nouvelles épines dendritiques une heure apres induction d’une LTP.
Adapté de

En d’autres termes la LTP, va permettre de renforcer la transmission synaptique entre
deux neurones, principalement par I'augmentation conjointe de la surface de connexion de
I’élément postsynaptique a I'élément présynaptique ainsi que de la force synaptique (qui
correspond a la richesse des protéines impliquées dans la transmission du signal présentes
dans I'élément postsynaptique, comme les récepteurs ou les protéines échafaudages) (

). Mais il est important de savoir que le phénoméne opposé de la LTP dans la plasticité est
la dépression a long terme (Long terme depression, LTD). Elle va quant a elle réduire la

transmission synaptique entre deux neurones.
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: Mécanismes responsables des modifications durables de la transmission synaptique.
La phase tardive est due a I'activation de la PKA, d’un régulateur de la transcription, la CREB ; celle-ci déclenche
I’expression de divers genes qui provoquent des modifications durables de I'activité de la PKA et de la structure
de la synapse. D’aprés

Il existe des méthodes d'induction électrophysiologiques et chimiques qui ont été
développés pour I'amélioration persistante de la transmission synaptique dans les différents
modeles expérimentaux. La stimulation physique des neurones par l'intermédiaire d'une
électrode ne va activer qu'une petite fraction des synapses, rendant difficile I'observation des
changements moléculaires et cellulaires associés a la LTP. Pour les analyses biochimiques ainsi
gue pour les études d'imagerie il est nécessaire d'avoir une proportion élevée de synapses
potentialisées. C'est pour cela qu'une gamme de stratégies a été mise au point pour induire
chimiguement la LTP dans la majorité des synapses. Au départ ces inductions chimiques de
LTP étaient développées pour des études électrophysiologiques sur des tranches de cerveau.
Depuis certaines de ces procédures ont été adoptées et utilisées avec succés pour I'étude des
évenements moléculaires et cellulaires associée a la LTP dans des cultures de neurones

. L'objectif, ici, n'est pas de cataloguer I'ensemble de ces méthodes, mais d'en

décrire quelques-unes, notamment celles utilisées dans les travaux de cette thése.

Une solution de L-glutamate exogéne (50uM dans un tampon tyrode avec du

magnésium libre) peut induire la LTP dans les cultures de neurones. L'application de glutamate



produit une LTP de la fréquence des courants postsynaptiques excitateurs miniatures
spontanées et évoqués (miniature excitatory postsynaptic currents, mEPSC). Cette mini-
fréquence est initiée directement au niveau postsynaptique et provoque un afflux de Ca2+

dans les neurones via des R-NMDA activés

Un modele encore plus utilisé est l'induction de LTP par la glycine, qui est un
neuromodulateur allostérique positif des R-NMDA. La stimulation par la glycine (100-200uM)
dans un milieu sans magnésium avec souvent une concentration en Ca2+ élevé aux alentours
de 3mM permettent de développer une LTP dans les neurones en culture

. L'activation transitoire des R-NMDA améliore
I'activité du réseau dans la culture et permet la synchronisation entre les neurones adjacents.
Cela va entrainer un renforcement durable des connexions excitatrices ainsi qu'un
affaiblissement des connexions inhibitrices entre les neurones jusqu'a une heure apres le
conditionnement . La LTP alors obtenue est associée a une
augmentation de la fréquence ainsi que de I'amplitude des mEPSC
, @ une augmentation de 'autophosphorylation de la CaMKII
, @ une expansion des épines dendritiques R-NMDA dépendante
ainsi qu'a la formation de nouvelles
synapses . Cette LTP par la glycine va faciliter l'insertion rapide des R-
AMPA a la surface des membranes postsynaptiques
, qui par ailleurs peut étre bloquée par la toxine tétanique, indiquant que
ces R-AMPA sont insérés a la synapse par une exocytose dépendante des protéines SNARE
. La stimulation de la LTP par la glycine peut étre accompagnée et renforcée avec
I'ajout de bicuculline (30uM), qui va inhiber de maniére compétitive les récepteurs GABAa des

interneurones inhibiteurs
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: L'activité déclenche I'exocytose des endosomes des épines dendritiques sur des sites latéraux a la
PSD.
A gauche : La fusion des endosomes de recyclage avec la membrane plasmique des épines est visualisée (fleches)
avec la construction TfR-mCh-SEP (Transferrin receptor — mCherry - superecliptic pHluorin) aprés stimulation avec
Bicuculline/Glycine (Bic/Gly). A droite : Analyse d'histogramme des événements exocytaires d’épines avant,
pendant et aprés un traitement de 5 minutes avec Bic/Gly (barre horizontale). La fréquence de |'exocytose dans
les épines augmente avec l'activité. D’apres

Les cultures de neurones sont capables de subir des modifications a long terme de leur
activité suite a une breve dépolarisation par du potassium en concentration élevé. En effet
l'utilisation du potassium chloride (KCI) pour induire une augmentation de I'activité
synaptique est aussi trés utilisée (50-90mM)

. La dépolarisation transitoire et rapide induite par le KCl va dépendre des R-NMDA,
du Ca2+ postsynaptique et s'exprime par une augmentation de la fréquence des mEPSCs mais
sans modifications de leur amplitude . Elle implique également l'insertion
de R-AMPA a la membrane au niveau de sites qui en étaient auparavant dépourvus

. Cette dépolarisation implique des interactions protéiques impliquant la protéine

SAP97 et la myosine VI

Il existe encore bien d'autres formes de LTP induites que nous ne décrirons pas dans
ce manuscrit. Il est tout de méme important de noter que la plupart de ces méthodes
d'induction sont réversibles par l'ajout de molécules responsables de l'inhibition des
récepteurs aux glutamate ou encore de molécules capables de chélater le Ca?*. Ces molécules
sont aussi utilisées pour induire la LTD dans les modeles expérimentaux que nous allons

aborder par la suite.

La dépression synaptique a long terme (long term depression, LTD) joue globalement
le role opposé de la LTP. Elle correspond a la réduction durable de [l'efficacité de la

transmission synaptique. Afin de pouvoir faire du renforcement des synapses un mécanisme



efficace de codage de l'information, il faut que d'autres phénomeénes viennent sélectivement

affaiblir les ensembles synaptiques.

Le facteur majeur qui détermine la survenue d'une LTP ou d'une LTD est la
concentration en Ca?* dans le neurone postsynaptique. En effet, de faibles et lentes
augmentation de Ca?* aménent une dépression, alors que des augmentations rapides et
massives provoquent une potentialisation. Cette diminution d'entrée de Ca?* pendant la LTD
dans I'élément postsynaptique proviendrait d'une diminution de la fréquence de stimulation
de la part du neurone présynaptique . Elle amene l'activation de voies de
signalisation différentes, comme I'activation de phosphatases qui vont étre responsables de
la déphosphorylation de molécules cibles. Il semblerait en plus que l'inhibition de ces
phosphatases empéche la LTD de se produire, alors qu'elle n'affecte en rien la LTP. Les
substrats de ces phosphatases ne sont pas encore bien connus aujourd'hui, mais il serait
possible que les protéines-kinases activées lors de la LTP et les phosphatases activées pendant
la LTD phosphorylent et déphosphorylent les mémes protéines régulatrices pour moduler
I'efficacité de la transmission synaptique. De plus, la LTD aménerait une réduction du nombre
de R-AMPA a la surface de la membrane postsynaptique due a des mécanismes d'endocytose
dépendant de la clathrine . Enfin, en étudiant une forme
légerement différente de LTD dans le cervelet, une équipe a mis en évidence la contribution
de récepteurs métabotropes du glutamate qui déclencheraient une cascade de seconds
messagers permettant la production d'inositol triphosphate (IP3) ainsi que de diacylglycérol
(DAG) . Elle conduirait a l'activation de la protéine kinase C (PKC) qui

induirait la recapture des R-AMPA dépendante de la clathrine.

Il est clair aujourd'hui que I'on est loin de tout connaitre sur ce phénomene,
indispensable a la plasticité a long terme. Mais on peut dire que I'ensemble des évenements
qui ont lieu durant la LTD, c'est a dire la diminution de la survenue de potentiels
postsynaptiques excitateurs, la réduction du taux de Ca?* dans I'élément postsynaptique, la
déphosphorylation de molécules cibles par l'intermédiaire de phosphatases ainsi que
I'internalisation des R-AMPA ameénent un affaiblissement dans |'excitabilité et I'efficacité de la

transmission neuronale et donc de la force synaptique.



Comme pour la LTP, il est possible aussi d'induire une inhibition neuronale.
Globalement moins étudiée, la recherche sur la LTD a donné moins de modeles que la LTP.
D'ailleurs ils ne sont jamais décrits dans la littérature comme des modeéles d'induction de LTD,
mais plutét comme des modeles permettant de bloquer la LTP. Nous allons aborder

succinctement quelques exemples de modeles d'induction d'inhibition chimiques.

L'un des modes d'inductions le plus utilisé consiste a inhiber les différents récepteurs
synaptiques au glutamate. En effet, l'inhibition des courants ioniques synaptiques va amener
une diminution trés efficace de la transmission synaptique. On peut citer parmi les molécules
utilisées la cyanquixaline (CNQX, 50uM), antagoniste compétitif et sélectif des R-AMPA et R-
kainate . L'utilisation de I'acide (2R) -amino-5-
phosphonovalerique (APV, 50-100uM) est tres utilisée aussi , C'est un
antagoniste compétitif sélectif des R-NMDA, par ailleurs souvent conjointement administré a
la CNQX pour inhiber I'ensemble des récepteurs au glutamate. Ces
inhibiteurs vont empécher les échanges entre les extrémités pré et postsynaptiques amenant

les synapses a un état silencieux.

Une autre méthode d'inhibition consiste a venir bloquer la propagation des PA au
niveau axonal. On peut citer une molécule tres utilisée dans ce champ : la tétrodotoxine (0.5-
2uM), qui est une toxine qui va bloquer de maniere trés sélective les pores des canaux
sodiques voltage dépendant in vivo comme in vitro (Santschi et al. 1999a; Cichon and Gan
2015). Ainsi elle va empécher la propagation des PA le long des axones et diminuer voire
arréter 'excitation de la membrane postsynaptique et fatalement conduire a une chute de la

concentration en Ca?* dans |'élément postsynaptique.

Enfin il est possible de bloquer la LTP par l'utilisation de chélateur de Ca?* comme le
BAPTA (acide 1,2-bis(o-aminophénoxy)éthane-N,N,N’,N'-tétraacétique) qui est un acide
aminopolycarboxylique spécifique des ions Ca?". Il posséde quatre fonctions acide
carboxylique qui vont lui permettre de lier deux ions Ca®*. Cette capacité a capturer le calcium
en fait une molécule tres utilisée notamment pour faire chuter les concentrations pré et

postsynaptiques



Pour résumer, cette premiére partie nous a permis de revenir sur les bases

fondamentales qui régissent les synapses excitatrices.

La synapse glutamatergique correspond a une zone restreinte dans laquelle
va préférentiellement avoir lieu la transmission de l'information d’'un neurone
présynaptique (bouton présynaptique) a un neurone postsynaptique (épine
dendritique). Elle est reconnaissable par sa structure particuliere : on retrouve au
niveau postsynaptique une région dynamique et dense aux électrons (PSD),
synonyme d’une grande richesse de protéines impliquées dans la transmission

synaptique.

Elle est le siege de changements adaptatifs dans sa structure. Son efficacité de
transmission du signal dépend des taches a accomplir et de I'environnement qui
gravite autour de 'individu, c’est la plasticité synaptique. Cette faculté d’adaptation
va permettre au cerveau d’encoder efficacement les informations et de les utiliser
afin de développer des fonctions complexes comme |'apprentissage ou encore la

mémoire.



Le trafic de vésicules dans les cellules joue un role essentiel, c’est lui qui va permettre
aux cellules de dialoguer entre elles, d’entretenir leur membrane plasmique ainsi que leur
matrice extracellulaire (MEC). Ce trafic vésiculaire correspond a la coopération de nombreuses
protéines qui vont interagir avec le cytosquelette de la cellule. Ce trafic varie en fonction du
type de prolongement (dendrite ou axone) et en fonction du compartiment dans lequel se
trouve la vésicule. Nous devons la majorité des avancées dans le domaine a trois scientifiques :
James Rothman, Randy Scheckman et Thomas Sidhof, prix Nobel de physiologie ou médecine

en 2013.

: Récipiendaires du prix Nobel de médecine 2013.
A gauche : James Rothman, au centre : Thomas Sidhof et a droite : Randy Scheckman.

Dans cette deuxiéme partie nous allons dans un premier temps aborder les bases
moléculaires du transport vésiculaire, puis nous allons décrire une étape du cycle vésiculaire

qui a principalement été étudié dans ces travaux de these, I'exocytose.

On compte aujourd’hui trois grandes familles de moteurs moléculaires, les kinésines
et les dynéines qui évoluent le long des microtubules (MTs), et les myosines qui se déplacent
le long des filaments d’actine. Les MTs sont fibres constitutives du cytosquelette composées

de dimeres de tubulines (tubuline a et tubuline B). Ces dimeéres de tubulines sont polarisés et



sont orientés aussi de maniére polarisée le long de chaque protofilament. De cette facon une
extrémité des MTs va présenter que des tubuline a alors que I'autre ne présentera que des
tubuline B. Ces deux extrémités sont respectivement appelées (—) et (+). L'assemblage de ces
dimeres (les MTs sont des polyméres) va étre extrémement dynamique, les extrémités des
MTs se polymérisent et se dépolymérisent en permanence, donnant I'aspect d’un tapis

roulant.

Les kinésines et dynéines possedent toutes un point commun qui est d’avoir un
domaine catalytique que I'on appelle « téte » caractérisé par la présence de deux sites de
liaisons : un site de liaison pour I'ATP et un site de liaison aux microtubules (MTs). C'est
I’hydrolyse de I’ATP qui est responsable du mouvement de ces moteurs. En dehors de cette
téte, ces deux familles de protéines sont considérablement différentes, ce qui suggere des

différences fonctionnelles et la présence d’autres domaines sur leur structure respective.

La famille des dynéines est constituée de deux grands groupes, les dynéines
cytoplasmiques et les dynéines axonémales. Ce sont des enzymes mécaniques qui se
déplacent le long des microtubules (MTs) en hydrolysant I'adénosine triphosphate (ATP). Tout
d’abord, les dynéines cytoplasmiques, elles forment d’imposants complexes protéiques (~1.5
MDa) qui jouent un role dans le trafic intracellulaire. Elles sont constituées de plusieurs sous-

unités polypeptidiques

e Deux chaines lourdes (520Kda) qui portent une activité ATPasique et vont
permettre le déplacement. Chaque chaine lourde est composée de trois domaines.
Une tige située dans la région C-terminal qui représente le domaine de liaison aux
MTs. Une téte qui contient le domaine d’hydrolyse de I’ATP responsable de la
génération de I'énergie de translocation. Enfin, une queue située dans la région N-
terminale qui se lie a la cargaison et responsable de la dimérisation et des
chevauchements entre la chaine légére intermédiaire légére de la dynéine et la
chaine intermédiaire lourde de la dynéine

e Deux chaines intermédiaires lourdes de 74kDa, elles se lient directement au

chaines lourdes et relieraient les moteurs a leur cargaison



e Quatre chaines intermédiaires légeres de 33-59kDa qui interagissent directement
avec les chaines lourdes, leur contribution n’est pas encore bien comprise mais il

semblerait qu’elles soient douées d’une activité ATPase impliquée dans la motilité

e Plusieurs chaines légeres de 10-14 KDa situées a la base du complexe moteur

impliquées dans le recrutement de cargaisons spécifiques

: Structure schématique du complexe de la dynéine cytoplasmique.
Avec en gris les deux chaines lourdes, en vert les deux chaines intermédiaires lourdes (IC), en rose les chaines
intermédiaires légeres (LIC), en violet, jaune et bleu les chaines légeres de la dynéine (LC). D’apres

La dynéine est étroitement régulée par la liaison de co-facteurs supplémentaires
comme le complexe multi-sous-unités de la dynactine et LIS1 (lissencephaly-1 homolog), ainsi
gu’a des adaptateurs activateurs spécifiques de la cargaison appartenant aux familles de
protéines BICD (Bicaudal D cargo adaptator), HOOK et HAP/ TRAK

. Le complexe tripartite stable dynéine-dynactine-activateur d'adaptateur entraine

la motilité processive vers I'extrémité négative du MT a une vitesses de 1 mm/sec

Les cellules eucaryotes expriment beaucoup de dynéines, cependant seul un petit
nombre d’entre elles participent au transport. Seule la dynéine cytoplasmique a chaine lourde
1 (Dynclh1) prend part au transport rétrograde a la fois dans I'axone et dans les dendrites. La
dynéine cytoplasmique a la particularité de se déplacer vers les extrémités négatives des MTs

et permet dans les portions distales des prolongements le trafic rétrograde des cargos, tandis



gue dans la portion proximale des dendrites elle assure le transport dans les deux directions.
Dynlhl permet le transport vésiculaire entre autre au niveau dendritique des récepteurs de
la glycine et des endosomes Rab5 et Rab 7

. La dynéine cytoplasmique en prenant part au transport
endosomal régule la dégradation protéique. En effet, deux protéines RILP et ORP1L ont été
identifiées dans des complexes avec la dynéine, elles sont capables d’interagir avec la forme

Rab7-GTP qui contrdle la localisation des lysosomes

Les dynéines axonemales sont quant a elles fixées a I'un des MT des doublets présents
en périphérie d'un axoneme (structure axiale composant les cils et les flagelles, constitué de
9 doublets de MTs). Par une activité ATPasique, elles font glisser les MTs entre eux,
provoquant leur courbure. Tous les MTs glissant simultanément, les cils et les flagelles sont
ainsi mis en mouvement. Etant donné que ces dynéines ne sont pas impliquées dans le trafic

des organites intracellulaire, nous nous attarderons pas davantage sur leur description.

La dynactine n’est pas un moteur moléculaire en soi, elle se retrouve associée a la
dynéine et va réguler son activité. Le complexe de la dynactine comporte deux domaines
majeurs, une tige qui permet la liaison de la protéine a différentes structures et un bras saillant

qui contient deux terminaisons globulaires avec des sites de liaison aux MTs

Le domaine de la tige ressemble a un court filament d’actine. Il est composé de huit
monomeres de la protéine 1 liée a I'actine (Arpl), qui a une extrémité associée a la protéine
de coiffe CapZ et I'autre associée a la protéine 11 liée a I'actine (Arp11)

ainsi qu’a la sous-unité de la dynactine p62 . La sous-
unité p62 s’associe a son tour aux sous-unité p25 et p27 de la dynactine pour former un
complexe a I'extrémité de la tige Arpl . Arpl a la capacité de se lier
directement aux spectrines , ce qui permet a la dynactine d’interagir avec

différentes structures cellulaires.

Le bras quant a lui se compose de quatre exemplaires de dynamitine, de deux
exemplaires de p150Glued et de deux p24/22. Les deux p150Glued forment un dimére
donnant une structure a deux tétes globulaires au bout du bras, qui posseéde un domaine CAP-

Gly (cytoskeleton associated protein-glycine rich). C'est ce dernier domaine qui va se lier aux



MTs afin d’augmenter la processivité . La
protéine p150Glued interagit avec la dynéine via la chaine intermédiaire de la dynéine et peut
également lier la kinésine-2 et la kinésine-5

. Les fonctions de la dynactine seraient alors d’agir en tant que
coordinateur du transport bidirectionnel en régulant a la fois les activités motrices

antérogrades et rétrogrades et de relier les cargaisons aux MTs

Le complexe dynéine-dynactine va participer a un large champ de fonctions cellulaires
comme la séparation des chromosomes, la migration nucléaire, le positionnement de certains
organites comme l'appareil de Golgi ainsi que le transport rétrograde. Il n’est donc pas
surprenant que l'inhibition de I'un d’entre eux soit mortelle pour I'embryon

. On s’apercoit de I'importance de ce complexe dans le transport

axonal de par son implication dans les maladies neurodégénératives.

\Microtubule binding

Motor binding

Cargo binding

: Schéma illustrant I'emplacement et les caractéristiques structurelles approximatives des sous-
unités de la dynactine.
D’apres

Les kinésines ou KIFs sont membres d'une vaste superfamille de moteurs moléculaires,
comprenant en tout 15 familles différentes allant de la kinésine 1 a la kinésine 14B.
Morphologiquement, ces KIFs peuvent étre classés selon la position du domaine moteur dans
la molécule, en C, M ou N-kinésines. Le transport antérograde est alimenté par les N-kinésines,
dans lesquelles le domaine moteur occupe la région N-terminale. Les C-kinésines contiennent
leur domaine moteur dans la région C-terminale de la molécule et, a I'inverse de la plupart des

kinésines impliquées dans le transport, elles se déplacent de maniere rétrograde. Les M-



kinésines quant a elles jouent un role dans la dépolymération des MTs et présentent le
domaine moteur au centre de la molécule . En plus de leur role dans le
transport intracellulaire, les kinésines interviennent dans d'autres fonctions cellulaires,
notamment dans les différentes étapes de la mitose et de la dépolymérisation des MTs. Nous

nous focaliserons par la suite uniguement sur les kinésines impliquées dans le transport.

Les membres de la famille de la kinésine 1 ont été les premiers a étre identifiés et sont

connus pour étre des kinésines conventionnelles. Elles sont composées de

e deuxchaineslourdes de 120 kDa qui contiennent une téte globulaire suivie d'un
domaine du cou, d'un pédoncule (ou tige) et d'une queue

. La téte située dans la partie N-terminale de la molécule contient le

domaine moteur qui se lie aux MTs et a I'ATP. La tige contient des domaines en

spirale, siege de l'interaction entre les deux chaines lourdes, qui vont permettre

la dimérisation. La queue située dans la région C-terminale, s'associe a la chaine

légere et participe a la régulation de I'activité motrice et a la fixation de la

cargaison.

e deux chaines légeres de 64 kDa qui contiennent une région d'interaction avec
les chaines lourdes ainsi que des motifs tétratricopeptide (TPR) qui participent

a la liaison de la cargaison

B
¢ Motor ¢ Motor ¢ Motor
Q O domain Q p domain O Q O domain

<«—— Neck linker Fork head
‘ ’(— Hinge 1 S QO O <—— homology
domain
1 KHC 4—KIF3A ~—p

¢ “_ Hinge 2 (— KIF3B

Pleckstrin
<€—KLC <«—— homology
< KAP3 domain
Monomer Dimer

Kinesin-1 Kinesin-2 Kinesin-3

: Structures schématiques des kinésine-1, kinésine-2 et kinésine-3.
D’apres



La famille des kinésines 1 est représentée par trois isoformes : KIF5A, KIF5B et KIF5C,
toutes les trois retrouvées et exprimées dans les neurones. Leur liaison a d’autres protéines
adaptatrices leur permet de transporter des cargaisons distinctes. Par exemple, la protéine
précurseur amyloide (APP) est transportée par KIF5. Le modeéle qui a été proposé suggere que
I'APP se lie directement a la chaine lourde, fonctionnant comme un adaptateur impliqué dans
le transport axonal des récepteurs tyrosine kinase, Bsecretase et préséniline-1

. Une autre hypothese a suggéré que I'APP serait transportée par
I'interaction de KIF5 avec la protéine JIP1 (c-Jun NH2-terminal kinase-interacting protein 1) qui
a son tour interagit avec I'APOER2 (apolipoprotein E receptor 2) vésiculaire ou |'APP
phosphorylée . La syntabuline s'associe avec
KIF5 et agit comme un adaptateur pour reconnaitre les vésicules de syntaxine (Su et al. 2004;
Cai et al. 2007b). KIF5 est également impliqué dans le transport des mitochondries a travers
le complexe de Milton-Miro , des vésicules BDNF (Brain-
derived neurotrophic factor) par l'interaction avec la Huntingtine (HTT) et la protéine 1
associée a la Huntingtine (HAP1) . Via HAP1, KIF5 peut
aussi transporter les récepteurs GABAergiques . Egalement, KIF5
transporte de maniere antéragrade les moteurs rétrogrades par interaction avec le complexe
LIS1-NDEL (Nuclear distribution protein nudE-like 1) . Une étude a indiqué
gue KIF5 est capable de se lier avec la GRIP (glutamate receptor interacting protein), protéine
qui interagit avec GIuA2, et que cette liaison permettrait le transport des R-AMPA
. Pour finir, des travaux ont mis en évidence que KIF5 pouvait interagir avec des
complexes d'ARNm afin de les amener dans les dendrites au niveau de sites spécialisés dans

la synthese locale de protéines

La famille de la kinésine 2 est hétérodimérique, composée de deux sous-unités
contenant le domaine moteur de la famille KIF3 et d'une protéine accessoire non motrice
connue sous le nom de protéine associée a la kinésine (KAP). Similaires aux chaines lourdes
de la kinésine 1, les polypeptides KIF3 sont constitués d'un domaine moteur, d'un cou, d'un
pédoncule et d'une queue. |l existe des preuves substantielles que KIF3A et KIF3B forment des
hétérodimeres par liaison de leur domaine situés sur leur tige, la sous-unité KAP quant a elle
ne s'y lie qu'apres la formation de cet hétérodimere

. On compte parmi les cargaisons transportées par les



moteurs de la famille kinésine 2 notamment les vésicules associées a la fodrine
, les vésicules contenant la N-cadhérine ainsi que le canal potassique

Kvl

On sait aujourd'hui que KIF17, membre de la famille des kinésine 2, interagit avec la
protéine mLin-10, membre d'un complexe multimérique qui inclue également mLin-2, mLin-7
et les sous-unités GIuN2B des R-NMDA . Il a été montré qu'un mutant de la
protéine KIF17 ne pouvant pas interagir avec mLin10, conserve sa motricité mais ne peut plus
embarquer de vésicules contenant GIuN2B. Cela indique bien que la liaison avec mLin-10 est
primordiale pour le transport vésiculaire dépendant de KIF17 . Une autre
étude a mis en évidence dans des cultures de neurones hippocampiques que la diminution de
I'expression de KIF17 améne une diminution de |'expression de GIuN2B. De plus, les sous-
unités GIUN2A et GIuN2C, deux autres sous-unités constituant les R-NMDA, ne faisant pas
partie du complexe avec KIF17, se retrouvent respectivement soit trop régulées, soit
inaffectées . Toujours dans cette méme étude, I'utilisation d’un dominant
négatif de KIF17 amenuise le nombre de synapses contenant GIuN2B, mais n'influence pas la
guantité totale de GIuN2B dans les synapses. Cela montre bien l'implication trés importante

et spécifique de KIF17 dans le transport de GIuN2B jusqu'a la PSD.

Les membres de la famille de la kinésine 3 sont des protéines globulaires avec un
domaine moteur en N-terminal, dont le comportement est cohérent avec celui d'une molécule
monomere . Cependant plus récemment, il a été démontré qu'il peut
exister des dimeres de ces protéines, et que cette dimérisation est essentielle pour la motilité
a haute vitesse . Comme pour les moteurs de la famille des
kinésines 1, ce sont les protéines adaptatrices qui assurent le transport des différentes
cargaisons. KIF1A et KIF1BB sont connues pour transporter de maniere antérograde Rab3 qui
porte les précurseurs de vésicules synaptiques via le DENN/MADD (differentially expressed in
normal and neoplastic cells domain/MAP kinase-activated death domain protein) ou Liprin-a

. KIF1BpB d'autre part

transporte les mitochondries via |'interaction avec KBP (potassium binding protein)
. KIF1Balpha peut interagir avec les protéines d'échafaudages PSD95 et SAP90,
pouvant indiquer que cette molécule joue vraisemblablement un réle dans le transport de

constituants de la PSD



La famille des myosines regroupe 18 protéines différentes . Ces
protéines présentent la particularité d'interagir avec les filaments d'actine. Elles vont comme
les autres moteurs moléculaires, utiliser I'hydrolyse de I'ATP pour se déplacer. On retrouve
des types de myosines qui different en fonction du nombre de tétes présentes (entre une ou
deux) ainsi que de la longueur des différentes parties des constituants. On note que la myosine
de type | que I'on qualifie de non conventionnelle, agit sous la forme d'un monomeére, elle va
notamment transporter les vésicules d'endocytose ou d'exocytose le long des filaments. La
myosine de type Il dite conventionnelle, agit quant a elle sous la forme d'un dimere et est
connue pour constituer I'appareil contractile de muscle strié squelettique. Elles présentent la

propriété de se déplacer vers I'extrémité positive des filaments. Elles se composent de :

e Deux chaines lourdes de 2000 AA qui contiennent une téte globulaire suivie
d'un cou puis d'une queue. La téte globulaire en N-terminale contient le
domaine moteur qui se lie aux MTs et a I'ATP. Le cou va interagir avec les
chaines légeres de la myosine. La queue en C-terminal dont I'extrémité est
composée d'hélice alpha surenroulées, permet a la myosine d'adopter la forme
d'un batonnet rigide de 180nm de long. C'est elle qui va venir se fixer a la
cargaison a transporter.

e Deux paires de chaines légéres, I'une dite essentielle et I'autre régulatrice. Elles
s'associent avec les chaines lourdes au niveau du cou pour stabiliser la

structure.

Les myosines sont impliquées dans de nombreuses fonctions comme la contraction
musculaire, les mouvements ciliaires, la cytogénese et le trafic intracellulaire. Il a été mis en
évidence que les myosines Va et Vl interviennent dans le trafic des vésicules au sein des épines
dendritiques. On retrouve la myosine Va localisée dans la PSD mais aussi dans des fractions
vésiculaires. Des mutations de celle-ci sont retrouvées dans le syndrome de Griscelli, qui se
manifeste par de graves symptémes neurologiques tel que le retard mental

. Une étude a montré aussi que des souris déficientes en myosine Va présentaient de
séveres altérations neuronales . D'autre part on observe chez les souris
déficiente en myosine VI que les neurones de I'hippocampe présentent une diminution

importante du nombre de synapses ainsi qu'une réduction de la taille des épines dendritiques



. Il est important de noter que la myosine VI a la particularité d'étre
I'unigue membre de sa famille a permettre des déplacements vers les terminaisons négatives
des filaments d'actine . Il se pourrait donc qu'elle soit impliquée dans
I'internalisation et le transport rétrograde de vésicules au niveau des épines dendritiques. Elle
est notamment impliquée dans l'internalisation de TrkB, récepteur du BDNF de maniere
indirecte par l'intermédiaire de la protéine adaptatrice GIPC1 (G/PC PDZ domain containing
family, member 1) . Enfin la myosine VI peut transporter les R-AMPA jusqu'a

la PSD via la protéine SAP97 qui se lie a la sous-unité GluA1l (via le PDZ)

Les kinésines emmenent leurs cargaisons en évoluant de maniere processive et
antérograde le long des MTs. Ce mouvement se produit par un mécanisme de croisement des
tétes des kinésines : en alternant la position de chaque téte, cela va générer un pas de 8nm.
Les kinésines possedent deux tétes motrices identiques avec des domaines catalytiques dans
la région N-terminale, opposée a I'emplacement ou les cargaisons vont venir se fixer. Les deux
tétes sont associées a de I'ADP (adénosine diphosphate) et se déplacent librement dans la
cellule jusqu'a ce que I'une des deux entre en contact avec un MT. A ce moment précis, lorsque
la téte se lie étroitement au MT, cela provoque la libération de I'ADP et son échange rapide
par de I'ATP. Il s'en suit un changement de conformation qui pousse la téte arriere détachée
a avancer vers |'extrémité positive du MT, ou elle rencontrera et se liera au MT devant sa
partenaire. La téte attachée va hydrolyser I'ATP et se détacher du MT et le mouvement va se

répéter de maniere cyclique

Les kinésines, lorsqu'elles ne sont pas liées a une cargaison se trouvent dans un état
inactif par un mécanisme d'autoinhibition. En effet, en I'absence d'une vésicule a transporter
la kinésine adopte une conformation repliée

. Dans cette conformation, les régions C-
terminales des chaines lourdes vont interagir avec les domaines moteurs, bloquant I'activité
ATPase et la liaison aux MTs. Les chaines légéres vont également participer a cette
autoinhibition en séparant physiquement les deux domaines moteurs .Atout

moment |'autoinhibition peut étre levée par la liaison d'une cargaison



. Deux protéines vont alors venir se fixer sur la kinésine, la protéine FEZ1
(fasciculation and elongation zeta protein 1) se lie a la région C-terminale des chaines lourdes
et la protéine JIP1 aux chaines légeres, permettant ainsi a la kinésine de retrouver sa faculté

a lier les MTs et sa motilité processive

Contrairement a la kinésine, la dynéine transporte des cargaisons vers I'extrémité (-)
des MTs. C'est un moteur processif qui se déplace le long des MTs en faisant fréquemment
des pas de 8 nm, bien que I'on puisse observer fréquemment des pas plus longs, des pas
latéraux et arrieres . La dynéine se lie aux MTs via le domaine de
sa tige. Pendant le transport, la tige reste liée aux MTs et en raison d'un changement
conformationnel nucléotide-dépendant, le ligand de la chaine lourde de la dynéine,
étroitement lié au MT, se détache et déplace I'autre téte vers |'extrémité négative du MT.
Cette téte se reconnecte au MT, permettant au cycle de continuer et faire marcher le

complexe de dynéine
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Microtubule-dynein-ADP Microtubule + dynein-ATP
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Microtubule-dynein-ADP.P Microtubule + dynein-ATP or ADPP

: Modéle du cycle mécanochimique d'un domaine moteur dynéine cytoplasmique.
Les signes + et - indiquent la polarité des microtubules. Le domaine moteur de la dynéine se déplace vers
I'extrémité négative du microtubule. La force exercée sur la cargaison attachée est représenté schématiquement
par I'étirement d'un ressort. Sans nucléotide lié au site ATPase, le domaine moteur de la dynéine est étroitement
lié au microtubule (1). La liaison a I'ATP induit la dissociation rapide du microtubule (2). Un changement plus lent
entrainé par I'ATP (~200s) entraine le remodelage du domaine de liaison (3). Le remodelage du lieur étend la
plage de recherche du domaine de liaison aux MTs le long du MT. Apres hydrolyse de I'ATP en ADP et phosphate
inorganique (Pi), on pense que le domaine moteur engage un nouveau site de liaison sur le microtubule,



initialement via une interaction faible (4). Une forte liaison au microtubule accélére la libération de Pi, induisant
le lieur a revenir a sa forme droite (5). Enfin, I’ADP est libéré et le cycle redémarre. D’apres

Généralement une cargaison (vésicule, organite) est transportée a travers la cellule par
I'action combinée de différents moteurs, qui détermineront la direction de son mouvement.
De plus, il est assez rare que le transport d'un organite soit un mouvement continu et
rectiligne, on observe que |'organite fait des pauses, puis repart dans une direction qui peut
étre identique ou opposée a la précédente. La maniére dont les moteurs partagent leur
charge, ainsi que l'organisation qu'ils adoptent pour les commutations vers les extrémités
positives ou négatives des MTs pour diriger un transport, restent aujourd'hui mal comprises.
Des expériences in vitro montrent que les kinésines sont des molécules incapables de
coordonner leur mouvement collectivement , contrairement aux
dynéines qui seraient plus efficaces dans la coopération avec leurs partenaires

. Des travaux plus récents ont montrés que les dynéines sont capables de coopérer dans
le partage de charges. Cette coopération est efficace car la dynéine qui méne un transport
avec un groupe d'autres dynéines, peut réduire son pas, pour permettre aux dynéines qui sont
derrieres de la rattraper par des pas plus grands. De cette facon elles partagent la charge pour
devenir plus efficaces. A l'inverse plusieurs kinésines qui transportent une cargaison ne
peuvent pas changer I'amplitude de leur pas, donc les molécules a la traine ne peuvent pas
rattraper le leader et la charge ne peut pas étre répartie entre les membres du groupe. Le
résultat est que la kinésine principale supporte la plus grande partie de la charge et se détache
plus facilement des MTs . Cependant, ceci est en contradiction avec d'autres

études ou la vitesse des vésicules APP semble dépendre de la quantité de kinésine

Le devenir d'un transport se complique lorsque I'on sait que des moteurs aux polarités
opposées peuvent s'attacher a la méme cargaison . Dans ce cas,
comment la direction est déterminée, et comment une cargaison peut-elle changer le sens du
mouvement ? L'hypothese qui a été proposée est que les groupes de moteurs vont chacun
tirer dans des directions opposées, et comme lors d’un bras de fer, I'équipe la plus forte
déterminera la direction du mouvement. Il a été décrit a partir d'expériences réalisées sur des
vésicules purifiées de cerveaux de souris que sur une seule vésicule on retrouve en moyenne

2.8 + 1.6 dynéines et 1.7 £ 1.0 kinésines. De plus, il semble que les moteurs de polarités



contraires peuvent simultanément interagir fonctionnellement avec un organite. Des études
in vitro de motilité réalisées sur ces vésicules montrent qu'elles parcourent de faibles
distances et changent fréquemment de direction . Une étude a mis au
point un systéme permettant de contréler le type de moteur, leur nombre, leur espacement
ainsi que leur orientation in vitro. Grace a ce systeme il a été décrit que la modification du
rapport dynéine/kinésine influence la direction d'une cargaison. Lorsqu’une cargaison
immobile et liée aux deux types de moteurs est libérée de |I'un de ces deux types, elle
commence a se déplacer suivant la polarité du type restant. Cette expérience soutient le

modeéle de bras de fer

Les vésicules a coeur dense (dense core vesicles, DCV) sont décrites comme étant les
organites qui transportent les neuropeptides (ex: neuropeptide Y), les facteurs de croissances
(ex: BDNF) et ce qui va nous intéresser particulierement ['activateur tissulaire du

plasminogéne (tPA)
e Trafic axonal des DCV :

De nombreuses DCVs contiennent des composants des zones actives, lieux synaptiques
stratégiques ou s’effectue I'exocytose dans le neurone présynaptique. En effet, quand elles
sont transportées dans |'axone et qu'elles atteignent les extrémités présynaptiques, leurs
cargaisons sont utilisées pour entretenir la zone active. Il a été montré récemment que les
DCVs contiennent la synaptotagmine-4 (Syt4), une protéine présynaptique, et qu'elles sont
transportées par la kinésine-3 KIF1A . L'interaction Syt4-KIF1A est régulée
par phosphorylation grace a la kinase JNK (c-Jun N-terminal kinases). Lorsque les DCVs arrivent
aux abords des extrémités présynaptiques actives, JNK phosphoryle la Syt-4 pour déstabiliser
la liaison Syt-4/KIF1A, conduisant a la capture des DCVs par l'actine

Cette étude montre a quel point les modifications locales de l'interaction
cargaison/moteur sont subtiles et peuvent avoir des conséquences importantes sur le
transport a longue distance. Les DCVs axonales peuvent aussi étre transportées vers
I'extrémité présynaptique par la kinésine-3 KIF1C . De nouvelles données

révelent que l'autoinhibition du dimere KIF1C peut étre levée par la protéine tyrosine



phosphatase N21 (PTPN21) et également par la liaison de |'adaptateur vésiculaire Hook3.
Cette activation motrice stimule le transport des cargaisons de la KIF1C dont font partie les
DCVs . Comme Hook3 active a la fois le complexe dynéine-dynactine

et KIF1C , cela indiquerait l'intégration du transport
bidirectionnel des DCVs. Cela-dit, le mécanisme qui permet le déchargement des KIF1C au
niveau des extrémités présynaptiques reste encore a déterminer. Il est possible que KIF1C
partage un mécanisme similaire a celui de la KIF1A (famille de la kinésine-3) conduisant a un
détachement préférentiel des cargaisons au niveau des zones présynaptiques riches en GTP-

tubuline

Hook3 or PTPN21
KIFiIC —

P-JNK
f
JNK
Active presynapse

: La régulation locale de la dynamique cytosquelettique et motrice dicte la livraison précise des
composants présynaptiques.
Les DCVs (bleu) peuvent étre transportées par voie axonale par KIF1C, une fois que I'autoinhibition de ce moteur
a été levée par Hook3 ou PTPN21106, ou par KIF1A lié a la synaptotagmine-4 (Syt4). Au niveau des extrémités
présynaptiques actives, JNK phosphoryle Syt4, ce qui déstabilise la liaison KIF1A-Syt4 pour favoriser la capture
des DCV libérés par I'actine105. Les DCV subissent également une circulation axonale longue distance via un
moteur kinésine (antérograde) et dynéine (rétrograde). D’apres

En plus du trafic antérograde mené par les kinésines, la transport rétrograde des DCVs
par la dynéine peut également aider a former des synapses dites "en passant" (synapses
situées le long de I'axone, visibles généralement par de petites varicosités ou turgescences
axonales). Dans les motoneurones de drosophile, 90% des DCVs se déplacent de maniére
antérograde, elles contournent les synapses pour atteindre la pointe de |I'axone, puis changent
de direction et reviennent le long de I'axone portées par la dynéine . Parmi
ces DCVs rétrogrades, 10% sont capturées lorsqu'elles passent devant un bouton, un taux
similaire est observé pour la population se déplacant de maniere antérograde. Chose

intéressante, les DCVs non capturées ne s'arrétent pas une fois le soma atteint, mais changent



a nouveau de direction et recommencent leur marche antérograde et redescendent jusqu'a

la pointe de l'axone. Cela suggere un mode "conveyor belt " (tapis roulant) du
réapprovisionnement synaptique, avec des DCVs circulant d'avant en arriéere le long de |I'axone
avec une capture sporadique au niveau des synapses « en passant »

. Cependant, ce mécanisme de circulation axonale des DCVs

a longue distance n'a pas été encore déterminé chez les mammiféres.
e Trafic dendritiques des DCVs :

Alors que de nombreuses DCVs font I'objet d'un trafic axonal vers |'extrémité
présynaptique, certaines contenant des neuropeptides tels que le BDNF sont transportées le
long de la dendrite vers les régions postsynaptiques. Le Ca?* lié a la calmoduline (CaM) lie
directement le domaine de la tige de la KIF1A pour favoriser le chargement des DCVs et
améliorer la motilité de KIF1A . Une fois que ces DCVs pilotées par KIF1A
atteignent les épines dendritiques, les protéines statiques liprine-a et TANC2
(Tetratricopeptide Repeat, Ankyrin Repeat And Coiled-Coil Containing 2) de la densité

postsynaptique les capturent

Dendritic spine

: Régulation cytosquelettique des composants postsynaptiques.
Pour le trafic dendritique des DCVs (bleu), le calcium stimule le chargement des DCVs sur les moteurs KIF1A en
favorisant la liaison KIF1A-calmoduline (CaM). Au niveau des épines dendritiques, les protéines de densité
postsynaptique TANC2 et liprine-a interagissent directement avec KIF1A pour capturer les DCVs.

Fait intéressant, ce mécanisme Ca?*-CaM dirige le chargement des cargaisons de KIF1A
destinées aux synapses. Ce qui est différent des mécanismes de déchargements Ca?'-
dépendants précédemment observés tels que la perturbation des cargaisons KIF17 par la
protéine kinase Il Ca2+-calmoduline-dépendante (CaMKII) ou le blocage des mitochondries

par la Ca2+-mitochondrial Rho GTPase (MIRO). On ne sait pas encore si KiF1A est libéré par la



capture des DCVs par la liprine-a et TANC2, mais comme les concentrations de Ca2+ sont
généralement plus élevées au niveau des épines postsynaptiques, l'interaction KIF1A-DCV

médiée par I'association Ca2+-CaM peut étre maintenue.

Le cycle vésiculaire correspond aux différentes étapes de la vie d'une vésicule dans la
cellule. Il englobe a la fois la formation et le remplissage des vésicules mais aussi leur
libération, leur recapture ainsi que leur dégradation ou recyclage. Nous allons nous intéresser

particulierement a I’étape de I'exocytose des vésicules.

L'exocytose est un mécanisme moléculaire mis en place par les cellules afin d'assurer
la fusion d'une vésicule de sécrétion avec la membrane plasmique. Il en résulte la libération
du contenu de la vésicule dans le milieu extracellulaire. Ce mécanisme met en jeu un certain
nombre de protéines, notamment les SNAREs et leurs protéines accessoires. Les lipides de la
membrane plasmique eux-mémes vont jouer un role important dans I'exocytose. Ils vont
permettre de recruter, interagir et activer certaines protéines mais vont aussi étre capable
d'induire grace a leurs propriétés des déformations de la membrane
L'exocytose est impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires comme la signalisation et
sa régulation (ex: libération de neurotransmetteurs et hormones) mais aussi dans la
production de macromolécules qui vont jouer un rdole une fois sécrétées a l'extérieur de la
cellule (ex: composants de la MEC, récepteurs membranaires...) et également dans

['élimination des déchets

Dans les neurones, I'exocytose va jouer un role tres important au niveau des synapses.
Les synapses sont le siege de la communication entre les cellules nerveuses, c'est a cet endroit
gue les signaux électriques du neurone présynaptique vont étre convertis en signaux
chimiques transmis au neurone postsynaptiques et aux cellules gliales environnantes. Les
signaux chimiques se traduisent par la libération trés rapide de neurotransmetteurs dans la
fente synaptique a la suite d'une modification de la concentration en Ca?*. Aprés ces étapes

d'exocytose, un processus de recyclage des différents composants (récepteurs et



neurotransmetteurs notamment) a lieu pour permettre la survenue d'un nouveau signal

L'exocytose est un mécanisme cellulaire trés général qui peut survenir dans les
différents compartiments cellulaires. La fusion des membranes (membrane vésiculaire et
membrane plasmique) est loin d'étre un phénomeéne spontané, car il est nécessaire de vaincre
une barriere énergétique importante. L'association de trois protéines SNAREs situées a la
surface des membranes plasmique et vésiculaire, va aboutir a la formation d'une super hélice
qui va permettre le rapprochement physique des deux membranes nécessaire a la fusion.
L'exocytose synaptique a deux particularités : elle est dépendante du Ca?* et elle est trés
rapide, car seulement quelques centaines de microsecondes séparent I'entrée présynaptique
de Ca?* et I'activation des récepteurs postsynaptiques. Ces deux propriétés sont régulées par

des protéines spécifiques du SNC que sont la synaptotagmine et la complexine.

La fusion des membranes nécessite une spécificité et une énergie qui vont étre
apportées par l'interaction de protéines SNARE complémentaires, I'une présente sur le
compartiment donneur et l'autre sur le compartiment receveur. On distingue deux grandes
familles de SNARE : Les SNARE cibles (target-SNARE, t-SNARE) et les SNARE vésiculaire
(vesicular SNARE ou v-SNARE). Les t-SNARE sont localisées au niveau de la membrane
plasmique et vont agir par complémentarité avec les v-SNARE situées sur les membranes
vésiculaires. Il en résulte la formation de complexes qui vont favoriser et amener la fusion des

membranes

Les principales t-SNARE appartiennent a la famille des syntaxines et des SNAP
(Synaptosomal-associated protein) et les principales v-SNARE connues appartiennent a la
famille des VAMP (Vesicle-associated membrane protein ou synaptobrévine). Bien que les
protéines SNARE soient classées de par leur fonction (v ou t-SNARE), elles peuvent aussi étre
classées de par leur composition chimique. On distingue alors deux types de SNARE : les SNARE
Rriches en arginine et les SNARE Qriches en glutamine, ces derniéres elles-mémes subdivisées
en Qa,Qb et Qc en fonction de la composition en AA de la séquence du domaine SNARE. La

plupart du temps les R-SNARE se comportent comme les v-SNARE et les Q-SNARE comme t-



SNARE. Les protéines SNARE présentent toutes un ou deux motifs SNARE, I'association de
guatre motifs permet au complexe d'obtenir une conformation qui favorise le rapprochement

des deux membranes et qui déclenche la fusion membranaire

! Syntaxin

omplexin

: Schéma de la machinerie moléculaire responsable de la fusion de vésicules déclenchée par le Ca2+.
Suite a une dépolarisation, le calcium entre dans la cellule et se lie a la synaptotagmine-1 ce qui provoque un
rapprochement des vésicules avec la membrane plasmique. Les vésicules sont ainsi recrutées a la membrane
grace a l'interaction entre les protéines RIM, Munc13, Rab3/Rab27 et les canaux calciques. Ce recrutement
permet aux protéines v-SNARE (synaptobrévine/VAMP) présentes a la surface des vésicules d’interagir avec les
protéines t-SNARE (Syntaxine et SNAP-25) localisées sur la surface de la membrane plasmique mais également
avec la protéine SM (Munc18). La formation de ce complexe appelé trans-SNARE va permettre la fusion des
vésicules synaptiques avec la membrane

Les principales SNARE impliguées dans I'exocytose vésiculaire :

- La synaptobrévine 2 (syb2 ou VAMP2) est la protéine la plus abondante des vésicules
synaptiques, on dénombre environ 70 copies par vésicules . Cette v-
SNARE se compose de 118 AA, elle possede une extrémité N-terminale intra-luminale et une
extrémité C-terminale transmembranaire ainsi qu'un motif SNARE. C'est une protéine tres
abondante dans les neurones ainsi que dans les cellules neuroendocrines, en revanche on ne
la retrouve qu'en infime quantité dans les tissus non nerveux. Les souris déficientes en VAMP2
(VAMP27/") meurent a la naissance a cause d’une libération vésiculaire quasiment absente

. Il s'avére que les neurones VAMP27/- gardent néanmoins un niveau faible
de libération spontanée. Cependant des études montrent qu’aucune autre SNARE, méme

ressemblant beaucoup a la VAMP2 comme la synaptobrévine 1 ou encore VAMP3 a des



concentrations physiologiques ne peut compenser l'absence de VAMP2 chez les souris
VAMP27 . Des travaux plus récent ont mis en
évidence que la libération vésiculaire dans les neurones hippocampiques en culture issus de

souris VAMP27, peut étre restaurée par une surexpression de VAMP2 ou VAMP3

- La syntaxine 1 (stx1) est une t-SNARE constituée de 288 AA et d'un motif Qa-SNARE. Comme
la VAMP2, elle est trés abondante dans les neurones ainsi que dans les cellules
neuroendocrines et absente des cellules non neuronales. Elle possede deux isoformes 1A et
1B de 35 kDa présentant 84% d'homologie . On la retrouve massivement
au niveau des sites synaptiques actifs. Les souris déficientes en stx1A survivent a la naissance
et ne présentent aucun déficit apparent par rapport aux souris sauvages
Des travaux montrent que les neurones d'hippocampe en culture stx1A7- ont une transmission
synaptique normale, alors que des tranches d'hippocampes stx1A”" présentent une LTP
déficiente. Chose intéressante, les souris stx1B7- quant a elles meurent dans les jours aprés la
naissance, et le double KO stx1A”" et stx1B" lui est létal au stade embryonnaire

. La syntaxine joue un role indispensable pour la survie des neurones et est nécessaire
au docking et a la fusion des vésicules. De plus, la stx1A est retrouvée dans les neurones sous
deux formes : une forme fermée et une forme ouverte qui peut s'associer au complexe SNARE.
La protéine Munc18 a la capacité de se fixer a la sxt1A afin de réguler le passage de son état

fermé a ouvert

- La SNAP-25 (25 kDa synaptsome-associated protein) est une t-SNARE constituée de 208 AA
et de deux motifs SNARES (Qb et Qc). Elle est ancrée a la face cytosolique des membranes par
des chaines latérales palmitoylées liées de maniere covalente aux résidus cystéines dans le
domaine de liaison central de la molécule. Donc cette SNARE présente la particularité de ne
pas avoir de domaine transmembranaire . Une mutation SNAP257" est |étale
au stade embryonnaire chez la souris . Comme pour la VAMP2, les
neurones hippocampiques en culture ainsi que des tranches de cortex SNAP257 montre

encore un faible niveau de libération spontanée.



Syntaxin 1A
1 2] 146 183 256 266 288

I
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SNAP-25A
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SNARE motif ;ﬁ? SNARE motif

Synaptobrevin 2
1 30 8595 116

SNARE motif L TMR

SNARE motif L TMR

: Schéma représentant les protéines SNAREs impliquées dans I'exocytose vésiculaire.
D’apres

Avant méme le phénoméne d’exocytose, les vésicules vont se charger en
neurotransmetteurs. Le chargement des vésicules se fait grace a un transporteur
membranaire utilisant un gradient de concentration de protons entre le cytoplasme et la
vésicule. Ce gradient provient du transporteur de protéines qui agit par I’hydrolyse de I'ATP.
Les vésicules vont subir une succession d’étapes de maturation qui vont leur apporter les
propriétés indispensables a la fusion. Une fois matures c’est le Ca?* qui va déclencher
I’exocytose et la libération des neurotransmetteurs dans la fente synaptique, mécanisme
primordiale pour la communication entre les neurones .l est
important de savoir que le Ca?* n’est pas le seul & pouvoir réguler I'exocytose, il y a aussi
I’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) ou encore |'activation de

certaines protéines kinases
On observe deux types d’exocytoses :

- L’exocytose constitutive retrouvée dans toutes les cellules qui va permettre de
maniere continue de renouveler la membrane plasmique ainsi que la MEC. Les
protéines a destinées membranaires vont étre enchassées dans la membrane des
vésicules et incorporées dans la membrane plasmique au moment de la fusion de
la vésicule. Alors que les protéines de sécrétion a destinée extracellulaire sont dans
la lumiere de la vésicule. La grande majorité des vésicules de sécrétion constitutives
sont reconnaissables par leur revétement riche en protéines ARF (ADP ribosylation
factors) et FAPP (four-phosphate AdaPtor Protein). Lorsque les vésicules sont

dirigées vers les rafts lipidiques, elles présentent un manteau riche en cavéolines.



Il est important de noter que cette exocytose nécessite quand méme une

augmentation du Ca?* intracellulaire.

L’exocytose régulée va étre déclenchée par un signal extracellulaire spécifique le
plus souvent calcique. Cette augmentation en Ca?* va désorganiser le cortex sous
membranaire composé de filaments d’actine, notamment par 'intervention de la
gelsoline. Cette action permet de faciliter 'accés des vésicules a la membrane
plasmique pour leur arrimage, puis leur amorgage pour enfin fusionner et libérer
leur contenu. Cette exocytose régulée se fait par l'intermédiaire de vésicules

recouvertes de clathrine.

Les différentes étapes qui composent le phénomeénes d’exocytose sont les suivantes

L’arrimage : aprés la survenue d’une stimulation, le Ca?* intracellulaire va se fixer
sur la synaptotagmine située a la surface des vésicules et permet a la vésicule de
pouvoir se positionner a proximité des canaux calciques pour interagir avec eux via
les protéines d’accrochage RIM, Muncl3 et Rab3/Rab27. Par cette interaction la
vésicule se rapproche de la membrane plasmique et permet aux v-SNARE (VAMP2)
de former des complexes avec les t-SNARE (syt1 et SNAP-25). Pour toute fusion,
peu importe le compartiment membranaire, il faut la présence de 4 motifs SNAREs
venant de 3 ou 4 protéines SNARE. Chacune des membranes a fusionner doit avoir
au moins une protéine SNARE pour servir d'ancrage membranaire. Lorsque le
complexe SNARE se met en place, composé des trois protéines VAMP2, Syt1A et
SNAP25, les motifs SNAREs adoptent une structure de quatre hélice a (une hélice
VAMP, une hélice syntaxine et deux hélices SNAP-25). Ce changement de
conformation va leur permettre de s'aligner parallelement pour former une super
hélice twistée . Elles forment alors un complexe dit trans-SNARE
grace au motif SNARE qui vont étre progressivement assemblés depuis leur
extrémité N-terminale vers leur extrémité C-terminale afin de clamper ensemble

les deux membranes.



L’amorgage : La syt1A va alors changer de conformation provoquant la liaison de
Mun18. Le complexe trans-SNARE étant parfaitement assemblé, I'enroulement
des hélices permet un rapprochement des deux compartiments et déclenche la

fusion des membranes.

La fusion : L'énergie libérée au moment ou la super hélice est formée permet sans
doute de franchir la barriere de fusion. Ensuite, durant la fusion, le complexe
change de conformation pour adopter une conformation cis-SNARE, trés stable.
Une fois la fusion terminée, les protéines SNAREs sont toutes retrouvées dans la
membrane plasmique avec une conformation cis, et nécessite |'action de I'ATPase
NSF (Nethylmaleimide-Sensitive Factor) pour se désassembler

Cette protéine appartient a la famille des AAA-protéines (ATPases Associated with
others Activities) qui requiere la présence d'un cofacteur SNAP (Soluble NSF
Attachement Protein). La SNAP va en premier lieu se fixer au complexe cis-SNARE
pour recruter dans un second temps le NSF qui va utiliser son activité ATPase. Le
désassemblage va s'effectuer grace a I'hydrolyse de I'ATP provoquant un
changement conformationnel du complexe qui va libérer les différentes protéines
qui par la suite vont pouvoir étre réemployées. C'est la protéine NSF qui va alors
charger les SNAREs monomérique en énergie, qui sera par la suite utilisée lors

d'une nouvelle fusion par formation du complexe SNARE.



Synaptobrevin/

i
NSF-mediated il Assembly of
SNARE complex prefusion SNARE-
disassembly & / d. SM protein complex
vesicle recycling g 3
. — : Munc13
snap.2s ©  Docking Syntaxin-1 “

Aq:.@ O

NSF SNAPs

Fully assembled Partly asssembled
cis-SNARE complex trans-SNARE complex

We o 0o, 1-. )
Fusion completion Priming |

NSF SNAPs o ~

xin ivation

Fusion pore | [SATP & O Comple st

“Ppanson + SNARE/SM

NSF & SNAP protein
binding complex by
oomplexun

]
Priming Il
| Ca?*-triggering tusion pore opening |

Fusion por

: Mécanisme d'action des SNARE dans I’exocytose.

Schéma représentant les protéines impliquées dans I'exocytose. Les protéines v-SNARE (VAMP, en rouge)
présentes au niveau des vésicules vont interagir avec les protéines t-SNARE (Syntaxine en orange) présentes a la
surface de la membrane plasmique. A) assemblage partiel : les v-SNARE et les t-SNARE vont se complexer pour
former un complexe trans-SNARE, celui-ci va interagir avec une protéine SM (Munc18, en bleu) et les protéines
SNAP-25. B) Les hélices du complexe SNARE vont s’enrouler permettant un rapprochement de la vésicule avec la
membrane mais cela va également permettre une ouverture du pore de fusion. C) Durant la phase de fusion, le
complexe trans-SNARE se relache et passe dans une configuration cis-SNARE, ce dernier va ensuite se
désassembler grace a la protéine NSF conduisant ainsi au recyclage de la vésicule. Le pore de fusion va continuer
de s’agrandir, libérant alors le contenu de la vésicule dans le milieu extracellulaire d’aprés



Pour résumer, cette deuxiéme partie nous a permis de revenir sur les bases
fondamentales du trafic vésiculaire, indispensable a la survie et a la communication

cellulaire.

Dans les neurones, les neurotransmetteurs et les protéines sont transportées
encapsulées dans des vésicules qui sont prises en charge par des moteurs
moléculaires (Kinésines et dynéines) se déplacant le long du cytosquelette. Ces
vésicules sont captées en fonction de certains signaux au niveau de sites actifs
(bouton présynaptique, épine dendritique) pour y étre relaché dans le milieu

extracellulaire par un mécanisme d’exocytose (via les SNARE comme les VAMP).

Le trafic vésiculaire va permettre une distribution sélective des molécules
internalisées vers les différents compartiments intracellulaires. Grace a ce systeme,
les cellules peuvent avoir contrble spatio-temporel sur les effets des multiples
protéines qu’elles expriment et recapturent, leur permettant d’accomplir leurs

fonctions.



L’activateur tissulaire du plasminogéne (tissue-type plasminogen activator, tPA) est
une protéine synthétisée par le corps humain découverte au cours du 20¢ siecle. Cette
glycoprotéine appartient a la famille des sérines protéases et est principalement retrouvée
dans la circulation sanguine. C'est en effet au niveau vasculaire qu’elle joue son role le plus
important en clivant aux abords des caillots sanguins le plasminogéne en plasmine active. La
plasmine va étre capable a son tour de casser les chaines de fibrines, constituant principal des
caillots. De cette activation va donc dépendre le processus physiologique de fibrinolyse,
derniere étape de I'hémostase, permettant la réparation des bréches vasculaires. L’activité
protéolytique du tPA lui vaut d’étre le seul traitement pharmacologique de la phase aigué des

accidents vasculaires cérébraux (AVC) ischémiques depuis 1995

En dehors du compartiment vasculaire, le tPA est aussi retrouvé dans le cerveau. |l est
exprimé dans un certain nombre de structures cérébrales (cortex, hippocampe, amygdale...)
par plusieurs types cellulaires différents (neurones, cellules gliales, cellules microgliales). Au
sein du parenchyme cérébral, le tPA est capable de jouer directement ou indirectement, grace
a ses différents domaines protéiques, avec de multiples partenaires. Ces interactions
I'impligue dans de nombreuses fonctions, que cela soit au niveau synaptique comme au cours
du développement cérébral. Nous pouvons conclure cette bréve introduction en affirmant
gue la présence du tPA en dehors des vaisseaux est rarement sans lien avec un remodelage

matriciel et tissulaire, que ce soit en condition physiologique ou pathologique.

Avant de parler du tPA, il est intéressant de revenir sur les premieres observations du
systeme fibrinolytique qui seront a I'origine de sa découverte des siécles plus tard. Ce systeme
a depuis longtemps intrigué les plus curieux car c’est a lui qu’on doit en partie la connaissance

des différents états du sang.

La provenance des premieres observations remonterait jusqu’a la Grece antique. C’est
au siecle de Périclés (Ve siecle avant J.C.), ou Hippocrate de Cos serait le premier a observer

gue le sang des personnes décédées de mort naturelle ne coagulait pas, ou du moins pas



directement. Il est important de préciser que le sang d’'une personne qui meurt au combat ou
de blessure va coaguler plus rapidement. De sus, il n’était pas rare dans ce siécle, ravagé par
les guerres, car cloisonné entre les guerres médiques et par la guerre du Péloponnése, de voir

des gens mourir au combat ou de blessure.

Il faudra par la suite attendre des siecles et des siecles, pour que cette observation
oubliée soit redécouverte. C'est au XVllle siecle que les travaux du britannique John Hunter,
et en particulier ceux de litalien Jean-Baptiste Morgagni, remettent le domaine de la
fibrinolyse au go(t du jour . Nous devons aujourd’hui beaucoup a Morgagni
car il est a I'origine de bon nombre de descriptions princeps sur le systéme vasculaire et les
conséquences de ses atteintes au niveau des visceres. Il sera le premier a confirmer que la
Iésion cérébrale dans I'apoplexie (ancienne dénomination des AVC) est retrouvée au niveau
du coté opposé de ’hémiplégie observée. En 1838, Prosper Sylvain Denis observe quant a lui
la dissolution spontanée du sang . Quelques années plus tard, Gabriel Andral, en
1844, est le premier a avancer I'hypotheése que le sang une fois coagulé est capable de se
liquéfier a nouveau. Depuis, considéré comme le fondateur de I’'hématologie, Andral a permis
d’amorcer tout un pan de recherche sur ce qu’allait devenir le systeme fibrinolytique

En 1889, Denys et De Marbaix sont les premiers a mentionner I'existence d’une
enzyme endogéne « dormante » responsable de la fibrinolyse
C’est a Albert Dastre, en 1893, que nous devons le terme méme de fibrinolyse (Dastre 1893,

p.19).

: Galerie de portraits.
De gauche a droite : buste d’Hippocrate de Cos (-460 ; -370 avant J.C.), Giovanni Battista Morgagni (1682 ; 1771),
Gabriel Andral (1797 ; 1876) et Albert Dastre (1844 ; 1917).



Au début du XXe siecle, Conradi met en évidence que I'addition de I’extrait de certains
organes permet de dégrader les caillots sanguins . A peu prés au méme
moment, Hedin identifie, dans la fraction des globulines du sérum, une activité protéolytique

. Plus tard, nous retrouverons dans cette méme fraction le plasminogene qui
s'avere étre le précurseur de la plasmine, enzyme responsable de la lyse des caillots
. En 1952, Tage Astrup et Agnete Stage réussissent a isoler la
protéine responsable de cette activité protéolytique par 'utilisation d’agents chaotropiques
gu’ils nomment « fibrinokinase » . C'est en 1979 que la fibrinokinase
est finalement purifiée et caractérisée a la fois dans I'utérus et dans la circulation sanguine.

En effet, Binder et collaborateurs la purifie a partir de vaisseaux de cadavres humains
, alors que Rijken et collaborateurs I'isole a partir de cing kilogrammes d’utérus

humain pour récolter a I'arrivée seulement un milligramme de cette fibrinokinase

. Par la suite, c’est grace a la collaboration de Rijken avec Désiré Collen que la
fibrinokinase est purifiée du surnageant de cultures de cellules de mélanomes humains. Ils
réussissent a isoler environ 2 grammes de fibrinokinase qui permettront les premiéres études
biochimiques et physiologiques sérieuses sur la protéine. C'est a ce moment-la que cette

protéine est rebaptisée « activateur tissulaire du plasminogéne »

Nous devons la premiére utilisation du tPA chez 'Homme a Weimar chez deux patients
atteints de thromboses veineuses au niveau du rein .En 1983, une équipe
parvient a cloner le géne du tPA ouvrant ainsi la porte a la production de tPA par des bactéries
E. coli . La production a grande échelle du tPA a permis la survenue
rapide des premiers essais cliniques, notamment sur des patients atteints d’infarctus du
myocarde. Enfin en 1995, un essai met en évidence |'efficacité de I'injection du tPA chez des
patients souffrant d’AVC ischémiques . Depuis cette étude, aucune molécule n’a
montré de bénéfices équivalents ou supérieurs a ceux du tPA, faisant de cette protéine encore

a ce jour le seul traitement pharmacologique de la phase aiglie des AVC ischémiques.

Le tPA est une glycoprotéine codée par le géne PLasminogen Activator Tissue type (pLAT)

situé sur le chromosome 8 . Ce géne s’étend sur 32.7 kb et possede 14



exons qui seront a l'origine des différents motifs structuraux de la protéine
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: Autoradiographie en grain d’argent correspondant a I'hybridation de sondes d'ADNc du tPA sur le
chromosome 8.
Nous retrouvons les sondes fixées entre les bandes 8p12 et 8q11.2, correspondant a la localisation du tPA

Le tPA est synthétisé sous la forme d’un précurseur monochaine constitué de 526 AA
d’une masse moléculaire de 69 kDa . Les premiers résidus de 1 a 22 et de
24 a 32 vont former respectivement le peptide signal et le propeptide. Ces deux régions vont
disparaitre avant que la molécule ne soit stockée dans des vésicules et libérée dans le milieu
extracellulaire. La forme mature du tPA quant a elle va étre constituée de 17 ponts disulfures,
4 sites de glycosylations et de 5 domaines répartis en deux chaines. La chaine A (ou chaine
lourde) est formée d’'un domaine finger composé des résidus 1 a 43, d’'un domaine EGF-/ike
(homologue au facteur de croissance épidermique (EGF — Epidermal Growth Factor) humain
et murin) composé des résidus 44 a 91, et de deux domaines kringle (K), K1 composé des
résidus 92 a 173 et K2 des résidus 174 a 275. La chaine B (chaine Iégére) comprend le domaine
sérine protéase (SP) avec les 230 derniers résidus. Cette chaine est en charge de l'activité
catalytique du tPA et forme la triade catalytique formée de trois résidus reliés par des liaisons

hydrogenes : Asp371- His322- Ser478.

Trois des quatre sites de glycosylation sont retrouvés sur la chaine A : un site d’O-
glycosylation au niveau de la thréonine®! dans le domaine EGF et deux
sites de N-glycosylation, un constitutif dans le domaine K1 sur I'asparagine (Asn)!!’ et un
variable dans le domaine K2 sur I’Asn*®*, Le quatriéme site sur la chaine B, est un site de N-
glycosylation constitutif dans son domaine catalytique sur I’Asn**2. Des trois sites de
glycosylation résultent I'existence de deux glycoformes du tPA : le tPA de type | avec les trois

N-glycosylations et le tPA de type Il avec seulement les deux N-glycosylations constitutives



Introduction — L’activateur tissulaire du plasminogéene

(Pohl et al 1984). L’Asn184 permet la communication entre les résidus de liaison a la fibrine
et le site catalytique du domaine SP (Rathore et ol 2012). Sa glycosylation (type 1) diminue la
capacité du tPA a cliver le plasminogéne en plasmine, ainsi que sa liaison a la fibrine (Einarsson

et al. 1985; Wittwer et al. 1989; Wittwer and Howard 1990; Berg et al. 1993).
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- Liaison a lafibrine - Activation des - Clairance par les récepteurs - Liaison/activationdu - Site protéolytique vig

- Interaction avec récepteurs a I'EGF mannose des cellules plasminogéne et des la triade catalytique
les récepteurs LRP endothéliales hépatiques récepteurs PDGF-CC (His*2, Asp®™, Ser'78)
et annexine || et NMDA

Figure 26 : Structure et fonctions du tPA.

Schéma représentant le tPA sous ses formes simple (sc-tPA) et double chaine (tc-tPA) montrant ses cing
domaines (finger, EGF, kringlel, kringle2 et sérine protéase), les 17 ponts disulfures, les quatre sites de
glycosylations ainsi que le site de clivage (adapté de : Chevilley et al. 2015).



Le tPA est composé, comme dit précédemment, par 5 domaines repartis en deux chaines,

dont la structure tertiaire va étre étroitement associée aux fonctions de ces chaines. Tout

d’abord, sur la chaine A (chaine lourde) située du coté de I'extrémité amino-terminale, nous

retrouvons les 4 domaines suivants dans l'ordre :

Finger : nommé ainsi car il présente une forte homologie et vraisemblablement une
méme origine avec le premier domaine finger de la fibronectine de type |

. Ce domaine est responsable de la fonction fibrinolytique du tPA. Ce domaine
présente une forte affinité avec la fibrine et va permettre au tPA de s’y fixer et former un
complexe ternaire avec le plasminogene. Ce domaine est capable d’interagir avec des
récepteurs membranaires, notamment avec les récepteurs de faible densité (LRP — Low

Density Lipoprotein Receptor-related Protein) et avec les récepteurs de |'annexine-l|

EGF : nommé également ainsi car il posséde une forte homologie avec le facteur de
croissance épidermique. Il participe a la stimulation fibrinolytique et a la clairance
hépatique en formant avec le domaine finger un coeur hydrophobe

. Ce domaine rend le tPA capable de se fixer et d’activer les récepteurs
a 'EGF (Ortiz-Zapater et al. 2007; Correa et al. 2011a; Lemarchand et al. 2015).
Kringle 1 : ces domaines (kringle) présentent un site de forte affinité pour la lysine (Lysine
Binding Site, LBS). Le domaine K1 posséde une poche hydrophobe dans sa structure
tertiaire formée par la présence de deux AA aromatiques a hétérocycle indole
(Tryptophane?*? et Tryptophane?>3). Etant donné que son LBS est non fonctionnel, le réle
de ce domaine reste flou. Il permettrait la recapture et la clairance du tPA par les cellules
endothéliales hépatiques grace a la présence de la glycosylation sur I’Asn” qui peut alors
interagir avec les récepteurs a mannose . Il jouerait de plus

probablement un réle dans I'inhibition de la prolifération des cellules endothéliales

Kringle 2 : dispose d’un domaine de liaisons a la lysine (LBS) fonctionnel, ce qui lui a valu
d’étre plus étudié que le K1. Il intervient dans les mécanismes aboutissant a I'ouverture
de la barriere hémato-encéphalique (BHE) par I'activation du facteur de croissance dérivé

des plaquettes (PDGF-CC — Platelet-Derived Growth Factor CC) (Fredriksson et al. 20043;



Fredriksson et al. 2005). De plus, il est capable d’agir via le LBS avec la sous-unité GluN1

des récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (R-NMDA) (Lopez-Atalaya et al. 2008a).

La chaine B (chaine légere) n’est composée quant a elle d’un seul domaine :

- Sérine protéase (domaine catalytique) : possede un site trypsine double avec une sérine

catalytique (Ser%’8) qui forme le site actif en s’associant avec I'His3?? et I’Asp3’?
. Ces trois AA vont former une structure appelée triade catalytique, responsable

de I'activation du plasminogéne en plasmine.

Cette sérine protéase existe sous deux formes actives distinctes : une forme native, simple
chaine (single chain tPA ou sc-tPA) et une forme double chaine (two chain tPA ou tc-tPA)
. Elle est d’abord sécrétée sous sa forme sc-tPA et la conversion sous
la forme double chaine (tc-tPA) se fait par hydrolyse de la liaison peptidique reliant I’Arg275
a I'lle276. Cette hydrolyse est réalisée par d’autres sérines protéases comme la plasmine
(Wallén et al. 1982a) ou les kallikréines . Les deux parties alors formées
restent reliées par un pont disulfure entre les cystéines 299 (chaine A) et 430 (chaine B) ainsi
gu’avec la formation d’un pont salin entre I'arginine 302 (chaine A) et I'acide glutamique 445

(chaine B)

Le tPA est une sérine protéase qui présente la particularité d’étre actif sous ses deux
formes sc-tPA et tc-tPA . La plupart des sérines
protéases sont synthétisées sous une forme simple chaine dite zymogéne, c’est-a-dire
dépourvu d’activité enzymatique, et ce n’est qu’une fois leur conversion en forme double
chaine gu’elles deviennent actives. Ces deux formes possedent la capacité de se lier avec la
fibrine et en présence de ce régulateur allostérique, elles présentent la méme activité
catalytiqgue. En revanche, en I'absence de fibrine le tc-tPA affiche une activité cing fois
supérieure a celle du sc-tPA . Bien entendu, de par
la quasi-similitude de leur structure ces deux formes de tPA connaissent des fonctions
communes, mais par leur légere différence aussi des fonctions propres qui seront décrites par

la suite.
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: La diversité des tPAs.
L-tPA et S-tPA ont été décrits sous leur forme simple chaine (sc-tPA), avec une possibilité de clivage dans leur
forme double chaine (tc-tPA) par la plasmine ou les kallikréines. Chaque forme de tPA existe dans deux états
glycosylés, les types | et Il (d’apres ).

Historiguement découvert dans le sang, le tPA est exprimée et libéré essentiellement
dans la circulation sanguine par les cellules endothéliales . Nous retrouvons

une expression du tPA dans bon nombre d’organes comme les poumons, les testicules, la
prostate, les reins, le coeur ou encore les muscles (Rouf et al. 1996a). De maniére générale, la
synthese de tPA dans les tissus est la plupart du temps associée a un remodelage tissulaire en
condition physiologique comme en condition pathologique. Il est exprimé par exemple dans
les ovaires durant I'ovulation, également dans I'utérus pour la mise en place de I'endometre,
I'implantation de I'embryon et est impliqué dans le déclenchement des menstruations

. C'est d’ailleurs dans ce dernier organe que le tPA a été purifié

dans les années 80.

Tissue Activity Tissue Activity
(units/g fresh tissue) (units/g fresh tissue)

Uterus 720 Pituitary 140
Adrenal 410 Kidney 119
Lymph node 378 Muscle 110
Prostate 334 Heart 82
Thyroid 325 Brain 35

Lung 223 Testis 25

Ovary 210 Liver 0

: Activité du tPA dans des extraits de tissus humains



Comme mentionné plus haut, c’est au sein du tissu circulant que va étre retrouvé le
tPA en majorité. Il y est synthétisé par les cellules endothéliales des vaisseaux et semblerait
stocké dans des vésicules denses aux électrons d’aspect strié appelées corps de Weibel-
Palade. C'est au sein de ces organites que sont aussi entreposés le facteur von Willebrand
(von Willebrand factor, VWF) et la P-sélectine, autres molécules importantes dans I’'hémostase

. Le tPA est sécrété dans le compartiment plasmatique sous sa forme
simple chaine et retrouvé en grande partie dans les micro-vaisseaux (<100um de diametre)

. Il circule dans le sang a

une concentration de 70 pM et possede une demi-vie d’environ 6
minutes . Il peut étre libéré par ces cellules de deux manieres
distinctes : a la fois de maniére constitutive ou en réponse a un

stimulus spécifique. Par exemple cette libération peut étre stimulée en réponse a I'action de
facteurs de la cascade de coagulation, ou encore I’hypoxie

. Ce mécanisme a un rble prédominant pour empécher la formation de thrombi occlusifs
. C'est le foie qui sera responsable en grande partie de la clairance du
tPA grace a une recapture efficace par les hépatocytes et les cellules endothéliales hépatiques
. Les récepteurs impliqués au niveau des hépatocytes sont les récepteurs

LRP et les récepteurs impliqués dans la voie des galectines
, alors qu’au niveau des cellules endothéliales hépatiques ce sont les
récepteurs a mannose . A ceci, il faut rajouter la présence dans les
vaisseaux de linhibiteur circulant principal du tPA: linhibiteur de [I'activateur du
plasminogéne de type 1 ou PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1) qui va faciliter et

augmenter la clairance du tPA
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: Systemes possibles de reconnaissance des récepteurs pour le tPA et la RPK dans le foie de rat
normal.

M6L5 : mannoside synthétique ; B-gal : B-galactosides ; RAP : protéine associée au récepteur (receptor-associated
protein) ; Man-R : récepteur du mannose ; LRP : protéine liée au récepteur des lipoprotéines de basse densité ; =l
: inhibition ; ligne pointillée : cheminement possible, (d’apres : ).

Le tPA est une protéine qui va étre également exprimée dans le SNC par un certain
nombre de types cellulaires différents. Les premiers travaux qui ont mentionnés la présence
de tPA dans le parenchyme cérébral remontent a 1981. En effet, les chercheurs ont observé
le tPA au niveau de I'endothélium des vaisseaux cérébraux mais aussi dans les neurones a
différents stades du développement chez le rongeur . Cest la
premiere étude qui indique que le tPA pourrait avoir potentiellement d’autres roles que son
action dans la fibrinolyse. Par la suite, en 1993 Sappino et ses collaborateurs mettent en
évidence les acides ribonucléiques messagers (ARNm) codant pour le tPA dans différentes

structures du SNC, notamment dans le cortex, le cervelet, I’hippocampe et le striatum
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: Localisation du tPA dans le SNC chez la souris.
A) Coloration au crésyl violet d’une coupe coronale de cerveau de souris : A = amygdale, H = hypothalamus, DG
= gyrus denté, CA1l, 2 et 3 = corne d’Ammon. B) Activité protéolytique du tPA détectée par zymographie in situ
sur une coupe coronale de cerveau de souris. C) Activité protéolytique du tPA détectée par zymographie in situ
au sein de différentes régions du cerveau. D) et E) ARNm du tPA mis en évidence par hybridation in situ sur une
coupe coronale (D) et horizontale (E) de cerveau de souris. F) Northern blot mettant en évidence les ARNm du
tPA selon différentes régions du cerveau (adapté de : ).

Il est important de noter que I'expression d’ARNm n’est pas toujours synonyme de la
présence de la protéine active. Nous pouvons prendre pour exemple I’hippocampe : bien qu’il
y ait I'expression d’ARNm du tPA dans toutes ses régions, nous observons une absence
d’activité enzymatique au niveau de la corne d’Ammon 1 (CA1). Il semblerait que dans cette
région, comme d’en d’autres, il y aurait une forte concentration d’inhibiteurs de I'activité

protéolytique du tPA tels que la neuroserpine (NSP) ou PAI-1

Durant le développement embryonnaire, nous apercevons chez la souris que les
guantités d’ARNm codant pour le tPA varient au cours du temps en fonction des différentes
régions cérébrales (prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale). Pour prendre
I'exemple du cervelet, durant les 17 premiers jours de la gestation il n’y a qu’une faible
expression d’ARNm codant pour le tPA, puis nous pouvons observer un pic d’expression lors
des premiers instants de vie (P1-P7), pour enfin visualiser une expression amoindrie et stable

a I'age adulte (Friedman and Seeds 1995a).

En 2004, une étude a été menée chez 'homme par Teesalu et collaborateurs qui ont

mis en évidence par hybridation in situ la présence d’ARNm du tPA dans d’autres régions du



cerveau. Nous découvrons que ces ARNm sont retrouvés dans les plexus choroides, le tronc

cérébral, les noyaux thalamiques ainsi que dans la moelle épiniére ou I'"hypophyse

Plus récemment au sein de notre laboratoire, des travaux ont réussi a précisément
authentifier les régions corticales capables d’exprimer le tPA. On compte parmi elles les cortex
somatosensoriel primaire, piriforme, périrhinal et retrosplénial ou 10 a 15% environ des

neurones expriment le tPA

Chose intéressante, une autre équipe en 2018 a regardé I'expression du tPA dans ces mémes
régions en utilisant des souris transgéniques hétérozygotes sur lesquelles le promoteur du tPA
a été fusionné a la séquence bactérienne du gene de la B-galactosidase. Sur des tranches de
cerveau ils observent que [I'expression du géne du tPA (pLAT) differe d’une
immunohistochimie dirigée contre le tPA . Le tPA
reste fortement exprimé dans les couches de cellules granulaires du gyrus denté ainsi que
dans les couches de cellules pyramidales des régions hippocampiques CA1-CA3. Alors que la
protéine synthétisée quant a elle est présente au niveau du Hile et du Stratum lucidum, c’est-
a-dire plutot au niveau des zones de projections des axones (fibres moussues par exemple) de

ces mémes cellules.

: Analyse immunohistochimique de I'expression du tPA dans I'hippocampe de souris avec le
rapporteur PlatGAL.
A, Image représentative (10x) d'une coupe hippocampique de 50um d'une souris hétérozygote pour le
rapporteur PlatBGAL. B, Analyse immunohistochimique d'une image représentative (10x) d'une coupe
hippocampique de 50 um d'une souris hétérozygote pour le rapporteur PlatBGAL utilisant des anticorps dirigés
contre le tPA murin (orange). Contrairement au colorant B-Gal (cyan), le tPA n'est pas exprimé dans les couches
des corps cellulaires, mais dans les axones des fibres moussues des cellules granulaires dentées dans le hile et le
stratum lucidum lamina (B', B”’, 40). Pour visualiser la coloration B-Gal colorée dans I'image immunofluorescente
capturée montrant l'immunoréactivité du tPA, un résultat négatif de I'image fluorescente a été généré et pseudo-
coloré en cyan. La coloration B-Gal est également présente dans les vaisseaux sanguins de I'hippocampe (fleches
pleines). Slu, stratum lucidum ; Hi, hile ; DG, gyrus denté. Barres d'échelle : 500 um (A, B) et 50 um (B’, B”)
(d’apres : ).



Cette méme équipe en utilisant cette fois-ci une protéine rapportrice du tPA, confirme
ces résultats en montrant une synthése forte de celle-ci dans les structures du systeme
limbique. Nous pouvons le voir en particulier dans I’hippocampe (fibres moussues, hile,
stratum lucidum), I'amygdale (noyaux central et médial), |a strie terminale (noyaux du lit) ainsi
gue la substance grise périaqueducale. lls observent bien slr une synthése tres forte du tPA
dans les vaisseaux de I'ensemble du cerveau. lls retrouvent aussi de la synthése de tPA dans
un certain nombre d’autres structures cérébrales mais en faible quantité, nous pouvons citer
par exemple les cortex piriforme et entorhinal, le globus pallidus interne et externe,

I’hypothalamus et le thalamus

: La protéine de fusion tPA-Cerulean est exprimée de maniére prédominante dans les structures
limbiques et les vaisseaux sanguins du cerveau murin adulte.
Les images montrées représentent des coupes coronales en série de souris transgéniques tPAB-Cer (n=3)
capturées sur un microscope grand champ (A-H, 10x; |I-L, 20x; M, 40x) ou microscope confocal (N, 63x). En
rouge les neurones (NeuN), en cyan le tPA-Cerulean, en magenta les vaisseaux sanguins cérébraux (CD31). PIR,
cortex piriforme ; ENT, cortex entorhinal ; LS, noyaux septaux latéraux ; MS, noyaux du septum médial ; BNST,
noyau du lit de la strie terminale ; PVT, noyau paraventriculaire du thalamus; HY, hypothalamus ; HPF, formation
hippocampique; CeA, noyau central de I'amygdale ; AEM, noyau médial de I'amygdale; BLA, noyau basolatéral
de I'amygdale ; PAG, substance grise périaqueducale ; PBN, noyau parabrachial ; GPe, segment externe du globus
pallidus ; GPi, segment interne du globus pallidus ; SNr, substantia nigra pars reticulata; MB, mésencéphale ; P,
pons ; CB, cervelet ; MON, moelle. Barres d'échelle : 1 mm (A-H), 100 um (I-M) et 50 um (K, N) (d’aprés:



Cela fait environ une vingtaine d’années que nous savons que de multiples types

cellulaires présents dans le SNC sont capables de synthétiser du tPA. Parmi ces cellules on

compte les neurones , les oligodendrocytes ,
les astrocytes , mais aussi des cellules d’origine non
neuroblastique comme la microglie , les mastocytes , les
péricytes et les épendymocytes

| WT Mice | | tPA KO Mice || Endothelial cells | | Oligendendrocytes |
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: Expression du tPA dans les cellules du SNC chez la souris adulte.

a, b Spécificité des immunohistochimies du tPA (rouge). Alors qu’aucune immunoréactivité n’a été détectée dans
la fibre moussue (mf) de la souris adulte tPA knockout (tPA KO) (b), une immunohistochimie positive a été révélée
chez la souris adulte de type sauvage (WT) (a). (c) Le tPA est présent dans les cellules endothéliales (marquage
ColllV positif en vert), (d) dans les oligodendrocytes (marquage APC positif en vert), (e) dans les mastocytes
(marquage avidine positif en vert), (f) dans les épendymocytes. En revanche, le tPA est absent dans (g) les
péricytes, (h) les cellules microgliales (marquage Ib1 positif en vert), (i) les astrocytes (marquage GFAP positif en
vert) ainsi que dans le soma des neurones corticaux et des neurones hippocampiques (k) (marquage Fox3 positif
en vert). (Adapté de ).

Il a été montré par Shin et collaborateurs que dans des neurones hippocampiques en
culture, il y a la présence de tPA et d’ARNm du tPA dans les dendrites et au niveau de
la région synaptique. lls en concluent alors que ces neurones sont probablement
capables de synthétiser le tPA directement aux synapses . Il apparait
gue le tPA peut aussi étre stocké dans des vésicules de sécrétion, capables d’étre
transportées dans les deux sens antérograde et rétrograde dans les dentrites et axones

. La libération de ces vésicules contenant le tPA au niveau des

cOnes de croissance permet I'élongation axonale . Plus



récemment, il a été montré que le tPA est stocké dans des vésicules a coeur dense
(dense core vesicles, DCV) aux électrons, positives au marquage a la secretogranine Il
(ou chromogranine Il), qui transportent entre autres les hormones peptidiques et
neuropeptides. Cette étude montre que le tPA est présent dans des DCV au sein des
épines dendritiques de neurones d’hippocampe en culture. lls ont également observé
qgue lors d’une dépolarisation neuronale induite au chlorure de potassium (KCl,
50mM), il y a une augmentation de I’exocytose de ces vésicules dépendant de la
concentration extracellulaire de calcium (Ca?*). Ainsi, le tPA une fois libéré pourrait
alors agir sur les R-NMDA et moduler un certain nombre de fonctions cérébrales

comme la mémoire ou encore I'apprentissage

: Le tPA est présent dans des vésicules a cceur denses au sein des épines dendritiques.
A gauche : image montrant la distribution des DCG contenant du tPA-EYFP dans les épines et la dendrite
associée dans un neurone hippocampique a DIV 14 apres 24 h d'expression d'ECFP (bleu) et de tPA-EYFP
(jaune), barre d’échelle = 20um. A droite : Image d'une synapse dérivée d'un neurone hippocampique
DIV 17 exprimant le tPA-EYFP (jaune) et 'ECFP (bleu) et immunocytochimie pour la synapsine | (rouge),
barre d’échelle = 1um (adapté de : ).

Le tPA est donc un neuromodulateur car cette molécule remplit quatre des cing
criteres pour étre un neurotransmetteur :
1- C'est une molécule qui est synthétisée au niveau de [|"élément
présynaptique.
2- Elle est présente et stockée dans des vésicules (DCV) au niveau des
terminaisons présynaptiques.
3- Elle est libérée au niveau de la fente synaptique en réponse a un stimulus
présynaptique, dépendant ou non du Ca?*.
4- A la synapse le tPA peut moduler un certain nombre de récepteurs comme
les R-NMDA. Il peut enfin étre recapturé, notamment par les astrocytes.
Le seul critere que ne coche pas le tPA pour pouvoir étre appelé neurotransmetteur

est I'absence d’un récepteur synaptique qui lui est propre.



Enfin une étude plus récente du laboratoire a mis en évidence que tous les neurones
n’expriment pas le tPA, et que son expression serait réduite a un sous type de neurones
pyramidaux glutamatergiques. De plus, ils ont montré que le tPA est stocké dans des

vésicules synaptiques synaptobrévine 2 (Syb 2 ou Vesicle-associated membrane

protein 2, Vamp2) positives
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: Caractérisation morphologique et moléculaire des neurones exprimant du tPA.

A) Image en microscopie confocale représentative d’un neurone exprimant le tPA (en vert). B) Analyse d’une
transcription inverse puis réaction en chaine par polymérase sur une cellule (en anglais : single-cell reverse
transcription polymerase chain reaction ou sc RT-PCR) révélant I'expression du tPA ainsi que le transporteur au
glutamate (en anglais : vesicular glutamate transporter 1 ou VGLUT1) et de la cholécystokinine (CCK). C)
Immunohistochimie sur coupe de cerveau de souris montrant la colocalisation du tPA (en rouge) avec des
vésicules synaptobrévine 2 positives (en vert, Sb2). D) Immunoprécipitation montrant la présence du tPA dans
des vésicules synaptobrévine 2 positives (Sb2), synaptotagmine 1 positive (Syt 1), synaptophysine 1 (Syp 1) et
VGlutl positive (adapté de : ).

Le tPA aprés étre libéré dans la fente synaptique peut interagir avec les récepteurs
LRP présents sur la surface des astrocytes par I'intermédiaire de son domaine Finger
afin d’étre recapturé . Cette recapture est une endocytose constitutive
dépendante de la clathrine. Une partie du tPA recapturée va transiter vers les

endosomes précoces, puis vers les endosomes tardifs jusqu’aux lysosomes ol cette



portion va étre dégradée. La dégradation lysosomale du tPA suggere que les astrocytes
participent bel et bien a sa clairance. La majeure partie du tPA recapturée va étre
autrement recyclée et relarguée dans le milieu extracellulaire par un mécanisme
dépendant du glutamate. Sur les astrocytes nous retrouvons la présence des
récepteurs au kainate qui vont agir comme régulateur de la libération du tPA en
fonction de la concentration synaptique du glutamate. En effet, une fois que la
concentration en glutamate devient importante, les récepteurs kainate vont inhiber le
recyclage du tPA par activation de la protéine kinase C (PKC) . Les
astrocytes seraient également capables de synthétiser directement le tPA. En effet,
une étude chez 'Homme menée par Hultman et collaborateurs met en évidence que
les astrocytes peuvent exprimer et libérer de fagcon régulée le tPA. Cependant ce
mécanisme serait observé uniqguement dans les astrocytes activés, impliquant sans

doute le tPA astrocytaire dans certains processus pathologique

Neuronal
depolarization

Kainate-R

Post-synaptic
compartment

: Libération et recapture du tPA au niveau de la fente synaptique.

Le tPA est stocké dans les vésicules neuronales présynaptiques (1) et libéré dans la fente synaptique
conjointement au glutamate suite a une dépolarisation neuronale (2). Une fois dans la fente synaptique, le tPA
peut médier ses effets en différents mécanismes sur différentes cibles postsynaptiques (3). De plus, les astrocytes
sont capables de réguler la quantité de tPA au niveau de la fente synaptique pour éviter un excés de tPA. En
effet, ils peuvent endocytoser le tPA par un mécanisme impliquant son domaine Finger et médié par les
récepteurs astrocytaires LRP (4), et le libérer par un mécanisme impliquant la voie de signalisation PKC et
dépendant de I'activation des récepteurs kainate par le glutamate (5) (d’apreés : ).



Ces cellules peuvent également synthétiser le tPA . Son expression connait
un pic important au moment de la naissance chez les souris, en particulier durant les
deux premiers mois de vie, période active de la myélinisation. A ce stade nous
observons une expression importante du tPA au sein du corps calleux. La synthese de
tPA concerne les oligodendrocytes matures. Une étude a montré que le tPA est
colocalisé dans cette structure avec le marqueur adenomatous polyposis coli (APC) et
gue ce tPA a un effet anti-apoptotique sur les oligodendrocytes

De plus, durant le développement le tPA joue un réle dans la migration des précurseurs
oligodendrocytaires, et que ce méme mécanisme permettrait a ces cellules de
progresser vers les zones de lésion de la substance blanche afin qu’il y ait

remyélinisation

Les cellules microgliales vont également étre en mesure d’exprimer le tPA

, cela concerne a l'instar des astrocytes surtout les
cellules activées. La libération de tPA par ces cellules contribuerait a certains processus
inflammatoires et neurodégénératifs . Des travaux ont décrit que
le tPA lui-méme serait en partie aussi a I'origine de cette activation. En effet, le tPA
libéré par les neurones environnant se fixe par I'intermédiaire de son domaine finger
sur les récepteurs de I'annexine Il présents a la surface de la microglie. Cette
interaction jouerait sur I'activation des cellules microgliales et sur leur capacité a

libérer a leur tour le tPA (

Le gene du tPA présente plusieurs régions régulatrices dans sa séquence qui vont
permettre d’adapter son expression dans le SNC. Parmi elles, la région du promoteur comprise
entre -9kb et -3.5kb va déterminer la localisation de la traduction de '’ARNm de méme que
son induction au cours d’un stress inflammatoire. De plus, les 4kb situées au début du
promoteur vont étre importantes pour I'induction de la transcription du géne du tPA suite a

un stress excitotoxique. On note par exemple, gu’aprés injection de kainate dans



I’hippocampe et stimulation de la voie perforante qui amene une potentialisation a long terme
(long terme potentiation, LTP) dans les neurones granulaires du gyrus denté, que le gene du

tPA est précocement induit

La stimulation neuronale au glutamate a également montré une augmentation de la
polyadénylation et de la traduction de I’ARNm du tPA. Elle serait induite par I'activation
spécifique des récepteurs métabotropiques au glutamate (metabotropic glutamate receptors,
MGIuR) et des R-NMDA tout comme I’ARNm de la sous unité a de la protéine kinase
Ca?*/calmoduline Il (Calcium/calmoduline dependent kinase protein II, CaMKIl)

. La polyadénylation de I'extrémité 3 non traduite (Untranslated
region, UTR) de I'ARNm du tPA est aussi régulée par la protéine de liaison a I'élément
cytoplasmique de polyadénylation (Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding protein,
CPEB). En réalité, cette protéine a pour réle de favoriser la polyadénylation de I'extrémité
3’UTR de I’'ensemble des ARNm de la cellule. La formation de la queue polyadénylée en 3’ des
ARNm est nécessaire pour leur stabilité et leur viabilité a I'extérieur du noyau cellulaire.
Cependant, son implication a clairement été établie par une étude qui montre
gu’effectivement, la liaison de la CPEB sur I'extrémité 3'UTR de I’ARNm du tPA augmente de

maniere subséquente la synthése de tPA

Les travaux d’une autre équipe ont mis en évidence que l'expression du tPA est
favorisée dans les neurones comme dans les astrocytes humains en culture par l'inhibition de
la désacétylation de certaines histones. Cette inhibition permet notamment d’accroitre
I'acétylation des histones H3. Cette acétylation va décondenser I’ADN nucléaire facilitant ainsi
I’acces au gene du tPA par les enzymes de la transcription. En plus, leur analyse de la
méthylation de I’ADN de cultures de neurones et astrocytes humains ainsi que de tissus
cérébraux humains, a permis de révéler un trongon de dinucléotides CpG non méthylés dans
la partie proximale du promoteur (-121 a +94) du tPA. Cette faible méthylation du promoteur
du tPA favorise et augmente la transcription et I'expression du tPA. Ensemble, ces deux
phénoménes suggerent que les mécanismes épigénétiques sont importants pour la régulation

de I'expression du géene du tPA

Nous pouvons mentionner également que dans les mémes années les membres d’une
autre équipe se sont intéressés aux aspects épigénétiques de I'expression du tPA au sein des

cellules endothéliales. Ils montrent que I'expression du gene pLAT est augmentée dans ces



cellules quand les histones désacétylases (HDAC) de classe | sont inhibées. L’'inhibition des
HDAC favorise alors dans la foulée I'acétylation des histones H3 et H4 associées a la séquence
du promoteur du tPA. Ils remarquent aussi lorsque I'on inhibe certaines histones
acétyltransférases (HAT) comme p300/CBP et son facteur associé PCAF (P300/CBP-Associated
Factor), qui sont des coactivateurs de la transcription, que I'on diminue I'expression de tPA et
gue I'on annule alors I'effet inhibiteur des HDAC. Chose intéressante, ils retrouvent plus ou
moins la méme séquence de dinucléotides CPG proximale non méthylée (-121 a +59) dans le
promoteur du tPA au sein des cellules endothéliales. lls sont allés voir cette méme séquence
dans les hépatocytes humains, connus pour exprimer moins de tPA, et s’apergoivent que celle-

ci est en revanche partiellement méthylée

Des travaux ont montré que |I'expression du géne pLAT pouvait étre modifiée lors de
conditions particulieres. Par exemple, l'inflammation ainsi que la privation en oxygene

augmentent son expression

Un certain nombre d’études se sont focalisées sur la localisation du tPA dans les
différentes régions cérébrales. Pour la plupart, il en a résulté que dans certaines régions on
détectait la présence d’ARNm du tPA sans y retrouver d’activité protéolytique de la protéine.
Nous pouvons citer par exemple Sappino et collaborateurs, qui en 1993 avaient observé ce
phénoméne dans la région CA1 de I'hippocampe . lIs en avaient conclu
gu’il était fortement probable que dans ces mémes régions il y ait des inhibiteurs de I’activité
protéolytique du tPA. Il s’avere qu’ils avaient raison, car plus tard on découvrit qu’il s’agissait

de molécules faisant partie de la famille des serpines.

Les serpines sont un ensemble de protéines glycosylées et monomériques composées
d’environ 350 a 400 AA pour une masse moléculaire variant de 40 a 60 kDa. Elles ont un
domaine principal avec une structure secondaire composée de 3 feuillets B et de 8-9 hélices
a. Elles ont aussi un domaine qui leur permet d’interagir avec leur cible, appelé boucle centrale
réactive (reactive center loop ou RCL). C’est celui-ci qui va permettre aux serpines de se lier
aux protéases. Pour ce faire les protéases vont cliver la boucle formant alors une liaison

covalente entre les deux protéines qui provoque l'inhibition de I'activité protéase par une



conformation stable du complexe. Il existe des serpines ne pouvant pas se lier aux protéases

gui sont sous forme latentes
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: Les fonctions de base et le mécanisme inhibiteur des serpines.

(A) Fonctions régulatrices des serpines (B) La structure de |'archétype natif al-antitrypsine. La boucle centrale
réactive (RCL) est en vert, contenant un site de clivage de protéase (P1-P1’). Le feuillet B A, composé de 5 brins
(s1A, s2A, s3A, s5A et s6A) est en rose. Ces deux régions servent de caractéristiques principales, qui jouent un
role important dans le changement conformationnel spectaculaire que subissent les serpines pendant
I'inhibition. (C) Initialement, une protéase cible s'arrime et lie le site de reconnaissance, exposé sur le RCL. Cette
étape conduit a la formation du complexe non covalent de Michaelis-Menten. (D) Lors du clivage a P1-P1’, la
serpine se replie spontanément dans une conformation hyperstable, ou la partie N-terminale du RCL clivée est
insérée entre le feuillet B central A. Ce changement de conformation de la serpine entraine le « piégeage » de la
protéase liée de maniéere covalente sous une forme inactive. Ce complexe serpine-protéase sera ensuite éliminé
de la circulation. (E) Dans certains cas, une serpine peut agir comme un substrat, ou la protéase et la serpine ne
restent pas liées de maniéere covalente. Il en résulte une protéase active qui se dissocie de la serpine, ce qui laisse
la serpine sous une forme clivée. AT : antithrombine ; PCI, inhibiteur de la protéine C; PAI-1, inhibiteur de
I'activateur du plasminogene 1; PAI-2, inhibiteur 2 de |'activateur du plasminogene; HCII, cofacteur Il de
I'néparine; alAT, l-antitrypsine; ACT, antichymotrypsine; a2AP, a2-antiplasmine; C1INH, inhibiteur de la C1
estérase ; CBG, globuline liant les corticostéroides ; TBG, Thyroxine-binding globulin; CBP1, protéine de liaison
au collagéne 1



Dans la famille des serpines aujourd’hui on sait que quatre d’entre elles peuvent
inhiber le tPA : la neuroserpine, la protéase nexine-1, PAI-1 et PAI-2

. Les deux principales serpines inhibitrices du tPA dans le parenchyme cérébral sont la

neuroserpine et PAI-1 , C'est sur elles que

nous mettrons I'accent par la suite.

PAI-1 est une protéine, comme le tPA, principalement retrouvée dans la circulation
sanguine. Elle y est sécrétée en majorité par les cellules endothéliales mais aussi par les
plaquettes ou encore les cellules musculaires lisses de la paroi des vaisseaux. En dehors du
tissu circulant, PAI-1 peut étre synthétisé dans un certain nombre de tissus comme les
poumons, les reins, le coeur, le foie ou encore par le tissu adipeux. En d’autres termes cette
protéine est exprimée plus ou moins dans les mémes organes que ceux dans lesquels nous
retrouvons du tPA. La structure de cette protéine comporte 379 AA pour un poids moléculaire

de 50 kDa

La sécrétion de cet inhibiteur dans la circulation est nettement plus importante que le
tPA, rendant ainsi la majeure partie du tPA circulant complexé a PAI-1. Cette inhibition
s’effectue par deux fixations successives : une premiere stable au site catalytique et une
deuxieme sur les domaines finger et kringle 2. Ces fixations amenent une inhibition de son
activité fibrinolytique ainsi gu’une incapacité du tPA a interagir avec la fibrine

. PAI-1 posséde la méme affinité pour le tPA simple et double chaine, et inhibe ces deux
formes de laméme fagon . La stabilité des complexes entre tPA et PAI-
1 est tres grande rendant plus ou moins définitive I'inhibition du tPA . La
présence de ces complexes n’empéche en rien la clairance du tPA par le foie. Les hépatocytes
peuvent recapturer et dégrader le tPA qu’il soit libre ou qu’il soit associé et complexé avec

PAI-1

Dans le SNC, PAI-1 peut étre synthétisé par les neurones et par les astrocytes mais

plutot en faible quantité . En condition pathologique,



comme par exemple au cours d’un AVC, PAI-1 peut étre fortement exprimé par les astrocytes

La neuroserpine (NS) est une protéine de 429 AA pour 54-60 kDa. Elle est

principalement exprimée dans le SNC ou elle est libérée a la synapse par les neurones
et les astrocytes

A l'inverse de PAI-1, la NS n’est pas retrouvée dans la circulation sanguine, elle ne joue donc

aucun réle sur I'inhibition du tPA vasculaire. Nous retrouvons cependant son expression dans

certains autres organes comme le coeur, le pancréas, les reins ou encore les testicules

Dans le SNC la NS n’affecte que partiellement I'activité du tPA, car les complexes
formés entre les deux s’averent étre peu stables. Une des explications possible est que lors du
clivage de la RCL, une boucle trop longue se forme, empéchant la stabilisation du complexe
NS-tPA. Le tPA serait alors en mesure de retrouver son activité en hydrolysant la RCL de la NS

. En conséquence, la demi-vie moyenne de ces complexes ne
dépasse pas dix minutes . Chose intéressante, la NS présente une
affinité plus importante pour le tc-tPA, mais forme des complexes beaucoup moins stables
gu’avec le sc-tPA . Lasynthese de la NS lors de dépolarisations neuronales
est augmentée, montrant que sa libération par les neurones est un phénomeéne régulé

. La NS est capable d’étre recapturée et dégradée par un mécanisme impliquant

les récepteurs LRP. Ces derniers peuvent se lier tant avec la forme libre de la NS qu’avec le
complexe NS-tPA, mais avec un dynamisme et une cinétique d’internalisation différente
La NS intervient dans la régulation fine de [Iactivité

physiopathologique des tPA simple et double chaines. En conditions physiologiques, elle
intervient dans de multiples processus tels que la migration neuronale, la pousse neuritique,
la mémoire ainsi que I'apprentissage. En conditions pathologiques, elle joue un rdle dans
I’extension des lésions ischémiques ou encore elle agit

sur les phénomenes épileptiques



L’'hémostase regroupe I'ensemble des mécanismes physiologiques qui permettent le
maintien de l'intégrité vasculaire. Ainsi elle met en ceuvre a la fois les cellules et molécules du
sang circulant mais aussi les cellules de la paroi des vaisseaux. Elle va permettre de réguler les
différents états du sang afin de permettre la réparation de breches vasculaires. Nous pouvons

décrire schématiquement I’'hémostase en plusieurs étapes :

1 — La réaction vasculaire, suite a la formation d’une bréche vasculaire, on observe en
premier lieu une vasoconstriction afin de diminuer le diametre du vaisseau et ralentir le
saignement. Cette étape dure moins d’'une minute et a aussi pour but de freiner la circulation

sanguine au niveau de la lésion pour faciliter le déroulement des étapes suivantes.

2 — ’hémostase primaire, les plaquettes circulantes vont venir interagir avec le

collagene de la paroi [ésée et vont s’agréger entre elles pour former le clou plaquettaire.

3 — L’hémostase secondaire, suite aux contacts de certaines molécules plasmatiques
circulantes (facteur Xll) avec les tissus, il va y avoir activation de la cascade de coagulation.
Cette cascade implique un certain nombre de facteurs dont la finalité résulte en la formation
de fibrine polymérisée (caillot sanguin) a partir du fibrinogéne circulant grace a la thrombine.

Cette étape a lieu cing minutes environ apres la rupture du vaisseau.

4 — Réparation, une fois le caillot formé, cela va stimuler la croissance des cellules

musculaires lisses et des fibroblastes de la paroi vasculaire pour colmater la breche.

5 — La fibrinolyse, I’étape de la dissolution du caillot par la dégradation des chaines de
fibrines par la plasmine. C’'est principalement le tPA qui active le plasminogene circulant en
plasmine aux abords du caillot. Il en résulte un retour a une circulation normale du sang et a

une inhibition rapide du tPA par PAI-1, ainsi que de la plasmine par I'a2 — antiplasmine.

C'est durant la derniere étape de ’"hémostase que le tPA joue un rdle essentiel. Il est
important de noter cependant que le tPA n’est pas le seul activateur du plasminogene, il existe
I’activateur du plasminogene de type urokinase (urokinase-type plasminogen activator, uPA)

Ces deux activateurs ont la méme capacité a activer le plasminogéne en



plasmine bien qu’ils aient des caractéristiques distinctes. L'uPA a par exemple une affinité plus
faible pour la fibrine que le tPA. Il faut mentionner que le tPA est un pietre activateur en
I'absence de cofacteurs, la présence de fibrine va accentuer par cent sa proportion a activer
le plasminogéne . En effet, la fibrine va permettre le rapprochement
spatial du tPA et du plasminogéne grace a deux sites proches dans sa structure. Le premier va
permettre de lier le tPA au niveau de ses domaines finger et kringle 2. Le deuxieme agit avec
un ou plusieurs domaines Kringle du plasminogene. La formation de ce complexe ternaire
accélere et facilite grandement I'activation du plasminogéne en plasmine par le tPA d’une
part, mais permet de I'activer spécifiguement aux abords du caillot sanguin. Grace a ce
mécanisme, la plasmine peut induire la fibrinolyse efficacement, car elle se retrouve protégée
en partie de ses inhibiteurs . Comme mentionné précédemment, la plasmine
va pouvoir a son tour cliver le sc-tPA en tc-Tpa. Ces deux formes conservent la méme activité

protéolytique en présence de fibrine

Une fois la fibrinolyse terminée et le caillot sanguin dissous, un rétrocontrdle se met
en place pour éviter I’hyperfibrinolyse. En effet, une activité fibrinolytique accrue en I'absence
de caillots a dégrader peut entrainer une altération de la barriére hématoencéphalique (BHE)
et augmenter le risque de survenue d’hémorragies . C'est
pourquoi les enzymes de la fibrinolyse se retrouvent rapidement inhibées. L’a2-antiplasmine
vient inhiber la plasmine et PAI-1 vient inhiber le tPA, ce qui amene de
surcroit une diminution de concentration de plasmine circulante par l'inactivation de la

conversion du plasminogene en plasmine.

Des travaux ont permis le développement de formes recombinantes de ces activateurs
du plasminogene afin d’amplifier leur affinité avec la fibrine pour mieux dissoudre les caillots.
Nous pouvons citer le ténectéplase et le rétéplase, deux formes recombinantes qui ont été
administrées chez des patients atteints d’AVC ischémiques ou d’infarctus du myocarde lors
d’essais cliniques . Cependant, a l'heure actuelle, l'injection
intraveineuse de tPA est le seul traitement pharmacologique de la phase aiglie des AVC

ischémiques

La BHE est une barriere physiologique placée dans l'interstice entre la circulation

sanguine et le parenchyme cérébral. Elle joue un role trés important dans I’homéostasie du



tissu cérébral. Cette barriere permet de filtrer sélectivement en conditions physiologiques
seulement certaines molécules indispensables aux cellules du parenchyme cérébral. Nous
pouvons citer notamment le glucose, I'eau et 'oxygene. Physiquement, la BHE est constituée

de plusieurs éléments (de I'intérieur vers |'extérieur du vaisseau, ):

- Des cellules endothéliales reliées entre elles par des jonctions serrées et des jonctions
adhérentes.

- De la membrane basale de I'endothélium composée principalement de collagéne IV, de
fibronectine et de laminine sécrétés par les cellules endothéliales et les péricytes.

- Des péricytes, qui sont des cellules murales présentes dans la lame basale de
I’endothélium des capillaires.

- Des astrocytes, ces cellules gliales vont recouvrir la quasi-totalité de la surface des
capillaires avec leurs pieds astrocytaires. Ce sont ces structures qui seront notamment
responsables du passage de |'eau a travers cette barriére via les aquaporines 4.

- De la membrane basale des astrocytes, cette membrane est sécrétée par les astrocytes
afin de recouvrir les pieds astrocytaires et les ancrer aux capillaires.

Lors de conditions pathologiques, le tPA peut chambouler l'intégrité de la BHE a
plusieurs niveaux. Premierement, le tPA peut interagir avec les récepteurs LRP des cellules
endothéliales, amenant un désengagement et une rétractation des pieds astrocytaires de la
lame basale, déstabilisant la BHE . Le départ des
astrocytes accroit le risque d’hémorragie et permet au tPA de franchir cette barriere pour
passer dans le parenchyme cérébral . Deuxiemement, le tPA pourrait activer
des métalloprotéines matricielles (matrix metalloproteinase, MMP) comme les MMP-2, MMP-
3 et MMP-9, qui seraient responsables a la fois de la dégradation de la matrice extracellulaire
et de lame basale des vaisseaux . Ce mécanisme est
confirmé par une étude chez des souris déficientes en MMP-3, ou en MMP9, qui ne montrent
aucune atteinte de la BHE apres thrombolyse . Chez
I'Homme, le risque de transformation hémorragique apres une thrombolyse est corrélé avec

le taux sanguin de MMP-9
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: Constituants cellulaires de la barriere hémato-encéphalique.

La barriére est formée de cellules endothéliales des capillaires, entourée par les péricytes, la lame basale et les
pieds astrocytaires. Les astrocytes assurent le lien cellulaire avec les neurones. La figure montre également des
cellules microgliales. a. Caractéristiques des cellules endothéliales cérébrales. Les cellules expriment un certain
nombre de transporteurs et de récepteurs, dont certains sont indiqués. EAAT1-3, AA excitateur transporteurs 1-
3; GLUT1, transporteur de glucose 1 ; LAT1, systeme L pour les gros acides aminés neutres ; Pgp, P-glycoprotéine.
b. Exemples d'induction bidirectionnelle astrogliale — endothéliale nécessaire pour établir et maintenir la BHE.
Certaines des caractéristiques des cellules endothéliales (récepteurs et transporteurs) sont présentées. 5-HT, 5-
hydroxytryptamine (sérotonine); ANG1, angiopoétine 1; bFGF, facteur de croissance basique des fibroblastes ;
ET1, endothéline 1; GDNF, neurotrophique dérivé de la lignée cellulaire gliale facteur; LIF, facteur inhibiteur de
la leucémie; P2Y2, récepteur purinergique; TGFB, facteur de croissance transformant-f; CRAVATE2, récepteur
tyrosine kinase spécifique de I'endothélium 2. Données obtenues a partir de co-cultures astrogliales -
endothéliales et de I'utilisation de milieu conditionné (d’apres : ).

Le tPA peut aussi étre impliqué dans le clivage du facteur de croissance PDGF-
CCvia son domaine catalytique et son domaine Kringle 2. Une fois actif, il agit sur les
récepteurs PDGF-a des astrocytes et péricytes provoquant I'ouverture de la BHE et une
augmentation de la survenue d’hémorragies
L'injection simultanée de tPA et d’imatinib (Gleevec®, inhibiteur de PDGF-a) diminue la

proportion de transformation hémorragiques causées par le tPA
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: Effet du tPA sur la barriére hématoencéphalique.
Le tPA interagit avec les récepteurs LRP sur les cellules endothéliales et sur les astrocytes, menant entre autres
a la production de MMP-9 au sein de ces cellules. Les MMP-9 provoquent alors une altération de la BHE. De plus,
I'activation du PDGF-CC par le tPA contribue également au détachement des pieds astrocytaires de la lame
basale, par I'activation des récepteurs PDGFR-a. L’activation du PDGF-CC est facilitée par I'interaction du tPA
avec les récepteurs LRP sur les astrocytes

Durant le développement cérébral, il a été montré que le tPA peut jouer sur deux
mécanismes importants concernant la mise en place des neurones et leur croissance. Il
intervient dans la migration neuronale, mécanisme précoce et fondamental qui va aboutir a
I'organisation histologique du cortex cérébral en différentes couches cellulaires. Aussi, il va
agir plus tard dans la pousse neuritique, mécanisme nécessaire aux neurones immatures afin

d’établir des connexions pour former les différents réseaux neuronaux.

- : L'implication du tPA dans cette étape du
développement a d’abord été mise en évidence dans le cervelet. A I'inverse de la migration
des neurones corticaux qui a lieu durant la gestation, c’est pendant les premiéres semaines
apres la naissance qu’a lieu la mise en place des cellules granulaires du cervelet. Elles vont
migrer a partir de la couche granulaire externe, traverser la couche moléculaire pour terminer
dans la couche granulaire interne

Des travaux ont montré que les cellules granulaires peuvent libérer du tPA au niveau de leur



prolongement pendant le développement . Dans le cervelet, la
guantité d’ARNm du tPA coincide avec ce phénomene et suit les pics de migration cellulaire.
On note une forte expression de '’ARNm du tPA au 7éme jour postnatal, en plein temps fort
de la migration. Par ailleurs, une fois les cellules arrivées a leur emplacement définitif et la
migration terminée, la quantité d’ARNm du tPA dans le cervelet diminue

. De plus, chez des souris déficientes en tPA, on observe une migration retardée des
cellules granulaires qui se manifeste par leur accumulation anormale dans la couche
moléculaire . Cependant, Seeds et collaborateurs remarquent
gue durant le développement du cervelet, il y a aussi une expression abondante de I’ARNm
du plasminogene. Par conséquent, ils conjecturent que pendant la migration des cellules
granulaire, I'effet du tPA serait indirect et passerait par I'activation de la plasmine qui

permettrait la dégradation de la matrice extracellulaire

Sens de la migration

: Effet de I’absence de tPA sur la migration des neurones granulaires du cervelet.
Photographies montrant des cellules granulaires du cervelet dans la couche moléculaire chez les souris WT (A)
ou déficientes en tPA (tPA -/-; B) (d’apreés : ).

Plus récemment, des travaux du laboratoire ont permis de mettre en évidence
I'implication du tPA dans la migration d’autres cellules au cours du développement. Par son
interaction et I'activation des récepteurs a I'EGF, le tPA permet notamment la migration des
progéniteurs des oligodendrocytes . Egalement, le tPA intervient durant
la corticogénése dans la migration des neuroblastes (progéniteurs de neurones). Les

neuroblastes avant différenciation se mettent en place en migrant de la profondeur du



cerveau embryonnaire, appelée zone ventriculaire, vers la surface appelée plaque corticale.
Pour se déplacer, ils vont utiliser un support de migration formé par une population de cellules
transitoires appelée glie radiaire. Les cellules nouvellement formées au niveau de la zone
ventriculaire migrent plus loin que les neuroblastes issus des divisions précédentes. Ainsi, la
présence de perturbations dans la migration de ces cellules engendre des erreurs dans leur
future localisation. Chez des souris tPA KO, on observe un retard dans la migration des
neurones au l1l6eme jour de gestation. Ce retard provoque lI'accumulation anormale de
neuroblastes dans la zone intermédiaire et serait médié par les R-NMDA situés sur la surface

de la glie radiaire
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: Le tPA affecte la migration neuronale corticale.

Electroporation in utero du plasmide pCAG-RFP a E14 dans les cortex de souris tPA-WT et tPA-KO. (A, E, G) Images
représentatives en microscopie confocale montrant la distribution des cellules neuronales électroporées (rouge)
apres immunomarquage DAPI (bleu) dans le cortex de souris tPA-WT et tPA-KO (E16 et E17, respectivement). (B,
F) Quantification des neurones RFP-positifs dans chaque couche corticale. (C) Images représentatives en
microscopie confocale montrant la distribution des cellules neuronales électroporées (rouge) apres
immunocoloration DAPI (bleu) dans le cortex du KO conditionnel du tPA dans les progéniteurs neuronaux
tPAlox/lox adulte (E16). (D) Quantification des neurones RFP-positifs dans chaque couche corticale. Les
graphiques montrent les moyennes + SEM. ¥*P < 0,05 ; **P <0,01 ; ***P < 0,001. Les barres d'échelle représentent
50 um (d’apres: ).



- : A partir du moment ou les cellules apres migration ont
rejoint leur place respective, elles vont se différencier et émettre des prolongements :.
L’axone en cours de développement porte le nom de cone de croissance, celui-ci va étre guidé
dans son environnement par un ensemble de signaux et d’interactions cellulaires pour gagner
ses cibles. Le tPA semblerait impliqué dans la croissance neuritique, a la fois dans I’élongation
axonale que dans la mise en place de I'arborisation dendritique. En effet, il est libéré au niveau
du cone de croissance ou il active les MMPs et le plasminogene en plasmine. Le recrutement
de ces protéases va permettre de dégrader la matrice extracellulaire, dégageant ainsi I'espace
pour la croissance des prolongements . Des
travaux ont confirmés ces résultats, lorsque I'on inhibe ou supprime I'expression du tPA, il y a
un arrét de la croissance axonale. Réciproquement, la surexpression ou l'addition de tPA
exogene accroit la pousse neuritique

Une étude plus récente a mis en évidence, a I'aide de cultures de neurosphéres, que I'ajout
de tPA provoquait la phosphorylation des récepteurs LRP5 et LRP6, ainsi que 'activation de la
voie de signalisation Wnt-B-caténine, induisant la pousse neuritique . Le tPA
joue également dans le cervelet un réle dans la survie et la croissance des cellules de Purkinje.
En effet, chez des souris montrant des dégénérescences des cellules de Purkinje, I'excés de
tPA provoque un défaut dans |'arborisation dendritiqgue de méme qu’une synaptogénéese

anormale, il en résulte une dérégulation de I'épaisseur du cortex

La découverte de l'interaction directe du tPA avec les R-NMDA découle des travaux
réalisés sur l'implication du tPA dans I'excitotoxicité. En 1995, Tsirka et collaborateurs
montrent que le tPA provoque une mort neuronale consécutive a l'injection d'agonistes des
récepteurs glutamatergiques (acide quisqualique, agoniste des récepteurs AMPA ; acide
qguinolinique, agoniste des récepteurs NMDA ; acide kainique, agoniste des récepteurs KA)
dans I'hippocampe (régions CA1l, CA2 et CA3) de souris sauvages. Cette dégénération
neuronale n'est en revanche pas retrouvée chez des souris déficientes en tPA

. lls montrent ensuite chez ces mémes souris que I'injection de tPA puis d'acide kainique

conduit a la méme mort neuronale observée chez les souris sauvages. lls s'apergoivent



également que I'administration conjointe d'acide kainique et de PAI-1 protége les neurones
de souris sauvages de mort excitotoxique . Enfin, réciproquement
ils découvrent que des souris n'exprimant pas de plasminogéene résistent a la dégénération
induite par le kainate . Cette équipe part sur I'hypothése que c'est la
conversion du plasminogéne en plasmine active qui est responsable de cette mort

excitotoxique observée dans I'hippocampe.
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: Les souris tPA KO sont résistantes a la dégénérescence neuronale induite par I'excitotoxicité dans
I'hippocampe.

A. Coloration au violet de crésyl de coupes coronales a travers I'hippocampe. Les agonistes glutamatergiques :
kainate (KA, 1,5 nmol), quisqualate (Quis,20 nmol) et le quinolinate (Quin, 120 nmol) ont été injectés. Les
cerveaux des souris ont été analysés 5 jours apreés l'injection. A gauche souris tPA WT; a droite, souris tPA KO. B.
Mesure du pourcentage de la longueur de I'hippocampe présentant une perte neuronale totale, partielle ou pas
de perte chez les souris tPA KO et WT. Les souris déficientes en tPA ne présentent pas de perte neuronale
comparées aux souris sauvages (adapté de ).

Des travaux du laboratoire ont montré en 2001, sur des neurones corticaux en culture
cette fois ci, le lien direct entre le tPA et les R-NMDA. Le tPA est capable de venir cliver la
portion N-terminale de la sous-unité GIuN1 des NMDA-R. Le clivage va permettre de
potentialiser I'influx de Ca%* des récepteurs dans les neurones en présence de glutamate

. D'autres études de notre laboratoire ont caractérisé par la suite cette
interaction entre les deux molécules. Il s'avere que le clivage se produit précisément au niveau
de I'Arg?®° de la sous-unité GluN1 des R-NMDA .Graceala
cristallographie et a des expériences de résonnance de surface plasmonique (SPR), il
apparaitrait que le tPA puisse se fixer dans un premier temps sur la sous-unité GluN1 par le
LBS de son domaine kringle 2. Puis dans un second temps, il cliverait par son domaine

catalytique les sous unités GluN1 au niveau de I’Arg?®° . Seulement,



cette interaction n'est possible que si les deux protéines présentent des conformations
adéquates. Plus précisément, seul le tPA simple chaine est en mesure de cliver la sous unité
GluN1 , et celui-ci clive de maniere préférentielle les R-NMDA qui
contiennent la sous unité GluN2D . Enfin, en 2016 une étude de notre
équipe a dévoilé que le tPA peut également venir se fixer sur la lysine’® des sous-unités GIuN1.
Cette interaction augmente la dynamique des NMDA-R extrasynaptiques qui seraient

responsables de I'influx calcique nocif dans la cellule.
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: Le tPA augmente sélectivement la diffusion extrasynaptique des GluN1-NMDAR.

(a) Représentation schématique du marquage de surface d'une sous-unité GluN1 a l'aide d'un seul complexe QD
d'anticorps antiGIuN1. Trajectoires représentatives de GIuN1-QD (GIuN1 QD) sur des neurones hippocampiques
en culture (11-12 DIV) incubés 45 min avec un tampon (jaune), WT tPA (300 nM, rouge) ou un tPA non
protéolytique (tPAm, 300 nM, cyan). (b) Trajectoires représentatives de la surface GIuUN1-QD (lignes rouges) a
proximité et dans les synapses (fleches blanches). Les trajectoires synaptiques sont définies par leur
colocalisation avec un étiquetage synaptique (Mitotracker, blanc), les trajectoires hors synapses étant
considérées comme extrasynaptiques. (c) Trajectoires représentatives de GIuN1-NMDAR suivies avec un
anticorps controle GIuN1 NTD (contrdle Ab) en présence de tPA ou de tPAm (300 nM les deux). (d) Distributions
instantanées des coefficients de diffusion (médiane 25-75% IQR) des trajectoires extrasynaptiques versus GIuN1-
QD synaptique. Notez que la diffusion de surface de GluN1 est spécifiquement augmentée dans le compartiment
extrasynaptique apres incubation du tPA. (e) La fraction de GIuN1-QD extrasynaptique est inchangée entre les
différentes incubations (témoin 73 %, n = 18 ; tPAmM 76 %, n = 20 ; tPA 71 %, n = 17 ; NS, non significatif, ANOVA
a un facteur ; moyenne + S.E.M (d’apres : ).



En condition ischémique, le tPA est une protéine a double facettes. D'un coté elle
intervient dans la dégradation du thrombus dans le compartiment vasculaire, et de l'autre elle
potentialise la mort neuronale de type excitotoxique dans le parenchyme cérébral. Une
équipe en 1999 a réalisé des occlusions de l'artére cérébrale moyenne chez des souris
déficientes en tPA et chez des souris sauvages. lls observent que |'absence de tPA chez les
souris diminue de 50% les volumes de lésion, et que si on réalise une injection intra-
parenchymateuse de tPA chez ces mémes souris on augmente les volumes de lésion

. Une autre étude plus récente décrit a I'inverse que le tPA atténue la mort neuronale
de type excitotoxique. L'action du tPA passerait par des NMDA-R synaptiques contenant la
sous-unité GIuN2A qui sont responsables ensuite de I'activation de la voie Erk(1/2)-CREB-ATF3
(cAMP response element binding-protein-activating transcription factor 3)

Nous pouvons citer d’autres roéles, toujours dans le contexte ischémique, mais sans
stimulation du NMDA-R. Le tPA peut activer la voie Akt/mTOR(mammalian target of
rapamycin)/HIF1la (hypoxia inducible factorl a), qui entraine I'augmentation de la recapture
du glucose ainsi qu’une neuroprotection . Le tPA serait également
neuroprotecteur par son role dans l'inhibition du stress du reticulum endoplasmique sur un
modele in vitro de privation de glucose et d’oxygene Sur un modele
d’occlusion de I'artére carotide commune, nous observerons que le tPA provoque
I’épaississement de la densité postsynaptique. Cela serait une réponse adaptative liée au
stress métabolique de l'ischémie et permettrait de protéger la densité postsynaptique

. Enfin, sur un modele d’ischémie focale chez le rat, I'injection conjointe

de tPA et d’un inhibiteur du protéasome est neuroprotecteur

Notre équipe a developpé des stratégies moléculaires pour bloquer l'interaction tPA/
R-NMDA. En effet, la création d'un anticorps (Glunomab) dirigé spécifiqguement contre la
portion N-terminale de la sous-unité GluN1 permet d'empécher la fixation du tPA. Cet
anticorps a été testé dans un modele d’ischémie thromboembolique chez la souris ou il annule
les effets délétéres du tPA et permet de reculer la fenétre thérapeutique d'injection du tPA

. Il s'avere que I'administration seule de cet anticorps dans ce modele
suffit déja a diminuer le volume de lésion . Le laboratoire a aussi
développé des tPA modifiés comme le tPA-K2* qui présente un site LBS tronqué au sein de

son domaine kringle 2. Dans des cultures de neurones corticaux ce tPA-K2* ne pouvant pas



interagir avec les R-NMDA, il ne potentialise pas la mort neuronale induite par le NMDA

Une étude du laboratoire en 2012 montre que les deux formes sc-tPA et tc-tPA
possedent des effets sur la neurotransmission glutamatergique différents. Le tc-tPA ne
présente pas d’effet pro-excitotoxique in vivo aprés injection striatale de NMDA, alors que le
sc-tPA par sa fixation sur les NMDA-R potentialise I'entrée de Ca®* dans les neurones et la mort
neuronale de type excitotoxique. Au sein de cultures de neurones corticaux le tc-tPA diminue
I’activation de la voie Erk1/2) alors que le sc-tPA I'augmente . De plus, ces
deux formes de tPA sont capables d’interagir avec les récepteurs a 'EGF. Lors de l'inhibition
de ces récepteurs par ’'AG1478 (inhibiteur spécifique des EGFR), on note que seul le tc-tPA
peut induire la baisse de I'influx de Ca?* aux dépens de ces récepteurs
Les mécanismes impliqués dans ces différences d’effets sur la neurotransmission

glutamatergique restent encore abstraits.

Il est possible également que le tPA active de maniére indirecte les NMDA-R en passant
par des interactions avec d’autres récepteurs comme les LRP1. En effet, des travaux ont
observé que, sans clivage de la sous-unité GluN1 et sans plasminogéne, le tPA potentialise
guand méme la signalisation des R-NMDA . La méme année une autre
étude a été plus loin en précisant que cette potentialisation était liée aux LRP1. Cela est
confirmé par I'ajout de RAP (inhibiteur de LRP1) sur des cultures de neurones d’hippocampes
qui montre la disparition de la potentialisation calcique. Les auteurs pensent alors que par
I’activation des LRP1 le tPA peut recruter la protéine d’échafaudage PSD-95, qui rapprocherait
spatialement les R-NMDA et LRP1. Cette PSD-95 joue un réle fondamental dans
I’augmentation de la phosphorylation de Erk(1/2) et dans I'activation des NMDA-R

. Ces observations viennent enrichir I'idée que le tPA en jouant sur les NMDA-R et

LRP1 peut moduler la plasticité de certaines régions du cerveau.

En conditions physiologiques, le tPA est fortement exprimé dans les régions dans
lesquelles nous retrouvons beaucoup ces phénomenes de LTP, comme I’hippocampe et
I'amygdale . Une équipe a montré en 1993 que le

tPA joue un role dans la LTP. Effectivement, apres I'activation de neurones hippocampiques,



il y a une amplification rapide de la quantité d’ARNm du tPA . la
aussi été observé que I'on avait une augmentation similaire de ces ARNm dans les cellules de

Purkinje au sein de cervelet de rats soumis a I'apprentissage de taches motrices

Control

After-discharge-1h

: Synthése d’ARN messager du tPA suite a une activation neuronale.
Hybridation in situ des ARNm du tPA de rat au niveau de I’hippocampe apres une stimulation électrique dans le
gyrus dentelé

Chose intéressante, I'ajout d’inhibiteurs du tPA dans des cultures de neurones
interfere et affaiblit la phase tardive de la LTP. Au méme titre que I'ajout de tPA exogéne dans
ces mémes cultures favorise et potentialise cette phase tardive . Pour
aller encore plus loin, des travaux du laboratoire ont montré que I’effet du tPA sur la LTP serait
principalement mené par le sc-tPA . L'effet du tPA dans la LTP est aussi
visible au niveau du comportement des rongeurs. Des travaux montrent que des souris, qui
expriment de maniere disproportionnée le tPA, ont une augmentation des capacités
d’apprentissage et de mémorisation par I’exacerbation de son implication dans la LTP

. La réciproque est également vérifiée, les souris n’exprimant pas de tPA montrent
un déficit dans ces capacités, ce déficit est gommé par I'infusion de tPA directement dans

I’hippocampe

La fixation du tPA sur d’autres récepteurs synaptiques peut aussi expliquer son role

dans la LTP. En effet le tPA peut se fixer sur les récepteurs LRP, en particulier sur les LRP1



favorisant I'établissement de la LTP par I'activation de cascades moléculaires dépendantes de
la protéine kinase A. De plus, I'ajout d’un inhibiteur des LRP bloque la potentialisation du tPA
sur la LTP . Le tPA peut également venir se fixer sur les récepteurs a
I’'annexine Il reportés comme pouvant potentiellement étre les piliers de I'effet du tPA sur la

plasticité

Le tPA peut aussi participer indirectement a la phase tardive de la LTP en interagissant

avec le plasminogene. Il peut par la conversion du plasminogéne en plasmine active
dégrader les composants de la matrice extracellulaire et ainsi favoriser la croissance
synaptique . De plus une fois la plasmine activée,
elle va pouvoir convertir le pro-BDNF (brain-derived neurotrophic factor) en BDNF mature
, un facteur de croissance important dans le développement et la
différenciation de nouveaux neurones et de nouvelles synapses. Ce réle du tPA est confirmé
par une étude menée sur des souris déficientes en tPA et en plasminogene. En effet, ces souris
montrent des déficits dans I'établissement de la phase tardive de la LTP. L'ajout du précurseur
inactif du BDNF, le pro-BDNF, chez ces souris n"amene aucune modification alors que

['addition de BDNF mature comble ces déficits

Le tPA peut moduler le phénomene de LTP de maniere complexe en agissant

simultanément sur plusieurs mécanismes :
1 - Son interaction avec les R-NMDA

2 - Safixation sur les récepteurs de type LRP1 passant par les cascades de signalisation activées

par la protéine kinase A
3 - Par la conversion du plasminogene en plasmine qui va permettre :

» La dégradation de la matrice extracellulaire facilitant la naissance de nouvelles
synapses, ainsi que la croissance des synapses déja formées en dégageant
I'espace autour des structures synaptiques

» L'activation du Pro-BDNF en BDNF mature indispensable dans les phénoménes

de plasticité, notamment la LTP

4 - Par sa capacité a cliver la reeline, une protéine importante dans la régulation des fonctions

synaptiques



L'apoptose est le processus selon lequel les cellules déclenchent leur autodestruction
en réponse a un signal. Elle représente |'une des voies de mort cellulaire qui a la particularité
d'étre physiologiquement et génétiquement programmeée. Au contraire d'une autre voie de
mort cellulaire comme la nécrose, I'apoptose ne provoque pas de réponse inflammatoire dans
un premier temps car l'intégrité de la membrane plasmique de la cellule reste intacte. Assez
rapidement les cellules empruntant cette voie vont exposer dans le feuillet externe de leur
membrane plasmique de la phosphatidylsérine (d'ordinaire sur le feuillet interne), permettant
d'étre reconnues et phagocytées par les globules blancs (macrophages). L'apoptose est un
processus tres important durant le développement de l'organisme et également dans
I'adaptation du systéme immunitaire, mais il peut jouer un role aussi dans de nombreuses

pathologies.

Le role du tPA dans 'apoptose a été au départ controversé. Une étude lui attribuait
plutot un effet pro-apoptotique a la fois sur des cellules endothéliales soumises a une hypoxie
et a la fois sur des neurones corticaux de souris traités au NMDA . Une autre
étude montre qu'une activation microgliale peut aboutir a une exocytose de tPA qui serait
responsable de I'activation d'une voie de signalisation menant a |'apoptose des neurones

Plus récemment, d'autres études suggerent plutét un réle anti-
apoptotique du tPA. En effet, des travaux du laboratoire montrent que le tPA posséde un effet
anti-apoptotique sur des neurones corticaux de souris privées de sérum. Cette action passerait
par une réduction du clivage de la protéine caspase 3 (protéine tres importante de la cascade
apoptotique) et ne serait pas liée a son activité protéolytique ni a une interaction avec LRP

De plus, le tPA serait capable d'activer la voie
phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) /Akt dans les oligodendrocytes, les protégeant ainsi de
I'apoptose, et éviterait les dommages de la substance blanche . L'utilisation
de propofol (anesthésique) sur des neurones hippocampiques provoque la survenue
d'apoptose. Une équipe a démontré que le traitement antérieur de ces neurones avec du tPA
réduit la survenue de cette apoptose neuronale induite . Derniérement, une
autre équipe a observé qu'apres un traumatisme cranien, l'inhibition du tPA endogéene par la

neuroserpine active la mort neuronale apoptotique
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: Le tPA protege les neurones de I'apoptose induite par un sevrage en sérum.

Les récepteurs impliqués dans les effets du tPA sur le phénomeéne d'apoptose restent
encore discutés. Des études suggerent I'activation des récepteurs a I'annexine |l
, d'autres celle des NMDA-R qui contiennent la sous-unité GIuN2A
, et plus récemment les derniers travaux mettent en avant le réle des EGF-R
. Il n"est bien
entendu pas exclu qu'il y ait une collaboration de I'ensemble de ces récepteurs dans la

conduite de I'effet du tPA dans I'apoptose.

Dans le parenchyme cérébral, les cellules responsables des défenses immunitaires sont
les cellules microgliales. Elles appartiennent a la lignée des macrophages, des cellules capables
de phagocytose, et forme la seule population de cellules résidentes du SNC d'origine non
neurectodermique. Elles sont décrites comme étant la plupart du temps quiescentes mais ont
la particularité de s'activer suite a une lésion ou une attague du SNC. Une fois actives, elles se
mettent a sécréter un grand nombre de molécules pro-inflammatoires comme les cytokines

et chemokines, qui peuvent étre nocives pour les neurones avoisinants

Chez des animaux déficients en tPA, apres la survenue d'une |ésion excitotoxique, on
observe non seulement une réaction microgliale atténuée mais aussi une mort neuronale plus
faible . Le tPA peut activer directement les cellules microgliales
en se fixant sur leurs récepteurs a I'annexine Il via son domaine finger. La microglie activée va
a son tour libérer de nombreux facteurs toxiques qui favorisent les processus

neurodégénératifs . Le tPA lui-méme « peut » aussi étre libéré comme



une cytokine et venir moduler la mort neuronale en activant diverses voies de signalisation
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: Effets du tPA actif et inactif (S478A tPA) sur la mort neuronale induite par une injection de kainate
dans I'hippocampe et sur I'activation microgliale.
(a) L'injection intra-hippocampique de kainate n’a pas d’effet sur la mort neuronale chez les souris déficientes
en tPA (tPA -/-) et n’induit pas d’activation microgliale (d). L'injection de tPA et de kainate, chez des souris
déficientes en tPA, induit une mort neuronale hippocampique (b) et une activation des cellules microgliales (e).
L'injection de tPA inactif (S478A tPA) chez des souris déficientes en tPA, et en kainate n’entraine pas de mort
neuronale hippocampique (c) mais engendre une activation des cellules microgliales (f). La mort neuronale est
visualisée par une coloration au crésyl-violet sur des coupes de cerveaux de souris et I'activation microgliale est
révélée par un anticorps contre I'antigéne F4/80

Une équipe par la suite a mis en avant l'interaction du tPA avec les LRP qui activerait
les cellules microgliales. Dans un modele d'ischémie cérébrale, il s'avere que les souris
déficientes en LRP microgliaux présentent un taux de MMP-9 réduit et un cedéme cérébral
moins important. Lors de l'injection exogéne de tPA chez des souris tPA KO, il y a une
augmentation de l'activation microgliale mais elle n'est pas observée sur les souris déficientes
en LRP. Cette expérience montre bien qu'en condition ischémique les LRP sont impliqués dans

la réponse inflammatoire
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: LRP1 médie I'activation microgliale induite par le tPA aprés une MCAO.

A: Micrographies représentatives correspondant a I'analyse immunohistochimique pour B-isolectine et F4/80
dans les aires d’intérét 24 heures aprés MCAO chez les souris de type sauvage (a—c) et macLRP”" (d—i). g—i
correspondent a des souris macLRP”" traitées avec du tPA immédiatement aprés MCAO. c-f et représentent les
images fusionnées. Le bleu est le DAPI, le rouge est F4/80 et le vert est B-isolectine. B : Le pourcentage moyen
des cellules microgliales activées dans chaque aire d’intérét 24 heures aprés MCAO chez les souris WT (barres
blanches) et macLRP/- (barres noires), non traitées (NT) ou injectées par voie intracérébrale avec du tPA
immédiatement aprés la MCAO (+tPA) (d’aprés : ).

En plus d'agir sur les cellules de la microglie, le tPA est capable de recruter d'autres
cellules du systeme immunitaire circulantes comme les polynucléaires neutrophiles. En effet,
il a été montré que le tPA peut promouvoir la transmigration des neutrophiles en passant par
I'activité de la MMP-9. Le tPA serait en mesure d'amener une dégranulation des neutrophiles
qui se mettraient alors a libérer de la MMP-8, MMP-9, de l'élastase ou encore de la
myéloperoxydase . Une équipe a montré que cette
dégranulation induite par le tPA serait médiée par I'activation de la voie PI3K/Akt et la voie
Erk) . De plus, la conversion du plasminogene en plasmine par le tPA
peut conduire également a l'activation de la pro-forme de MMP-9 amenant une activité plus
importante de celle-ci dans la migration transmurale des neutrophiles. Le récepteur
responsable de |'activation des neutrophiles par le tPA n'est a ce jour toujours pas connu. Ce
que proposent les auteurs a présent, c'est que les propriétés protéolytiques et non
protéolytiques du tPA sont en jeu dans ce phénomeéne de recrutement et de dégranulation.
Les propriétés non protéolytiques du tPA lui permettraient de venir se fixer sur les
neutrophiles pour les activer (possiblement via ses domaines kringles) et amener une

dégranulation leucocytaire et amplifier la libération de MMP-9. Quant a ses propriétés



protéolytiques, elles lui permettraient, en passant par |'activation de la plasmine, d’entrainer

la conversion de la pro-MMP-9 en MMP-9 active

Enfin, le tPA aurait la capacité d'activer les mastocytes, favorisant la production de
médiateurs lipidiques (leucotriénes) qui accentueraient l'inflammation et la diapédese des
leucocytes .l estimportant de noter que ces mastocytes sont aussi une source
de tPA et donc qu'ils peuvent aussi jouer sur la migration des leucocytes.
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: Effets du tPA sur I’activation des neutrophiles.

Le tPA provoque la dégranulation des neutrophiles par une activation non-protéolytique d’un récepteur encore
inconnu. Ceci engendre I'activation des voies PI3K et Akt, et conduit a la libération de MMP-9. En parallele, par
I'intermédiaire de son activité protéolytique, le tPA peut activer le pro-MMP-9 en MMP-9 active. MMP-9
augmente alors la perméabilité de la BHE et la diapédése leucocytaire. En paralléle, le tPA orchestre une
diaphonie entre les neutrophiles et les mastocytes : le tPA peut activer les mastocytes, qui libérent alors des
médiateurs lipidiques qui aggravent les effets sur la BHE. Les mastocytes, en retour, peuvent augmenter la
production de tPA. (D’aprés : J)



Chez I'Homme, les processus cognitifs correspondent a la succession d'opérations
mentales en rapport avec l'assimilation des connaissances, leur stockage et leur traitement.
Ces processus s'appliguent surtout a nos fonctions cérébrales complexes comme la
perception, la mémoire, le langage ou encore la prise de décision. Lors de I'acquisition d'une
nouvelle connaissance par le cerveau, il y a deux mécanismes fondamentaux qu'exploitent ces
processus cognitifs. D’abord |'assimilation, qui représente I'appropriation d'une information
et la maniére dont on la décrypte: cela ameéne alors un changement de |'étendue des
connaissances de l'individu. Puis I'accommodation, qui se met en place une fois que nous
avons traité l'information et qui correspond a |'adaptation d'une conduite en réaction a notre

environnement.

Le tPA est une protéine en grand partie exprimée par I'hippocampe et nous avons vu
également que dans cette région comme d'en d'autre elle était impliquée dans le phénomeéne
de plasticité synaptique. Des études ont mis en évidence que le tPA jouait un role dans
I'apprentissage et la mémoire spatiale. En effet, des expériences de reconnaissance d'objets
ont montré que les souris déficientes en tPA affichaient des déficits de mémoire spatiale et
d'exploration . Plus précisément, c'est
I'interaction entre le tPA et la sous-unité GIuN1 des NMDA-R qui semble étre le mécanisme
mis en jeu dans la mémoire spatiale, car le blocage sélectif de cette interaction chez des souris
sauvages ameéne les mémes déficits . Une étude du laboratoire a
montré ensuite que concernant la mémoire spatiale le tPA interagit spécifiquement avec les

R-NMDA contenant la sous-unité GIuN2D

En plus de I'hippocampe, nous retrouvons une forte expression du tPA au niveau de
I'amygdale ainsi que dans le noyau de la strie terminale. Ces régions sont connues pour étre
le siege des phénomeénes d'anxiété, de stress et de peur. Des études ont noté que les souris
déficientes en tPA étaient de nature moins anxieuses que les souris sauvages

). Réciproquement, des souris déficientes en neuroserpine (inhibiteur
du tPA) présentent plus d'anxiété dans leur comportement que les souris sauvages
. De plus, le tPA joue un r6le dans I'acquisition ainsi que dans le rappel des stimuli

dans le contexte de peur



Le tPA peut étre retrouvé au niveau de la substance blanche du SNC, nous avons décrit
précédemment que les oligodendrocytes sont en mesure de le sécréter. Lors de la survenue
de lésions dans la substance blanche, le tPA intervient dans certains mécanismes tels que la
régénération axonale et la remyélinisation. En conditions inflammatoires, on observe la
formation de dépots de fibrine dans la zone de la lésion. lls vont étre responsables de
I'amplification de la réaction inflammatoire et vont aggraver la dégénération axonale. Le tPA
grace a son activité protéolytique dégrade ces dépots de fibrine et joue un réle protecteur
contre ces dommages . Une deuxieme étude observe que
la régénération axonale médiée par le tPA passe par un mécanisme indépendant de la

conversion du plasminogene en plasmine

Le tPA a aussi été étudié dans des modeles neuro-inflammatoires tel que la sclérose
en plaques. En effet, une équipe décrit que la dégradation des dépots de fibrine par le tPA est
nettement moins efficace dans cette pathologie, ceci étant lié¢ a une augmentation de
I'expression de PAI-1 et une réduction de celle du tPA
Toujours dans cette méme pathologie, des études montrent que les souris déficientes en tPA
présentent des symptdmes plus séveres et récuperent moins bien que les souris sauvages

. Réciproguement, les souris cette fois déficientes en PAI-1
montrent un retard dans la survenue des symptoémes et la sévérité de la pathologie est moins

importante que chez les souris sauvages
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: La dégénérescence axonale et la démyélinisation sont exacerbées chez les souris déficientes en tPA
apres écrasement du nerf sciatique.
La Coloration a I'huile rouge O de sections de cryostat indemne de nerf sciatique de souris sauvages (A) a révélé
une distribution normale de la myéline et la coloration en bleu de toluidine des sections transversales du nerf
sciatique a montré une morphologie axonale normale (B). 8 jours aprés écrasement (cd8), la coloration au bleu
de toluidine de sections transversales de souris sauvages (C) a montré plus d'axones myélinisés (fleches) que les
souris tPA”"(D). La coloration a I'huile rouge O a montré une accumulation accrue de myéline et de débris
lipidiques dans le nerf sciatique chez les souris tPA7- (F) par rapport au type sauvage (E). 22 jours aprés
écrasement (cd22), la coloration de la myéline par la protéine basique a révélé moins d’axones myélinisés dans
les nerfs de souris tPA”" (H) que chez les souris sauvages (G). Barre d’échelle : 18 mm (d’aprés :

).
Le tPA est capable par |'activation du plasminogene en plasmine de remodeler la MEC. Il va
ainsi pouvoir dégrader notamment les chondroitines sulfates et protéoglycanes (CSPGs) qui
empéchent et inhibent la repousse axonale . Une étude réalisée dans
notre équipe a montré que le tPA pouvait activer la protéine ADAMTS-4 (A disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs 4) capable de dégrader ces CSPGs. Cette
activation va alors permettre de favoriser la repousse axonale ainsi que la récupération
fonctionnelle dans un modele de traumatisme médullaire . Chose
intéressante, ADAMTS-4 est une protéase sécrétée en conditions physiologiques par les
oligodendrocytes pour favoriser la myélinisation . Pour finir, lors d'une
Iésion de la substance blanche, le tPA aide a la migration et a la survie des oligodendrocytes

en interagissant avec les EGF-R présents a leur membrane



Pour résumer cette derniére partie de l'introduction, le tPA est une sérine
protéase aux nombreuses fonctions. Par sa structure avec plusieurs domaines, le tPA
possede un interactome conséquent avec de multiples protéines et récepteurs dans
I’ensemble de I'organisme. Il existe sous deux formes distinctes (sc-tPA et tc-tPA)
enzymatiquement actives aux rbles parfois opposés, complexifiant ainsi ces

différentes implications.

Historiquement découvert dans le compartiment vasculaire, il joue un role
central dans I’hémostase. C'est par cette fonction de clivage du plasminogéne en
plasmine, qu’il participe a la dégradation des caillots sanguins riches en fibrine, et qui
lui vaut d’étre utilisé comme agent pharmacologique dans le traitement des AVC

ischémiques.

Le tPA est une protéine également exprimée dans le SNC par plusieurs types
cellulaires différents. Au sein du parenchyme cérébral le tPA s’avere impliqué dans de
nombreuses fonctions aussi bien bénéfiques (développement, plasticité, mémoire ...)

que déléteres (altération de la BHE, apoptose, excitotoxicité...).

Au niveau des neurones, le tPA est considéré aujourd’hui comme un
neuromodulateur. Il est exprimé, véhiculé et libéré par les neurones suite a une
dépolarisation. Une fois dans la fente synaptique, il interagit avec de nombreux
récepteurs postsynaptiques (NMDA, EGF, LRP...) et peut également étre recapturé par

les astrocytes.
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Dans le SNC, le tPA est exprimé par un certain nombre de cellules, parmi lesquelles on
compte les neurones. On considére aujourd’hui que le tPA est un neuromodulateur de la
neurotransmission gutamatergique car il est synthétisé par les neurones et libéré a la suite
d’une dépolarisation neuronale. De plus, il a la capacité d’interagir avec plusieurs récepteurs
postsynaptiques et de se faire recapturer par les astrocytes avoisinants. En jouant ce role, le
tPA se retrouvent par conséquent impliqué dans de nombreuses fonctions cérébrales a la fois
bénéfiques (survie neuronale et plasticité synaptique) et déléteres (inflammation,
excitotoxicité). Des études ont montré que le tPA joue un réle direct dans la plasticité
synaptique en interagissant avec la sous-unité GIuN1 des R-NMDAs et potentialisant ainsi
I'influx de Ca?* dans les neurones , mais aussi indirect en activant des

neurotrophines (par I'intermédiaire de la plasmine) comme le BDNF

Il est admis a I’heure actuelle que le tPA est transporté dans les neurones par des DCVs

et libéré par exocytose au niveau des extrémités

pré et postsynaptiques . De plus, le tPA a été mis en
évidence dans un sous-type de DCVs contenant la synaptobrévine 2 (VAMP2)

. Cependant, aucune étude n’a a ce jour décrit précisément le comportement des

vésicules a tPA dans les neurones corticaux dans différentes conditions d’activité (LTP/LTD).

La mise en évidence de la présence d’une colocalisation entre le tPA et VAMP2 n’a jamais été

montrée directement en microscopie.

L'implication du tPA dans la neurotransmission glutamatergique n’est plus a démontré,
seulement il reste encore quelques zones d’ombres sur les répercussions de son interaction
avec les R-NMDAs. Nous ne connaissons pas par exemple si 'amplification de 'influx de Ca?*
dans les neurones par le tPA améne une augmentation de la libération de vésicules
synaptiques et méme de DCVs. De nouvelles études décrivent en plus depuis plusieurs années
I’existence de R-NMDAs présynaptiques complexifiant le role du tPA dans la potentialisation
des élément pré et postsynaptiques. Des renseignements sur la maniere dont est transporté

et libéré le tPA dans les neurones permettraient de mieux comprendre sa fonction synaptique.

Mes travaux de these visent donc a caractériser de maniere précise le trafic du tPA
ainsi que sa libération dans les neurones corticaux en activité pour une meilleure
compréhension de son implication dans les mécanismes physiopathologiques. Pour cela, nous

avons utilisé I'incorporation de plasmides codant pour des protéines fusion du tPA (tPA-



HaloTag®, HaloTag®-tPA-SEP) pour le surexprimer in vitro dans des cultures de neurones

corticaux.

Nous savons qu’actuellement peu d’études approfondissent le role du tPA dans les

neurones, les données dont nous disposons a ce sujet sont les suivantes :

Le tPA est exprimé par les neurones de différentes régions cérébrales

Il est en majorité retrouvé dans des neurones excitateurs glutamatergiques

Il est véhiculé dans des vésicules a cceur denses synaptobrévine 2 positives (VAMP2)
Il est libéré a la synapse a la suite d’'une dépolarisation neuronale

Il peut se fixer sur différents récepteurs une fois libéré dans le milieu extracellulaire

Les questions que nous nous sommes posés dans le cadre de mon projet de thése sont :

Comment se comportent les vésicules contenant le tPA dans les dendrites et dans les
axones des neurones corticaux en conditions de repos, d’activation et d’inhibition ?
Comment le tPA est-il libéré au niveau des extrémités pré et postsynaptiques dans ces
différentes conditions ?

Le tPA et VAMP2 partagent-ils des similitudes dans leur trafic respectif ?

Le tPA influence-t-il la libération de glutamate par les neurones ?

Y a-t-il une altération du trafic du tPA dans un contexte pathologique des neurones

(Tauopathie) ?

Ces travaux ont donné lieu a la rédaction de deux publications :

1 - «Post-synaptic Release of the Neuronal Tissue-Type Plasminogen Activator (tPA)» dans

Frontiers in Cellular Neuroscience en 2019 en tant que deuxieme auteur.

2 - «Modulations of the neuronal trafficking of tPA influences the glutamate release: a

mechanism impaired in a model of tauopathy» en cours de preparation.
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Résultats




Lenoir S, Varangot A, Lebouvier L, Galli T, Hommet Y, Vivien D (2019). Post-synaptic Release of the
Neuronal Tissue-Type Plasminogen Activator (tPA). Frontiers in Cellular Neuroscience 13, 164.

doi:10.3389/fncel.2019.00164

L'activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) est une serine protéase qui a initialement été
découverte dans le compartiment vasculaire pour son implication dans la fibrinolyse. Le tPA
peut étre exprimé par un certain nombre de cellules du parenchyme cérébral comme les
neurones. Le tPA a d’ores et déja été décrit comme étant transporté dans les neurones dans
des vésicules a cosur denses , et comme étant libéré dans le milieu
extracellulaire a la suite d’une dépolarisation neuronale (Nicole et al. 2001; Fernandez-
Monreal et al. 2004b; Lochner et al. 2006; de Wit et al. 2009). Cependant, la distribution et le
trafic du tPA n’ont jamais été précisément décrit dans les différents compartiments

neuronaux.

Au cours de cette étude, nous avons voulu mieux décrire la distribution et le trafic du tPA dans

les neurones corticaux en conditions basales (sans modification de I'activité des neurones).

Il'y a plus de vésicules a tPA statiques dans les dendrites que dans les axones ;

- Le tPA est présent dans des vésicules d’exocytose VAMP2 a la fois dans les axones et les

dendrites ;
- Le tPA est majoritairement libéré par le compartiment post-synaptique;

- Le tPA est endocyté par des vésicules Rab5, recylé par des vésicules Rab11 et dégradé

par des vésicules Rab7 ;

- Le tPA et le BDNF sont transportés et leur trafic s’effectue dans les mémes vésicules

synaptiques.
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Post-synaptic Release of the
Neuronal Tissue-Type Plasminogen
Activator (tPA)

Sophie Lenoir', Alexandre Varangot', Laurent Lebouvier', Thierry Galli?,
Yannick Hommet ' and Denis Vivien '**

' Physiopathology and Imaging of Neurological Disorders, UNICAEN, INSERM, UMR-S L1237, Normandie Université, Caen,
France, * Membrane Traffic in Healthy & Diseased Brain, Center of Psychiatry and Neurosciences, INSERM U894, Sorbonne
Faris-Cité, Université Paris Descartes, Paris, France, ° Department of Clinical Research, Caen University Hospital, CHU Caen,
Caen, France

The neuronal serine protease lissue-type Plasminogen Activator (tPA) is an important
player of the neuronal survival and of the synaptic plasticity. Thus, a better understanding
the mechanisms regulating the neuronal trafficking of tPA is required to further understand
how tPA can influence brain functions. Using confocal imaging including living cells
and high-resolution cell imaging combined with an innovating labeling of tPA, we
demonstrate that the neuronal tPA is contained in endosomal vesicles positives for Rabs

and in exosomal vesicles nositives for svnantohravin-2 A VAMP2) in dendrites and axons
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tPA-containing vesicles differ in their dynamics with the dendritic tPA containing-vesicles
less mobile than the axonal tPA-containing vesicles, these laters displaying mainly a
retrograde trafficking. Interestingly spontanecus exocytosis of tPA containing-vesicles
occurs largely in dendrites.

Keywords: tissue-type plasminogen activator, trafficking, vesicles, synapses, neurons

INTRODUCTION

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a serine protease which was first shown to be produced
by endothelial cells and released in the blood stream, where it plays roles in clotting and fibrinolysis
(Astrup and Stage, 1952). Most of its vascular functions are associated with its ability to promote
the conversion of plasminogen, bound to fibrin or cells, into plasmin (Hoylaerts et al., 1982;
Briens et al, 2017). In the brain parenchyma, tPA is expressed in neurons and possibly in a
subset of glial cells (Tsirka et al., 1995; Hultman et al., 2008; Louessard et al., 2016). It is involved
in cell migration, neuronal plasticity, neuronal survival, maintenance of the blood-brain barrier
integrity and in the control of inflammatory processes (Heébert et al., 2016). When released into
the extracellular space, tPA mediates generation of plasmin which in turn regulates the degradation
of the extracellular matrix (Baricos et al., 1995) and the conversion of growth factors, chemokines
precursors, neurotrophins into their active forms (Bruno and Cuello, 2006; Lee et al., 2007; Su
et al., 2008; Rodier et al., 2014). For example, tPA was reported to promote the conversion
of pro-BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) into its mature form (m-BDNF) through a
plasmin-dependent mechanism (Pang et al., 2004). tPA can also bind to various receptors including
the N-methyl-D- aspartate receptor (NMDAR), the low-density lipoprotein receptor-related
protein (LRP), Platelet Derived Growth Factor-CC and annexin-1I (Hajjar et al., 1994; Nicole
et al, 2001; An et al,, 2008; Su et al,, 2008). tPA is thus now considered as a neuromodulator
and the mechanisms that govern its distribution at the synapse should play an important role.
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As such, we showed in a previous study (Fernindez-Monreal
etal., 2004) that the tPA released by neurons upon depolarization
was recaptured by astrocytes, through a LRP-dependent
mechanism (Cassé et al., 2012). In turn, astrocytes can release
tPA at the synaptic cleft by a mechanism dependent on the
concentration of extracellular glutamate (Cassé et al, 2012).
More recently, we revealed that, when released from neurons,
the tPA can promote the conversion of pro-BDNF into m-BNDF
by a mechanism dependent on the activation of plasminogen
bound to the surface of astrocytes (Briens et al., 2017).

Although tPA was reported to be present at the synapse (Wu
etal., 2015), co-immunoisolated with synaptobrevin-2 (VAMP2)
positive vesicles (Louessard et al,, 2016) and associated with an
increased synaptic endocytosis (Yepes et al.,, 2016), its localization
at the synapse and the mechanisms that govern its neuronal
trafficking are largely unknown. The present study attempted
to examine in detail the neuronal trafficking of tPA (Lenoir,
2018). The results indicate that: (i) the tPA is present in VAMP2
positives vesicles in axons and dendrites; (ii) with the pre-
synaptic dendritic vesicles that contain tPA that are more statics
than the axonal vesicles that are also positives for tPA; (iii) in
basal conditions the release of tPA-containing vesicles is higher
in dendrites than in axons and; (iv) the tPA is also present in
endosomal vesicles that are positives for Rabs.

MATERIALS AND METHODS
Reagents

Recombinant human tPA (Actilyse®) was purchased from
Boehringer Ingelheim (Ingelheim am Rhein, Germany). Fetal
bovine serum, horse serum, lipofectamine® 2000 reagent,
B27 supplement, glutamine, laminin, neurobasal medium, and
penicillin/streptomycin were purchased from ThermoFisher
(Waltham, Massachusetts, USA). Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM), poly-D-lysine, phosphate-buffered saline
(PBS), paraformaldehyde, albumin from bovine serum,
ammonium chloride (NH4Cl), potassium chloride (KCI), and
rabbit polyclonal antibody were purchased from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA). Aprotinin (Trasylol) was purchased from
Bayer (Leverkusen, Germany). HaloTag® TMR ligand was
purchased from Promega (Madison, Wisconsin, USA). Human
Embryonic Kidney HEK-293 cells were purchased from ATCC
(Teddinghton, UK). The following primary antibodies were used
for immunocytochemistry: mouse monoclonal anti-HaloTag®
(dilution 1:1,000; Promega; G9211) rabbit anti-tPA polyclonal
antibody (dilution 1:1 500; generous gift from R. Lijnen,
Leuven), chicken anti-Microtubule-associated protein 2 (MAP2)
polyclonal antibody (dilution 1:8 000; Abcam, Cambridge, UK;
ab5392), rabbit anti-tau polyclonal antibody (dilution 1:500;
Abcam; ab64193), guinea pig anti-synapsin polyclonal antibody
(dilution 1:500; Synaptic System; 106 004) and rabbit anti-
homer-1C polyclonal antibody (dilution 1:500; Synaptic System;
160 003). Primary antibodies were used for immunocblotting
are: anti-tPA (dilution 1:10 000; rabbit polyclonal antibody;
Abcam; ab62763) and anti~HaloTag® (dilution 1:1,000; mouse
monoclonal antibody; Promega; G9211). Secondary fluorescent
antibodies (Alexa647 or Cy2; dilution 1:800) were purchased

from Jackson Immunoresearch (Bar Harbor, ME, USA) and
secondary peroxidase antibodies for immunoblotting: anti-
mouse (IgG A9044 1:80,000), anti-rabbit (IgG A0545 1:80,000)
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

Plasmid Constructs

The ¢cDNA encoding for amino acids 1 to 32 of the peptide signal
of human tPA was amplified from the full-length human tPA
cDNA. The corresponding Polymerase Chain Reaction (PCR)
product was subcloned into the eukaryotic expression plasmid
pCDNAS5.1 between Nhel and BamHI. Then, the full length
coding sequence for mature human tPA was PCR amplified and
subcloned downstream of the “peptide signal—6xHis” between
BamHI and Xhol restriction sites to generate a cDNA encoding
for the mature 6xHis human tPA (tPAwt). The c<cDNA of
HaloTag® without the Tobacco Etch Virus protease (TEV)
cleavage site was PCR amplified from the plasmid pFCI4A
(Promega, France) and subcloned into pCDNAS5.1-tPA between
the end of the sequence encoding for tPA and the STOP
codon at the end of the Halo-Tag®, then fused in BamHI
between the His-tag and the beginning of the ¢cDNA for tPA
(HD-Fusion technologies from Clentech, USA). For synapsin
promote-driven constructs, we replaced the CMV promotor
of the plasmid pCI by the ¢cDNA of the synapsin promotor
subcloned between Bglll and Nhel. For pCMV_HaloTag®-
tPA-SEP, the cDNA encoding for the pH sensitive GFP
(pHluorin) was subcloned by fusion into pCMVﬁHaloTag@)f
tPA between the end of the sequence of tPA and the STOP
codon. The constructs pCMV_GFP-homer-1C, pCMV_GFP-
VAMP2, pCMV_GFP-Rab pCMV_CFP-Rab and pCAG_RFP
were provided by Thierry Galli (Paris, France). pCMV_GFP
(pAcGFP1-N1 Vector, Cat#632469) and pPLAT GFP were
purchased from Takara Bio (Kusatsu, Japan) and Genecopoeia
(Rockville, Maryland, USA), respectively. All the constructs
were amplified in Escherichia coli DH5w cells and purified
by a Nucleobond endotoxin-free plasmid DNA PC 2000 kit
(Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s instructions.

Immunobloted

Fifty nanograms of tPA (Actilyse®), tPA-HaloTag® (coming
from tPAfHaloTag®ftransfected HEK cells) were loaded in 10%
polyacrylamide gel. Polyacrylamide gels were then transferred
on a PVDF membrane and immunoblotted with the primary
antibodies. After incubation with the secondary antibodies,
proteins were visualized with an enhanced chemiluminescence
western blot detection reagent (ECL Prime Western Blotting
System; GE Healthcare; RPN2232) using ImageQuant LAS 4000
Camera (GE Healthcare, Chicago, IL, USA).

Fibrin-Agar Zymography Assay

The presence of active tPA-HaloTag® (coming from tPA-
HaloTag®ftransfected HEK-293 cells) was detected by laying
the sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel onto a fibrin-
agar layer containing plasminogen (SDS-PAGE) performed as
previously described (Gaussem et al., 1993). Fifty nanograms of
purified tPA-HaloTag® and Actilyse® (control) were subjected
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to SDS electrophoresis (10% polyacrylamide gels, under non-
reducing conditions). SDS was then exchanged with 2.5% Triton
X-100. After washing off excess Triton X-100 with distilled water,
the gel was carefully overlaid on a 1% agarose gel containing
1 mg/mL bovine fibrinogen, 100 nM plasminogen and 0.2 NIH
U/mL of bovine thrombin. Zymograms were allowed to develop
at 37°C for 12h and photographed at regular intervals using
dark-ground illumination.

Cell Cultures

Cortical astrocyte cell cultures were prepared from 1 to 3 days
postnatal mice. Cerebral cortices were dissected and dissociated
in DMEM. Then, cells were plated in DMEM supplemented with
10% fetal bovine serum, 10% horse serum and 2 mM glutamine

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

Primary cultures of cortical or hippocampal neurons were
prepared from fetal mice (embryonic day 14) as previously
described (Buisson et al., 1998). Cortices or hippocampi were
dissected and dissociated in DMEM and plated (250 000 cell/
mL) on glass bottom microwell dishes (MatTek Corporation,
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P35G-1.5-14-C, Ashland, MA, USA) earlier coated with poly-
D-lysine (0.1 mg/ml) and laminin (0.02 mg/ml). Cells were
cultured in Neurobasal Medium supplemented with 0.4 mM
of glutamine, 2% B27 supplement 50X, 10% horse serum and
penicillin/streptomycin (10,000 1U/ml; 10,000 UG/ml). After
1h, media were replaced by glio-conditioned medium obtained
from primary cultures of astrocytes (see above). Cultures were
maintained at 37 °C in a humidified 5% CO; atmosphere. One
third of medium was changed one time weekly by fresh glio-
conditioned medium.

Neuronal Transfection

Transfections were performed at Day In Vitro (DIV) 12 or DIV
20. Neuronal cultures were washed with HEPES and Bicarbonate
Buffered Salt Solution (HBBSS; NaCl: 116 mM, KCl: 5.4 mM,
CaCly: 1.8 mM, MgSOy4: 0.8 mM, HEPES: 12mM, NaH,POy4:
0.34 mM, D-glucose: 5.5mM, NaHCOj;: 25mM and Glycine:
10 wM) prior a 8h incubation in the presence of the mentioned
¢DNAs and lipofectamine®™ 2000-containing HBSS, HBSS is
then replaced by regular media as described above (cell cultures
section). The transfection efficiency is 10-20%.

tPA-HaloTag® Detection With HaloTag®

TMR Ligand
After 24-48h, neuronal cultures were washed with HBBSS,
HaloTag® TMR ligand was added during 15min and
neuronal cultures were washed again with HBBSS (to remove
unbound ligand).

Immunocytochemistry

Neuronal cultures were washed with HBBSS, fixed in
paraformaldehyde 4% for 20min at room temperature,
washed in PBS (0.1 M) and blocked 1h in PBS containing 0.3%
Triton X100 and albumin (4%). The primary and secondary
fluorescent antibodies were used (see reagent section) and
confocal laser-scanning microscopy was performed (see the
next section).

Laser Scanning Confocal Microscopy
Laser-scanning confocal microscopy (LSCM) was performed
using an inverted Leica SP5 confocal microscope (Leica
Microsystems SAS; Leica, Wetzlar, Germany) equipped with an
Argon Gas laser and a X40 NA = 1.3 oil immersion objective.
Culture was scanned at room temperature with 458-, 488-, 561,
633-nm, laser lines to detect the CFP, GFP or SEP or Cy2,
HaloTag® TMR ligand and Alexa647, respectively and high-
resolution images (1024 x 1024, 12 bits) of optical sections (z
stack, step: 0.45 um) were captured using sequential line (mean
of three) scanning. Colocalizations of two or three fluorophores
were qualitatively assessed in the x, y, and z planes of each optical
section. Maximal projection images of confocal z series (stacks)
were generated where indicated in the figure legends. Minimal
adjustments to image contrast and intensity were made in Image]
software using the levels or contrast/brightness functions.

Live Imaging

Time-lapse images were collected at a 512 x 512-pixel resolution
(8 bit). A short interval (0.648s) for a total of 465 images in a
non-sequential mode was used to maximize vesicles resolution
trajectories. A relatively low laser intensity was used to minimize
laser-induced cellular damage. All acquisitions were performed
using a temperature control system (“cube & box,” life imaging
services, Basel, Switzerland) at 37°C.

STED Microscopy

Confocal and STED images were acquired with a Leica TCS SP8
Confocal/STED 3x microscope with an oil-immersion 100x,
1.44-N.A. objective. Dual-color sequential confocal scans were
followed by dual-color sequential STED scans by using a STED
microscope. HaloTag® TMR ligand and GFP were excited with
555 and 488-nm white light lasers respectively, at 2-5% of laser
power in this particular order. During STED scanning, GFP, and
HaloTag® TMR ligand signals were depleted with 592 nm and
660 nm time-gated depletion lasers.

Image Analysis

Confocal images were analyzed with the Image] software.
The numbers of vesicles per 100pm (Figures3, 5, 6 and
Supplementary 4) were analyzed with the “cell counter” (for
the number of puncta) and “straight line” functions (for the
distance). Localization of tPA-HaloTag® at the synapse was
determined with the “RGB plot profile” function (Figure4).
Colocalization between tPA-HaloTag® and other proteins was
studied with the “Pearson’s correlation” function (Plugins
JACoP; Figures 5, 7) and the “Cell counter” function was used
to calculate the percentage of colocalization (Figures5, 7).
Live —cell video-acquisitions of tPA-HaloTag® and Halotag®-
tPA-SEP were analyzed using kymographs generated using
kymographbuilder plugin for Image] with a variable length
between of 60 to 100 wm (x-axis) and a total time of 5min (y-
axis) to extract kinetics parameters: velocity (jm/s), dynamic
(Figures 3, 6 and Supplementary 3, 4). For the flow analysis, all
kymographs were generated with a length of 60 wm and a total
time of 5 min. Imaris x64 7.7.2 software (Bitplane) was used to
model the two configurations of tPA at the synapse: pre-synaptic
tPA and post-synaptic tPA (Figure 4).

Analysis of tPA Containing Vesicle Motility

tPA-HaloTag® motility analysis was analyzed in both axonal and
dendritic processes. Axons were distinguished from dendrites
firstly based on known morphological characteristics: greater
length, thin and uniform diameter, and sparse branching (Banker
and Cowan, 1979). After a dozen retrospective immunostainings
with an anti-MAP2 antibody of each neurite, a kymograph type
profile for each neuronal process has been established and used
as a basis for neurite distinction. We selected the proximal region
of axons and dendrites for time-lapse imaging analysis. Only
those that appeared to be single axons and separate from other
processes in the field were chosen for recording axonal tPA-
HaloTag® transport. Regions where crossing or fasciculation
occurred were excluded from analysis. A tPA-HaloTag® vesicle
has been considered stationary if it remained immotile for the
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FIGURE 2 | Characterization oﬂPAfHaioTag plasmids. (A) Timeline of the experiments. Representative confocal images of cortical and hippocampal neurons
transfected (+) or not (-) at DIV12 (Day In Vitra) with pSyn_lPAfHa\oTag® and exposed 48h later (+) or not (-) to the Ha\oTag@ TMR ligand, together with an
immunocytochemistries (ICC) against tPA (blue) and MAPZ2 (green). Scale Bar: 20 um. (B) Transfection of cortical neurons at DIV 12 with pSertF’AAHaloTa\g® {red)
and pCMV_GFP (green) plasmids, exposed 4 h later to the Ha\oTag® TMR ligand and ICC performed to reveal tPA (in blue). Z-stack and scale Bar: 50 um (whole
neurcn) and 10 wm (1 and 2: whole neuron zoom). (C} Timeline of the experiments. Transfections of pCMVﬁtPAHa\oTag@ or pSyanA-HanTag@) (both revealed in
red) and immunochemistry raised against MAP2 (in blug) show similar neuronal expressions of tFU’H—(a\oTag® with the two constructs. Scale oftF’AfHanTag@“ with the
two constructs. Scale Bar: 50 wm (whole neurony)
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FIGURE 3 | experiments. (D) Transport of tPA—Ha\oTag@) in cortical dendrites. Representative kymographs generated from dendrites (in red) and analyzed trajectories
of vesicles are shown with a color cede, black for anterograde, gray for retrograde and white for static vesicles. Down, representative diagrams of the distribution of
vesicles velocities (wm/s) from seven analyzed kymographs (270 anterograde vesicles, 278 retrograde vesicles, n = 7 neurons from & independent cultures). (E)
Transport of tPA—Ha\oTag® in cortical axons. Representative kymographs generated from axens and analyzed trajectories of vesicles are shown with the same color
code viewed previously in (D). Down, diagrams illustrate the distribution of vesicles velocities (wm/s) from five analyzed kymographs (209 anterograde vesicles, 317
retrograde vesicles from n = 5 neurons from 4 independent cultures). (F) Histograms recapitulate dendritic and axonal vesicles velocities (um/s) in anterograde way
(axons: 1.22 pm/s; dendrites: 0.95 wm/s) and in retrograde way (axons: 1.24 wm/s; dendrites: 0.87 nm/s). {Anterograde: 209 vesicles for axons and 270 for dendrites;
p = 1.4.1075. Retrograde 317 vesicles for axons and 278 for dendrites; p = 2.15.1071%, n = 5 and n = 7 neurens respectively, from N = 9 independent cultures).
Student’s t-test. (G) Histograms show the tPA—HanTag® vesicles flow (number of vesicles per min) repartition in anterograde and retrograde directions in dendrites
and axons on a time proportion (anterograde: 8 vesicles for axons and & for dendrites per min; p = 0.370. Retrograde 13 vesicles for axons and 6 for dendrites per
min; p = 0.028. N = 5 and N = 7 neurons respectively, from N = 9 independent cultures). Mann-Whitney's U test. (H) Histograms showing the percentages of tPA
positives vesicles repartition in both ways in axons (anterograde: 40%; retrograde: 60%, p = 0.180) and in dendrites (anterograde: 49%; retrograde: 51%, p = 1.0)
(axons N = & and dendrites N = 7 neurons, from N = 9 independent cultures). Mann and Whitney' U fest. (I) Histograms showing percentages of dynamic tPA
positives (TMR positive puncta, in red) vesicles in axons (88%;) and dendrites (67%); p = 0.001, and the percentages of stationary tPA vesicles in axons (12%) and in
dendrites (43%); p = 0.001, (N = 10 neurons for axons and N = 7 neurons for dendrites, from N = 6 independent cultures). Student’s f-test.

entire recording period; a vesicle has been considered mobile only
if the displacement was >2 pm during 5 min.

Experimental Design and
Statistical Analysis

The values of charts are presented as mean &= SEM. All analyses
were completed from a minimum of two to nine independent
cultures. Each experiment was performed from independent dish
of cultured cortical neurons. The number of sample, named
“n” corresponds to either the number of independent neurons
analyzed (all figures excepted Figure 3) or to the number of
independent vesicles analyzed (Figure 3). All statistical analyses
were performed with the Statistica® software. A non-parametric
Mann-Whitney U test was performed for all analyses unless for
charts D and G of the Figure 3 for which we used a Student’s -
test. Vesicular intensities in NH4Cl experiments were analyzed
with a non-parametric Wilcoxon signed-rank test for matched
samples (Supplementary 3).

RESULTS
Axonal and Dendritic Trafficking of tPA

In order to track neuronal tPA in live cells, we inserted a
HaloTag® at its C-terminal end (tPA-HaloTag®, Figure 1A). The
tag HaloTag® is a modified haloalkane dehalogenase designed
to covalently bind chloroalkane coupled with fluorophore
(HaloTag® ligands) (Encell et al., 2012). This technology offers
a wide range of ligands allowing a multitude of applications
(localization, pulse chase, protein interactions) (England et al.,
2015). In our study, we used a cell permeable exogenous
fluorescent ligands, the HaloTag® TMR Ligand (555Ex/585Em).
When tPA-HaloTag® was expressed in HEK-293 cells as control,
it was detected by either the “HaloTag® TMR Ligand” or an
antibody raised against tPA in the intracellular compartment
(Figure 1B). Accordingly, a recombinant proteolytically active
tPA-HaloTag® was detected from protein extracts of transfected
HEK-293 cells (69 kDa for tPA plus 33 kDa for the HaloTag®)
(Figure 1C) also revealed with antibodies raised against either
tPA or HaloTag® (Figure 1D). Control experiments were also
performed from cortical and hippocampal mouse neuronal
cultures (Figures 2A,B), confirming the neuronal expression of

tPA-HaloTag®, revealed either by the HaloTag® TMR Ligand or
with an antibody raised against tPA. Expression of tPAfHa.loTag®
were driven either by a viral promoter pPCMV (CytoMegaloVirus)
or by the neuronal specific promoter synapsin (pSyn), with
similar profiles of expression (Figure 2C) which suggest that the
two promoters can be used in parallel. Similarly, the position
of the HaloTag®, either N-terminal or C-terminal of tPA
did not change its neuronal distribution (Supplementary 1).
Furthermore, cortical neurons in culture are able to activate tPA
promotor (Supplementary 2).

We then aimed to determine whether the expression of
neuronal tPA was polarized. Primary cultures of mouse cortical
neurons (DIV 20) were transiently transfected for 48 h with the
pSyn_tPA-HaloTag® plasmid and subjected to immunostainings
for either MAP2 (microtubule-associated protein 2) or tau
(tubulin-associated unit) (Figure 3A). We found the presence of
tPA in dendrites (MAP2 and tau positive) and axons (tau positive
only), with a mean number of 86 puncta of tPA-HaloTag®
per 100 um in dendrites vs. 59 puncta per 100 pm in axons
(n = 22 neurons and #n = 15 neurons respectively, from 6
independent neuronal cultures, p = 0.0065, Mann and Whitney’
U test). The distribution of neuronal tPA was thus not fully
polarized, although the number of tPA dots was higher (+45%)
in dendrites than in axons (Figure 3B). We then investigated
the motility of tPA-containing vesicles in axons and dendrites
(Figure 3C). Kymograph analyses of the trajectories showed
that tPA-containing vesicles moved bidirectionally in axons and
dendrites (Figures 3D,E). Interestingly, the velocity of vesicles,
both retrograde and anterograde, was higher in axons than in
dendrites; Anterograde: 1.21 pwm/s in axons vs. 0.94 pm/s in
dendrites; p = 1.4.107°, Student’s t-test, (n = 270 and 209
vesicles respectively, measured from 5 independent neurons
of 4 independent neuronal cultures)-Retrograde: 1.24 pm/s in
axons vs. .86 pm/s in dendrites p = 2.15.10~%°, Student’s -
test (n = 278 and 317 vesicles respectively, measured from
7 independent neurons of 5 independent neuronal cultures)
(Figure 3F). The number of mobile vesicles was higher in
axons (mainly retrograde) than in dendrites (anterograde: 8
vesicles/min in axons vs. 5 vesicles/min in dendrites; p = 0.370,
Mann-Whitney’s U test and retrograde: 13 vesicles/min in axons
vs. 6 vesicles/min in dendrites; p = 0.028, Mann-Whitney’s U
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blue). IMARIS reconstruction from confocal images. Scale Bar: 2 um.

FIGURE 4 | present in 32% of all synapses (yellow frame: 1) and 68% of synapses are negative for tPA (white frame: 2), N = 21 neurons from N = 6 independent
cultures and p = 0.0001. (C) Timeline of the experiments. Cortical neurons at DIV 20 were transfected with pCMVJPAfHanTagqc plasmid, ICC raised against
synaspin and homer-1C were performed. Representative z-stack confocal images and diagrams show the percentages of tPA located either pre or post-synaptically.
Scale Bar: 5 um. (D) 55% of all synaptic tPA is post-synaptic (green frame in confocal image; 3) and 45% of all synaptic tPA is pre-synaptic (blue frame in confocal
image; 4). N = 10 neurons from N = 2 independent cultures and p = 0.025, (E) IMARIS reconstructions from confocal images C of pre-synaptic tPA (blue frame; 4)
and post-synaptic tPA (green frame; 3). (F) Representative 3D-confocal images of co-transfected cortical neurons (at 3D-confocal images of co-transfected cortical
neurons (at DIV20) with pCMV_tPA-HalaTag® (in red) and pCMV_GFP-homer-1-C (in green) plasmids followed by immunocytochemistry raised against synapsin (in
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FIGURE 5 | tPA is associated with VAMP2 proteins. (A) Timeline of the experiments. Representative z-stack images of co-transfected cortical neurons (at DIV20) with
pCIVIV_tPA—HanTag® (TMR ligand, in red) and pCMV VAMP2-GFP (in green), followed by ICC raised against MAP2 (in blue). tPA-Ha\oTag@) colocalizes with
VAMP2-GFP (exosome) in axons (MAP2-; frame 1) and in dendrites (MAP2+-; frame 2) with Pearscn’s coefficients, respectively: r = 0.687 and r = 0.740. Scale Bar: 5
or 50im (whole neuron). {B) Representative diagrams of the percentages of colocalization between IPA—HaloTag@’ and VAMP2-GFP in function of total tPA~HanTag®
puncta. There are 39% of colocalization in axons and 48% in dendrites (p = 0.125). (C) Representative images of co-transfected cortical neurons cortical neurons (at
DIV14) with pCiVIV_tF’A-Ha\oTag@ {reveals by TMR ligand, in red) and pCMV_VAMP2-GFP (in green). tPA»Ha\oTag® and VAMP2-GFP colocalize, when revealed by

or 1um.

confocal and super-resolution microscopy: Stimulated Emission Depletion (STED) with Pearson’s coefficients, respectively: r = 0.877 and r = 0.411. Scale Bar: 2

test, n = 5 and 7 neurons respectively, from 9 independents
neuronal cultures) (Figure 3G and Supplementary movies 1, 2).
Interestingly, although all axonal tPA-containing vesicles were
mobile, around half of the dendritic tPA-containing vesicles were
stationary (mobile/stationary: for axons: 88/12%, for dendrites:
57/43%) (Figures 3H,I) (n = 10 neurons for axons and »n
= 7 neurons for dendrites from 6 independent neuronal

cultures, p = 0.001, Students t-test). To characterize further
the location of tPA at the synapse, neurons were co-transfected
with a vector encoding for the postsynaptic marker GFP-
homer-1C and immunostained for the presynaptic marker
synapsin (Figure 4A). We found that 32% of synapses were
tPA-positives (n = 21 neurons from 6 independent neuronal
cultures, p < 0.0001 Mann and Whitney U test, Figure 4B).
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Furthermore, 55% of synaptic tPA was located post-synaptically,
as shown in neurons immunostained for homer-1C and synapsin
(Figures 4C,F, n = 10 neurons from 2 independent neuronal
cultures, p = 0.025, Mann and Whitney’ U test).

tPA Is Contained in Vesicles Displaying a
Constitutive Post-synaptic Release

Trafficking of synaptic vesicles includes their formation,
intracellular movement and exocytosis. Each of these processes
is driven by dedicated proteins, named V-SNARE (Vesicular
Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein)
(Chaineau et al., 2009). VAMP2 (aka Synaptobrevin 2) is the main
v-SNARE of synaptic vesicles. Neurons (DIV 20) expressing tPA-
HaloTag® were thus co-transfected with GFP-tagged VAMP2
(Figure 5A) and subjected to immunostainings against MAP-
2. In axons, VAMP2-GFP positive spots co-localized with 39%
of the total tPA puncta (Pearson’s coefficient r = 0.687). In
dendrites VAMP2-GFP positive spots co-localized with 48% of
the total tPA puncta (r = 0.740) (Figures 5A,B; n = 6 and n =
10 neurons respectively, from 6 independent neuronal cultures, p
= 0.125, Mann and Whitney’ U test). The presence of VAMP2
positive vesicles containing tPA was confirmed by using high
resolution STED imaging (Figure 5C). We then engineered a
dual color reporter HaloTag®-tPA-SEP construct with the pH
sensitive GFP variant super ecliptic PHluorin (SEP) as a sensor
of (PA-containing vesicles exocytosis (Figures 6A,B). Control
treatment with ammonium chloride to buffer HaloTag®-tPA-
SEP-containing vesicles led to the switch of GFP negative

+DA _containine vesicles (normally acid) to GEDP nagitive +DA_
Lra-tonaining vesiGies (normany adiG; W Grr posiuve irf

containing vesicles (NH4Cl inducing capture of protons), as
previously reported (Shen et al., 2014) (Supplementary 3). Using
live cell imaging (Figure 6C) we observed that, under resting
conditions, the constitutive exocytosis of tPA was higher in
dendrites than in axons (11 SEP positive vesicles per 100 um in
dendrites (19% of the total number of tPA positive vesicles) vs.
6 in axons (9% of the total number of tPA positive vesicles, p =
0.007, Mann and Whitney’ U fest), n = 11 and n = 13 neurons
respectively, from 5 independent neuronal cultures, p = 0.034,
Mann and Whitney’ U test; Figures 6D,E). We also examined
exocytosis after neuronal depolarization (KCl treatment; 50 mM)
and we found an increase of the tPA release in both dendrites and
axons (p = 0.025 and p = 0.026, respectively) with an increase of
the percentage of stationary vesicles (Supplementary 4).

tPA Is Contained in Rabs Positive Vesicles

Additional experiments were performed by co-expressing
GFP-Rab5 (early endosome), CEFP-Rab7 (late endosome) or
GFP-Rab11 (recycling endosome), which play complementary
functions in recycling of synaptic molecules (Stenmarl, 2009).
We found colocalization of tPA-HaloTag® with: i/ GFP-Rab5
puncta in axons (42% of the total tPA puncta, r = 0.822) and
dendrites (36% of the total tPA puncta, r = 0.649) (Figures 7B,C;
n = 3 and n = 8 neurons respectively, from 4 independent
neuronal cultures, p = 0.414, Mann and Whitney’ U fest), ii/
CFP-Rab7 in axons (18% of the total tPA puncta, r = 0.833) and
dendrites (16% of the total tPA puncta, r = 0.761) (Figures 7D,E;
n = 3 and n = 10 neurons respectively, from 4 independent

neuronal cultures, p = 0.735, Mann and Whitney’ U test) and iii/
GFP-Rab11 in axons (57% of the total tPA puncta, r = 0,720) and
dendrites (44% of the total tPA puncta, r = 0.671) (Figures 7E,G;
n = 6 and n = 7 neurons respectively, from 2 independent
neuronal cultures, p = 0.253, Mann and Whitney’ U test).

DISCUSSION

tPA was first shown to be produced and released in the circulation
by endothelial cells, where it plays roles in inflammation and
fibrinolysis (Hoylaerts et al., 1982; Zhang et al., 1999). In addition
to its roles in the vascular system, tPA plays crucial functions in
the central nervous system (CNS) acting either as an enzyme or
as a growth-factor-like molecule (Thiebaut et al., 2018). Thus,
tPA is involved in several physiological and pathological CNS
processes, including corticogenesis, neuronal survival, learning
and memory, anxiety, epilepsy, stroke and Alzheimer’s disease
(Qian et al., 1993; Baranes et al., 1998; Madani et al., 1999; Pawlak
et al.,, 2003; Alvarez et al., 2013; Oh et al., 2014; Hébert et al,,
2017; Pasquet et al., 2018). Its neuronal functions are achieved
through plasminogen-dependent or plasminogen-independent
effects (Melchor and Strickland, 2005).

Neurons represent an ultimate example of polarized cells with
a complex network of membrane trafficking pathways which is
necessary to allow efficient communication over long distances
(Goldstein and Yang, 2000). Axonal and dendritic transports
are essentials for neuronal survival and maturation. One of the

most convincin:

convincing demonstration of the crucial role of axonal
transport in neuronal homeostasis is the causal link between
defects in this process and neurodegeneration (Holzbaur, 2004).
Cortical and hippocampal neurons can express endogenous tPA
in vivo and in vitro (Ferndndez-Monreal et al., 2004; Louessard
et al., 2016), in this study, we also demonstrate that neurons can
activate the tPA promoter in vifro. Moreover, we have previously
shown that tPA is mainly expressed in excitatory neurons and
more particularly present in a subset of pyramidal glutamatergic
neurons (Louessard et al., 2016). tPA has been identified in the
presynaptic terminals within dense-core vesicles (Lochner et al.,
2006). A previous study also indicated that tPA could activate the
mechanism of endocytosis of synaptic vesicles (Wu et al,, 2015).
In the present study, by studying the intra neuronal dynamics
of tPA in cortical neurons, we showed that tPA is localized in
closed proximity with VAMP2 positive vesicles in axons and
dendrites. VAMP2 is known to mediate the exocytosis of synaptic
vesicles in neurons and neuroendocrine cells (Schiavo et al,
1992). The use of confocal imaging is a possible limitation of
this study, allowing us to reveal a synaptic localization of tPA,
without affirming a vesicular colocalization. Although highly
dynamic in axons (1.22 pm/s against 0.9 pm/s in dendrites),
tPA-containing vesicles are more static in dendrites, possibly
stopped at the post-synapse prior to their release. These data
are in agreement with the literature for the velocity of dense-
core vesicles (Lochner et al.,, 1998; Kwinter et al., 2009). After
neuronal stimulation (KCl or NMDA exposures), there is an
increase of the exocytosis of tPA in cultured cortical neurons
(Nicole et al., 2001; Fernandez-Monreal et al., 2004). Although
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FIGURE 6 | Dendritic and axonal release of tPA. (A) Timeline of the experiment. (B) Schematic diagrams of a dual color repaorter for neuronal tPA. tPA fused to a
HaloTag® site and the superecliptic pHiuorin (SEP) allows simultaneous visualization of total (Ha\oTag(@) and extraneurcnal (SEP) tPA molecules. (C) Representative
z-stack confocal images of transfected cortical neurons (DIV12) with pCMVﬁHa\oTathF’AfSEP plasmid (TMR ligand; in red and SEP; in green), time-lapse were
acquired in 2 dimensions every 30s (t = 0 was assigned cf exocytosis; Time is in min:sec). After live imaging ICCs were performed to reveal MAP2 (in blue) and thus
to differentiate axons from dendrites (an example of each are shown). Respective kymographs of Ha\oTag@tPAfSEP exocytosis are shown. Scale bar represents
2um. (D) Histograms show the percentages of exocytotic tPA-containing vesicles (SEP positives puncta, in green) compared to the total poal of tPA-containing
vesicles (TMR positives puncta, in red) in axons (9%) and in dendrites (19%) (N = 16 and N = 14 neurons respectively, frem N = 7 independent cultures, p = 0.007).
(E) Schematic histograms of the number of vesicles exocytosed per 100um in axons (6) and dendrites (11) (W = 13 and N = 11 neurons respactively, from N = 5
independent cultures, p = 0.034).

the spontaneous release of tPA is more important in dendrites  (An et al, 2008), Annexin-II (Hajjar et al., 1994) to mediate its
than in axons (Figure 6E), KCI treatment mainly promotes its  neuronal functions (Chevilley et al., 2015), including late phase
axonal release (Supplementary 4E,G). This finding is consistent  of Long-Term Potentiation (LTP) (Qian et al., 1993; Baranes
with the fact that for their maturation neurons need to release et al, 1998; Pang et al.,, 2004). A axonal release of tPA-containing
proteases such as tPA, plasmin or metalloproteinases to degrade  vesicles was also observed, but at a lower level. Endocytosis is
the extracellular matrix, a process needed for spines formation  an important cellular mechanism, it is responsible of recycling
(Seeds et al., 1992; Kim et al., 2017). This spontaneous release and degradation of molecules (Sudhof, 2004; Stenmark, 2009).
of tPA could be also involved in the maturation of pro-BDNF  Here we show that the tPA can be stored in early endosome
into mBDNF (via plasmin formation) (Pang et al., 2004; Briens  (Rab5 positive vesicles), late endosome (Rab7 positive vesicles)
etal., 2017) or in the interaction of tPA with various receptors at  and recycling endosome (Rabl1 positive vesicles). Several studies
the synapse such as NMDAR (Lopez-Atalaya et al,, 2008), LRP-1  have shown that tPA can be recaptured by clathrin dependent

Frontiers in Cellular Neurcscience | www.frontiersin.org 11 April 2019 | Volume 13 | Article 164



Neuronal Trafficking of tPA

.
Lenair et al.

A pCMV_tPA-HaloTag® ; ¢
pCMV_ T™ jand Fixation ICC: MAP2 Imag

\J Y. V.. Vol
Cortical neurons DIV 20
B tPA-HaloTag® GFP-Rah5 Merge C Percentage of

A - colocalization (%)
. ; p=0.414

) 00
c N .
o P .
>
< 4 .

] A

Axon Dendrite
B colocalized
ONon colocalized

Dendrite

D tPA-HaloTag® CFP-Rab7 Merge E Percentage of
3 colocalization (%)
; <|[<
= ol | B3
2 - -80
< ]
Gl 60
¢ Lao

SEEE
Axon Dendrite
M Colocalized

OINon colocalized

F  tPA-HaloTag® GFP-Rab11 Merge G Percentage of
colocalization (%)

Dendrite

2 B
Axon Dendrite

M Colocalized
O Non colocalized

Dendrite
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endocytosis via LRP receptors (Narita et al., 1995; Benchenane
et al., 2005; Briens et al., 2017). Tt is then interesting to note that
such distribution displays similarities with the trafficking of the
neuronal BDNF (Hartmann et al., 2001; Brigadski et al., 2005;
Bucci et al., 2014; Shimojo et al., 2015). One hypothesis could
be a non-specific internalization of tPA by macropinocytosis, as
previously reported for BDNE (Philippidou et al., 2011). This
type of endocytosis is important for neuronal survival thank to a
retrograde transport of these proteins to the nucleus (Kononenko
et al, 2017). These data are in agreement with the present
retrograde transport of tPA in axons show in this study.

Since decades, we know that neuronal proteins storage
is concentrated in dense core vesicles (DCV). It is also
admitted that the neuronal tPA circulates within these vesicles
as others proteins implicated in neuronal plasticity and
neuronal transmission, such as BDNF and neuropeptides
(Kwinter et al, 2009). All of them play a role, directly or
indirectly in synaptic functions. Our present data confirm
these observations, with tPA possibly contained in VAMP2
positive vesicles with a diameter similar to this of DCV.
Qur data show an opening of fusion pore, without clearly
demonstrating a release of tPA, which could be explained by a
kiss-and-run phenomenon (He et al,, 2006). Postsynaptic DCV
exocytosis is clearly define to be driven by Ca’t/Calmodulin
dependent protein kinases (CaMK) (Shakiryanova et al,
2007; Wu et al, 2017; Stucchi et al, 2018). Here we
revealed DCV tPA positives vesicles with their constitutive
exocytosis higher in dendrites than in axons. These findings
agree with the literature of DCV
(de Wit et al., 2009; van de Bospoort et al, 2012). This
dendritic release of tPA could be involved in the late
phase of LTP wvia its interaction with the GluNI subunit
of synaptic NMDAR (Baranes et al, 1998; Lopez-Atalaya
et al., 2008; Samson et al, 2008; Bouvier et al., 2018).
In addition, tPA has a potential action on postsynaptic
removal of AMPAR by an indirect phosphorylation of GluR1
subunit via a Ca®"/calmodulin-dependent protein kinase Ia
(pCaMKlIla) dependent mechanism in a low CaZt level
environment (Jeanneret et al., 2016). It could be also involved
in the extracellular matrix degradation to promote spines
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Supplementary 1: Characterization of tPA-HaloTag® plasmid. Timeline of the experiments.
Co-Transfections of pCMV_tPA-HaloTag® or pCMV_HaloTag®-tPA (both in red) with
pCMV_GFP-Homer-1C (in green) and immunochemistry raised against tPA (in blue) show that
the position of the HaloTag®, either N-terminal or C-terminal of tPA did not change its neuronal
distribution. Scale Bar: 50pm (whole neuron).
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Supplementary 2: Endogenous expression of tPA in neurons. Timeline of the experiments.
Representative z-stack confocal images of co-transfected cortical neurons (at DIV18) with
pPLAT GFP (tPA promotor, in green) and pCAG RFP (control of transfection, in red). Cortical
neurons can express GFP by activation of the tPA promotor. Scale Bar: 50 um (whole neuron).
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Supplementary 3: HaloTag®-tPA-SEP functionality. (A) Timeline of the experiments. (B)
Representative confocal z-stack of cortical neurite expressing HaloTag®-tPA-SEP. Scale bar:
10pum. (C) Timeline imaging of a HaloTag®-tPA-SEP vesicle (white frame in B) exocytosis in
basal condition. SEP fluorescence variation is shown by timeline generated kymographs and
fluorescence intensity graphs analysis at t]1 and t2 stages (Time in min:sec and Scale bar: 1um).
(D) Projected neurite kymograph transfected with HaloTag®-tPA-SEP before, before and after
NH4CI (50mM) treatment which reveals total intracellular SEP positives vesicles pool. (E) SEP
fluorescence analysis before (pre-exocytosis) and after (post-exocytosis) exocytosis with or
without NH4CI (50mM). (Pre-exocytosis (p=0.043) and post-exocytosis (p=0.680) n=5 neurons
from N=4 cultures). Scale bar: 1 pm. Wilcoxon’s test.
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Supplementary 4: Exocytosis of tPA in response to KCl-induced neuronal activity. (A)
Timeline of the experiments. (B-C) Representative kymographs of exocytosis with and without
KCI treatment (50mM) on dendrites and axons of cultured cortical neurons (DIV12-13). Scale bar
10 um, during 10 min. (D) Histograms showing the percentages of dynamic tPA positive vesicles
in dendrites (TMR positive puncta, in red) in control (45%) and KCI treated cells (21%) and the
percentages of stationary tPA positive vesicles in control (56%) and KCI treated cells (79%)
(p=0.00016). (E) Schematic histograms of the number of vesicles exocytosed (SEP positives
puncta, in green) per 100 pm in dendrites for control experiments (10) and after KCI treatments
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(14) (p=0.025). (D-E) n= 23 neurons for control and n=10 neurons for KCl treatments, from N=3
and N=2 independent cultures, respectively. (F) Histograms showing the percentages of dynamic
tPA positive vesicles in axons (TMR positive puncta, in red) in control (73%) and in KCI treated
cells (54%) and the percentages of stationary tPA positive vesicles in control (27%) and in KCl
treated cells (46%) (p=0.017). (G) Schematic histograms of the number of vesicles exocytosed
(SEP positives puncta, in green) per 100 pm in axon for control experiments (12) and after KCl
treatments (22) (p=0.026). (F-G) n= 10 neurons for control and n=10 neurons for KCI treatments,
from N=3 and N=2 independent cultures, respectively. After KCIl application we can observe an
increase of stationary vesicles correlated to the number of vesicles exocytosed.

Supplementary movie 1: Trafficking of tPA positives vesicles in dendrites. Representative time
lapse of dendritic trafficking (related to Figure 3) of cortical neurons (DIV13) transfected with
pCMV_HaloTag®-tPA-SEP (TMR ligand, in red). Time lapse duration: 5min, scale bar: 10 um
and the white arrow points soma.

Supplementary movie 2: Trafficking of tPA positives vesicles in axon. Representative time
lapse of axonal trafficking (related to Figure 3) of cortical neurons (DIV13) transfected with
pCMV_HaloTag®-tPA-SEP (TMR ligand, in red). Time lapse duration: Smin, scale bar: 10 um
and the white arrow points soma.



Running title: Trafficking of tPA at the neuronal synapse

Alexandre Varangot!, Simon Lebatard!, Mathys Bellemain?, Laurent Lebouvier!, Yannick

Hommet?!, Denis Vivien>2 *, En préparation

Le tPA est une sérine protéase exprimée par les neurones dans différentes régions cérébrales.
Il est décrit comme étant véhiculé par un sous-type de DCVs contenant la synaptobrévine 2
(VAMP2) mais aussi par des endosomes précoces (Rab5+), des endosomes tardifs (Rab7+) ainsi
gue dans des endosomes de recyclage (Rab11+) dans les axones et les dendrites. Des données
existent sur sa libération par les neurones en conditions de repos et en conditions
d’activations. Mais aucune étude a réellement décrit avec précision le transport et la
libération du tPA dans différentes conditions d’activation et d’inhibition neuronale dans les
prolongements de neurones corticaux. De plus, I'étude du trafic du tPA dans un modele

d’atteinte du cytosquelette des neurones comme la tauopathie n’a jamais été réalisée.

Le but de ces travaux est de décrire le comportement des vésicules contenant le tPA dans
différentes conditions d’activité des neurones corticaux et de corréler les données issues du
transport de ces vésicules avec celles de leur libération. Nous souhaitons mieux comprendre
I'influence du tPA sur la neurotransmission glutamatergique, ainsi qu’étudier le trafic de cette

protéine dans un contexte pathologique.

L’activation des neurones provoque une augmentation de la libération du tPA ;
- Linhibition des neurones n’affecte pas le trafic du tPA ;

- Le tPA et VAMP2 circule dans les mémes vésicules de sécrétion axonales ;

- L’ajout de tPA exogene sur les neurones favorise la libération de glutamate ;

- Dans un contexte de tauopathie, le transport et la libération du tPA sont altérés.



Modulations of the neuronal trafficking of tissue-type plasminogen activator (tPA)

influences the glutamate release: a mechanism impaired in a model of tauopathy.
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ABSTRACT

The discovery of the neuronal expression of the serine protease tissue type
plasminogen activator (tPA) has opened new avenues of research, with important functions
of tPA in the physiopathology of the central nervous system. For example, its interactions with
synaptic receptors (NMDAR, LRP1, Annexin I, and EGFR) and its role in the maturation of BDNF
have been reported to mediate its ability to control synaptic plasticity and neuronal survival.
Thus, a better description of the mechanisms regulating the neuronal trafficking of tPA is
important to better understand how tPA can influence brain functions and dysfunctions. Here,
using high-resolution live cell imaging and a panel of innovative genetic approaches, we
revealed that neuronal activity directly control the dendritic and axonal trafficking of tPA. We
first unmasked the dynamic characteristics of the dendritic and axonal trafficking of tPA-
containing vesicles under different paradigms of neuronal activations and inhibitions. The
then report a constitutive exocytosis of tPA- and VAMP2-positive vesicles, dramatically
increased in conditions of neuronal activations (and not in inhibitory conditions), with a
pattern which is mainly dendritic and thus post-synaptic. We also observed that the synaptic
release of tPA led to an increase of the exocytosis of VGlutl positives vesicles containing
glutamate. Finally, we described alterations of the trafficking and exocytosis of the neuronal
tPA in an Alzheimer disease (AD) model. Altogether, these data provide new insights about
the neuronal trafficking of tPA, contributing to a better knowledge in the understanding of its
implications in the control of the glutamatergic neurotransmission and subsequent brain

functions and dysfunctions.



INTRODUCTION

The serine protease tissue type plasminogen activator (tPA) is synthesized and
released in the blood-stream from both endothelial cells and hepatocytes (Binder et al. 1979)
but it is also produced by brain cells such as neurons (Salles and Strickland 2002) and glial cells
(Buisson et al. 1998; Docagne et al. 1999; Siao et al. 2003; Correa et al. 2011). tPA was reported
to contribute to several cerebral physiological processes, such as neuronal migration (Pasquet
et al. 2019), neurite outgrowth (Seeds et al. 1999), long-term potentiation (Baranes et al.
1998), synaptic plasticity (Samson and Medcalf 2006), neurovascular coupling (Anfray et al.
2020), learning and memory (Madani et al. 1999; Calabresi et al. 2000; Pawlak et al. 2002;
Benchenane et al. 2007; Obiang et al. 2011; Obiang et al. 2012) and anxiety (Pawlak et al.
2003). To mediate this set of brain effects, tPA interacts with various receptors (Chevilley et

al. 2015) leading mainly to modulations of the glutamatergic neurotransmission.

Indeed, on neurons tPA is well known to influence N-Methyl-D-Aspartate Receptors
(NMDARs) signaling, dependent or not of its proteolytic activity (Melchor and Strickland 2005),
with several, even opposite, actions reported so far. It is thus well established that tPA
interacts with the common GIuN1 subunit of NMDAR either directly (Nicole et al. 2001) or
through Low Density Lipoprotein Related Protein-1(LRP-1) (Cassé et al. 2012). By interacting
with GIuN2A subunit-containing NMDARs, tPA activates either the Akt/mTOR/p70S6K/HIF1a
(Wu et al. 2012) or the Erk1/2/CREB/ATF3 signaling pathway (Wu et al. 2013). tPA, by a
plasmin dependent mechanism also cleaves the NMDAR GIuN2A subunit (Echeverry et al.
2010). In addition, its capacity to interact with Grp78, to activate EGF receptor and to activate
the pro-BDNF into BDNF (Pang et al. 2004), have also been reported. tPA can thus be
considered as a neuromodulator and the mechanisms that govern how it is distributed at the

synapse is important to better understand its brain functions.

Accordingly, itis now well admitted that the neuronal tPA circulates within intracellular
vesicles as others proteins involved in neuronal functions, such as BDNF and neuropeptides
(Kwinter et al. 2009). In addition, tPA can be released by activated neurons (Wu et al. 2015)
and recaptured from the synaptic cleft by astrocytes through a LRP-dependent mechanism

(Cassé et al. 2012). In turn, astrocytes can release tPA depending on the concentration of



extracellular glutamate present at the synapse (Cassé et al. 2012). When released from
neurons, tPA promotes the conversion of pro-BDNF into m-BNDF at the surface of astrocytes
(Briens et al. 2017). In neurons tPA colocalizes with synaptobrevin-2 (VAMP2) positive vesicles
(Louessard et al. 2016; Lenoir et al. 2019), with its release mainly found at the post-synaptic
dendritic side (Lenoir et al. 2019) and possibly in endocytotic vesicles (Yepes et al. 2016; Lenoir
et al. 2019). However, the mechanisms that govern its neuronal trafficking are largely

unknown.

Interestingly, tPA is not only involved in the brain physiology, but also in a number of
brain disorders (Chevilley et al. 2015). For example, in the context of ischemic brain, in
addition of its pro-thrombotic activity, it was reported either to protect neurons at its
physiological concentration (Wu et al. 2013) by reducing apoptosis (Liot et al. 2006; Liang et
al. 2016) and reticulum stress (Louessard et al. 2017) or to promote neuronal death when
present at higher concentrations (exogenous tPA) mainly due to an overactivation of NMDARs
(Nicole et al. 2001; Samson et al. 2008; Martin et al. 2008). tPA was also reported to contribute
to the evolution of Alzheimer’s Disease (AD) (Melchor et al. 2003; Cacquevel et al. 2007;
Jacobsen et al. 2008). Indeed, reduced levels of active tPA have been observed with ageing, a
phenomenon exacerbated in AD brains (AD) (Cacquevel et al. 2007). Through its proteolytic
activity, tPA has been reported to contribute to the degradation of A-beta (Melchor et al.
2003), with its lack associated with impaired neurovascular coupling (Park et al. 2020) and

corresponding deficits on behavioral and cognitive functions in rodents (Park et al. 2020) .

Briefly, our present data provide new inputs about the neuronal trafficking of tPA, thus
contributing to our better understanding of its functions and dysfunctions at the brain level.
We thus reveal that only the neuronal activation increases the number of VAMP2 positive and
tPA-containing vesicles docked at the membrane and their subsequent exocytosis, with an
impact mainly observed at the post-synaptic level. When release at the synaptic cleft, tPA can
thus promote release of glutamate. We also revealed that these physiological processes are
dramatically altered in a model of Alzheimer’s disease, induced by a hyperphosphorylation of

Tau.

RESULTS



Neuronal activation drives the traffic of tPA containing vesicles

Using live-cell microscopy, we explored whether the neuronal trafficking of tPA-containing
vesicles was influenced under different conditions of neuronal activation. Following the
expression of a reporter tPA-HaloTag® in cultured cortical neurons (13-14 days in vitro) and
incubation of a cell permeable exogenous fluorescent ligand (HaloTag® TMR ligand,
555Ex/585Em) to reveal intracellular tPA, we used two paradigms of chemical Long Term
Potentiation (LTP). We subjected neurons to either a bicuculline/glycine (Bic/Gly,
30uM/200uM) treatment to act on synaptic currents, or a potassium chloride (KCI, 50mM)
treatment to increase neuronal depolarization (showed in Fig. 1A). After analyses of the
kymographs generated from neuronal processes films, we observed a dendritic increase of
the number of tPA containing static vesicles during neuronal activation (55.47% to 80.78% for
Bic/Gly, p<0.0001 and to 76.42% for KCl, p=0.0006), corresponding to a docking of vesicles on
plasma membrane (Fig. 1B, 1D and 1E). It is then interesting to note that Bic/Gly treatments
had no effect on the total pool of dendritic tPA containing vesicles at the opposite of KCl
treatments (Fig. 1E). Interestingly, Bic/Gly treatment affected dendritic trafficking of mobile
tPA vesicles by an overall decrease of the vesicles velocity as well as of the distance traveled,
especially in the anterograde direction (Fig. 1C) (anterograde velocity: 0.79 um.s-1 to 0.57
um.s-1 for Bic/Gly, p=0.004, and to 0.576 um.s-1 for KCl, p<0.0001. Anterograde cumulative
distance: 34.25 um to 27.55 um for Bic/Gly, p<0.0286, to 19.11um for KCI, p<0.0001).
Furthermore, the intracellular increase of calcium concentrations ([Ca2+]) caused by chemical
neuronal activation improved the percentage of time spent by tPA containing vesicles on stop
(Fig. S1D), shown by a tendency to reduce kymographs indices of vesicles duration state (Fig.
S1A, S1B and S1C). A similar effect of neuronal activation is also found in axons, with an
increased percentage of tPA-containing static vesicles (Fig. 1F, 1H and 11) (27.43% to 47.56%
for Bic/Gly, p=0.0119, to 49.67% for KCl, p=0.0051) and a rise of the total pool of vesicles under
the two activating treatments (Fig. 1I) (0.41 vesicles/um to 0.62 vesicles/um for Bic/Gly,
p=0.0487, to 0.71 vesicles/um for KCl, p=0.0031). Neuronal activation also lower the velocity
and the distance traveled by the vesicles in axons, but rather in the retrograde way, in
particular under KClI condition (Fig. 1G) (retrograde velocity: 1.11 um.s-1 to 0.92 um.s-1 for
Bic/Gly, p<0.0001, and to 0.66 um.s-1 for KCl, p<0.0001. Retrograde cumulative distance:
47.47 pum to 46.01 um for Bic/Gly, p=0.0735, to 44.24 um for KCI, p<0.0001). Axonal



kymographs also revealed an increase of the percentage of time spent by vesicles on pause
(Fig. S1G), and a reduction of kymographs indices of vesicles duration state (Fig. S1E and S1F).
These first set of results show that neuronal activation influences the neuronal trafficking of
tPA by an increased number of static vesicles, supporting the idea that these vesicles are
docked to the plasma membrane to be imminently exocytosed in the extracellular

compartment.

Neuronal inhibition has no impact on tPA-containing vesicles trafficking, revealing a

constitutive synaptic release of tPA.

We then investigated whether neuronal inhibition has consequences on tPA neuronal
trafficking. We thus used two inhibitory paradigms, which will respectively play roughly
opposite effects. First, addition of tetrodotoxin (TTX, 1.5 uM) on neuronal cultures is known
to cause inhibition of voltage-gated sodium channels and to reduce propagation of action
potentials (Santschi et al. 1999). Secondly, we added a combination of cyanquixaline (CNQX,
50uM) and (2R)-amino-5-phosphonovaleric acid (APV, 50uM), to inhibit glutamatergic
receptors and synaptic activating currents (Hanus et al. 2014). Interestingly, exposures to
these inhibitory treatments had no effect on dendritic trafficking of tPA-containing vesicles.
We observed approximatively the same percentage of dynamic and static vesicles between
control conditions and inhibitory conditions (44.53% to 36.64% for TTX, p=0.3130, and to
47.49% to 53.25% for CNQX/APV, p=0.7919, concerning dynamic vesicles. 55.46% to 63.35%
for TTX, p=0.3130, and to 52.50% to 46.74% for CNQX/APV, p=0.7919, concerning static
vesicles) (Fig. 2A and 2C). It is interesting to note that neuronal inhibitions did not affect the
number of docked vesicles and did not modify the total pool of tPA-containing vesicles in
dendrites (Fig. 2D). By examining the dynamic of these vesicles, inhibitory treatments did not
change neither the velocity nor the distance traveled by the vesicles (Fig. 2B) (anterograde
velocity: 0.79 um.s-1 to 0.694 um.s-1 for TTX, p=0.3774, and to 0.60 um.s-1 to 0.663 um.s-1
for CNQX/APV, p>0.9999. Retrograde velocity: 0.74 um.s-1 to 0.62 um.s-1 for TTX, p=0.2156,
and to 0.611 pm.s-1 to 0.612 um.s-1 for CNQX/APV, p>0.9999). Moreover, we observed no
difference concerning kymographs indices between control conditions and inhibitory
conditions (Fig. S2A, S2B and S2C). Neuronal inhibition did not affect axonal trafficking any
more, with almost the same percentage of dynamic and static vesicles with or without

inhibitory treatments (Fig. 2E and 2G) (72.57% to 73.90% for TTX, p=0.9964, and to 68.88% to



73.10% for CNQX/APV, p=0.8696, concerning dynamic vesicles. 27.43% to 26.10% for TTX,
p=0.9964, and to 31.12% to 26.90% for CNQX/APV, p=0.8696, concerning static vesicles).
Similarly, inhibitory treatments had no effect on the number of docked vesicles and on the
total pool of tPA-containing vesicles present in axons (Fig. 2H). Relating to dynamic vesicles
data, there was mostly no change, excepted for the anterograde velocity, for which CNQX/APV
application on neuronal cultures significatively reduced the axonal anterograde velocity of
tPA-containing vesicles (Fig 2 F) (anterograde velocity: 0.90 um.s-1 to 0.845 um.s-1 for TTX,
p=0.2834, and to 1.01 um.s-1 to 0.7533 um.s-1 for CNQX/APV, p=0.0383; Retrograde velocity:
1.11 pm.s-1 to 1.06 pm.s-1 for TTX, p>0.9999, and to 1.12 pm.s-1 to 1.15 um.s-1 for
CNQX/APV, p>0.9999). Although no modification of kymographs indices was noted (Fig. S2D
and S2E), an increase of the time spent by the vesicles in the retrograde direction and a
reduction of the time spent in the anterograde direction were observed with the two
inhibitory treatments (Fig. S2F) (57.45% to 67.27% for TTX, p=0.0327, and t0 62.63% to 71.98%
for CNQX/ APV, p=0.0126 for the time spend retrograde. 24.47% to 15.73% for TTX, p=0.0091
and to 20.57% to 12.90% for CNQX/APV, p=0.0459 for the time spend anterograde). Together,
these data show that neuronal inhibition does not significantly affect the neuronal trafficking
of tPA-containing vesicles both in dendrites and axons. This unchanged tPA trafficking during

inhibitory treatments are in favor of a constitutive secretion of tPA in neuronal processes.
Neuronal activation affects the release of tPA containing vesicles.

We then decided to investigate more in detail whether neuronal activation may control
exocytosis of tPA-containing vesicles. We thus transiently transfected neuronal cultures with
a construct encoding for a dual color reporter of tPA with a HaloTag® site as described before
fused with the super-ecliptic-pHluorin (SEP). We were then capable to simultaneously
observed the pool of intracellular neuronal tPA (TMR-HaloTag®-tPA) and its extracellular
release (tPA-SEP) (Fig. 3A and 3B). In cortical neurons cultures (div 13-14) we unmasked tPA
exocytotic events in both dendrites (MAP2 positive) and axons (MAP2 negative) (Fig. 3C and
3D). Interestingly, after exocytosis, some spots of tPA remain apparent at the synapse from
tens of seconds to minutes (Fig. 3C, 3D, 3E and 3F), suggesting that when released the tPA stay
close to the neuronal membrane. After applying chemical LTP on neuronal cultures as
described above (Fig. 1) (Bic/Gly and KCl), we noted an important increase of the number of

docking vesicles in dendrites and in axons (Fig. 3E and 3F). This docking was accompanied by



an increase of the number of vesicles exocytosed per um (Fig. 3G and 3I) (6.25 to 18.75 vesicles
exocytosed per um for Bic/Gly, p<0.0001, 6.25 to 13.90 vesicles exocytosed per um for KCl,
p=0.0046 concerning dendrites. 8.9 to 24.16 vesicles exocytosed per um for Bic/Gly, p=0.0039,
6.25 to 22.38 vesicles exocytosed per um for KCl, p=0.0036 concerning axons) and by an
increase of the number exocytosis events on kymographs (Fig. S3A, S3B, S3F and S3G).
Surprisingly, when we measured the ratio of the number of vesicles of tPA exocytosed on the
number of total vesicles containing tPA, a significant increase of tPA exocytosis was only
observed at the postsynaptic compartment under Bic/Gly treatment (Fig. 3H, 3J, S3E and S3)).
At the presynaptic compartment, we also observed more exocytosis of tPA (Fig. 3F and 31) but
because of an increase number of tPA-containing vesicles in axons following activation
compared to the control conditions (Fig. 3J). We can also observe more exocytosis events (Fig.
S3F, S3G) and interestingly more endocytosis events under KCl condition (S3H). These data
confirm the hypothesis made on Fig. 1, that neuronal activation leads to an increased number
of docked tPA-containing vesicles and subsequent exocytosis both in dendrites and axons,

with an increase of the percentage of the post-synaptic release of tPA.
Neuronal inhibition reveals a pre- and postsynaptic constitutive secretion of tPA.

We then decided to investigate whether neuronal inhibition may control exocytosis of tPA-
containing vesicles, using the same procedure as above (Fig. 3). After applying chemical LTD
on neuronal cultures as described above (Fig. 2) (TTX 1.5uM or CNQX 50uM +APV 50uM), we
noted no significant increase of the number of docking vesicles in dendrites (Fig. 4A) and in
axons (Fig. 4B) and no significant increase of the number of vesicles exocytosed per um (Fig.
4C and 4E) (10 to 9.57 vesicles exocytosed per um for TTX, p>0.9999, 10.3 to 8.22 vesicles
exocytosed per um for CNQX/APV, p>0.9999 concerning dendrites. 12.3 to 12 vesicles
exocytosed per um for TTX, p>0.9999, 16.4 to 8.9 vesicles exocytosed per um for CNQX/APV,
p=0.456 concerning axons). We also noted no difference in the ratio of the number of vesicles
of tPA exocytosed on the number of total vesicles containing tPA both in dendrites and axons
(Fig. 4D, 4F, S30 and S3T). The number of exocytic and endocytic events of tPA vesicles are
the same between control conditions and inhibitory conditions (Fig. S3K, S3L, S3M, S3P, S3Q
and S3R). Together, these data show, in agreement with the previously observed trafficking

of tPA-containing vesicles that neuronal inhibition does not significantly affect the exocytosis



of tPA both in dendrites and axons. However, we nevertheless observed constitutive

exocytosis of tPA both in dendrites and axons with similar ranges (Fig. 4).

VAMP2-positives vesicles and tPA-containing vesicles show similarities in their axonal

anterograde trafficking suggesting a co-trafficking.

tPA was reported to be present in synaptobrevin-2 (VAMP2) vesicles showing by co-
immunoisolation (Louessard et al. 2016) and by co-immunolocalization (Lenoir et al. 2019) in
glutamatergic neurons. However, no study has compared so far their respective traffic on
living cultures of cortical neurons. We thus investigated and compared the traffic of VAMP2-
positives vesicles and tPA-containing vesicles in different conditions of neuronal modulation.
First, we analyzed retrograde and anterograde trajectories of tPA and VAMP2 in conditions of
neuronal activation in dendrites and in axons following applications of Bic/Gly (30uM/200uM).
Bic/Gly treatments led to a considerable increase in the docking of these vesicles (Fig. 5A).
Interestingly, we also observed that VAMP2- and tPA-containing vesicles displayed the same
average anterograde velocity (Fig. 5A and 5D) (0.90 um.s™ for tPA vs 0.95 um.s* for VAMP2
under control condition, p>0.9999; 0.94 um.s™! for tPA vs 0.87 um.s™ for VAMP2 under Bic/Gly
condition, p>0.9999) and the same average cumulative distance travelled (Fig. 5A and 5E)
(37.2 um for tPA vs 42.5 um for VAMP2 under control condition, p=0.4395; 36.4 um for tPA vs
39.9 um for VAMP2 under Bic/Gly condition, p= 0.5301) in control and in activating conditions.
Nevertheless, when we focused on the times spend by axonal vesicles in both anterograde
and retrograde direction, tPA-containing vesicles appeared predominantly retrograde while
VAMP2-containing vesicles were largely anterograde (Fig. 5A, S5B), neuronal activation
leading to an overall decrease in the speeds and distances traveled by the two types of vesicles
(Fig. 5B, 5C, 5D, 5E and S5A). During neuronal inhibition (CNQX/APV (50uM/50uM)), we lost
the similarities observed between tPA and VAMP2-containing vesicles. Indeed, although the
neuronal inhibition failed to influence the trafficking of tPA (Fig. 2 and S2), an increase of the
average retrograde velocity (Fig.5F and 5G) (0.66 um.s! to 1.13 um.s?, p<0.0001) and of the
average retrograde cumulative distance (Fig. 5F and 5H) (18.2 um to 27.8 um, p<0.0001) was
observed for the dendritic VAMP2 positive vesicles, associated with a reduction of the
percentage of vesicles pausing time (Fig. S5C) (60.4% to 42.1%, p=0.0002). Unlike activation,
inhibition also revealed a different pattern of the axonal anterograde transport between tPA

and VAMP2. We thus observed a higher average anterograde velocity (Fig. 5F and 5I) (0.75



um.s?* for tPA vs 1.36 pm.s* for VAMP2 under CNQX/APV condition, p<0.0001) and a higher
average distance travelled (Fig. 5F and 5J) (28.9 um for tPA vs 45.15 um, p<0.0001) for VAMP2
positive vesicles compared to tPA-containing vesicles. As observed under paradigms of
neuronal activation, axonal VAMP2 positive vesicles spent most of their time in the
anterograde way while axonal tPA positive vesicles spent most of their time in the retrograde
way (Fig.S5D). During inhibition the two type of vesicles spent the same pausing time (Fig.
S5D). All of these data suggest that VAMP2 and tPA present a co-trafficking in axonal
anterograde way both in neuronal resting state or activating state. When neurons are
inhibited, traffic parameters indicated that VAMP2 vesicles display a pattern, particularly in

dendrites, at the opposite of tPA vesicles.
Synaptic tPA increases the release of VGlutl positives vesicles.

For over twenty vyears, we know that tPA is capable to modulate glutamatergic
neurotransmission by interacting with the neuronal NMDAR (Nicole et al. 2001). Here, we
wanted to know if tPA could influence or not the release of glutamate by cortical neurons. In
this experiment, we used the vesicular glutamate transporter 1 (VGlutl) coupled with a
pHluorin to follow in real time the exocytosis of glutamate (Fig. 6A). Using live spinning disk
imaging, we were capable to reveal, in high timing resolution, the fusion events of VGlut1-SEP
positive vesicles in both dendrites and axons with or without tPA treatment (Fig. 6B and 6C).
Interestingly, tPA treatment (300nM ) significantly increase the average number of VGlut1-SEP
positives vesicles presents on the dendrites surface (Fig. 6D) (11.9 to 29 vesicles exocytosed
per 100 um, +140%, p<0.0001) and on the axons surface (Fig. 6E) (16.7 to 22.9 vesicles
exocytosed per 100um, +37%, p=0.0279) compared to control condition. These results

showed that tPA is capable to increase the release of synaptic glutamate.

Alteration of the axonal trafficking of tPA-containing vesicles in the THY-Tau22 mouse model

of tauopathy.

In order to further analyze the traffic of neuronal tPA, we decided to use the THY-Tau22
(Tau22) mouse model of tauopathy previously characterized by an hyperphosphorylation of
the Tau protein, subsequent ends up unhooking of the microtubules, Tau aggregates, paired
helical filaments and neurofibrillary tangles (NFTs) (Schindowski et al. 2006) (Fig. 7A). At the

dendritic level, we observed the same percentage of dynamic and static tPA-containing



vesicles between wild type (WT) and Tau22 cultured cortical neurons (46.75% to 43.31% for
dynamic vesicles, p=0.5765. And 53.25% to 56.69% concerning static vesicles, p=0.5765) (Fig.
7 B and 7D). Similarly, tauopathy did not affect the number of docked vesicles and did not
modify the total pool of tPA-containing vesicles in dendrites (Fig. 7B and 7E). By examining the
dynamic of these vesicles, the tauopathy did not change neither the velocity nor the distance
traveled by the vesicles (Fig. 7C) (anterograde velocity: 0.6 um.s* for WT and 0.65 pum.s* for
Tau22, p=0.5706. Retrograde velocity: 0.578 pum.s! to for WT and 0.58 um.s! for Tau22,
p=0.7218). Moreover, there was no difference concerning the others kymographs indices
between dendrites of WT and Tau22 cultured cortical neurons (Fig. S5A, S5B and S5D).
However, microtubule destabilization induced by Tau hyperphosphorylation in corresponding
axons leads to an impaired trafficking of tPA-containing vesicles, with an increased percentage
of static vesicles (Fig. 7F and 7H) (83% to 67% for dynamic vesicles, p=0.0140. And 17% to 33%
concerning static vesicles, p=0.0140) and of the number of docked vesicles for a same amount
of tPA-containing vesicles (Fig. 71). Tau22 neurons presented a drastic decrease of both
anterograde and retrograde velocities of tPA positive vesicles and of the cumulative distance
travelled by these vesicles (Fig. 7G) (anterograde velocity: 1.3 um.s™ to for WT and 0.82 um.s
! for Tau22, p<0.0001. Retrograde velocity: 1.66 pm.s* to for WT and 0.93 um.s™* for Tau22,
p<0.0001). We also revealed the same modifications of kymographs indices (Fig. S5E, S5F and
S5G), and an increase of the time spend by dynamic tPA-containing vesicles in pause in Tau22
axons (Fig. S5H). (4.1% to 22.8% time in pause, p<0.0001). Taken together, these data show
that the presence of hyperphosphorylated tau proteins causes a profound upheaval in the

trafficking of axonal tPA-containing vesicles.

The upheaval of axonal trafficking in the Tau22 mouse model promotes the exocytosis of

axonal tPA.

We then investigated the consequences of the hyperphosphorylation of Tau (Tau22) on the
exocytosis of tPA-containing vesicles. We observed neither significant difference in the
number of exocytosed vesicles per 100um (Fig. 8A and 8B) (8.33 vesicles exocytosed per um
for WT and 6.65 vesicles exocytosed per um for Tau22, p=0.1393), nor in the ratio of the
number of vesicles of tPA exocytosed on the number of total vesicles containing tPA between
WT and Tau22 neurons (Fig. 8C and 8D) (10.9% for WT vs 9.32% for Tau22, p=0.4728).

Regarding the number of exocytosis and endocytosis events, there were also almost identical



(Fig. 8E and 8F) and the number of motile SEP positives vesicles too between WT and Tau22
neurons. At the axonal level, we noted a significant increase in the number of exocytosed
vesicles per 100um in the Tau22 neurons compared to WT cells (Fig. 8H and 8l) (5.44 vesicles
exocytosed per um for WT vs 13.5 vesicles exocytosed per um for Tau22, p=0.0045), in
addition of a significant difference in the ratio of the number of vesicles of tPA exocytosed on
the number of total vesicles containing tPA (Fig. 8J and 8K) (13.4% for Wt vs 20.1% for Tau2,
p=0.3048). Concerning the number of exocytosis and endocytosis events, no difference was
observed between WT and Tau22 neurons (Fig. 8L and 8M), as well as for the number of motile
exocytosed tPA (SEP positives) (Fig. 8N). These data show that the THY-Tau22 model provokes
mainly axonal disorders including an increase of the docking of tPA-containing vesicles and of

a subsequent increase in their exocytosis.



Discussion

Long distance transports of cargoes and organelles in neuronal processes are essentials
for neuronal maturation and survival. They make possible neuronal communication by the
transport and release of neurotransmitters. We knew that impairments of axonal transports
due to microtubules motor proteins mutations cause disruption of neuronal homeostasis and
neurodegeneration (Holzbaur 2004). tPA is a serine-protease described to be present and
transported by neurons of several brain regions and used as a neuromodulator of
glutamatergic transmission (Nicole et al. 2001). Surprisingly there are only few studies about

the neuronal trafficking of tPA.

In this study, we investigated the trafficking of the secreted tPA in cortical neurons in
physiological and in a pathological context. We saw firstly that neuronal activity affected
dendritic and axonal tPA trafficking, in particular in an activating state. Indeed, we revealed
that the neuronal activation leads globally to a decrease the tPA vesicles velocity and distance
traveled, notably by an increase of pausing time and docking of these vesicles (Fig. 1 and S1).
Interestingly, we noticed that Bic/Gly treatment particularly influences the bidirectional tPA
trafficking in dendrites while at the axonal level it is particularly the KCl treatment. It seems
that this would come from the stimulation mechanism linked to each of these treatments. The
Bic/Gly treatment inhibits interneurons GABAa receptors by the bicuculline and activates
NMDAR by glycine, it therefore promotes the enrichment of postsynaptic currents (lvenshitz
and Segal 2006; Kennedy et al. 2010). The KCI treatment promotes rapid depolarization of
neurons and leads to an increase of the number of action potentials in axons and presynaptic
terminal (Fitzjohn et al. 2001; Pickard et al. 2001). This behavior of tPA vesicles trafficking is
correlated to an increase of exocytosis both in dendrites and axons (Fig 3 and S3). We agree
with the literature where studies showed that depolarization induced by the GABA receptor
antagonist bicuculline or by a high concentration in K+ increased the neuronal release of tPA
(Centonze et al. 2002; Lochner et al. 2006; de Wit et al. 2009). We also observed that the
exocytosis of tPA caused by these chemical LTPs reveal different release mechanisms at the
dendritic and axonal level. At the dendritic level, an increase of exocytosis is observed with
the same number of vesicles like control condition which mobilizes the vesicles pool while at
the axonal level LTP causes an increase in the number of vesicles and docking vesicles present

on processes (Fig. 3).



Surprisingly, neuronal inhibition had no effect on tPA vesicles trafficking and exocytosis
(Fig. 2, S2, S3 and 4). TTX and CNQX/APV treatments were chosen because they play the
opposite roles of the two activator treatments. The decrease of intracellular Ca%
concentration does not affect pre and postsynaptic tPA trafficking. It is possible that the tPA
overexpression in neurons compensates chemicals inhibitors treatments by potentiating Ca%*
influx due to its interaction with NMDAR, thus allowing to maintain high levels of Ca2+
concentration in the pre and postsynaptic compartments. This first hypothesis is unlikely
because the transfection efficacy when using lipofectamine on cell cultures is low. It is also
very likely that this inhibition highlights a constitutive secretion of tPA by neurons (Shin et al.
2004). Indeed tPA could be secreted by this route to remove and maintain the extracellular

matrix by a plasminogen/plasmin dependent mechanism (Seeds et al. 1992; Kim et al. 2017).

The axonal anterograde vesicles of tPA shown similarities with VAMP2 positives
vesicles in resting and activating state of neurons suggesting a co-trafficking in the same
vesicles (Fig 5 and S4). tPA has been identified in dense core vesicles (DCVs) (Silverman et al.
2005) and in a subset of DCVs-containing VAMP2 (Tobin et al. 2012; Louessard et al. 2016).
Here we wanted to see if the traffic of tPA and the traffic of the v-SNARE VAMP2 showed
similarities in live cell imaging. We found that tPA and VAMP2 had the same axonal
anterograde vesicle velocity and the same vesicle distance traveled in control and in activating
conditions (Fig. 5). In opposite to tPA positive vesicles, VAMP2 postive vesicles responded well
to inhibitory treatments. Interestingly, despite common axonal anterograde motor
parameters, the majority of axonal VAMP2 positive vesicles are anterograde (Nabb and
Bentley 2021) and tPA positive vesicles retrograde (Fig. 1, 2 and 5; Lenoir et al. 2019). This is
explained by the function of these two proteins, VAMP2 is predominantly present in the
secretion and fusion compartment, while tPA is found in all compartment in dendrites and
axons. tPA is described to be co-localized with endosomal family markers protein Rab, notably
tPA is found in early endosomes positive for Rab5, late endosomes (Rab7) and in recycling
endosomes (Rab 11) in both axons and dendrites (Lenoir et al. 2019). The abundant retrograde
trajectories representative of axonal kymographs of tPA resemble closely of signaling
endosomes trajectories with the same average speed (Barford et al. 2018). Our data also
suggest that during a neuronal inhibition, the potential axonal constitutive secretion of tPA

passes through other organelles than the VAMP2 positive DCVs.



Interestingly, we also observed that exogenous tPA was capable to increase the
exocytosis of VGlutl positives vesicles containing glutamate (Fig. 6), in agreement with its
capacity to modulated glutamatergic transmission (Nicole et al. 2001). In agreement with the
literature, we also observed VGlutl positives vesicles in the postsynaptic compartment
(Zilberter 2000; Gabellec et al. 2007). Addition of tPA leads to an increase the the fusion of
VGlutl-SEP positives vesicles both at the dendritic and axonal surface. The existence of
presynaptic NMDARs is also reported (Bouvier et al. 2018), which could explain our
presynaptic observations. It is possible for tPA to interact with both pre and postsynaptic
NMDARs to increase glutamate release in dendrites and axons. It is therefore not impossible
that a neuron activates itself by releasing tPA. All of our present experiments were performed
on mixed cell cultures contained astrocytes. Astrocytes are able to recapture synaptic tPA to
recycle it and release it into the extracellular medium by a glutamate dependent mechanism
(Cassé et al. 2012). Moreover, astrocytes are also described to concentrate on their surface
the plasminogen, which can be activated by the tPA released from astrocytes and neurons
(Briens et al. 2017). The plasmin then generated is able in turn to activate other molecules
such as growth factors like pro-BDNF in mature BDNF (Pang et al. 2004), known to promote
neuronal and synaptic growth, to maintain LTP and to promote the release of glutamate
(Acheson et al. 1995; Boulanger and Poo 1999; Jovanovic et al. 2000; Yamada and Nabeshima
2003).

We finally studied the trafficking of tPA in THY-Tau22 cortical neurons presenting an
increase of the hyperphosphorylation of the protein tau. We observed that this impairment
of the Tau proteins uniquely affect the axonal trafficking of tPA, by an impressive reduction of
tPA vesicles velocity and distance traveled (Fig. 7). Moreover, trajectories of axonal vesicles of
tPA showed an increase of pausing time (Fig.S5) with an increase of the number of tPA positive
vesicles docked in THY-Tau22 axons (Fig. 6). These results are correlated with an increased
exocytosis of tPA in THY-Tau22 neurons (Fig. 8). We found no alteration of the trafficking of
the dendritic tPA neither of its exocytosis, probably due to the absence of NFTs formation at
the stage. It was described in THY-Tau22 mice that the NFTs are formed around 6 months
(Schindowski et al. 2006). It is very likely that the 14 days of in vitro life of our cultured neurons
are not enough for NFTs formation, but sufficient to observe heavy deficits in axonal traffic.

Our data are in agreement with the recent literature in other AD models reporting a decrease



of the vesicular speeds in THY-Tau22 axons (Combs et al. 2021).

Altogether, we provide here a robust description and analyses of the trafficking of tPA
in cortical neurons under different neuronal activities. We thus described both presynaptic
and postsynaptic behavior of tPA vesicles and showed that they could be altered in a mouse
model of AD. Briefly, we revealed an axonal constitutive VAMP2-mediated release of tPA,
promoted by neuronal activation, leading to a tPA-mediated increase of the release of the

excitatory neurotransmitter, glutamate.



MATERIAL AND METHODS

Reagents

Recombinant human tPA (Actilyse®) was purchased from Boehringer Ingelheim (Ingelheim am
Rhein, Germany). Fetal bovine serum, horse serum, lipofectamine R 2000 reagent, B27
supplement, glutamine, laminin, neurobasal medium, and penicillin/streptomycin were
purchased from ThermoFisher (Waltham, Massachusetts, USA). Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM), poly-D-lysine, phosphate-buffered saline (PBS), Glycine (Gly),
paraformaldehyde, albumin from bovine serum, ammonium chloride (NH4CI), potassium
chloride (KCl), and rabbit polyclonal antibody were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA). Tetrodotoxin citrate (TTX), cyanquixaline (CNQX), (2R)-amino-5-phosphonovaleric
acid (APV) and bicuculline methiodide (Bic) were purchased from Tocris (Bristol, UK). Aprotinin
(Trasylol) was purchased from Bayer (Leverkusen, Germany). HaloTag® TMR ligand was
purchased from Promega (Madison, Wisconsin, USA). The following primary antibodies were
used for immunocytochemistry: mouse monoclonal anti-HaloTag® (dilution 1:1,000; Promega;
G9211) rabbit anti-tPA polyclonal antibody (dilution 1:1 500; generous gift from R. Lijnen,
Leuven), chicken anti-Microtubule-associated protein 2 (MAP2) polyclonal antibody (dilution
1:8 000; Abcam, Cambridge, UK; ab5392), guinea pig anti-synapsin polyclonal antibody
(dilution 1:500; Synaptic System; 106 004) and rabbit antihomer-1C polyclonal antibody
(dilution 1:500; Synaptic System; 160 003). Secondary fluorescent antibodies (Alexab647;

dilution 1:800) were purchased from Jackson Immunoresearch (Bar Harbor, ME, USA).
Plasmid Constructs

The cDNA encoding for amino acids 1 to 32 of the peptide signal of human tPA was amplified
from the full-length human tPA cDNA. The corresponding Polymerase Chain Reaction (PCR)
product was subcloned into the eukaryotic expression plasmid pCDNA5.1 between Nhel and
BamHI. Then, the full length coding sequence for mature human tPA was PCR amplified and
subcloned downstream of the “peptide signal-6xHis” between BamHI and Xhol restriction
sites to generate a cDNA encoding for the mature 6xHis human tPA (tPAwt). The cDNA of
HaloTag® without the Tobacco Etch Virus protease (TEV) cleavage site was PCR amplified from
the plasmid pFC14A (Promega, France) and subcloned into pCDNA5.1-tPA between the end of

the sequence encoding for tPA and the STOP codon at the end of the Halo-Tag®, then fused in



BamHI between the His-tag and the beginning of the cDNA for tPA (HD-Fusion technologies
from Clontech, USA). For synapsin promote-driven constructs, we replaced the CMV promotor
of the plasmid pCl by the cDNA of the synapsin promotor subcloned between Bglll and Nhel.
For pCMV_HaloTag®-tPA-SEP, the cDNA encoding for the pH sensitive GFP (pHluorin) was
subcloned by fusion into pCMV_HaloTag® - tPA between the end of the sequence of tPA and
the STOP codon. The constructs of pCMV_GFP_VAMP2, and pCAG_RFP were provided by
Thierry Galli (Paris, France). The constructs of pPCMV_SEP_VAMP2 and pCMV_SEP_VGlutl
were provided by Frédéric Saudou (Grenoble, France) and Timothy Ryan (New York, USA)
respectively. pPCMV_GFP (pAcGFP1-N1 Vector, Cat#632469) was purchased from Takara Bio
(Kusatsu, Japan). All the constructs were amplified in Escherichia coli DH5a cells and purified
by a Nucleobond endotoxin-free plasmid DNA PC 2000 kit (Macherey-Nagel) according to the

manufacturer’s instructions.
Cell Cultures

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

Primary cultures of cortical neurons were prepared from fetal mice (embryonic day 14) as
previously described (Buisson et al., 1998). Cortices or hippocampi were dissected and
dissociated in DMEM and plated (250 000 cell/ mL) on glass bottom microwell dishes (MatTek
Corporation, P35G-1.5-14-C, Ashland, MA, USA) earlier coated with polyD-lysine (0.1 mg/ml)
and laminin (0.02 mg/ml). Cells were cultured in Neurobasal Medium supplemented with 0.4
mM of glutamine, 2% B27 supplement 50X, 10% horse serum and penicillin/streptomycin
(10,000 1U/ml; 10,000 UG/ml). After 1 h, media were replaced by glio-conditioned medium

obtained from primary cultures of astrocytes (see above). Cultures were maintained at 37 °C



in a humidified 5% CO2 atmosphere. One third of medium was changed one time weekly by

fresh glioconditioned medium.
Neuronal Transfection

Transfections were performed at Day In Vitro (DIV) 12 or DIV 13. Neuronal cultures were
washed with HEPES and Bicarbonate Buffered Salt Solution (HBBSS; NaCl: 116 mM, KCl: 5.4
mM, CaCl2: 1.8 mM, MgS04: 0.8 mM, HEPES: 12 mM, NaH2PO4: 0.34 mM, D-glucose: 5.5 mM,
NaHCO3: 25 mM and Glycine: 10uM) prior a 8 h incubation in the presence of the mentioned
cDNAs and lipofectamine R 2000-containing HBBSS. Regular media as described above (cell

cultures section) then replace HBBSS. The transfection efficiency is 10-20%
tPA-HaloTag® Detection With HaloTag® TMR Ligand

After 24-48 h, neuronal cultures were washed 3 times with HBBSS, HaloTag® TMR ligand was
added during 15 min and neuronal cultures were washed 3 times again with HBBSS (to remove
unbound ligand) and 30 min later a last wash was performed 3 times with HBBSS (to remove

astrocytic release of captured unbound ligand).
Immunocytochemistry

Neuronal cultures were washed with HBBSS, fixed in paraformaldehyde 4% for 20 min at room
temperature, washed in PBS (0.1 M) and blocked 1 h in PBS containing 0.3% Triton X100 and
albumin (4%). The primary and secondary fluorescent antibodies were used (see reagent

section) and confocal laser-scanning microscopy was performed (see the next section).
Microscopy
Laser Scanning Confocal Microscopy

Laser-scanning confocal microscopy (LSCM) was performed using an inverted Leica SP5
confocal microscope and a Leica TCS SP8 Confocal/STED microscope (Leica Microsystems SAS;
Leica, Wetzlar, Germany) equipped with an Argon Gas laser and a X40 NA = 1.3 oil immersion
objective. Culture was scanned at room temperature with 458-, 488-, 561, 633-nm, laser lines
to detect the CFP, GFP or SEP or Cy2, HaloTag® TMR ligand and Alexa647, respectively and
high resolution images (1024 x 1024, 12 bits) of optical sections (z stack, step: 0.45um) were

captured using sequential line (mean of three) scanning. Colocalizations of two or three



fluorophores were qualitatively assessed in the x, y, and z planes of each optical section.
Maximal projection images of confocal z series (stacks) were generated where indicated in the
figure legends. Minimal adjustments to image contrast and intensity were made in Image)

software using the levels or contrast/brightness functions.
Live Imaging

Live imaging experiments were achieved using 3 different microscopes. Protein trafficking and
fusion acquisitions were performed with a Leica SP5 confocal microscope and a Leica TCS SP8
Confocal/STED microscope (Leica Microsystems SAS; Leica, Wetzlar, Germany) using a x40 oil
immersion objective. All time-lapse images were collected with the same parameters on these
two microscopes at a 512 x 512—pixel resolution (8 bit). A short interval (1.29 s) for 465 images
in a sequential mode was used to maximize vesicles resolution trajectories during 10 minutes.
A relatively low laser intensity was used to minimize laser-induced cellular damage. All
acquisitions were performed using a temperature control system (“cube & box,” life imaging
services, Basel, Switzerland) at 37°C. VGlutl time-lapse acquisitions were performed with a
Leica Spinning disk with a x40 oil immersion objective in a sequential mode with a time interval

of 600ms between each images during 5 minutes.
STED Microscopy

Confocal and STED images were acquired with a Leica TCS SP8 Confocal/STED 3x microscope
with a glycerol-immersion 100x, 1.44-N.A. objective. Dual-color sequential confocal scans
were followed by dual-color sequential STED scans by using a STED microscope. HaloTag® TMR
ligand and GFP were excited with 555 and 488-nm white light lasers respectively, at 2-5% of
laser power in this particular order. During STED scanning, GFP, and HaloTag® TMR ligand

signals were depleted with 592 nm and 660 nm time-gated depletion lasers.
Image Analysis
Analysis of Proteins Containing Vesicle Motility

tPA and VAMP2 motility analysis was analyzed in both axonal and dendritic processes. Axons
were distinguished from dendrites firstly based on known morphological characteristics:
greater length, thin and uniform diameter, and sparse branching (Banker and Cowan, 1979).

After a dozen retrospective immunostainings with an anti-MAP2 antibody of each neurite, a



kymograph type profile for each neuronal process has been established and used as a basis
for neurite distinction. We selected the proximal region of axons and dendrites for time-lapse
imaging analysis. Only those that appeared to be single axons and separate from other
processes in the field were chosen for recording axonal transport. Regions where crossing or
fasciculation occurred were excluded from analysis. A vesicle has been considered stationary
if it remained immotile for the entire recording period; a vesicle has been considered mobile

only if the displacement was 22um during 5 min.
Protein Trafficking

tPA and VAMP?2 trajectories were generated and analyzed using the KymoToolbox, a Image)
plugin developed by Fabrice P. Cordeliéres. This plug-in allows the generation of multiple
kymographs that are calibrated in space (x axis in um) and time (y axis in s). All of kymographs
are generated here with a length of 60um during 10 minutes. Kymographs were then analyzed
manually by drawing the vesicles trajectories. The plug-in extracts the dynamic parameters
directly from the trajectories and also reports the tracked particles on the original video with
a color directionality code (red for anterograde, green for retrograde and blue for stationary

dynamics).
Protein Fusion

tPA and VAMP2 fusion event were measured on kymographs after generation using
KymoToolbox plugin. Kymographs were generated with various length but like protein
trafficking only during 10 minutes. VGlutl fusion were measured using detect particles from
the ComDet plugin on FlJI. ComDet quantified each pictures from each time-lapse acquisition,

and finally a mean of VGIut1-SEP positives puncta was made for each process.
Experimental Design and Statistical Analyses

The values of charts are presented as mean * SEM. All analyses were completed from a
minimum of two to nine independent cultures. Each experiment was performed from
independent dish of cultured cortical neurons. The number of sample, named “n” corresponds
to either the number of independent neurons analyzed (all figures excepted Figure 3) or to
the number of independent vesicles analyzed. Data have been analysed with Prism
(Graphpad) software. Shapiro-Wilk tests were used to ensure a normal distribution.

Comparisons of two data sets were performed using unpaired two-tailed Student’s t-test for



normally distributed data sets and Mann—Whitney test for non-normally distributed data sets.
Comparisons for multiple data sets were performed using one-way analysis of variance with
Tukey’s post-hoc test for normally distributed data sets and Kruskal-Wallis test with Dunn’s

multiple comparison test for non-normally distributed data sets.

Paired group comparisons of two data sets were performed using paired t-test for normally
distributed data sets and Wilcoxon signed-rank tests for non-normally distributed data sets.
Comparisons of multiple non-parametric paired data sets were performed using a Friedman'’s
test.Significance levels were defined as * P < 0.05, ** P <0.01, *** P <0.001, **** P < 0.0001,

ns : not significant.



Figure legends

Figure 1: Neuronal activation disrupts the traffic of tPA-containing vesicles

A. Timeline of the experiments, the star represents the time of treatment. Cultures of cortical
primary neurons and glial cells and the imaging of both dendritic and axonal tPA-HaloTag®
transduced in primary cortical neurons. B. Representative kymographs of dendritic tPA-
containing vesicles after treatments: control HBBSS, bicuculline/glycine (Bic/Gly,

30uM/200uM respectively) and potassium chloride (KCI, 50mM). C. Kymographs analysis of

anterograde and retrograde velocities in um.s_1 and their respective cumulative distances in
um for each conditions. Control n= 167; Bic/Gly n= 154; KC| n= 140 vesicles for retrograde
trafficking and Control n= 177; Bic/Gly n= 166; KCI n=138 vesicles for anterograde trafficking.
D. Pourcentage of dynamic or static vesicles for each dendrite. Control n= 24; Bic/Gly n= 21;
KCl n= 18 dendrites. E. Number of docked vesicles and the total vesicles pool for each dendrite
per um. Control n= 24; Bic/Gly n=21; KCI n=18 dendrites (C-E) from 10 to 12 neurons from 2 to
5 independent cultures. F. Representative kymographs of dendritic tPA-containing vesicles

after treatments: control, Bic/Gly (30uM/200uM) and KCI (50mM). G. Kymographs analysis of

anterograde and retrograde velocities in um.s_1 and their respective cumulative distances in
um for each conditions. Control n= 200; Bic/Gly n= 379; KCl n=367 vesicles for retrograde
trafficking and Control n= 103; Bic/Gly n= 185; KCI n=193 vesicles for anterograde trafficking
from 11 to 20 neurons from 2 to 5 independent cultures. H. Pourcentage of dynamic or static
vesicles for each dendrite. Control n= 13; Bic/Gly n=14; KCl n=14 axons. I. Number of docked
vesicles and the total vesicles pool for each dendrite per um. Control n= 13; Bic/Gly n=14; KCI
n=14 axons (H,l) from 13 to 14 neurons from 2 to 5 independent cultures. C,G. Kruskal-Wallis’s
test followed by a Dunn’s multiple comparisons test were used. Error bars = SD. D,E,H,l. one-
way ANOVA and a Tukey’s post hoc test were used. Error bars = SEM. B, F. kymographs scale:
x=40um, y=10min. * p<0.05, ** p<0.01*** p<0.005, **** p<0.0001, ns: not significant.

Figure 2: Neuronal inhibition has no impact on tPA containing vesicles trafficking.

A. Representative kymographs of dendritic tPA containing vesicles after treatments: control
HBBSS, control DMSO, Tetrodotoxin (TTX, 1.5 uM) and Cyanquixaline/Acide 2-amino-5-

phosphonovalérique (CNQX/APV, 50uM/50uM respectively). B. Kymographs analysis of

anterograde and retrograde velocities in pum.s = and their respective cumulative distances in



um for each conditions. Control n= 167; DMSO n= 181; TTX n= 199 and CNQX/APV n= 155
vesicles for retrograde trafficking and Control n=177; DMSO n= 180; TTX n=212 and CNQX/APV
n= 169 vesicles for anterograde trafficking. C. Percentage of dynamic or static vesicles for each
dendrite. Control n= 24; DMSO n= 16; TTX n= 27 and CNQX/APV n= 19. D. Number of docked
vesicles and the total vesicles pool for each dendrite per um. Control n=24; DMSO n= 16; TTX
n= 27 and CNQX/APV n= 19 dendrites (B-D) from 11 to 14 neurons from 2 to 5 independent
cultures. E. Representative kymographs of axonal tPA-containing vesicles after treatments:

control HBBSS, DMSO, TTX (1.5 uM) and CNQX/APV (50mM/50mM). F. Kymographs analysis

of anterograde and retrograde velocities in p.m.s_1 and their respective cumulative distances in
um for each conditions. Control n= 200; DMSO n= 549; TTX n= 394 and CNQX/APV n= 252
vesicles for retrograde trafficking and Control n= 103; DMSO n= 250; TTX n= 136 and
CNQX/APV n= 81 vesicles for anterograde trafficking from 11 to 23 neurons from 2 to 5
independent cultures. G. Percentage of dynamic or static vesicles for each axon. Control n=13;
DMSO n= 17; TTX n= 14 and CNQX/APV n= 16 axons. H. Number of docked vesicles and the
total vesicles pool for each axon per um. Control n=13; DMSO n=17; TTX n= 14 and CNQX/APV
n=16 axons (G,H) from 10 to 23 neurons from 2 to 5 independent cultures. B,F. Kruskal-Wallis’s
test followed by a Dunn’s multiple comparisons test were used. Error bars = SD. C,D,G,H. one-
way ANOVA and a Tukey’s post hoc test were used. Error bars = SEM. A, E. kymograph scale:
x=40um, y=10min. * p<0.05, ** p<0.01*** p<0.005, **** p<0.0001, ns: not significant.

Figure 3: Neuronal activation increases exocytosis of tPA containing vesicles.

A. Schematic diagrams of a dual color reporter for neuronal tPA. The tPA produced display in
addition to the halotag® which makes possible to highlight the total pool of vesicles containing
tPA, a superecliptic pHluorin (SEP) allowing to observe the phenomena of exocytosis of these
vesicles, as well as the extracellular pool of tPA. B. Graphic showing fluoresence profiles of
TMR-HaloTag® and SEP before (1) and after (2) a tPA exocytosis, corresponding of the two
situations in the schematic representation in A. C, D. Example of a dendritic tPA exocytosis in
C (process MAP2 positive; in cyan) and of an axonal tPA exocytosis in D (process MAP2
negative) in basal condition. At the top, a representative z-stack confocal images of transfected
cortical neurons (DIV13) with pCMV_HaloTag®-tPA-SEP plasmid (TMR ligand; in magenta and
SEP; in yellow), a first zoom on the observed process, and a second zoom on the vesicle

followed just below (white arrow). At the bottom, time-lapse were acquired in 2 dimensions



every 30 s (t = 0 was assigned of exocytosis; Time is in min:sec), nearby respective kymographs
of HaloTag®-tPA-SEP exocytosis are shown. E, F. Representative stacks of processes time lapse
and their associated kymographs displaying HaloTag®-tPA-SEP during neuronal activation with
Bic/Gly (30uM/200uM) and KCI (50mM) treatments in dendrites (E) and in axons (F). All
process showed in E and F measures 40um, and all kymographs represents 40um horizontally
and 10 minutes vertically. G. Number of vesicles exocytosed per 100um in dendrites. Control
n=22, Bic/Gly n= 21, KCl n=16 neurons. H. Number of vesicles exocytosed (SEP positive) as ratio
of the total pool of tPA vesicles (TMR-HaloTag® positives) on dendrites. Control n=22, Bic/Gly
n= 21, KCl n=16 neurons (G,H) from 2 to 5 independents cultures. I. Number of vesicles
exocytosed per 100um in dendrites. Control n=12, Bic/Gly n= 14, KCl n=14 neurons. J. Number
of vesicles exocytosed (SEP positive) as ratio of the total pool of tPA vesicles (TMR-HaloTag®
positives) on axons. Control n=12, Bic/Gly n= 14, KCl n=14 neurons (G,H) from 2 to 5
independents cultures. G,H,1,J. one-way ANOVA and a Tukey’s post hoc test were used. Error
bars = SEM. C,D. Scale bar, (top) left : 60um, middle : 15um, right : 1um, and (bottom) 1um.
E,F. kymographs scale : x=40um, y=10min. * p<0.05, ** p<0.01*** p<0.005, **** p<0.0001,

ns: not significant.

Figure 4: Neuronal inhibition reveals a constitutive exocytosis of tPA.

A, B. Representative stacks of processes time lapse and their associated kymographs
displaying HaloTag®-tPA-SEP during neuronal inhibition with TTX (1.5uM) and CNQX/APV
(50mM/50mM) treatments in dendrites (A) and in axons (B). All process showed in A and B
measures 40um, and all kymographs represents 40um horizontally and 10 minutes vertically.
C. Number of vesicles exocytosed per 100um in dendrites. Control n=24, DMSO n=16, TTX
n=27, CNQX/APV n=19 neurons. D. Number of vesicles exocytosed (SEP positive) as ratio of
the total pool of tPA vesicles (TMR-HaloTag® positives) on dendrites. Control n=24, DMSO
n=16, TTX n=27, CNQX/APV n=19 neurons (C, D) from 2 to 6 independents cultures. E. Number
of vesicles exocytosed per 100um in axons. Control n=13, DMSO n=17, TTX n=14, CNQX/APV
n=16 neurons. F. Number of vesicles exocytosed (SEP positive) as ratio of the total pool of tPA
vesicles (TMR-HaloTag® positives) on axons. Control n=13, DMSO n=17, TTX n=14, CNQX/APV

n=16 neurons (E, F) from 2 to 4 independents cultures. C, D, E, F. Kruskal-Wallis’s test followed



by a Dunn’s multiple comparisons test were used. Error bars = SEM. A, B. kymographs scale:

x=40um, y=10min. * p<0.05, ** p<0.01*** p<0.005, **** p<0.0001, ns: not significant.

Figure 5: tPA-containing vesicles show similarities in their anterograde axonal trafficking

under basal and activating conditions with VAMP2 positive vesicles.

A. Representative kymographs of dendritic (high) and axonal (down) tPA-containing vesicles
and VAMP?2 positives vesicles after treatments: control HBBSS or bicuculline/glycine (Bic/Gly,
30uM/200uM respectively). B. Kymographs analysis of anterograde and retrograde velocity in
um.st and (C) their respective cumulative distances in dendrites in um for each conditions.
Control tPA n=106; Control VAMP2 n= 106; Bic/Gly tPA n= 154; Bic/Gly VAMP2 n= 155 vesicles
for retrograde trafficking and Control tPA n=177; Control VAMP2 n= 112; Bic/Gly tPA n= 166;
Bic/Gly VAMP2 n= 144 vesicles for anterograde trafficking from 10 to 15 neurons from 3 to 5
independent cultures. D. Kymographs analysis of anterograde and retrograde velocity in um.s’
Land (E) their respective cumulative distances in axons in um for each conditions. Control tPA
n= 200; Control VAMP2 n= 108; Bic/Gly tPA n= 379; Bic/Gly VAMP2 n= 70 vesicles for
retrograde trafficking and Control tPA n= 104; Control VAMP2 n= 168; Bic/Gly tPA n= 185;
Bic/Gly VAMP2 n= 136 vesicles for anterograde trafficking from 10 to 15 neurons from 3 to 6
independent cultures. F. Representative kymographs of dendritic (high) and axonal (down)
tPA containing vesicles after treatments: control DMSO or cyanquixaline/Acide 2-amino-5-
phosphonovalérique (CNQX/APV, 50mM/50mM respectively). G. Kymographs analysis of
anterograde and retrograde velocity in pm.s™ and (H) their respective cumulative distances in
dendrites in um for each conditions. Control tPA n= 181; Control VAMP2 n= 110; CNQX/APV
tPA n= 155; CNQX/APV VAMP2 n=118 vesicles for retrograde trafficking and Control tPA n=
180; Control VAMP2 n= 119; CNQX/APV tPA n= 169; CNQX/APV VAMP2 n= 113 vesicles for
anterograde trafficking from 11 to 13 neurons from 2 to 5 independent cultures. I.
Kymographs analysis of anterograde and retrograde velocity in um.s* and (J) their respective
cumulative distances in dendrites in um for each conditions. Control tPA n= 549; Control
VAMP2 n= 67; CNQX/APV tPA n= 252; CNQX/APV VAMP2 n=120 vesicles for retrograde
trafficking and Control tPA n= 250; Control VAMP2 n= 140; CNQX/APV tPA n= 81; CNQX/APV
VAMP2 n= 219 vesicles for anterograde trafficking from 10 to 17 neurons from 3 to 5

independent cultures. B-E, G-J. Kruskal-Wallis’'s test followed by a Dunn’s multiple



comparisons test were used. Error bars = SD. A, F. kymographs scale: x=40um, y=10min. *

p<0.05, ** p<0.01*** p<0.005, **** p<0.0001, ns: not significant.

Figure 6: tPA increases the pre and postsynaptic release of VGlutl vesicles.

A. Schematic representation and function of VGIutl-SEP to measure the exocytosis of
glutamate-containing vesicles. B, C. Representative stacks of processes time lapse displaying a
RFP (black and white) and Vglut1-SEP (pseudo-color) during control HBBSS or tPA (300nM)
treatment. D. Quantifications of the average number of VGIut1-SEP positives spots per 100pm
in dendrites in control HBBSS condition or after addition of exogenous tPA (300nM). Control
n= 18, tPA n= 19 dendrites from 10 to 12 neurons from 3 to 4 independents cultures. E.
Quantifications of the average number of VGIlut1-SEP positives spots per 100um in axons in
control HBBSS condition or after addition of exogenous tPA (300nM). Control n= 15, tPA n= 15
dendrites from 15 neurons from 4 independents cultures. Statistical tests: unpaired t test, *

p<0.05, **** p<0.0001. Error bars indicate SD. Scale bar = 10um.

Figure 7: The trafficking of the axonal tPA containing vesicles is altered in the Tau22 mouse

model of tauopathy.

A. Diagram showing the formation of neurofibrillary tangles (NFTs) by the
hyperphosphorylation of tau protein in the mouse model Tau22 of tauopathy. B.
Representative kymographs of dendritic tPA-containing vesicles in WT neurons and Tau22
neurons. C. Kymographs analysis of anterograde and retrograde velocity in pm.s™ and their
respectives cumulative distance in um for each conditions. WT n= 196; Tau22 n= 241 vesicles
for retrograde trafficking and WT n=210; Tau22 n= 241 vesicles for anterograde trafficking. D.
Pourcentage of dynamic or static vesicles for each dendrite. WT n=18; Tau22 n=19. E. Number
of docked vesicles and the total vesicles pool for each dendrite per pm. WT n= 18; Tau22 n=
19 (C-E) from 15 to 16 neurons from 3 to 4 independent cultures. F. Representative
kymographs of axonal tPA containing vesicles in WT neurons and Tau22 neurons. G.
Kymographs analysis of anterograde and retrograde velocity in um.s? and their respective
cumulative distances in um for each conditions. WT n= 252; Tau22 n= 377 vesicles for

retrograde trafficking and WT n= 144; Tau22 n= 201 vesicles for anterograde trafficking from



13 to 14 neurons from 3 to 4 independent cultures. H. Percentage of dynamic or static vesicles
for each axon. WT n=13; Tau22 n=14. 1. Number of docked vesicles and the total vesicles pool
for each axon per um. WT n= 13; Tau22 n= 14 (H,lI) from 13 to 14 neurons from 3 to 4
independent cultures. C, D, E, G, H. Samples were drawn from at least three independent
experiments. Statistical tests: two-tailed Mann-Whitney test, * p<0.05, *** p<0.005, ****

p<0.0001, ns: not significant. Kymograph scales: x=40um, y=10min.

Figure 8: Tauopathy increases exocytosis of axonal tPA.

A, H. Representative stacks of processes time lapse and their associated kymographs
displaying HaloTag®-tPA-SEP in WT and Tau22 neurons in dendrites (A) and in axons (H). All
process showed in A and H measures 40um, and all kymographs represents 40um horizontally
and 10 minutes vertically. B. Number of vesicles exocytosed per 100um in dendrites. C.
Number of vesicles exocytosed (SEP positive) as ratio of the total pool of tPA vesicles (TMR-
HaloTag® positives) on dendrites. D. Pie charts representing the percentage of exocytosed
HaloTag-tPA-SEP vesicles (SEP positives, in yellow) and intracellular HaloTag-tPA-SEP vesicles
(SEP negatives, in magenta) in dendrites. E, F. Number of tPA-SEP exocytosis (E) and
endocytosis (F) events observed in basal conditions. G. Number of dendritic motile tPA-SEP
positives vesicles. (B-G) WT n=20 and Tau22 n=19 (C, D) from 3 independents cultures. I.
Number of vesicles exocytosed per 100um in axons. J. Number of vesicles exocytosed (SEP
positive) as ratio of the total pool of tPA vesicles (TMR-HaloTag® positives) on axons. K. Pie
charts representing the percentage of exocytosed HaloTag-tPA-SEP vesicles (SEP positives, in
yellow) and intracellular HaloTag-tPA-SEP vesicles (SEP negatives, in magenta) in axons. L, M.
Number of tPA-SEP exocytosis (L) and endocytosis (M) events observed in axons in basal
conditions. N. Number of axonal motile tPA-SEP positives vesicles. (I-N) WT n=14 and Tau22
n=13 (C, D) from 3 independents cultures. B-G and I-K Samples were drawn from at least three
independent experiments. Statistical tests: two-tailed Mann-Whitney test, ** p<0.01, ns: not

significant. Kymograph scales: x=40um, y=10min.



Extended Data Fig. 1 : Neuronal activation decreases the vesicles distance travelled by

increasing the time they spend on pause.

A. Schematic representation and equation of the kymograph persistence indice. B, E.
Persitance indice of tPA containing vesicles in dendrites (B) and in axons (E) in basal condition
or neuronal activation (mean + SEM). C, F. Minimal distance between the start and the end of
each trajectory of dendritic (C) and axonal (F) tPA-containing vesicles (mean + SD). D, G. Time
spent by dendritic (D) and axonal (G) vesicles in the retrograde and the anterograde direction
or in pause as percentage (mean * SD). B,C,D Control n= 207 ; Bic/Gly n= 193; KCl n=157
vesicles from 10 to 13 neurons from 2 to 5 independent cultures. E,F,G Control n=259; Bic/Gly
n= 475; KClI n=451 vesciles from 11 to 20 neurons from 2 to 5 independent cultures. B-G
Kruskal-Wallis’s test followed by a Dunn’s multiple comparisons test were used. * p<0.05, **

p<0.01*** p<0.005, **** p<0.0001, ns: not significant.

Extended Data Fig. 2 : Neuronal inhibition does not disrupt dendritic tPA-containing vesicles

trafficking but increases the time spent by axonal tPA vesicles in the retrograde direction.

A, D. Persitance indice of tPA containing vesicles in dendrites (A) and in axons (D) in basal
condition or neuronal inhibition (Error bars = SD). B, E. Minimal distance between the start
and the end of each trajectory of dendritic (B) and axonal (E) tPA-containing vesicles (Error
bars = SEM). C, F. Time spent by dendritic (C) and axonal (F) vesicles in the retrograde and the
anterograde direction orin pause as percentage (Error bars =SD). A,B,C Control n=201 ; DMSO
n= 198; TTX n= 235 and CNQX/APV n= 182 vesicles from 11 to 14 neurons from 2 to 5
independent cultures. D,E,F Control n= 258 ; DMSO n= 690; TTX n= 463 and CNQX/APV n= 286
vesciles from 10 to 23 neurons from 2 to 5 independent cultures. A-F Kruskal-Wallis’s test
followed by a Dunn’s multiple comparisons test were used. * p<0.05, ** p<0.01*** p<0.005,

**¥** p<0.0001, ns: not significant.



Extended Data Fig. 3: Only neuronal activation modifies endocytotic and exocytotic events

of tPA-containing vesicles.

A. Representative kymographs of tPA-SEP traces in dendrites during chemical LTP with
following a schematic representation of analyses made on it. B, C. Number of tPA-SEP
exocytosis (B) and endocytosis (C) events observed in dendrites during neuronal activation. D.
Percentage of dendritic motile tPA-SEP positives vesicles. E. Pie charts representing the
percentage of exocytosed HaloTag-tPA-SEP vesicles (SEP positives, in yellow) and intracellular
HaloTag-tPA-SEP vesicles (SEP negatives, in magenta) in dendrites, (B-E) Control n=22, Bic/Gly
n= 21, KCl n=16 neurons from 2 to 5 independents cultures. F. Representative kymographs of
tPA-SEP traces in axons during chemical LTP. G, H. Number of tPA-SEP exocytosis (G) and
endocytosis (H) events observed in axons during neuronal activation. | . Percentage of axonal
motile tPA-SEP positives vesicles. J. Pie charts representing the percentage of exocytosed
HaloTag-tPA-SEP vesicles (SEP positives, in yellow) and intracellular HaloTag-tPA-SEP vesicles
(SEP negatives, in magenta) in axons, (G-J) Control n=12, Bic/Gly n= 14, KCl n=14 neurons from
2 to 5 independents cultures. K. Representative kymographs of tPA-SEP traces in dendrites
during neuronal inhibition. L, M. Number of tPA-SEP exocytosis (L) and endocytosis (M) events
observed in dendrites during neuronal inhibition. N. Percentage of dendritic motile tPA-SEP
positives vesicles. O. Pie charts representing the percentage of dendritic exocytosed HaloTag-
tPA-SEP vesicles (SEP positives, in yellow) and intracellular HaloTag-tPA-SEP vesicles (SEP
negatives, in magenta) in dendrites, (L-O) Control n=24, DMSO n=16, TTX n=27, CNQX/APV
n=19 neurons from 2 to 6 independents cultures. P. Representative kymographs of tPA-SEP
traces in axons during neuronal inhibition. Q, R. Number of tPA-SEP exocytosis (L) and
endocytosis (M) events observed in axons during neuronal inhibition. S. Percentage of axonal
motile tPA-SEP positives vesicles. T. Pie charts representing the percentage of exocytosed
HaloTag-tPA-SEP vesicles (SEP positives, in yellow) and intracellular HaloTag-tPA-SEP vesicles
(SEP negatives, in magenta) in axons, (Q-T) Control n=13, DMSO n=17, TTX n=14, CNQX/APV
n=16 neurons from 2 to 4 independents cultures. B-D, G-I, L-N and Q-S. Kruskal-Wallis's test
followed by a Dunn’s multiple comparisons test were used. A, F, K and P kymograph scale:

x=40um, y=10min. * p<0.05, ** p<0.01*** p<0.005, **** p<0.0001, ns: not significant.



Extended Data Fig. 4: Neuronal activation decreases the vesicles distance travelled by

increasing the time they spend on pause.

A, B. Time spent by dendritic (A) and axonal (B) vesicles in the retrograde and the anterograde
direction or in pause as percentage in basal condition or neuronal activation (Error bars = SD).
A. Control tPA n= 106; Control VAMP2 n= 106; Bic/Gly tPA n= 154; Bic/Gly VAMP2 n= 155
vesicles for retrograde trafficking and Control tPA n= 177; Control VAMP2 n= 112; Bic/Gly tPA
n=166; Bic/Gly VAMP2 n= 144 vesicles for anterograde trafficking from 10 to 15 neurons from
3 to 5 independent cultures. B. Control tPA n= 200; Control VAMP2 n= 108; Bic/Gly tPA n=
379; Bic/Gly VAMP2 n= 70 vesicles for retrograde trafficking and Control tPA n= 104; Control
VAMP2 n= 168; Bic/Gly tPA n= 185; Bic/Gly VAMP2 n= 136 vesicles for anterograde trafficking
from 10 to 15 neurons from 3 to 6 independent cultures. C, D. Time spent by dendritic (C) and
axonal (D) vesicles in the retrograde and the anterograde direction or in pause as percentage
in basal condition or neuronal inhibition (Error bars = SD). C. Control tPA n= 181; Control
VAMP2 n= 110; CNQX/APV tPA n= 155; CNQX/APV VAMP2 n=118 vesicles for retrograde
trafficking and Control tPA n= 180; Control VAMP2 n= 119; CNQX/APV tPA n= 169; CNQX/APV
VAMP2 n= 113 vesicles for anterograde trafficking from 11 to 13 neurons from 2 to 5
independent cultures. D. Control tPA n= 549; Control VAMP2 n= 67; CNQX/APV tPA n= 252;
CNQX/APV VAMP2 n=120 vesicles for retrograde trafficking and Control tPA n= 250; Control
VAMP2 n= 140; CNQX/APV tPA n= 81; CNQX/APV VAMP2 n= 219 vesicles for anterograde
trafficking from 10 to 17 neurons from 3 to 5 independent cultures. A-D Kruskal-Wallis’s test
followed by a Dunn’s multiple comparisons test were used. * p<0.05, ** p<0.01*** p<0.005,

**¥** p<0.0001, ns: not significant.

Extended Data Fig. 5: Dynamic axonal vesicles spend more time off when neurons have
tauopathy.

A, F. Representative kymographs of dendritic (A) and axonal (F) tPA containing vesicles in WT
neurons and Tau22 neurons B, F. Persitence indice of tPA containing vesicles in dendrites (B)
and in axons (F) in WT or Tau22 neurons (Error bars = SEM). C, G. Minimal distance between
the start and the end of each trajectory of dendritic (C) and axonal (G) tPA containing vesicles
(Error bars = SD). D, H. Time spent by dendritic (D) and axonal (H) vesicles in the retrograde
and the anterograde direction or in pause as percentage (Error bars = SD). B, C, D WT n=233;

Tau22 n= 279 vesicles from 15 to 16 neurons from 3 to 4 independent cultures. F, G, H WT n=



342 ; Tau22 n= 453 vesicles from 13 to 14 neurons from 3 to 4 independent cultures. B, C, D,
F, G and H. Samples were drawn from at least three independent experiments. Statistical tests:

two-tailed Mann-Whitney test* p<0.05, **** p<0.0001, ns: not significant.
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Discussion




Nous avons vu dans l'introduction que le tPA joue un r6le dans de nombreux
mécanismes physiopathologiques dans le SNC. Il est par conséquent important de mieux
connaitre précisément, quelle est la localisation du tPA et comment celui-ci trafique dans les
neurones. Cela nous permettrait d'expliquer les différentes implications du tPA neuronal mais

aussi ses fonctions dans le SNC.

Dans cette premiére étude nous avons montré que le tPA est une protéine présente
dans des vésicules a la fois dans les dendrites et dans les axones. De plus, nous le retrouvons
libéré au niveau de la synapse. En concordance avec la littérature et grace a différents outils
moléculaires (HaloTag®-tPA-SEP), nous avons pu voir que le tPA est contenu dans des vésicules
d'exocytose VAMP?2 positives et qu'il peut étre libéré par les neurones a la fois au niveau pré
et postsynaptique . De plus
le tPA est retrouvé également dans des vésicules d'endocytose (Rab5), dans des endosomes
tardifs (Rab7) pour étre dégradé et dans des endosomes (Rabll) pour étre recyclé.
L’ensemble de ces vésicules sont transportées dans les dendrites et les axones a la fois de

facon antérograde et rétrograde.

Aujourd'hui, il est treés dur de pouvoir observer le tPA dans les neurones corticaux car
ils I'expriment en trop petite quantité et les anticorps qui existent contre le tPA ne sont pas
assez efficaces pour mettre en évidence une aussi faible concentration. Chez le rongeur en
conditions in vivo, le seul moyen de détecter le tPA est d'utiliser un traitement a la colchicine.
En effet, ce traitement va désorganiser le cytosquelette des neurones en se fixant sur la
tubuline libre empéchant sa polymérisation dans les dendrites et les axones, inhibant ainsi le
transport vésiculaire. L'arrét du transport entraine une accumulation dans le corps cellulaire
des neurones de protéines nouvellement formées. De cette maniére, il est alors possible de
mettre en évidence le tPA par immunohistochimie . Néanmoins, in

vitro, I'utilisation de colchicine ne marche pas, en conséquence il est trés difficile d'étudier le



tPA dans les neurones corticaux en cultures. Il est nécessaire en culture de passer par
I'incorporation de plasmides pour surexprimer le tPA, comme d'ailleurs bon nombre d'autres
protéines intracellulaires aujourd'hui étudiées. Dans cette étude nous avons choisi des
plasmides codant pour des protéines fusions du tPA possédant un site HaloTag®. Ce site
présente de nombreux avantages qu'une protéine fusion classique tPA-GFP n'a pas.
L'haloTag® est une haloalcane déshalogénase modifiée, c'est une enzyme bactérienne qui a la
capacité de transformer des chloroalcanes en alcools ; ici la fixation de I'enzyme a son substrat
(chloroalcanes) est irréversible . L’haloTag® possede deux groupes : un
groupe fonctionnel et un groupe de liaison pour interagir avec I'enzyme. C'est le groupe
fonctionnel de la protéine Halotag® qui lui apporte ses multiples roles car il peut se lier a une
multitude de ligands différents (fluorochromes, ligands réactifs, résine, ...). Dans cette étude,
c'est principalement I'utilisation de ligands couplés a des fluorochromes qui ont retenu notre
attention pour aller étudier le tPA-HaloTag® dans les neurones corticaux en imagerie
microscopique. Cependant, cette technique améne aussi certains inconvénients, notamment
celle de modifier la structure de la protéine naturelle en lui ajoutant un site HaloTag® de 33

kDa, augmentant considérablement sa taille (69 kDa).

Groupe de Groupe HaloTag® TMR ligand
liaison fonctionnel

Ligand de +
5 v
v I'HaloTag® d
Ligands fluorescents
: ~ Cl

. /\/\/\l Surfaces
cl
1 /\/\/\,R Ligands réactifs M
cl

Cl

: Schéma montrant le fonctionnement de la technologie HaloTag® ainsi que le tPA-HaloTag®.

A. L'HaloTag® (en bleu) est une haloalcane déshalogénase mutée. Cette mutation lui permet de se lier de fagcon
spécifique et covalente a son substrat : les chloroalcanes (« ligand de I'HaloTag® », en marron). Les chloroalcanes
possedent un groupe de liaison, reconnu spécifiquement par les halocalcanes déshalogénases (en gris) et un
groupe fonctionnel (en rouge). Les ligands, en fonction du groupe fonctionnel, peuvent conférer des fonctions
différentes a une protéine de fusion HaloTag. B. Dans notre étude le tPA (orange) est fusionné avec I'HaloTag®
(en bleu), lors de I'ajout du substrat de I’'HaloTag® : « ’'HaloTag® TMR ligand » sur nos cultures de neurones. Ce
ligand va aller se fixer de maniére spécifique et irréversible sur la protéine fusion : tPA-HaloTag®. La mutation
dans la séquence de I'HaloTag® va 'empécher de cliver le chloroalcane et une liaison covalente va se former
entre I'enzyme et le ligand (trait rouge) (adapté de :



Nous avons dans un premier temps confirmé le bon fonctionnement de la protéine :
tPA-HaloTag® codée et produite par ce nouveau plasmide. Nous avons également vérifié que
le ligand fluorescent (TMR ligand) se lie bien spécifiqguement a I'HaloTag®

. Nous avons aussi vérifié que I'addition de I'HaloTag® au niveau

de I'extrémité C-terminal du tPA ne modifie pas son activité protéolytique
. Dans un second temps, nous avons regardé si les promoteurs pSYN (synaptophysine :
promoteur spécifique des neurones), pCMV (Cytomégalovirus : promoteur viral) ainsi que la
localisation de I'HaloTag® au niveau de I'extrémité N- ou C-terminal sur le tPA influencaient

son expression et son adressage dans les neurones

Nous avions montré dans une étude précédente que certains neurones du cortex sont
capables in vivo d'exprimer et de synthétiser du tPA . Nous avons voulu
vérifier si les neurones corticaux en culture pouvaient également synthétiser du tPA, d'abord
sans surexpression. Pour cela nous avons transfecté des cultures de neurones avec un
plasmide portant la séquence du promoteur du tPA suivie de la séquence qui code pour la
protéine pPLAT-tPA-HaloTag®. Apres I'addition de TMR ligand nous avons observé la présence
de tPA, preuve que les neurones sont capables de I'exprimer. De plus, nous obtenons une
distribution neuronale de la protéine fusion similaire a celle exprimée par les autres
promoteurs : pSYN et pCMV . Le promoteur du tPA
(pPLAT) étant un promoteur faible, nous avons préféré I'utilisation des plasmides codant pour

la protéine fusion présentant des promoteurs fort.

Nous avons voulu savoir par la suite si notre protéine tPA-HaloTag® était adressée au
bon endroit dans les neurones. Les plasmides codant pour le tPA-HaloTag® comprennent a la
fois bien entendu la séquence du tPA mais aussi la séquence de son peptide signal. Le peptide
signal est une chaine peptidique qui dirige les protéines en cours d'élongation (en cours de
synthese par les ribosomes) vers le réticulum endoplasmique, ce signal va permettre
d'adresser les protéines dans un compartiment cellulaire spécifique (ex : protéines
membranaires, protéines de sécrétion, protéines luminales de certains organites). Dés que la
protéine est arrivée au bon endroit, si le peptide signal est situé a une des extrémités de la
chaine protéique, celui-ci va étre clivé par des protéases

. La présence du peptide signal dans nos plasmides permet donc un bon adressage de



nos protéines fusions. Il est donc primordial d'indiquer que I'ensemble des protéines fusions

surexprimées dans ces deux études sont toutes synthétisées avec leur peptide signal.

Dans la mesure ou les travaux de cette thése dans cette premiére étude se sont
focalisés sur I'étude dynamique du tPA en microscopie confocale en temps réel, nous allons

par la suite discuter uniquement de ces résultats.

Dans cette premiére étude, nous avons décrit en conditions basales (sans modification
de l'activité des neurones) que le tPA peut étre retrouvé et transporté a la fois dans les
dendrites et les axones de neurones corticaux en culture. Ce tPA est véhiculé a la fois de
maniere rétrograde et de maniere antérograde. Ces vésicules transportant le tPA s'averent
étre en moyenne plus rapides dans les axones que dans les dendrites (1.22 um/s contre 0.9
um/s) . Les vitesses vésiculaires que nous avons analysées sont en accord
avec celles déja décrites dans la littérature, en particulier avec celles des vésicules a coeur
denses . De plus, nous avons observé que le flux de
vésicules a tPA passant dans les prolongements était également plus important au niveau des
axones en particulier dans le sens rétrograde. Enfin, nous avons montré que ces vésicules sont
bien plus dynamiques (en mouvement) au niveau axonal qu'au niveau dendritique ou l'on
observe une population plus importante de vésicules stationnaires .l est
fort probable que les vésicules contenant le tPA au niveau des dendrites soient arrimées a la
membrane plasmique, afin d'y étre prochainement exocytées apres la survenue d'une
dépolarisation. De maniéere intéressante, les vésicules contenant le tPA dans les axones sont
beaucoup plus dynamiques, en particulier dans le sens rétrograde. Il est possible que le tPA
retourne vers le corps cellulaire pour y étre dégradé dans les lysosomes ou alors aussi pour
aller modifier I'expression de certains genes du noyau. Ce trafic rétrograde ressemble aussi
beaucoup au trafic des endosomes de signalisation, notamment ceux contenant les
récepteurs TrkA activés . Donc le transport axonal rétrograde du tPA peut
également avoir une fonction protectrice comme pour le BDNF en venant modifier
I'expression de genes régissant la survie cellulaire . Ce type de

transport serait en adéquation avec les mécanismes décris dans la littérature du tPA dans la



survie neuronale (Liot et al. 2006; Correa et al. 2011b; Wu et al. 2013). Cependant, pour que
le tPA se retrouve dans ces organites, il y a de grandes chances qu’il soit libéré dans le milieu
extracellulaire et recapturé par endocytose par les neurones. Enfin, il possible aussi que cet
important transport rétrograde permette de redistribuer et recycler le tPA dans d'autres

compartiments, comme dans les dendrites.

Une précédente étude du laboratoire a montré que le tPA est contenu dans un sous-

type de vésicules a coeur dense synaptobrévine 2 (VAMP2) positives
Des travaux ont également mis en évidence que le tPA peut étre libéré par les neurones a la
suite d'une dépolarisation neuronale causée par une forte concentration en K* (Gualandris et
al. 1996; Fernandez-Monreal et al. 2004c; Lochner et al. 2006; de Wit et al. 2009), par le NMDA
ou encore par l'utilisation de la bicuculline, inhibiteur des interneurones

GABA

Nous avons pu montrer ici que le tPA peut étre co-localisé dans des vésicules VAMP2 positives
. De plus, grace a l'utilisation d’un autre outil original : un plasmide codant
pour le HaloTag®-tPA-SEP, nous avons pu observer la libération du tPA
La SEP (superecliptic pHluorin) est une GFP qui présente la particularité d’émettre de la
fluorescence uniquement dans un environnement a 7.4 de pH extracellulaire. Lorsque que la
protéine fusion HaloTag®-tPA-SEP est synthétisée et stockée dans des vésicules a pH acide (pH
5.5), la SEP n’émet donc aucune fluorescence. Ainsi avec cette protéine fusion nous pouvons
visualiser le tPA intravésiculaire en fluorescence rouge grace au TMR ligand fixé a I'HaloTag®
et aussi observer son exocytose par la SEP en fluorescence verte
Dans cette étude, nous avons mis en évidence qu’en conditions basales les neurones corticaux
peuvent libérer du tPA au niveau pré et postsynaptique. Dans ces conditions on observe un
pourcentage de vésicules a tPA exocytées (ratio entre vésicules seulement rouges ou
intracellulaire et les vésicules rouges et vertes a la fois, alors exocytées) ainsi qu’un nombre
de vésicules a tPA exocytées par um plus important dans les dendrites que dans les axones
. A ce stade et dans ces cultures on ne peut pas affirmer qu’il
s’agisse d’une exocytose constitutive ou régulée. En effet, nous ne modifions pas I'activité des
neurones par un traitement (activateur ou inhibiteur), ce qui indiquerait plutét une sécrétion

constitutive or rien ne nous indique que les neurones en conditions basales ne libérent pas ce



tPA a la suite d’'une dépolarisation provoquée par le neurone voisin. Cela n’exclut pas non plus
gue |'exocytose du tPA que nous observons ne soit pas un mélange de ces deux voies de

sécrétion différentes.

Dans cette deuxiéme étude, nous avons présenté une description et une analyse du
trafic du tPA dans les neurones corticaux dans différentes conditions d’activité neuronale.
L’activation des neurones provoque un chamboulement dans le trafic dendritique et axonal
du tPA qui se manifeste par une diminution de la vitesse globale des vésicules, ainsi que de la
distance qu’elles parcourent. Ces phénomeénes sont associés a une augmentation de
I'arrimage des vésicules contenant le tPA et a une accentuation de |'exocytose de ces
vésicules. L'inhibition quant a elle des neurones ne modifie en rien le trafic des vésicules, au
niveau de leur transport et de leur libération, dévoilant une sécrétion constitutive du tPA dans
les éléments pré et postsynaptiques. Il s'aveére que I'étude conjointe du trafic de la v-SNARE
VAMP2 montre de grandes similitudes dans le transport axonal antérograde que cela soit en
conditions contréle (sans modification de I'activité basale des cultures) qu'en condition
d'activation neuronale, soulignant un co-transport des deux protéines. De plus, nous avons
regardé l'effet de I'addition exogene de tPA sur la libération de glutamate sur les cultures de
neurones corticaux, et nous avons observé une augmentation de I'exocytose des vésicules
VGIlutl a la surface des dendrites et des axones. Enfin, nous avons étudié le trafic du tPA dans
un modele de maladie d’Alzheimer qui montre une exacerbation du transport et de la

libération du tPA axonal sans modification de son comportement dendritique.

Apreés avoir étudié le trafic du tPA dans les neurones corticaux en condition d'activité
basale, nous voulions aller plus loin en examinant ce trafic en condition d'activation

neuronale. Nous savons aujourd'hui que c'est la concentration en Ca%* qui régit le trafic des



vésicules, comme ['attachement et le détachement des moteurs moléculaires, ou encore
I'activation des protéines du systeme SNARE, responsable de |'arrimage et de la fusion des
vésicules avec la membrane plasmique. Il a déja été montré que les changements de direction
dans la trajectoire des vésicules, ainsi que |'arrimage de ces vésicules se produisent lors d’un
pic d'activité calcique . Dans ces expériences nous avons reproduit la méme
chose que pour la premiere étude, c'est a dire la surexpression de nos protéines fusion tPA-
HaloTag® dans les cultures et I'utilisation d'un ligand fluorescent (HaloTag® TMR ligand)
perméable aux membranes cellulaire pour observer le tPA. Nous avons reproduit I'expérience
de Hanus et collaborateurs en transfectant conjointement a notre tPA-HaloTag® un marqueur
fluorescent de I'activité calciqgue (GCaMP3fast) qui émet des pics d'intensité proportionnels a
la quantité de Ca?* présente dans son environnement proche . Nous avons
en effet observé que les changements de direction des vésicules a tPA ou leur arrimage
coincidaient avec les pics de fluorescence calcique . Sachant cela, nous voulions

vérifier si les vésicules contenant tPA étaient sujettes a une sécrétion régulée ou non.

A B D GCamp3fast projecting peaks
Sum tPA-HaloTag®

GCamp3fast
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AF/F

: Les mouvements des vésicules contenant le tPA sont calqués sur les pics d’activité calcique.

A. Schéma représentant la séquence ainsi que la structure tridimensionnelle du marqueur calcique encodé
génétiqguement GCaMP3fast. Il résulte de I'assemblage d’une protéine fluorescente verte (eGFP), d’une protéine
modulable par le Ca?* (calmoduline, CaM) ainsi que d’un peptide RS20 ici, d’une kinase a chaine légére régulatrice
de la myosine Il. La fixation du Ca?* sur la calmoduline provoque son changement conformationnel menant a la
permutation circulaire de I'’eGFP, qui émet alors de la fluorescence. B. Image montrant la dendrite d’un neurone
cortical transfecté avec la GCaMP3fast. C. Graphique montrant les variations de fluorescence de la GCaMP3fast
au cours du temps au niveau de la région d’intérét encadrée en B. Cette variation de fluorescence est
proportionnelle 3 la quantité de Ca?* présent dans I'environnement proche de la GCaMP3fast. D. Kymographe
montrant les trajectoires des vésicules contenant le tPA-HaloTag® révélé par I'ajout sur les cultures de I'HaloTag®
TMR ligand (rouge), ainsi que les pics d’intensité de la GCaMP3fast (traits verts). On observe que les changements
de direction dans les trajectoires des vésicules contenant le tPA-HaloTag® coincident avec les pics d‘activité
calcique.



Nous avons choisi d'utiliser des modeles de LTP chimiques répandus dans la littérature
pour stimuler nos cultures. Nous avons pris deux traitements activateurs ayant des effets sur
chaque co6té de la synapse, a savoir un traitement au KCI (50mM) qui va agir sur |'extrémité
présynaptique et le traitement Bicuculline/Glycine (30uM/200uM) qui va plutot agir au niveau
postsynaptique. Le but de ces expériences est de vérifier si le transport et la libération du tPA
change lorsque I'on modifie les concentrations intracellulaires en Ca%*. Aprés analyse, nous
avons vu que l'augmentation de cette concentration dans les neurones transfectés provoquait
une réduction des vitesses vésiculaires moyennes (antérogrades et rétrogrades) associée a
une diminution des distances moyennes qu'elles parcourent a la fois dans les dendrites et les
axones. De plus, le temps moyen passé par les vésicules a I'arrét dans une trajectoire
augmente dans les dendrites et dans les axones. Nous observons également que cette hausse
intracellulaire en Ca?* augmente l'arrimage des vésicules contenant le tPA, suggérant une
exocytose prochaine de leur contenu dans le milieu extracellulaire

. Ces parametres dynamiques sont en accord avec la littérature des
vésicules a coeur denses

. De maniére intéressante, nous avons observé que le traitement
Bic/Gly affectait plus particulierement le trafic bidirectionnel du tPA dans les dendrites alors
gue dans les axones c'est plutot le traitement au KCl. Ces petites différences seraient
probablement liées a leur mécanisme d'action respectif. Le traitement Bic/Gly permet par la
bicuculline d'inhiber les interneurones GABA inhibiteurs dans les cultures, et par la glycine

d'activer les R-NMDA amenant un enrichissement des courants postsynaptiques
. Le traitement au KCI va lui favoriser la dépolarisation
rapide et mener a une augmentation du nombre de potentiels d'actions au niveau de |'axone
et des extrémités présynaptiques . Ces résultats
indiquent que le transport du tPA est sensible aux variations de Ca?* intracellulaire suggérant

fortement une sécrétion régulée.

A la suite de ces premiers résultats nous voulions vérifier si cette activation neuronale
provoquait une variation dans I'exocytose des vésicules contenant le tPA. Les données sur le

transport du tPA étaient manquantes dans la littérature, en revanche il existe déja un certain



nombre d'études qui ont décrit qu'a la suite d'une dépolarisation neuronale le tPA était libéré
(Gualandris et al. 1996; Nicole et al. 2001; Centonze et al. 2002; Fernandez-Monreal et al.
2004c; Lochner et al. 2006; de Wit et al. 2009). Seulement trés peu de ces études ont pu

regarder cette libération en temps réel sur des neurones corticaux.

Pour observer cela, nous avons transfecté des plasmides codant pour la protéine
HaloTag®-tPA-SEP pour voir a la fois le transport intracellulaire du tPA (en rouge avec le
HaloTag® TMR ligand) et sa libération (en vert avec la SEP)

. Nous retrouvons effectivement les données de la littérature, apres
activation des neurones nous avons observé une augmentation du nombre de vésicules
exocytées par um. De plus, nous avons pu constater également une augmentation du nombre
d'évenements de fusion sur les kymographes. Comme pour le transport des vésicules, il y a un
effet plus marqué du traitement Bic/Gly sur I'exocytose du tPA dendritique alors que le KCl
accentue quant a lui l'exocytose axonale du tPA. Cependant nous avons révélé des
mécanismes différents dans les dendrites et dans les axones. En effet, lors de I'activation, nous
avons remarqué une augmentation du nombre de vésicules contenant le tPA dans les axones
par rapport au controle. De ce fait, on retrouve plus de vésicules arrimées a la membrane et
plus d'exocytoses. Il est trés probable que la hausse de Ca?* dans les axones provoque un arrét
et une accumulation des vésicules a la membrane plasmique amenant une libération plus
importante du tPA dans le milieu extracellulaire. Au niveau des dendrites, sous le traitement
Bic/Gly nous avons apercu un phénomene différent. Dans cette condition, il y a plus de
vésicules a tPA exocytées mais pour un méme nombre de vésicules présentes dans les

dendrites par rapport au controle.

Il est important de souligner que ces résultats ne refletent pas la réalité. Tout d'abord
il y a fort a parier que I'exocytose de tPA axonal ne soit pas aussi importante dans des
conditions in vivo. En effet, en dehors bien entendu de la surexpression du tPA, les neurones
de nos cultures sont amyéliniques, offrant ainsi plus facilement des zones de contact le long
des axones avec les neurones voisins. Pour cela, il pourrait étre intéressant d'utiliser des
plaques microfluidiques qui sont des dispositifs permettant d'isoler les axones dans des
microcanaux . L'isolement d'une grande portion des axones dans ces microcanaux
permettrait de voir si I'exocytose est maintenue en |'absence de contact avec les autres

neurones.
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: Exemple d’application de plaques microfluidiques, ici dans la reconstitution d’un circuit neuronal
corticocortical.
(A) Image et représentation schématique de la chambre microfluidique a 3 compartiments qui permet la
reconstitution d'un réseau corticocortical mature compatible avec l'imagerie des cellules vivantes, des axones et
des dendrites. (B) Les neurones présynaptiques ont été transfecté avec une GFP (vert) pour visualiser les axones
dans les microcanaux et I'immunomarquage MAP2 (rouge) a été appliqué sur I'ensemble de la microchambre a
DIV13. Le grossissement montre les axones dans la partie distale du long microcanal mais pas les dendrites
positives pour MAP2. Adapté de

De plus, ces dispositifs peuvent contenir des chambres qui communiquent avec ces
portions d'axones, ce qui rend possible la culture d'oligodendrocytes pour leur myélinisation.
L'isolation des axones dans les gaines de myélines va a coup sir favoriser une accélération du
trafic des vésicules, par la diminution de zones accessibles contenant des canaux au Ca®* et
réduire I'exocytose, ou du moins la restreindre dans des régions bien spécifiques de I'axone.
Enfin, Il est possible aussi que la modification du tPA en lui ajoutant a la fois un HaloTag® et
une SEP, encombre et réduise sa capacité a interagir avec ces cibles. Cela pourrait par exemple
expliquer le fait qu'une fois exocyté, le tPA reste longtemps dans le milieu extracellulaire
(visibles sur les kymographes), et qu'il ne soit pas rapidement recapturé. Cependant, nous

sommes en accord avec une étude qui a montré que lorsque |'on stimulait des neurones avec



une forte concentration en K* (KCl), le phénoméne d'exocytose persiste jusqu'a plusieurs

minutes

Nous avons par la suite voulu regarder le trafic du tPA cette fois-ci dans l'inhibition
neuronale. A l'inverse de l'activation, il n'y a que peu de données dans la littérature. De
maniére réciproque, nous avons utilisé deux traitements inhibiteurs qui induisent les effets
opposés aux deux traitements activateurs que nous avons décrits précédemment.
L'application de tétrodotoxine (TTX, 1.5uM) va engendrer l'inhibition des canaux sodiques
voltage dépendant, bloguant ainsi la propagation des potentiels d'action au niveau axonal, et
réduisant la concentration présynaptique en Ca?*(Santschi et al. 1999b; Cichon and Gan 2015).
Le deuxieme traitement CNQX/APV (50uM/50uM) va permettre quant a lui de bloquer
I'ensemble des récepteurs synaptiques au glutamate, provoquant I'appauvrissement des

courants postsynaptiques et réduisant la concentration postsynaptique en Ca?*

De maniére surprenante, nous n'avons observé aucune modification du trafic du tPA
dans ces conditions. La diminution intracellulaire de la concentration en Ca2+ n'a apporté
aucun changement dynamique du tPA au niveau pré et postsynaptique

. De plus, nous n'avons constaté aucune modification non plus dans la
libération du tPA que ce soit dans les dendrites ou dans les axones
. Ces résultats suggerent I'existence d'une sécrétion constitutive du tPA au

niveau pré et postsynaptique.

Il'y a plusieurs hypotheses possibles pour expliquer ce que nous avons remarqué. Tout
d'abord il est possible que la surexpression du tPA dans les neurones compense les
traitements inhibiteurs. Effectivement, le tPA pourrait potentialiser l'influx de Ca2+ grace a
son interaction avec les R-NMDA maintenant les concentrations pré et postsynaptique en
Ca2+ a des niveaux de repos. Cette premiére hypothese est la moins probable, car I'ensemble
des transfections a été réalisé avec de la lipofectamine, connue pour avoir des rendements de
transfection relativement faibles. Cela indiquerait que le tPA serait libéré par un neurone, lui
donnant la possibilité de s'activer lui-méme grace a l'interaction tPA/R-NMDA. La deuxieme

hypothése, plus probable est que cette inhibition dévoile une sécrétion constitutive du tPA



par les neurones (Shin et al. 2004b). Par cette voie de sécrétion le tPA pourrait étre libéré pour
entretenir et réguler la matrice extracellulaire par un mécanisme dépendant de la conversion

du plasminogene en plasmine

Comme nous l'avons mentionné plus haut, le tPA a été identifié dans des vésicules a
coeur dense (DCVs) , puis dans une sous population de DCVs
synaptobrévine 2 (VAMP2) positives . L'objectif de
cette expérience était de comparer le trafic respectif du tPA et de VAMP2 dans les neurones

corticaux afin de déceler un potentiel co-transport.

Dans cette expérience nous avons transfecté un plasmide codant pour une protéine
VAMP2 fusion : la VAMP2-GFP. A la différence du tPA qui est une protéine sécrétée et donc
qui se situe dans la lumiere des vésicules, VAMP2 est une protéine enchassée dans la
membrane des vésicules synaptiques et des DCVs . Elle appartient a la famille des

v-SNARE impliquée dans la fusion de la membrane des vésicules avec la membrane plasmique.
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: Schéma montrant le fonctionnement de la protéine fusion VAMP2-SEP.
Comme pour I'HaloTag®-tPA-SEP, la VAMP2-SEP émet une fluorescence uniquement en présence d’un pH =7.4.
Lorsqu’elle est encapsulée dans des vésicules au pH acide il n’y a aucune émission de fluorescence

Nous nous sommes apercu que les vésicules contenant le tPA et les vésicules VAMP2
positives présentaient des similarités importantes dans leur transport axonal antérograde, en
conditions de repos comme en condition d'activation. En effet, nous avons trouvé que les
trajectoires de ces vésicules montrent la méme vitesse vésiculaire antérograde moyenne ainsi

gue les mémes distances moyennes parcourues en condition contréle et Bic/Gly



. Chose intéressante, a l'inverse des vésicules contenant le tPA,
les vésicules VAMP2 répondent au traitement inhibiteur. Cependant, malgré des parameétres
moteurs axonaux antérogrades identiques qui indiquent un transport commun des deux
molécules dans les mémes vésicules, la majorité des vésicules axonales VAMP2 sont
antérogrades et les vésicules a tPA rétrogrades

. Cette différence s'explique de par la nature et la fonction des deux protéines, VAMP2
est retrouvée de maniere prédominante dans le compartiment de sécrétion, alors que le tPA
est retrouvé dans de nombreux compartiments des différents organites, dans les dendrites et
les axones. Nous décrivons le tPA comme étant co-localisé avec les protéines Rab qui sont des
marqueurs de la famille des endosomes, notamment dans les endosomes précoces (Rab5+),
dans les endosomes tardifs (Rab7+) ou encore dans les endosomes de recyclage (Rab11+) dans
les dendrites et dans les axones . L’abondance des trajectoires rétrogrades
du tPA ressemble beaucoup a celles des endosomes de signalisation décrite dans la littérature,

de plus la vitesse est semblable
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: Le trafic axonal du tPA ressemble fortement a celui des endosomes de signalisation.
A. En haut : kymographe représentatif des trajectoires rétrogrades axonales des endosomes de signalisation
contenant les récepteurs TrkA (FLAG-TrkA). En bas : graphes montrant la répartition des vitesses rétrogrades en
um/s des endosomes de signalisation contenant TrkA dans les axones . B. En haut:
kymographe représentatif des trajectoires rétrogrades axonales des vésicules contenant le tPA (tPA-HaloTag®).
En bas: graphes montrant la répartition des vitesses rétrogrades en um/s des vésicules contenant le tPA-
HaloTag® dans les axones



En effet, le tPA pourrait étre libéré et recapturé par le méme neurone et pris en charge
par des endosomes de recyclage et de signalisation (Rab11+) pour étre redistribué soit dans
des zones a proximité (autres boutons présynaptiques), soit dans des zones éloignées (dans
les dendrites). Nous ne sommes pas en mesure de connaitre pour l'instant I'origine de cette
recapture, elle pourrait étre médiée par des récepteurs (R-NMDA, LRP1), ou bien par une

transcytose rétrograde.

Enfin, la comparaison du trafic tPA/VAMP2 durant I'inhibition des neurones montre
que la potentielle sécrétion constitutive du tPA se passerait a travers d’autres vésicules que
les DCVs VAMP2 positives. Les points communs retrouvés entre le transport rétrograde du tPA
et les endosomes de signalisation donnent une bonne piste pour trouver une réponse a notre

guestion : comment expliquer le trafic axonal majoritairement rétrograde du tPA ?

Dans la suite de cette étude nous avons regardé si le tPA exogene était capable de
moduler la transmission glutamatergique. Nous savons que le tPA est capable de se fixer sur
plusieurs récepteurs présents a la synapse ou dans son environnement proche (R-NMDA,
LRP1, récepteurs a I'annexine I, REGF) lui valant d’étre impliqué dans un certain nombre de
fonctions dans le SNC (Chevilley et al. 2015a; Jeanneret and Yepes 2017; Thiebaut et al.
2018b). Des études ont d’ores et déja montré I'implication du tPA dans le déclenchement du
cycle des vésicules synaptiques, et dans la libération présynaptique de glutamate qui
permettrait d’activer les R-NMDA postsynaptiques et ainsi provoquer la phosphorylation de

la CaMKIl et de la recruter dans la PSD

Nous avons choisi pour cette expérience la surexpression du transporteur vésiculaire
du glutamate 1 (VGlutl) associé a une SEP pour mettre en évidence la libération des vésicules
synaptiques contenant le glutamate (VGIut1-SEP) dans les neurones corticaux. L’addition de
tPA exogéne (300nM) sur nos cultures de neurones a provoqué une augmentation de
I’exocytose du glutamate a la fois au niveau des extrémités pré et postsynaptiques

. La premiére surprise que nous avons rencontrée a été I'observation de la présence
de vésicules VGlutl dans les dendrites. Il s’Tavere que nous sommes finalement en accord avec
la littérature qui décrit que les dendrites peuvent effectivement en contenir et en libérer dans

le milieu extracellulaire . De plus, nous connaissons



I’existence depuis quelques années des R-NMDA présynaptiques , qui
pourrait expliquer en partie la présence de ces vésicules a glutamate postsynaptiques. Il serait
donc possible pour le tPA de se fixer au R-NMDA pré et postsynaptique pour augmenter la
libération de glutamate a la surface des dendrites et des axones. Donc il n’est pas exclu qu’un
neurone puisse s’activer lui-méme en libérant du tPA. De surcroit, une petite expérience que
nous avons réalisée irait dans ce sens. Grace a l'utilisation de mutants du tPA modifiés au
niveau des domaines Kringle 2 (K2*-tPA-HaloTag®) et Finger (AF-tPA-HaloTag®) les empéchant
d’interagir respectivement avec les R-NMDAR et les LRP1, nous avons regardé si le trafic
axonal rétrograde du tPA pouvait venir d’une recapture présynaptique médiée par des

récepteurs
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: L'abolition de l'interaction entre le tPA et les R-NMDA modifie le flux rétrograde axonal des
vésicules contenant le tPA.
A. Frise montrant le déroulé de I'expérience. B. Images obtenues en microscopie confocale de neurones
surexprimant une GFP avec soit le tPA-HaloTag®, soit le AF-tPA-HaloTag® ou soit le K2*-tPA-HaloTag®dans
lesquelles ont été réalisé les acquisitions axonales en temps réel montrées en dessous par les kymographes
(longueur= 80um, temps= 10min). C. Schéma représentant les domaines mutés chez chacun des mutants
annulant leur interaction avec la sous-unité GluN1 des R-NMDAs (pour le K2*-tPA-HaloTag®) ou avec les LRP1
(pour le AF-tPA-HaloTag®). D. Graphes montrant les quantifications des flux vésiculaires rétrogrades (a gauche)
et antérograde (a droite) axonaux dans des neurones surexprimant soit le tPA-HaloTag®, soit le AF-tPA-HaloTag®
ou le K2*-tPA-HaloTag®. tPA-HaloTag® n = 16, AF-tPA-HaloTag®n = 14, K2*-tPA-HaloTag® n= 16 axones issues de
3 a 6 expériences indépendantes. Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé suivi d’un test de Dunn de comparaison
multiple, **p<0.01, ns : non significatif.



En effet, lorsque nous avons inhibé I'interaction entre le tPA et la sous-unité GluN1 des
R-NMDAR, nous avons observé une diminution du flux vésiculaire rétrograde axonal des
neurones, qui n’est pas retrouvé en empéchant l'interaction tPA/LRP1 .On peuten
conclure gu'’il est possible qu’une partie du tPA présynaptique soit sécrété et recapturé par le
méme neurone via les R-NMDAs, qui le redistribue soit par I'intermédiaire d’endosomes de
signalisation (Rab11+) soit par des endosomes (Rab7+) qui remontent vers le corps cellulaire
poury étre dégradés dans les lysosomes. Il faudrait cependant approfondir cette expérience,
en augmentant le nombre d’axones analysés par conditions, puis en regardant aussi ce qu'il
se passe au niveau des dendrites. De plus, il serait intéressant d’avoir une signature
électrophysiologique qui puisse confirmer que cette interaction a bien lieu et qu’elle provoque

des changements dans les courants présynaptiques.

Pour finir, tous les résultats qui ont été présentés dans les articles 1 et 2 ont été
obtenus dans des cultures mixtes issues de cortex de souris, qui contiennent donc aussi
beaucoup d’astrocytes. Or nous savons que les astrocytes sont capables de recapturer le tPA
synaptique, de le recycler puis de le libérer de nouveau dans le milieu extracellulaire par un
mécanisme dépendant de la concentration synaptique en glutamate . De
plus, les astrocytes ont été décrit aussi pour concentrer a leur surface le plasminogene,
pouvant étre activé par le tPA relaché par ces astrocytes ainsi que par les neurones

. La plasmine alors générée est capable a son tour d’activer d’autres molécules

comme des facteurs de croissance notamment le pro-BDNF en BDNF mature
, connu pour promouvoir la croissance neuronale et synaptique, ainsi que de maintenir

la LTP en favorisant la libération de glutamate

. D’autre part il n’est pas exclu non plus
que les astrocytes puissent exprimer directement le tPA et le libérer a la synapse pour agir sur
la neurotransmission glutamatergique. Méme si ce point est encore source de débats dans la
littérature, nous avons quelques pistes qui nous apportent un début de réponse. Nous avons
réussi a surexprimer le HaloTag®-tPA-SEP dans les astrocytes en cultures ,etcelaa
montré qu’ils sont capables de I'exprimer, mais aussi de le transporter et de le libérer dans le

milieu extracellulaire
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: Les astrocytes sont capables d’exprimer et de libérer le tPA.
A. Frise montrant le déroulé de I'expérience. B. Immunocytochimie montrant I’expression du HaloTag®-tPA-SEP
dans un astrocyte positif au marquage de la protéine fibrillaire gliale (GFAP). C. Image de microscopie confocale
en temps réel montrant un astrocyte exprimant le HaloTag®-tPA-SEP. La région d’intérét en jaune montre le
prolongement sur lequel a été réalisé I'acquisition a I'origine des kymographes a droite. Les kymographes
montrent que le tPA est capable d’étre transporté dans des vésicules et libéré (exocytose montrées par
I'apparition de fluorescence verte) par les astrocytes.

Dans ces travaux de these nous montrons des résultats obtenus dans des neurones
issus d’'un modele de souris développant une tauopathie. En effet, ces souris expriment une
protéine Tau hyperphoshorylée I'empéchant d’interagir avec les microtubules. Cette protéine
Tau est une protéine nécessaire a la stabilisation axonale des microtubules, indispensables
pour le transport des organites tels que les vésicules de sécrétion notamment. Ce modele est
connu pour reproduire un certain nombre de symptomes retrouvés dans la maladie

d’Alzheimer comme les dépots neurofibrillaires, la gliose, des changements dans la LTP et LTD,



la mort neuronale ou encore les troubles cognitifs

Nous avons observé que les neurones THY-Tau22 en culture présentent un trouble du
transport axonal des vésicules contenant le tPA. Nous avons remarqué que ce contexte
pathologique amenait une chute importante a la fois de la vitesse des vésicules et de la
distance qu’elles parcourent, que ce soit dans le sens antérograde et rétrograde

. De plus, les trajectoires de ces vésicules montrent une augmentation importante du
temps qu’elles passent a l'arrét . Nous avons vu
également que les axones présentent un nombre plus grand de vésicules arrimées a la
membrane contenant le tPA . De plus, il s'avere que ces résultats
concernant le transport du tPA sont corrélés avec une augmentation importante de
I’exocytose de ces vésicules a la surface des axones . De maniéere
intéressante, nous n’avons vu aucune altération ni du transport ni de la libération du tPA dans
les dendrites des neurones THY-Tau22. La plupart des modeles de tauopathie et de maladie
d’Alzheimer reproduisent les enchevétrements neurofibrillaires dans les axones et dans les
dendrites, c’est le cas de notre modéle. Cependant, dans ce modele-ci on note |'apparition de
ces enchevétrements neurofibrillaires chez les souris qu’aux alentours de six mois apres la
naissance . Il est important de rappeler que nos neurones en cultures
n‘ont que 13 a 14 jours de vie in vitro, une période vraisemblablement trop courte pour
observer la formation de ces enchevétrements, mais suffisante pour observer de forts déficits
du trafic axonal. Enfin, nous retrouvons des résultats similaires a ceux d’études récentes sur
d’autres modeles mimant la maladie d’Alzheimer, a savoir une réduction des vitesses
vésiculaires et une augmentation du temps passé par ces vésicules a I’arrét sur I’ensemble de

leur trajectoire
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ABSTRACT

Tissue-type plasminogen activator (tPA) plays roles in the development and the plasticity of
the nervous system. Here, we demonstrate in neurons, that by opposition to the single chain
form (sc-tPA), the two-chains form of tPA (tc-tPA) activates MET receptor, leading to the
recruitment of N-Methyl-D-Aspartate receptors (NMDARs) and to the endocytosis and
proteasome-dependent degradation of NMDARs containing the GIuN2B subunit.
Accordingly, tc-tPA down-regulated GluN2B-NMDAR-driven signalling, a process prevented
by blockers of HGFR/MET and mimicked by its agonists, leading to a modulation of neuronal
death. Thus, our present study unmasks a new mechanism of action of tPA, with its two-
chains form mediating a crosstalk between MET and the GluN2B subunit of NMDARs to

control neuronal survival.
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INTRODUCTION

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is a widely expressed protease of the central
nervous system' 2. Its initially described activity was its ability to activate plasminogen into
plasmin’. tPA is synthesized and released as a single-chain form (sc-tPA) that is processed
into a two-chains form (tc-tPA} within the circulation and/or in the extracellular space4, both
forms displaying proteolytic activity’. Extending its functions above the conversion of
plasminogen into plasmin, tPA interferes with a variety of neuronal receptors, including N-
Methyl-D-Aspartate receptors (NMDARS)ﬁ. Interestingly, sc-tPA, was reported to promote
NMDARs calcium and ERK signalling, while at the opposite, tc-tPA was reported to decrease
NMDARSs signalling and death’.

Hepatocyte growth factor (HGF) and its tyrosine kinase receptor MET, are also
present in the central nervous systemg‘ ?. Pro-HGF is converted into its active form by an
extracellular serine protease-dependent proteolytic processing'’. It has also been reported in
vitro that both urokinase PA (uPA) and tPA, as well as factor XII, are able to activate pro-
HGFE'" ' 3, In cultured neuronal cells, HGF enhances neurite extension and branching,
maturation of the dendritic spine and membrane translocation of NMDARs'* ">, HGF induces
phosphorylation of the GluN2B subunit of NMDARs'"” and protects neurons from aging-
related cell death in culture'® and ischemia'” '¥, Interestingly, HGF enhances NMDA currents
and synaptic plasticity in the hippocampus, by activating long-term potentiation (LTP) of the
CALl region in vitro"’. Accordingly, the HGF-MET axis contributes to the activity-dependent
regulation of physiological learning and memory performances in the adult brain®, at least
partially by interacting with the NMDARs".

Since the pioneer work of Tsirka and colleagues in 1995%' a large number of studies have
reported a pro-neurotoxic effect of tPA on NMDAR-mediated excitotoxicity® 2. However, it

is now well established that tPA can promote both neuronal survival and death™. For
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example, although tPA increases NMDARs signaling and subsequent excitotoxicity®, it
protects the postsynaptic density from the deleterious effects of ischemic injuryz‘i. These
results are consistent with more recent findings showing that tPA is also able to decrease both
deleterious endoplasmic reticulum stress™ and autophagy- (Thiebaut AM et al, Autophagy In
Press) mediated neuronal death. However, several questions related to the influence of (PA on

neuronal survival and death still remain to be elucidated.

In the present study, we found that among the two forms of tPA (sc- and te-tPA), only
the tc-tPA activates neuronal MET independently from the conversion of pro-HGF into active
HGF, leading to a proteasome dependent down-regulation of the GIuN2B subunit-containing
NMDARs, reduced subsequent NMDARSs signalling and control of neuronal survival. At the
opposite, sc-tPA promotes NMDAR signalling, independently from MET, leading to an
increased excitotoxic neuronal death. Altogether, these data propose that both forms of tPA
contribute differentially to neuronal survival and death with the tc-tPA promoting a crosstalk

between NMDARs and MET.
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RESULTS

tPA isoforms (sc- and tc-tPA) differentially regulate neuronal activation of MET.
Because the two forms of tPA, sc- and te-tPA, display differential neuronal functions” % we
compared their effects on MET signalling. Although tc-tPA induced the phosphorylation of
MET (+156% of phosphoMET/B-actin, p = 0.0476; +171% of phospho/total, p = 0.0022; n =
6 from 6 independent treated cultures), sc-tPA slightly decreased it (-22% of
phosphoMET/actin, p = 0.0476; -22% of phospho/total, p = 0.0476; n = 6 from 6 independent
treated cultures) (Fig. la-c). Control experiments confirmed MET activation upon HGF
exposure (+217% of phosphoMET/B-actin, p = 0.0022; +284% of phospho/total, p = 0.0022;
n = 6 from 6 independent treated cultures) (Fig. la-c). As expected, the specific inhibitor of
MET, JNJ-38877605, reversed HGF-induced MET phosphorylation (-68.15% compared to
HGF of phosphoMET/B-actin, p = 0.0495, -69.02% compared to HGF of phosphof/total, P =
0.0495; # = 3 from 3 independent experiments (Fig. 1d-f). Of note, the expression of total
MET did not vary with sc-, tc-tPA, or HGF treatments (98%, 88%, 90%, 104% of control for
sc-tPA, te-tPA, HGF, and HGF + INJ respectively, ns = non-significant; » = 6 and » = 3 for
HGF + JNJ) (Fig. 1b,e). The activation of MET by tc-tPA was independent of the conversion
of pro-HGF into active HGF, as in vitro, we could not observe the cleavage of pro-HGF by

both forms of tPA (data not shown).

MET and NMDA receptors form complexes at the neuronal surface. tPA has alrcady
been intensively described as interfering with NMDARs signalling®. Interestingly, the two
forms of tPA have opposite effects on NMDARSs signalling: while sc-tPA promotes it by
increasing calcium influx, tc-tPA decreases it™® (Fig. 5). We investigated whether MET and
NMDARs could form complexes thanks to co-immunoprecipitation assays. The GIluN1

subunit co-immunoprecipitated with MET receptor (Fig. 2a, representative blots of 3
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independent experiments), confirming the presence of MET/NMDARs complexes under basal
conditions. We also performed proximity ligation assay (PLA) to determine whether
MET/NMDARSs complexes were present at the neuronal surface. PLA performed in cultured
neurons showed MET/NMDARs complexes (GluN1/MET) (Fig. 2b, representative pictures of
4 independent neuronal cultures). There was virtually no PLA signal in the absence of either
primary antibody or the PLA probe. Next, we investigated whether treatment with sc- or tc-
tPA influenced the formation of MET/NMDARs complexes. PLA showed that tc-tPA
increased the number of MET/NMDARs complexes at the cell surface (+41%, p = 0.0211
when compared to tPA buffer condition) whereas sc-tPA decreased the number of
MET/NMDARSs complexes (-33.2%, p <0.05 when compared to tPA buffer condition; n» = 28
for tPA buffer, n = 19 for sc- and tc-tPA (300 nM) from 4 independent neuronal cultures; Fig.
2b,c). Control experiments with HGF, also increased the formation of MET/NMDARs
complexes (+128%, p = 0.0096 when compared to HGF buffer, » = 18 for both HGF buffer
and HGF from 4 independent neuronal cultures; Fig. 4b,c). As positive control, we also
performed PLA experiments to determine MET/EGFR complexes. The number of
MET/EGFR complexes was not modified when sc- or tc-tPA were added in the culture
medium (p<0.05; compared to tPA buffer condition; » = 38 for tPA buffer, » = 29 for sc-tPA
and tc-tPA (300 nM) from 4 independent neuronal cultures; Fig. 2d). Moreover, MET/EGFR
complexes were significantly increased in the presence of HGF (+155.62%; p<0.0001 when
compared to HGF buffer; » = 18 for both HGF buffer and HGF from 4 independent neuronal

cultures; Fig. 2d).

te-tPA dependent MET signalling promotes the endocytosis and degradation of neuronal
GluN2B-containing NMDA receptors. We then wondered if the effect of tc-tPA on

MET/NMDAR complexes could affect NMDAR signalisation. Sc-tPA had no effect on
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GluN2B phosphorylation (Fig. 3a and corresponding densitometry Fig. 3b) (-1.2%, -21.4%, -
15.2% of phospho-GluN2B compared to control at 10, 30, and 60 minutes respectively, p : ns;
n = 5 from 5 independent neuronal cultures), neither on total GIluN2B (Fig. 3a and
corresponding densitometry Fig. 3c) (-4%, -21.37%, -10.35% of total GluN2B compared to
control at 10, 30, and 60 minutes respectively, p : ns; » = 5 from 5 independent neuronal
cultures). By contrast, tc-tPA induced an early (from 10 minutes to 60 minutes) down-
regulation of phospho-GluN2B (Fig. 3d and corresponding densitometry Fig. 3e) (-44.26%, -
53.18%, -46.61% of control at 10, 30, and 60 minutes respectively, p = 0.0139; n = 4 from 4
independent neuronal cultures) and total GIuN2B subunits of NMDARs (Fig. 3d and
corresponding densitometry Fig. 3f) (-53.69%, -27.84%, -49.54% of control of total GluN2B
at 10, 30, and 60 minutes respectively, p = 0.0139; » = 4 from 4 independent neuronal
cultures). Levels of both phosphorylated and total GIuN2A subunits of NMDARs were not
affected by tPA treatments (Fig. 3a-f). A moderate but significant reduction of the common
GIuN1 subunit of NMDARSs was also observed 10 minutes after tc-tPA exposure but was not
significant at 30 and 60 minutes (Fig. 3d,f) (-9.46%, -2.78%, -21% of GluN1 at 10, 30, and 60
minutes respectively, p = 0.0139; #» = 4 from 4 independent neuronal cultures). As expected,
sc-tPA did not influence GluN1 expression (Fig. 3a,c) (-0.9%, -0.8%, -22.2% of GluN1 at 10,
30, and 60 minutes respectively, p : ns; » = 5 from 5 independent neuronal cultures).
Importantly, the tc-tPA-induced down-regulation of GIuN2B subunit-containing NMDARSs
was reversed by the presence of the specific inhibitor of MET phosphorylation, INJ-38877605
(Fig. 3g, h) (+35.2% of phospho-GIuN2B compared to tc-tPA, p = 0.0433; +4.6% of total
GIuN2B compared to tc-tPA, ns; » = 4 from 4 independent experiments for phospho-GluN2B
and total GIuN2B). Altogether, these data suggest a tc-tPA dependent endocytosis and
degradation of GluN2B-containing NMDARs, mediated by MET signalling. In order to

validate this hypothesis, similar experiments were performed in the presence of Lactacystin
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(5uM), an inhibitor of the proteasome (Fig. 4a). Our data revealed that the tc-tPA-dependent
down-regulation of GluN2B-containing NMDARs (-30.95% of total GIuN2B compared to
control, p = 0.0286) (Fig. 4a) was reversed by a pre-treatment with Lactacystin (2 hours
before tc-tPA, Lactacystin and tc-tPA: +24.49% of total GluN2B compared to tc-tPA alone, p
= 0.0286; » = 4 from 4 independent experiments) (Fig.4a). We confirmed this by
immunocytochemistry of total GIuN2B in permeabilized conditions with either sc- (Fig. 4c-f)
or tc-tPA (Fig. 4c,d,g,h) treatment. In dendrites, tc-tPA decreased total GluN2B at 10 minutes
(-68.3% compared to control, p <0.0001) and 30 minutes (-52.92 % compared to control, p =
0.0001), whereas sc-tPA had no effect (n = 23 dendrites for control, n = 41 dendrites for sc-
tPA and n = 50 dendrites for tc-tPA, from around 66 neurons from 13 independent neuronal
cultures). In axons, tc-tPA decreased total GIuN2B at 10 minutes (-80.3% compared to
control, p < 0.0001) and 30 minutes (-55.72% compared to control, p = 0.0003), while sc-tPA
had only a slight effect at 10 minutes only (-48.628% compared to control for 10 minutes, p <
0.0094 and NS at 30 minutes) (n = 11 axons for control, n = 31 axons for sc-tPA and n = 28
axons for tc-tPA from around 70 neurons from 7 independent neuronal cultures). This is

possibly due to conversion of sc-tPA into tc-tPA in the corresponding bathing media.

te-tPA-dependent MET signalling controls NMDA receptors-mediated calcium influx.
As previously reported’, addition of tc-tPA to the neuronal culture media decreased the
NMDA-induced calcium influx (-10.66%, p < 0.001; n = 98 from 3 independent neuronal
< 0.001; » = 77 from 3

cultures) while ¢c-tPA treatment wae ctimulatory (+27 2004
uuuuuuuu vitlie sC-trA freatment was sit ane (T=/.2F%

~
<
=
-

independent neuronal cultures) (Fig. 5a; corresponding mean Fig. 5b). Interestingly, the
specific MET inhibitor, JNJ-38877605, reversed the inhibitory effect of te-tPA (-10.66%, for
tc-tPA alone versus +26.6% for tc-tPA + JNJ-38877605, p < 0.001; » = 98 from 3

independent neuronal cultures) (Fig. 5a and corresponding mean Fig. 5b). Similar results were
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obtained with another MET inhibitor, SU11274, which competes with the ATP binding site
within the MET activation loop27 (-11.24% for tc-tPA alone versus +8.30% for tc-tPA +
SU11274, p < 0.0001) (Fig. 5¢ and corresponding mean Fig. 5d). Accordingly, addition of
HGF (Fig. 6a and corresponding mean Fig. 6b) or DO-24 (a monoclonal antibody agonist of
MET) (Fig. 6¢ and corresponding mean Fig. 6d) did not affect the action of tc-tPA, but
reduced the stimulatory effect of sc-tPA on NMDARs signalling (+27.44% for sc-tPA alone
versus +14.69% for sc-tPA + HGF, p < 0.001; n = 93 for sc-tPA and # = 89 for sc-tPA and
HGF from 3 independent neuronal cultures; Fig. 6a, b; and +31.57% for sc-tPA alone versus
+3.30% for sc-tPA + D024, p < 0.001; » = 86 for sc-tPA and » = 94 for sc-tPA and DO-24
from 3 independent neuronal cultures; Fig. 6¢ and d). Altogether, these data demonstrate dual
effects of tPA isoforms, with sc-tPA promoting NMDARs signalling while tc-tPA reduced it.
Similarly, HGF prevented the potentiation of NMDA-mediated calcium influx by sc-tPA and
the MET agonist DO-24 antibody completely blocked the stimulatory effect of sc-tPA (Fig.
6¢ and d). The blockage of MET activation by JNJ-38877605 (Fig. 5a and b) or SUL1274
(Fig. 5¢ and d) did not affect the potentiating effect of sc-tPA. We also combined sc-tPA with
increasing concentrations of tc-tPA and evaluated the corresponding NMDA-induced
neuronal calcium influx (Supplementary Fig. 1a and b). In agreement with our above data, tc-
tPA counteracted the effect of sc-tPA on NMDAR signalling (-22.26% at 100nM of tc-tPA, -

32.74% at 200nM of tc-tPA and -33.20% at 300nM of tc-tPA, p < 0.0001).

te-tPA
investigated whether the tc-tPA dependent MET signalling also influenced the NMDAR-
mediated neuronal death. As previously reported%, sc-tPA promoted NMDA-induced
excitotoxicity (+20.86%, p = 0.025) and tc-tPA did not (-1.69%, ns) (Fig. 7). In agreement

with the above data, inhibition of MET by the JNJ-38877605 (Fig. 7b) and the SU11274 (Fig.

10



7d), converted the neuroprotective effect of tc-tPA to a pro-excitotoxic effect (+14.46% for tc-
tPA + JNJ-38877605, P =0.0253 (n =7 from 7 independent experiments); +18.81% for tc-tPA
+ SU11274, p = 0.0472; n = 5 from 5 independent experiments). Thus, sc-tPA potentiated
NMDA-induced excitotoxicity was prevented by co-application of either rHGF (Fig. 7a)
(+20.86% for sc-tPA alone versus -3.73% for sc-tPA + rHGF, p = 0.0374; n = 6 from 6
independent experiments) or by the agonist MET antibody DO-24 (Fig. 7¢) (+25.31% for sc-
tPA alone versus -0.73% for sc-tPA + DO-24, p = 0.0472; n = 5 from 5 independent

experiments).
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DISCUSSION

We provide here a novel mechanism of the actions of tPA in the central nervous system, with
the first demonstration that the serine protease tPA, especially its two chain form (tc-tPA)
contributes to a neuronal crosstalk between MET and GIuN2B subunit-containing NMDAR:s.
We then demonstrate that this mechanism relies on the formation of proximal complexes
between MET and NMDARs at the neuronal surface that leads to a proteasomal degradation,
subsequent down-regulation of the total number of surface GluN2B-containing NMDARs and
finally to a reduced NMDARSs signalling and neuroprotection in vitro.

Several studies demonstrated the physical interaction between NMDAR subunits and other
receptors, including Dopamine D1 receptor (D]R)Zg, VEGF receptor (VEGFRZ)”, and
Ephrin-B2*. Ligand-dependent activation of VEGFR2 induces a rapid redistribution of
GIuN2B at synaptic sites influencing the consolidation of emotional memory”’. Here, we
provide evidence that tc-tPA leads to a connection between NMDARs and MET at the
neuronal surface, and that the dynamic of these interactions plays a critical role in the control
of NMDARs signalling and neuronal fate. These data are in agreement with recent reports
supporting that genes encoding for NMDARSs subunits are part of the interactome of MET,
with roles in the modulation of synapses formation®’' and of neurodevelopmental disorders
such as ASD*.

Like all members of the plasminogen activator family, the secreted sc-tPA is processed into
tc-tPA by plasmin or kallikrein®, However, sc-tPA is an unusual zymogen that does not
require proteolytic processing to be activated, but relies on the presence of an allosteric
regulator, such as fibrin’. Tt has been reported that sc-tPA, but not te-tPA, promotes NMDARs

3 . . .
' 2% Here, we provide a mechanistic

signalling and neurotoxicity in cortical neurons
explanation of this differential function of the two forms of tPA. We demonstrate that,

although te-tPA prompts the formation of proximal complexes between MET and NMDARs,
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sc-tPA promotes their disruption. Interestingly, we also demonstrated that tc-tPA enhances
MET signalling, leading to an increased endocytosis and degradation of GIuN2B-containing
NMDARs and subsequent down-regulation of NMDARs-mediated signalling and
excitotoxicity. Notably, recombinant HGF (or the MET agonist DO-24 antibody, mimicking
the ligand), completely prevents sc-tPA-induced NMDAR signalling and neurotoxicity in
vitro.

tPA is known to mediate signalling through a set of receptors and/or binding proteins
including the Low Density Lipoprotein Related Receptors (LRPs), annexin-II, Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) and NMDARs, among others’’. Although there is a
consensus about the capacity of tPA to modulate NMDAR signalling and functions, some
opposite results are reported in the literature™ **. When interacting with the GluN2A subunit,
tPA activates either the Akt/mTOR/p70S6K/HIFlo signalling pathway, leading to
neuroprotection and to an increase of glucose uptake® or the Erk1/2/CREB/ATF3 signalling
pathway to decrease excitotoxicity”. tPA was also reported to interact™ and possibly cleave
the GIuN2B subunit of NMDAR to change its pharmacological propertics. GluN2B-
dependent effects were associated with roles of tPA in acute stress’ and on seizures induced
by alcohol withdrawal®®. The sc-tPA was reported to interact with the GIuN1 subunit of
NMDARSs either directly" or through LRP1* to promote NMDARs signalling and
excitotoxicity. Our study may reconcile all these data. Indeed, we evidence here that sc-tPA

and tc-tPA differentially influence NMDARSs signalling, with sc-tPA leading, as previously

subunit’, and tc-tPA leading to a specific down-regulation of GluN2B-containing NMDARSs, a
mechanism dependent on MET activation.
NMDARSs are mainly found on the postsynaptic membrane at excitatory synapses but are also

present at extrasynaptic positionsm. It is believed that their localization at the synapse might
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explain their roles in the neuronal fate. Indeed, extrasynaptic NMDARSs have been reported to
be neurotoxic’’, and more importantly, the subunit composition of the receptors, and
essentially the GluN2 subunit, is a key determinant of their effect on the neuronal fate, with
GluN2B associated to cell death®. This is in line with previous data showing that tPA
increases the diffusion of extrasynaptic NMDARs** and the current work showing that tc-tPA
increases the degradation of GluN2B-containing NMDAR through MET to decrease NMDA-
mediated excitotoxicity.

Altogether, our data reveal a new mechanism of action of tPA in the central nervous
system, with a differential role of its s¢ and tc forms, with the tc-tPA capable to activate MET,
thus promoting the formation of complexes with GIuN2B-containing NMDARs, their
endocytosis and proteasomal down-regulation, subsequent reduced signaling and finally

neurotoxicity.
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MATERIAL AND METHODS

Chemicals

N-methyl-D-aspartate (NMDA) was purchased from Tocris (Pittsburgh, USA). Human tPA
(Actilyse®) was from Boehringer Ingelheim (Paris, France). Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM), poly-D-lysine, glutamine, cytosine B-D-arabinoside (Ara-C), glycine,
foetal bovine serum, horse serum, Triton X-100, anti-rabbit (A0545) peroxidase antibody,
protease inhibitor cocktail (P8340), phosphatase inhibitor cocktail (P5726) and Lactate
dehydrogenase (LDH) detection kit and Lactacystin (CAS1258004) were from Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin Fallavier, France). Pierce BCA Protein Assay Kit (23225) ECL-Plus detection
system (32132) and lipofectamine® 2000 reagent was purchased from Thermo Fisher

Scientific (Illkrich-Graffenstaden, France).

Preparation of sc-tPA and te-tPA

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

coomassie blue staining, and the amydolytic activity has been checked by spectrozyme assay.

Neuronal cell cultures
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Culture of cortical neurons were prepared from foetal mice (embryonic day 14) as previously
described *. Cortices were dissected and mechanically dissociated in DMEM, seeded on 24
well plates or on dishes previously coated with poly-D-lysine (0.1mg/mL; Sigma-Aldrich
P6407) and laminin (0.02mg/ml; Life Technologies 23017-015). Cells were cultured in
DMEM (Sigma-Aldrich D5671) supplemented with 5% foetal bovine serum (Sigma-Aldrich
F9665), 5% horse serum (Sigma-Aldrich HI1138) and 2mM glutamine (Sigma-Aldrich
G3156). Cultures were maintained at 37 °C in a humidified 5% CO3 atmosphere. Cytosine f3-
D-arabinoside (10 pmol/l; Sigma-Aldrich C1768) was added after 3 day in vitro (DIV) to

inhibit glial proliferation.

Hypodense neuronal cultures

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

neuronal transfection and immunocytochemistry.

Proximity ligation assay
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The proximity ligation assay was performed using the Duolink In Situ Kit (Olink Bioscience,
Uppsala, Sweden) according to the manufacturer's instructions with the following
modifications: cell dishes were treated with buffer, rHGF, sc-tPA and tc-tPA for 1 hour, then
fixed with paraformaldehyde 4% supplemented with 4% sucrose. PLA probe incubation was
2hours and amplification step was extended to 2hours. Blocking (1hour at room
temperature) and primary antibody (overnight at 4 °C) incubations were performed in a 4%
bovine serum albumin and 0.2% Triton X-100 solution. Goat anti-GluN1 (1:250; Santa-Cruz
Biotechnology sc-1467, Dallas, TX, USA), rabbit anti-MET (1:250; Santa-Cruz
Biotechnology sc-161), and rat anti-EGFR (1:250, abcam ab231) were diluted in the blocking
solution. The anti-rabbit (+) PLA probe (1:5) along with an anti-rat (—) probe (1:100) were
diluted in the blocking solution. A Goat anti-rat (Jackson Immuno Research Inc., Suffok, UK)
was used to make a probe anti-rat according to the manufacturer's instructions using the
Duolink Probemaker (Olink Bioscience,Uppsala, Sweden). The negative control represents
the PLA without primary antibodies. Ten stacks of picture (0.40 pm per section) were taken
from 10 different areas of every well with a confocal inverted microscope (Leica SP5, Leica,
Nanterre, France). Imaris—modeling: A “cell function” analysis was performed in order to
label neuronal cell bodies, then the “spot™ function was used to detect positive PLA puncta
prior counting. This procedure was performed blinded by using a Z stack-projection from 10
independent areas per condition and per experiment of a total of 4 independent experiments.
Concerning the quantification, for each area, the quantity of puncta has been subtracted to the

mean quantity of buffer and then, data were normalised to the tPA buffer condition.

Immunoblotting.

Immunoblottings were performed from treated-cortical neurons (DIV12/13). Cells were

dissociated in ice-cold TNT buffer (50 mMTris-HCI, pH 7.4, 150 mMNacCl, and 0.5% Triton
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X-100) supplemented with a cocktail of protease and phosphatase inhibitors. Protein
quantification was performed according to the BCA method. Proteins (20 pg) were resolved
on polyacryvlamide gel under denaturing conditions and transferred onto a polyvinylidene
difluoride membrane. Membranes were blocked with Tris-buffered saline (10 mM Tris and
200 mM NaCl, pH 7.4) containing 0.1% Tween 20 and 1% BSA for 1h at room temperature.
Blots were incubated overnight with primary antibodies at 4°C. The primary antibodies used
were anti-phospho-MET (Y1234/1235) (Santa Cruz Biotechnology, sc-101736, diluted
1:1000), anti-Met (R&D systems, AF527, diluted 1:1000), anti-HGF (Invitrogen, SBF3,
diluted 1:1000), anti-GluN2B (abcam, ab65783, diluted 1:1000), anti-phospho-GluN2B
(Y1474) (abcam, ab194923, diluted 1:1000), anti-GluN2A (Y 1325) (abcam, ab16646, diluted
1:1000), anti-GluN2A (abcam, ab14596, diluted 1:1000), anti-GluN1 (Santa-Cruz
Biotechnology, sc1467, diluted 1:1000), anti-actin (Sigma-Aldrich, A2066, diluted 1:1000).
This step was followed by incubation with the appropriate peroxydase-conjugated secondary
antibody which were goat anti-rabbit (Sigma, A05445, diluted 1:50 000), rabbit anti-goat
(Sigma, A8919, diluted 1:160 000). Immunoblots were revealed with an enhanced
chemoluminescence ECL-Plus immunoblotting detection system and imaged in an Image

Quant LAS 4000 Device (GE Heathcare, Orsay, France).

Excitotoxic neuronal death.

Neurons (12-13 DIV) were rinsed three times with serum-free medium (DMEM)
uM) in serum-free DMEM supplemented with 20 pM of glycine for twenty-four hours*.
NMDA was applied alone or in the presence of either sc-tPA (300nM), tc-tPA (300nM),

recombinant HGF (50ng/mL; rHGF), DO-24 antibody (50ng/mL; agonist of MET), JNI-

38877605 (500nM; antagonists of MET) or SU11274 (2pM; inhibitor of MET activation)
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alone or in combination, as mentioned in the legend of the corresponding figures. Twenty-
four hours later, neuronal death was quantified by measurement of lactate dehydrogenase

(LDH) released from damaged cells.

Crossed immunoprecipitation assays

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

above (see « Immunoblotting » section).

Calecium video microscopy

Experiments were performed at room temperature on the stage of an inverted calcium

microscope (Leica DMI6000B, Nanterre, France) equipped with a 150 W Xenon high

objective. Fura-2 ratio images were acquired with a Digital CMOS camera (ORCA-Flash2.8
C11440-10C, Hamamatsu, Japan) and digitized (2048*2048) using Metafluor® 6.1 software
(Universal Imaging Corporation). Cultures were transferred into a serum-free HEPES-

buffered saline solution (HBBSS: NaCl 116mM, KCI 5.4mM, CaCl; 1.8mM, MgSO4 0.8mM,

19



10

11

12

13

14

15

24

HEPES 12mM, NaH:PO4 0.34mM, D-Glucose 5.5mM, NaHCO; 25mM, Glycine 10uM) at
DIV 12 and loaded with Fura-2-AM (10uM; Invitrogen, Life Technologies F1201, Saint
Aubin, France) diluted in pluronic acid (Life Technologies P-3000MP) for 45 min at 37°C.
The Ca® bound form of Fura-2 gets excited at 340nm, the Ca®" unbound form at 380nm and
both recorded at 510nm. Neurons were washed with HBBSS flux and NMDA stimulations (2
X 25uM for 30s) were applied using a peristaltic pump. Prior to a second run of NMDA
stimulations, neurons were incubated for 45 min with either sc-tPA (300nM), tc-tPA
(300nM), recombinant HGF (50ng/mL; rHGF; Gibco, Life Technologies PHG(0254, Saint
Aubin, France), anti-HGF blocking (50ng/mL; Santa-Cruz Biotechnology sc-1356), DO-24
antibody (50ng/mL; agonist of MET), JNJ-38877605 (500nM; antagonist of MET) or
SU11274 (2uM; inhibitor of MET activation; Selleckchem S1080, Houston, TX, USA) or
Glunomab® (antagonist of the action of tPA on the GluN1 subunit of NMDAR) alone or in
combination. For each cell, the area under curve (AUC) corresponding to the intracellular
calcium influx induced by NMDA (ratio 340/380) was calculated before (AUCD) (mean of the
two first NMDA stimulations) and after treatment (AUCa) (mean of the two second post-
treatment stimulations). We then compared, for each cell, the amount of NMDA-induced
calcium influx after treatment with the NMDA-induced calcium influx recorded before
treatment. Thus, each cell is its own control with an expression of the modification of the
NMDA-induced calcium influx due to the treatment or their excipient performed between the

two rounds of stimulations, expressed as a percentage of response to treatments (% of

under curve of Fura-2 ratio during both NMDA stimulations after treatment and (AUC)b :

sum of area under curve of Fura-2 ratio during NMDA stimulations before treatment.

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

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

Immunocytochemistry

Hypodense neuron cultures (13 DIV) were used to visualize neural extensions. Cultures
treated with tc-tPA (300nM) for 10 or 30 min and washed with HBBSS. Neurons were fixed
in paraformaldehyde 4% for 20min at room temperature, washed in PBS (0.1M) followed by
a 1 hour blockage in PBS supplemented either with BSA 4% and 0.3% Triton X100 for the
permeability conditions or either with BSA 4% for the surface experiments. A rabbit anti-
GIuN2B N-term antibody (Alomone Labs, AGC-003, diluted 1:500) with a chicken anti-
MAP2 antibody (abcam, ab5392, diluted 1:8000) were incubated overnight at 4°C. Neurons
were subsequently rinsed 3 times with PBS (0.1M) and were incubated 1 hour and a half at
room temperature with a Cy3-conjugated anti-rabbit and an Alexa-647-conjugated anti-
chicken secondary antibodies (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA, 1:800).
Immunocytochemistry were examined with a Leica TCS SP8 confocal /STED microscope 3x
microscope with an oil-immersion 40x, 1.44-N.A objective and further processed using
ImageJ software (NIH; Bethesda, MD, USA). The number of punctua per 100pm on

processes was calculated with the plugin”Trackmate”.

Statistics
Data have been analysed with Prism (Graphpad) software. Shapiro-Wilk tests were used to
ensure a normal distribution. Comparisons of two data sets were performed using unpaired

two-tailed Student’s t-test for normally distributed data sets and Mann—Whitney test for non-

21



normally distributed data sets. Comparisons for multiple data sets were performed using one-
way analysis of variance with Tukey’s post-hoc test for normally distributed data sets and
Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test for non-normally distributed data

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

different between treatments with Mann-Whitney test.

Figure 2. NMDAR and MET form complexes at the neuronal surface modulating by sc-
tPA, te-tPA and HGF. (a) Immunoprecipitations with GluN1 antibody revealed by western
blot against either MET or GIuN1 on primary cultures of cortical neurons (representative blot

of three independent experiments). (b) Representative confocal microscopy images of PLA

(300nM), tc-tPA (300nM)} or recombinant HGF (50ng/ml} for 45min. Magenta fluorescent
profiles represent regions of PLA signal amplifications denoting MET and NMDAR
proximity. (¢) Quantitative analysis of MET/NMDAR PLA signals normalized to tPA buffer

condition. N = 18 concerning HGF buffer and HGF conditions, N = 19 for sc-tPA (300nM)
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and te-tPA (300nM) conditions and, N = 28 for tPA buffer from 4 independent cultures. (d)
Quantitative analysis of MET/EGFR PLA signals normalized to tPA buffer condition. &V = 18
concerning HGF buffer and HGF conditions, N = 29 for sc-tPA (300nM), tc-tPA {300nM)
conditions, and N = 29 for tPA buffer condition, from 4 independent cultures. Data are
represented as mean + SEM; * p < 0.05, ** p < 0.01 and **** p < 0.0001 indicate

significantly different from the corresponding control by Mann-Whitney tests.

Figure 3. The tc-tPA induces a decrease of GluN2B phosphorylation (Y1474) and total
GluN2B through MET receptor. (a) Representative western blot and (b) corresponding
density of the band for pGIuN2A (Y 1325) and pGIuN2B (Y 1474) of cultured cortical neurons
incubated with sc-tPA (300nM for 10-30-60 minutes; » = 5 independent experiments). (¢)
Corresponding density of the band for total GIuN2A, total GluN2B and total GIuN1 (» = 5
independent experiments for GIuN2B and GluN1, » = 3 for GluN2A). (d) Representative
western blot (e) and corresponding density of the band for pGIuN2A (Y 1325) and pGluN2B
(Y1474) of cultured cortical neurons incubated with te-tPA (300nM for 10-30-60 minutes; »
= 4 independent experiments for GluN2B (Y1474) and #» = 7 for pGIuN2A (Y1325) at 10-30
minutes and 7 = 4 at 60 minutes). (f) Corresponding density of the band for total GIuN2A,
total GIuN2B and total GluN1 (n = 4 independent experiments for GIuN2B and GluN1, » =7
for GIuN2A at 10-30 minutes and # = 4 at 60 minutes). (g) Representative western blot and

(h) corresponding density of the band for pGluN2B (Y1474) after treatment on cortical

(500nM). (n = 4 independent experiments). All data are represented as mean = SEM; * p <
0.05, ** p < 0.01 indicate significantly different from the corresponding control by Mann-
Whitney test. © p < 0.05 indicate significantly different between treatments by Mann-Whitney

test. ns = non-significant.
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Figure 4: The tc-tPA induces an early endocytosis and degradation of GluN2B. (a)
Representative western blot and corresponding density for GIluN2B of 13 DIV neurons pre-
treated or not for 2 hours with Lactacystin (SuM), followed by a 10 minutes treatment with tc-

tPA (300nM) (# = 4 independent experiments). All data are represented as mean + SEM; *p <

0.05 indicate significantly different from the corresponding control by Mann-Whitney test. ’ P
< 0.05 indicate significantly different between treatments by Mann-Whitney test. (b) Timeline
of the immunocytochemistry experiments. (¢) Representative images of 13 DIV cortical
neurons treated or not with sc- or tc-tPA for 10 or 30 minutes showing the whole neuronal
body in blue (GFP), GluN2B (magenta) and the dendrites in yellow (MAP2). (d)
Representative images of dendrites and axons used for analyzes under different conditions:
control, sc-tPA (300nM during 10min or 30min) or te-tPA (300nM during 10min or 30min).
GluN2B puncta/100puM in dendrites (e and g) and in axons (f and h) under sc-tPA (e and f) or
tc-tPA (g and h) treatments (300nM for 10 or 30 min) (e, Control: » = 23 dendrites, N = 13
neurons; tc-tPA 10min: n = 24 dendrites, N = 13 neurons; tc-tPA 30min: » = 17 dendrites, N =
12 neurons; f, Control: » = 11 axons, N = 11 neurons; tc-tPA 10min: » = 18 axons, N = 18
neurons; tc-tPA 30min: » = 13 axons, N = 13 neurons; g, Control: » = 23 dendrites, N = 16
neurons; tc-tPA 10min: n = 29 dendrites, N = 13 neurons; tc-tPA 30min: » = 21 dendrites, N =
15 neurons; h, Control: n = 11 axons, N = 11 neurons; tc-tPA 10min: n = 13 axons, N =13
neurons; tc-tPA 30min: z = 15 axons, N = 15 neurons). A Shapiro-Wilk test is used to test the
normality of data distribution. (e,f) Kruskal-Wallis’s test followed by a Dunn’s muitiple
comparisons test were used. (g,h) One-way ANOVA and a Tukey’s post hoc test were used.

Scale bar: 100pum (¢). * p<<(1.03, ** p<<0.(1 *** p<0.005, **** p<i0.0001, ns: not significant.
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Figure 5. Inhibition of the HGF-MET axis counteracts the tc-tPA-dependent decrease of
NMDAR-mediated neuronal calcium influx. Calcium video imaging performed on primary
cultures of cortical neurons (13 DIV). After control NMDA stimulations (25 mM) used as
baseline, neurons were incubated for 45min with (a and b) JNJ-38877605 buffer + tPA buffer
(control, » = 88 cells), INJ-38877605 (500nM; n = 91 cells), sc-tPA (300nM; n = 77 cells)
and tc-tPA (300nM; n = 98 cells) alone or combined with JNJ-38877605 (n = 82 cells and n =
98 cells respectively); or (¢ and d) SU11274 buffer + tPA buffer (control, n = 78 cells),
SU11274 2uM; n = 93 cells), sc-tPA (300nM; n = 118 cells) and tc-tPA (300nM; n = 108
cells) alone or in combination (n = 111 cells and n = 121 cells respectively). Each dot
represents one cell. (b and d) Percentage of stimulation or inhibition after incubation were
calculated for each individual cell and reported as the percentages of responsiveness for each
group (n = 3 independent experiments, mean £ SEM). # indicates significant difference for
the comparison of pre- and post-incubation responses by Wilcoxon signed-rank test (p <
0.0001). **** indicates significantly different from the corresponding control by Kruskal-

Wallis and Mann-Whitney tests (p < 0.0001).

Figure 6. Activation of the HGF-MET axis counteracts the sc-tPA-dependent increase of
NMDAR-mediated neuronal calcium influx.

Calcium video imaging performed on primary cultures of cortical neurons (13 DIV). After
control NMDA stimulations (25 mM) used as baseline, neurons were incubated for 45min
with (a and b) HGF buffer + tPA buffer (control, n = 96 cells), rHGF (50ng/mL; n =91 cells),
sc-tPA (300nM; n = 93 cells) and tc-tPA (300nM; » = 100 cells) alone or combined with
rHGF (n = 89 cells and » = 88 respectively); or (¢ and d) DO-24 buffer + tPA buffer (control,
n = 95 cells), DO-24 (50ng/mL; n = 88 cells), sc-tPA (300nM; n = 86 cells) and tc-tPA

(300nM; n = 100 cells) alone or combined with DO-24 (n = 94 cells and n = 86 cells
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respectively). Each dot represents one cell. (b and d) Percentage of stimulation or inhibition
after incubation were calculated for each individual cell and reported as the percentages of
responsiveness for each group (n = 3 independent experiments, mean + SEM). # indicates
significant difference for the comparison of pre- and post-incubation responses by Wilcoxon
signed-rank test (p < 0.0001). **** indicates significantly different from the corresponding

control by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (p < 0.0001).

Figure 7. Inhibition or activation of MET affects the potentiation of NMDA-mediated
neuronal death. Neuronal death was assessed on primary cultured cortical neurons (12-14
DIV) by measuring LDH release in the bathing media after 24 hours exposure to NMDA
(10uM), sc-tPA (300nM) and tc-tPA (300nM) alone or combined with (a) rHGF (50ng/mL; n
= 6, mean = SEM), (b) JNJ-38877605 (500nM; n = 7, mean £ SEM), (¢) DO-24 (50ng/mL; n
=5, mean = SEM), (d) SU11274 2uM; n =5, mean + SEM). N = 5 independent experiments;
* indicates significantly different from the corresponding control by Kruskal-Wallis and

Mann-Whitney tests (p < 0.05).
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La découverte de I'expression neuronale de I'activateur tissulaire du plasminogene (tPA) a ouvert de
nouvelles voies de recherche, par des fonctions importantes dans la physiopathologie du systéeme nerveux
central. Par exemple, ses interactions avec les récepteurs synaptiques (NMDAR, LRP1, Annexine Il et EGFR) et
son réle dans la maturation du BDNF lui donne la capacité de moduler la plasticité synaptique et la survie
neuronale. Ainsi, une meilleure description des mécanismes régulant le trafic neuronal du tPA serait importante
pour mieux comprendre comment il peut influencer le fonctionnement physiologique et pathologique cerveau.

Dans cette étude, par l'utilisation I'imagerie de cellules vivantes en haute résolution et un panel
d'approches génétiques innovantes, nous avons révélé que l'activité neuronale contréle directement le trafic
dendritique et axonal du tPA. Nous avons en premier lieu décrit précisément le trafic dendritique et axonal des
vésicules contenant le tPA sous différents paradigmes d'activations et d'inhibitions neuronales. Nous avons
remarqué que l'activation neuronale affecte le transport et la libération dendritique et axonal des vésicules
contenant le tPA. Etonnamment, 'inhibition neuronale n'a eu aucun effet sur le trafic et I'exocytose du tPA,
mettant en évidence un mécanisme de sécrétion constitutif de tPA dans les neurones corticaux. De plus, les
vésicules antérogrades axonales du tPA montrent des similitudes avec les vésicules contenant VAMP2 en
conditions de repos et d’activation des neurones suggérant un co-trafic dans les mémes vésicules. Nous avons
également observé que la libération synaptique de tPA entrainait une augmentation de I'exocytose des vésicules
VGlutl positives contenant du glutamate. Enfin, nous avons décrit des altérations du trafic et de |'exocytose du
tPA neuronal dans un modéle de maladie d'Alzheimer. Ensemble, ces données fournissent de nouvelles
informations sur le trafic neuronal du tPA, contribuant a une meilleure compréhension de ses implications dans
le controle de la neurotransmission glutamatergique.

Mots-clés : tPA ; trafic vésiculaire ; VAMP2 ; VGlutl ; Tauopathie

The discovery of the neuronal expression of the serine protease tissue type plasminogen activator (tPA)
has opened new avenues of research, with important functions of tPA in the physiopathology of the central
nervous system. For example, its interactions with synaptic receptors (NMDAR, LRP1, Annexin I, and EGFR) and
its role in the maturation of BDNF have been reported to mediate its ability to control synaptic plasticity and
neuronal survival. Thus, a better description of the mechanisms regulating the neuronal trafficking of tPA is
important to better understand how tPA can influence brain functions and dysfunctions.

Here, using high-resolution live cell imaging and a panel of innovative genetic approaches, we revealed
that neuronal activity directly control the dendritic and axonal trafficking of tPA. We first unmasked the dynamic
characteristics of the dendritic and axonal trafficking of tPA-containing vesicles under different paradigms of
neuronal activations and inhibitions. We described that neuronal activity affect dendritic and axonal tPA
trafficking, in particular in an activating state. Surprisingly, neuronal inhibition had no effect on tPA vesicles
trafficking and exocytosis, highlighting a constitutive secretion mechanism of tPA in cortical neurons. Moreover,
the axonal anterograde vesicles of tPA shown similarities with VAMP2 positives vesicles in resting and activating
state of neurons suggesting a cotrafficking in the same vesicles. We also observed that the synaptic release of
tPA led to an increase of the exocytosis of VGlutl positives vesicles containing glutamate. Finally, we described
alterations of the trafficking and exocytosis of the neuronal tPA in an Alzheimer disease (AD) model. Altogether,
these data provide new insights about the neuronal trafficking of tPA, contributing to a better knowledge in the
understanding of its implications in the control of the glutamatergic neurotransmission and subsequent brain
functions and dysfunctions.
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