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On travaille dur dans la vie pour se construire.
Travaille dur et souffre en silence, les résultats parleront

a ta place.

« Le seul homme a ne jamais faire d erreurs est celui qui ne fait rien. »

Theodore Roosevelt

« Pour réussir, travailler dur, ne jamais abandonner et surtout chérir

une obsession magnifique. »

Walt Disney

« Les portes de l'avenir sont ouvertes a ceux qui savent les pousser. »

Coluche
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AVANT-PROPOS

J'ai effectué ma these au sein de 1'Unité INSERM U1237 « Physiopathology and Imaging
of Neurological Disorders » (PhIND) dirigée par le Professeur Denis Vivien.
Historiquement, la thématique de recherche de cette unité concerne les sérines
protéases, et plus particulierement l’activateur tissulaire du plasminogene ou tPA.
Initialement découverte dans le sang ou elle joue un role dans la cascade
fibrinolytique, faisant aujourd’hui de cette protéase le seul traitement
pharmacologique autorisé en clinique pour lyser les caillots lors d'une ischémie
cérébrale. Cependant, ses fonctions ne se limitent pas a la fibrinolyse. En effet, le tPA
est également exprimé dans le parenchyme cérébral, ou il peut avoir des rdles variés,
comme le controle de la mémoire ou du couplage neurovasculaire. Au-dela de ses
effets physiologiques, le tPA a également des effets néfastes en conditions
pathologiques : ainsi, lors de I'ischémie cérébrale, le tPA amplifie la mort neuronale
excitotoxique et l'inflammation. Son implication dans ces processus peut alors étre

dépendante de son interaction directe avec différentes protéines et/ou récepteurs.

L’objectif majeur du laboratoire est donc de chercher a améliorer la compréhension
des mécanismes d’action du tPA au sein du systéme nerveux central et de 1'unité
neurovasculaire, en conditions aussi bien physiologique que pathologique. Ces
recherches ont pour but d’améliorer 'utilisation du tPA en clinique : c’est-a-dire

sauvegarder ses effets bénéfiques tout en supprimant ses effets déléteres.

Mes travaux de these visent donc a définir précisément la contribution du tPA
endogéne vasculaire versus parenchymateux dans la physiopathologie cérébrale, et
plus particulierement dans deux processus différents : I'un physiologique, lors du
couplage neurovasculaire (étude 1) et du passage des barrieres cérébrales (étude 2) et

'autre pathologique, lors d"une ischémie cérébrale (étude 3).



Ainsi, pour présenter mes travaux de recherche, je commencerai l'introduction par la
description de la physiopathologie des Accidents Vasculaires Cérébraux. Je
présenterai dans un second temps la molécule centrale de cette these : le tPA. Les
résultats de mes travaux seront ensuite présentés sous 3 parties distinctes, chacune
présentées sous forme d'un article, précédé par une mise en contexte
bibliographique, faisant lien entre le contexte de l'étude et les éléments
spécifiquement liés au tPA dans ce contexte. Pour finir, les résultats seront commentés

et mis en perspective dans une discussion.



RESUME

L'accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique est une pathologie aux conséquences souvent
dramatiques et pour laquelle I'approche thérapeutique pharmacologique aigué reste trop peu efficace.
Celle-ci consiste a administrer l'activateur tissulaire du plasminogene (tPA), qui permet indirectement
de dégrader la fibrine, le principal composant des caillots. Le tPA vasculaire est aussi produit de
maniere endogene par I'endothélium. Il est aussi exprimé par d’autres organes, dont le cerveau, et le
tPA vasculaire peut entrer dans le parenchyme cérébral, via la barriere hémato-encéphalique (BHE). De
ce fait, attribuer avec certitude une fonction cérébrale au tPA vasculaire est limité par 1’absence d’outils
précliniques permettant d’éliminer sélectivement le tPA circulant sans affecter le tPA des autres
compartiments de l'organisme. Nos travaux visent donc a développer des outils originaux afin de
définir précisément la contribution du tPA endogene vasculaire dans la physiopathologie cérébrale, et
notamment dans deux processus distincts : 1'un physiologique, lors du couplage neurovasculaire (CNV)
et 'autre pathologique, lors d'une ischémie cérébrale. Nous avons développé un modeéle de parabiose
entre une souris sauvage (tPAWT) et une souris totalement déficiente en tPA (tPANull), avec I'hypothese
que le partage de circulation sanguine restaure le niveau circulant de tPA chez la souris déficiente, sans
affecter ce niveau dans les autres compartiments. Nous démontrons ainsi que les taux physiologiques
de tPA vasculaire (produit libéré par les cellules endothéliales et hépatiques) favorisent le CNV viz un
mécanisme dépendant des récepteurs NMDA endothéliaux. De plus, nous apportons les premieres
démonstrations que le tPA vasculaire rejoint le cerveau en franchissant la barriere formée par les plexus
choroides. Enfin, nous montrons que, dans le cadre d'un AVC thromboembolique, le tPA vasculaire
endogeéne permet de protéger le cerveau en restaurant de maniére efficace la perfusion cérébrale.

Mots clés : AVC, BHE, BSLCS, Cerveau, CNV, Parabiose, Plexus Choroides, tPA.

ABSTRACT

Stroke is a pathology with dramatic consequences and for which the acute pharmacological therapeutic
approach remains too inefficient. This approach consists in administrating tissue-type plasminogen
activator (tPA), which indirectly allows to degrade fibrin, the main component of clots. Vascular tPA is
also endogenously produced by the endothelium. It is also expressed by other organs, including the
brain, and vascular tPA can enter the cerebral parenchyma, via the blood-brain barrier (BBB) and /or
choroid plexuses. Thus, it is difficult to attribute a specific cerebral function to vascular tPA because no
known preclinical tool can selectively eliminate circulating tPA without affecting tPA levels in the other
compartments of the body. Our work therefore aims to develop original tools in order to precisely define
the contribution of endogenous vascular tPA to cerebral physiopathology, and in particular two distinct
processes: a physiological, during neurovascular coupling (NVC) and the other pathological, during
stroke. We developed a parabiosis between a Wild-Type mouse (tPAWT) and a totally tPA-deficient
mouse (tPANu), with the hypothesis that blood circulation sharing restores the circulating level of tPA
in the deficient mouse, without affecting the level in others compartments. We thus demonstrate that
physiological levels of vascular tPA (product released by endothelial and hepatic cells) promote CNV
via a mechanism dependent on endothelial NMDA receptors. Similarly, we provide the first
demonstrations that vascular tPA reaches the brain by crossing the barrier formed by the choroid
plexus. Finally, we show that in the context of a thromboembolic stroke, vascular tPA, despite specific
effects, has an overall beneficial effect.

Key words: BBB, BCSFB, Brain, Choroid Plexus, NVC, Parabiosis, Stroke, tPA.
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Introduction — Les Accidents Vasculaires Cérébraux

1.1 Généralités

L’accident vasculaire cérébral (AVC) est l'apparition brutale de troubles
neurologiques focaux, sans cause apparente autre que l'origine vasculaire. Cest la
deuxieme cause de mortalité (premiere cause chez la femme), apres les maladies
cardio-vasculaires, la deuxieme cause de démence et la premiere cause de handicap

acquis chez I’adulte.

L’acronyme AVC regroupe en réalité de multiples maladies, que 1’on peut classer en
deux grandes catégories : les AVC ischémiques, qui résultent de I'obstruction d'un
vaisseau par un caillot sanguin et les AVC hémorragiques, causés par la rupture d'un
vaisseau, souvent en mauvais état et soumis a une pression artérielle excessive. Bien
que largement moins fréquents, les AVC hémorragiques engendrent plus de morts que
les AVC ischémiques (2,8 versus 2,7 millions, respectivement) (Figure 1; Johnson et al.,

2019).

Ischemic (80%) Haemorrhagic (20%)

Caused by blood vessel rupture Caused by blockage of blood vessel

Figure 1 : Classification des AVC en deux catégories.

Les AVC ischémiques (80%) résultent de 1'obstruction dune artere par un caillot
sanguin alors que les AVC hémorragiques (20%) résultent de la rupture d'un vaisseau
(d’apres la fondation des maladies du cceur et de ' AVC du Canada).
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1.1.1 Epidémiologie

En France, chaque année, on recense environ 150 000 nouveaux cas, soit un AVC
toutes les 4 minutes, engendrant 40 000 déces. A I'échelle mondiale, en 2019, le « Global
Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study » estimait a 13,7 millions le nombre
de nouveaux cas d’AVC par an, dont 5,5 millions a l'issue fatale (2,6 millions de

femmes et 2,9 millions d’hommes) (Johnson et al., 2019 ; Figure 2).

Le colit humain (mortalité, espérance de vie, handicap...) et socio-économique (8,6
milliards d’euros en France en 2007 ; de Pouvourville, 2016) est conséquent, et les
projections sont alarmantes. A I'heure actuelle, le nombre de victimes d’AVC dans les
pays dits « a faible revenus » a dépassé celui des pays les plus riches (Fernandes &
Caramelli, 2019). Avec le vieillissement global des populations (pres des 3/4 des
patients ont plus de 65 ans) et sans réel changement du coté de la prévention, le

nombre de victimes pourrait doubler d’ici 2030 (Feigin et al., 2014).

A Allstrokes

Incidence rates per 100000 people
M <640 3 1417t0 <1580
B 640t0<855 D 1580t0<1758
3855t0<1005 M 175810 <1962
[J1005t0<1243 M 1962t0 <2183
O 1243t0<1417 22183

Figure 2 : Incidence des AVC dans le monde en 2019.

Carte standardisée selon 1'age pour 100 000 personnes, normalisée par type d'AVC et
par pays, pour les deux sexes. D’apres I'étude « Global Burden of Disease », sur la période
1990 - 2019 (Feigin et al., 2021).
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1.1.2 Différents types d’AVC : hémorragique et ischémique

L’hémorragie cérébrale est une forme dévastatrice d’AVC, consécutive a la
rupture d’une artere cérébrale, entrainant un saignement dans le parenchyme. On
distingue deux grands types d’AVC hémorragiques en fonction de leur localisation :
les hémorragies intra-parenchymateuses (environ 75% des patients) et les hémorragies
meéningées ou sous-arachnoidiennes (autour de 25% des patients). Les hémorragies
cérébrales sont le plus souvent liées a une hypertension non maitrisée et, dans certains
cas, a des anomalies structurelles (anévrismes ou malformations artério-veineuses,

petites arteres athérosclérotiques).

L’ischémie cérébrale est, quant a elle, caractérisée par l'obstruction d’un vaisseau
sanguin cérébral. En 1993, Adams et collaborateurs ont classé les différents sous-types
d’AVC ischémiques selon leur étiologie : ainsi, la classification TOAST (Trial of ORG
10172 in Acute Stroke Treatment subtype classification) permet de distinguer cinqg types
d’AVC ischémiques (Adams et al., 1993 ; Figure 3).

Stroke

1)
- A

Hemorrhagic Stroke (20%)
)

. A
7 ™
i

Subarachnoid [25%) Intracerebral (75%)

Ischemic Stroke (B0%)

Lacunar (20%)

Atherosclérosis (30%) Cardioembolic (20%) Other causes (5%) Indetermined cause (25%)

- vessels diseases
- hemostasis
disorders

- multiple causes
- unknown causes
- incomplet report

Occlusion of the small

Stenosis of more than
50% or occlusion of a
major cerebral artery
or cortical branch
following
atherosclerosis injury

Occlusion of a cerebral
artery by an embolus
of cardiac origin

arteries, concerns the attack
of arterioles irrigating the
deep structures of the brain.
The objectivable imaging
lesion should be less than
1.5cm in diameter

Figure 3 : Répartition des différents types/ sous-types d'AVC.
(Adams et al., 1993).
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Dans 30% des cas, il s’agit d"une athérosclérose au niveau des grosses arteres et dans
25% des cas, d"une cardio-embolie. La cause peut aussi étre 1'occlusion de petites
arteres profondes (maladie des petites arteres) qui provoque un infarctus dit lacunaire
(Wardlaw, 2005). On distingue également deux autres catégories : une pour les « autres
étiologies » (moins de 5%), regroupant les causes rares comme les dissections
artérielles, les thrombophilies ou I'hyperhomocystéinémie, et une pour les causes

indéterminées (environ 25%), dits AVC cryptogéniques (Al-Shahi et al., 2006).

1.1.3 Facteurs de risque de ’'AVC

La survenue d'un AVC peut étre associée a de nombreux facteurs de risque, dont

certains sont modifiables, laissant place a des stratégies de prévention efficaces.

1.1.3.1 Facteurs de risque « modifiables »

L’étude INTERSTROKE a permis de monter que neuf AVC sur dix seraient associés a

des facteurs de risque modifiables (Figure 4 ; O’Donnell et al., 2016 ; Feigin et al., 2019).
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A Allstroke

DALYs per 100000 people
W <4487 D 1211t0 45874
M 448710<5361 [ 1587410 <19156
E5361t0<6421 19156022214
O16421t0<9640 W 222141027104
C9640t0<12211 W 227104

Eastern

Hypertension artérielle

Alimentation pauvre en fruits

Indice de masse corporel élevé

Alimentation riche en sodium

Tabagisme

Alimentation pauvre en légumes

Pollution de Fair aux particules
fines

Pollution domestique due 3 des
combustibles solides

Alimentation pauvre en fibres

Diabéte

Faible activité physique

Insuffisance rénale

Consommation d’alcool

Exposition au plomb

Cholestérol élevé

Tabagisme passif

Figure 4 : Incidence d’AVC attribuables a des facteurs de risques modifiables en

2019.

Carte standardisée selon les DALYs (années de vie ajustées sur l'incapacité) pour 100

000 personnes et classification des facteurs de risque modifiables majeurs. D’apres
I"étude « Global Burden of Disease », sur la période 1990 - 2019 (Feigin et al., 2021).

Ces facteurs entrent dans trois catégories (Figure 5) : les facteurs comportementaux (le

tabac, l'alimentation, l’alcool et l’absence d’activité physique), les facteurs

environnementaux (la pollution et I’exposition au plomb) et les facteurs métaboliques

(I'hypertension, le cholestérol, le diabete). Parmi tous ces facteurs, cinq sont majeurs :

I'hypertension artérielle, responsable de pres de la moitié des AVC (O’Donnell et al,,

2016), I'obésité, la sédentarité, un mauvais régime alimentaire et le tabagisme (Sarikaya

et al., 2015).
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Hypertension 47.9%
Tobacco smoke

High aist to hip ratio

Dietary

Modifiable risk factors

Low physical activity

Alcohol use

Figure 5 : Contribution des facteurs de risque modifiables aI'AVC.
(adapté de Feigin et al., 2019).

1.1.3.2 Facteurs de risques « non modifiables »

Parmi les facteurs de risques « non modifiables », le vieillissement est le facteur
majeur, puisque 75% des cas concernent des personnes de plus de 65 ans (Yousufuddin
& Young, 2019), et 50% des personnes de plus de 75 ans (Boehme et al., 2017). A partir

de 55 ans, le nombre de cas d’AVC double tous les 10 ans (Benjamin et al., 2018).

Le sexe a également une influence sur le risque d’AVC : I'incidence est plus élevée chez
les femmes que chez les hommes de moins de 30 ans, plus faible chez les femmes que
chez les hommes d'age moyen, et similaire chez les femmes et les hommes agés de plus
de 80 ans (Vyas et al., 2021). L’ethnie influence aussi le risque de survenue d'un AVC:
aux Etats-Unis, le nombre d’AVC est plus important chez les populations afro-
américaines et hispaniques (Rosamond et al., 2007 ; Benjamin et al., 2019), et 'incidence

est plus grande en Chine qu’en Europe ou aux Etats-Unis (Johnson et al., 2019).

On peut également attribuer des causes génétiques a la survenue de certains AVC.

Meéme si ces facteurs génétiques sont encore mal connus, il semble y avoir un risque
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plus accru de survenue d’AVC chez des personnes ayant des antécédents familiaux

(Mvundura et al., 2008).

Récemment, une méta-analyse a été menée, a partir d'une étude d'association
pangénomique (genome-wide association study, GWAS), regroupant les variations
génétiques dans un pool important d’individus, afin d'étudier leurs corrélations avec
des traits phénotypiques (Woo et al., 2014 ; Pulit et al.,, 2016 ; Neurology Working
Group of the Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology
(CHARGE) Consortium, the Stroke Genetics Network (SiGN), 2017). Cette méta-
analyse a permis d’associer 32 régions génomiques au risque d’AVC, et de maniere
intéressante, plus de la moitié des genes impliqués dans le risque d’AVC sont aussi
impliqués dans d’autres pathologies vasculaires (comme PITX2 impliqué dans les
fibrillations atriales ou EDNRA associé a un épaississement de 1'intima carotidienne)

(Malik et al., 2018).

Dans ce travail de these, nous nous sommes intéressés uniquement a 1"AVC
ischémique, c’est pourquoi nous ne détaillerons pas, par la suite, la physiopathologie

de I’AVC hémorragique.

1.2 Physiopathologie de I’AVC ischémique

Lors d'une ischémie cérébrale, différents compartiments vont étre
séquentiellement touchés. Le compartiment vasculaire sera immédiatement affecté,
lors de la formation d’un thrombus ou le blocage d’un embole qui induit in situ une
diminution du débit sanguin cérébral (DSC). S’ensuit une perte de l'intégrité de la

barriere hémato-encéphalique (BHE) et I'apparition de dommages parenchymateux.
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1.2.1 Lésions vasculaires

Lors de diverses situations (par exemple les forces de cisaillements, la rupture
d'une plaque d’athérome), la paroi artérielle peut subir un dommage aigu ou
chronique. Le sous-endothélium (collagene 1V, fibronectine, laminine) ainsi que le
facteur tissulaire situé sur les cellules musculaires lisses (CMLs), se retrouvent exposés
au flux sanguin et aux molécules d’adhésion endothéliales et plaquettaires, dont le
facteur de von willebrand (VWEF) (Furie & Furie, 2008 ; Figure 6). Il en résulte deux

voies d’activation des plaquettes.

Figure 6 : Réponse aux Ilésions
vasculaires.
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1.2.2 Formation du caillot

Le collagene et le facteur tissulaire
associés a la paroi des vaisseaux forment
une barriere hémostatique pour
maintenir clos le systéeme circulatoire.
Lorsque l'endothélium est endommagg,
ils entrent en contact avec le sang et
initient la formation d’un thrombus. Le
collagene forme la premiere ligne de
défense, et le facteur tissulaire la
deuxieme (Furie & Furie, 2008).

La composition des caillots a I'origine de 'occlusion d"une artere cérébrale varie
selon l'étiologie de I’AVC: plutét plaquettaire, lors d'un AVC d’origine
athéromateuse, plutdt fibrineux lors d'un AVC d'origine cardio-embolique
(Liebeskind et al., 2011), associé au principal constituant, les globules rouges. On parle
également de thrombus quand le caillot se forme localement, ou d’embole, quand un
fragment de thrombus ou de plaque d’athérome migre vers le systeme vasculaire
cérébral jusqu’a occlure un vaisseau de diametre inférieur. De plus, cette composition

varie dans le temps : en phase aigué (dans les 3 premieres heures), elle est plutot
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plaquettaire puis s’enrichit en fibrine (Liebeskind et al., 2011 ; Jolugbo & Ariéns, 2021).
Les proportions des régions riches en plaquettes, fibrine et globules rouges varient en
fonction des caillots (Di Meglio et al., 2019), ainsi les caillots riches en plaquettes sont

plus résistants au tPA (Martinez de Lizarrondo et al., 2017).

1.2.2.1 Premiere ligne de défense : la voie dépendante du collagene

Le facteur de von Willebrand (VWF) est sécrété par les cellules endothéliales et les
plaquettes activées, et lors d’une lésion de I'endothélium, il se lie a différent types de
collagene (I, III et IV) (M. F. Hoylaerts et al., 1997). Les plaquettes, non activées, vont,
dans un premier temps, interagir avec le VWF et le collagene présents au niveau des
parois vasculaires. Ces plaquettes possedent des récepteurs qui leur permettent de
s'agréger entre elles et de se fixer aux éléments sous endothéliaux, de maniere
constitutive ou apres activation (Jackson et al., 2009). Leur agrégation est réversible,
mais elle ralentit leur attachement aux vaisseaux et leur activation (Fredrickson et al.,
1998 ; Nieswandt et al., 2001). Elles peuvent alors former des liaisons plus stables avec

le VWF et s’agréger entre elles (Varga-Szabo et al., 2008).

1.2.2.2 Deuxiéme ligne de défense : la voie dépendante du facteur tissulaire

Puis, le facteur tissulaire initie une seconde voie d’activation plaquettaire,
totalement indépendante du VWF (Dubois et al., 2007). Le facteur tissulaire s’associe
au facteur VIla, pour activer le facteur IX, et initier une cascade protéolytique formant
de la thrombine. Cette thrombine va ensuite étre capable d’activer les plaquettes (Vu

etal, 1991 ; Figure 7)
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Figure 7 : L’agrégation plaquettaire sur I’endothélium Iésé.
Les plaquettes roulent sur I'endothélium par interaction avec le VWF, puis s’activent
et forment des liaisons stables avec le VWF et le collagene (Varga-Szabo et al., 2008).

1.2.3 Expansion du caillot et cascade fibrinolytique

Une fois activées, les plaquettes subissent un changement de conformation qui
accroit leur affinité pour leurs ligands, le fibrinogene et le VWEF (Du et al., 1993). De
méme, linteraction inter-plaquettes s’amplifie, ce qui augmente la stabilité¢ du
thrombus, et permet également le recrutement de nouvelles plaquettes (Brass et al.,
2005). Le flux sanguin résiduel peut forcer le thrombus en formation a se détacher de
la paroi, et cet embole peut aller obstruer une plus petite artere. En revanche, si
I’ancrage est suffisant, le thrombus continue sa formation et finit par obstruer 1’artere
dans laquelle il s’est formé. Une fois ce caillot formé et stabilis¢, les mécanismes
naturels de fibrinolyse se déclenchent afin de le dégrader pour rétablir la circulation
sanguine (Voir Chapitre 2 «1.5.1.1 La Fibrinolyse »). Cependant, il arrive que la
fibrinolyse ne soit pas suffisante pour contrecarrer la formation du caillot. La
circulation se trouve interrompue, ce qui mene, dans le cas le plus graves, a une

ischémie.
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1.2.4 Formation de la 1lésion et atteintes vasculaires et

parenchymateuses

Lors d'une occlusion artérielle, le lumen diminue voire disparait, conduisant a

une diminution du DSC.

Bien que le cerveau ne représente que 2% du poids du corps, il consomme 20% de
I'oxygene et 25% du glucose corporel. De plus, le cerveau n’a pas de réserve
énergétique, et l'activité métabolique cérébrale est basée sur la phosphorylation
oxydative, ce qui veut dire que le cerveau nécessite un apport énergétique constant.
Chez I’adulte, le DSC normal est estimé a 50 mL/min/100g de tissu pour la matiere
grise (Amin & Schindler, 2017). L’ischémie cérébrale se développe quand le DSC passe
sous la barre des 22 mL/min/100g, méme si les neurones sont capables de survivre
quelques heures malgré une réduction de 50% du DSC. Quand le DSC est en dessous
de 8 mL/100g/min, les perturbations métaboliques sont telles que les dommages
deviennent irréversibles (Astrup et al., 1981 ; Figure 9). A ce stade, I'ischémie cérébrale

est constituée (Dirnagl et al., 1999 ; Chen et al., 2019).

Diverses études ont montré que la réduction du DSC est hétérogene dans le territoire
de l'occlusion artérielle (J. . Baron et al., 1981; Marchai et al., 1996). Ainsi, la zone

affectée peut étre divisée en trois aires (Heiss, 2014 ; Figure 8) :
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Figure 8 : Les territoires en souffrance lors d’une ischémie.
Répartition des 3 territoires de I'occlusion ischémique : le foyer ischémique, la pénombre
ischémique, et une région d’oligémie bénigne (adapté de : Mangrum et al., 2012).

- Le cceur ou foyer ischémique (DSC < 10 mL/100g/min) : il s’agit de la région
centrale, située en aval de l'occlusion. C’est la région la plus touchée, car elle
n’est pas perfusée par des branches collatérales ; la chute du DSC y est la plus
importante et les 1ésions cellulaires sont tres rapides et irréversibles (Furlan et
al., 1996 ; Heiss et al., 2001). En effet, les neurones exposés plus de 45 minutes a
un DSC inférieur ou égal a 14 mL/100g/min ont un faible taux de survie (Heiss

& Rosner, 1983).

- La pénombre ischémique (DSC entre 10 et 22 mL/100g/min), borde le foyer et
subit une réduction du DSC graduelle (20% a 50% de réduction). C’est une
région « a risque », ou le degré et la durée de I'hypoperfusion conditionnent le
devenir des cellules. En absence d'une perfusion collatérale efficace et/ou d'une
intervention pharmacologique de reperfusion, la pénombre évolue vers

I'infarcissement (Astrup et al., 1981 ; Furlan et al., 1996).
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- La zone d’oligémie bénigne (DSC > 22 mL/100g/min), est légerement
hypoperfusée mais ne présente pas de dommage. En effet, le DSC y diminue
mais pas suffisamment pour entrainer une lésion (Manning et al., 2014) ou

affecter le métabolisme cellulaire (Furlan et al., 1996).

Membrane threshold
CBF 10mL/min/100g

Functional threshold
CBF 20mL/min/100g

Minutes Hours Days/Weeks
Time after occlusion

Figure 9 : Evolution du foyer ischémique et de la pénombre au cours du temps.
Dans le foyer ischémique, ou le DSC est le plus faible, les neurones entrent
rapidement en nécrose et les dommages sont irréversibles. Dans la pénombre, ou la
chute du DSC est moindre, les neurones peuvent survivre plus longtemps mais si le
DSC n’est pas rétabli, ils rentreront a leur tour en nécrose. L’oligémie, hypoperfusée,
ne présente aucune mort cellulaire (adapté de : Astrup et al., 1981 ; Dirnagl et al.,
1999).

1.2.5 Altération de la barriére hémato-encéphalique

La BHE est une des barrieres physiologiques aux portes du SNC : elle assure une
filtration sélective vis-a-vis des facteurs circulant du systeme vasculaire vers le
parenchyme et inversement. Ainsi, elle protege le SNC de composés potentiellement
toxiques. Elle est formée par les cellules endothéliales des vaisseaux, maintenues entre
elles par des jonctions serrées, une lame basale de collagene IV, de laminine et de
fibronectine, des péricytes, et des pieds astrocytaires qui viennent former un manchon

autour des capillaires (Figure 10 ; Weiss et al., 2009).
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Figure 10 : Structure de la barriére hémato-encéphalique.
La BHE est formée par les cellules endothéliales reli€es par des jonctions serrées, une
lame basale, les péricytes, et les pieds astrocytaires (adapté de : Abbott et al., 2006).

Dans le cadre d'une ischémie, la perméabilité de la BHE est attribuée en partie a
I’action des métalloprotéinases matricielles (MMPs) responsables de la dégradation
des jonctions serrées entre les cellules endothéliales et de la lame basale (Yang et al.,
2007). Cette « ouverture » de la BHE est en fait bi-phasique (Kuroiwa et al., 1985) : la
premiere phase, a lieu dans les premieres heures (Rosenberg et al., 1998), elle est
réversible et serait attribuée a une augmentation de I'expression de MMP-2 (Chang et
al., 2003 ; Nakaji et al., 2006). La seconde phase, apparait dans les 24 a 48 heures, avec
une infiltration leucocytaire et une activation des MMP-3 et MMP-9 par des cytokines
pro-inflammatoires (TNF, IL-1§3, etc) conduisant a une rupture irréversible de la BHE
et a des dommages tissulaires séveres (Rosenberg et al., 1998 ; Rosenberg & Yang, 2007

; Pun et al., 2009 ; Berezowski et al., 2012).
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La rupture de la BHE provoque une entrée d’eau au sein du parenchyme cérébral et
induit un cedeme vasogénique (Rosenberg & Yang, 2007). Cet cedeme entraine
I’augmentation du volume cérébral, augmente la pression intracranienne et induit des
lésions d’ischémie-reperfusion (Klatzo, 1985). De plus, cet cedeme augmente les
risques de transformation hémorragique, ce qui pourrait contribuer a aggraver 1'état

des patients (Hornig et al., 1993).

1.2.6 Atteintes parenchymateuses

1.2.6.1 Les mécanismes cellulaires : défaillance énergétique et excitotoxicité

Comme décrit précédemment, le cerveau a besoin d'un apport constant en
oxygene et en glucose, notamment pour maintenir ses gradients ioniques. En condition
physiologique, les pompes Na'/K*-ATPases sont les consommatrices majeures
d’énergie dans le cerveau afin de maintenir une grande concentration intracellulaire
en potassium, et une faible concentration intracellulaire en sodium. Cependant, une
ischémie cérébrale déclenche une série d’évenements aboutissant a une mort cellulaire
(Liu et al., 2002 ; Doyle et al., 2008). Trois mécanismes principaux menent a la mort
neuronale : la nécrose excitotoxique, l'apoptose et l’autophagie. Cependant, ils
amorcent aussi certaines voies de signalisation inflammatoires. Ces phénomenes ne se
déroulent pas en méme temps, chacun ayant une cinétique propre (Dirnagl et al., 1999

; Figure 11).
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Figure 11 : Différentes étapes et mécanismes délétéres lors d’une ischémie
cérebrale.

Juste apres le début de l'ischémie, les mécanismes d’excitotoxicité endommagent
séverement les neurones. L’excitotoxicité peut aussi induire la mort du tissu par
I'induction de dépolarisations neuronales a la périphérie du foyer ischémique et par
un effet pro-inflammatoire (adapté de : Dirnagl et al., 1999 ; Zaleska et al., 2009).

Suite a la survenue d’une ischémie, les neurones avoisinant le vaisseau obstrué sont
en souffrance du fait qu’ils ne possedent pas de réserves énergétiques, ils ont besoin
d’un apport constant en oxygene et nutriments. En effet, la chute du DSC va conduire
en 1 a 3 minutes a une perturbation de la chaine respiratoire mitochondriale, stoppant
la production d’adénosine triphosphate (ATP). La diminution de la production d’ATP
est responsable d'une défaillance de la pompe Na*/K*-ATPase : la redistribution des
ions Na* et K* de part et d’autre de la membrane n’est alors plus effectuée, engendrant
une sortie massive de potassium dans l'espace extracellulaire. S’ensuit une
perturbation des pompes Ca*-ATPases et donc une augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium (Ca?). L’homéostasie ionique n’étant plus respectée, il y a

apparition d'un cedeme cytotoxique (Martin et al., 1994).

Ce stress induit une hyperactivation des neurones pré-synaptiques qui restent
dépolarisés et vont libérer en grandes quantités des neurotransmetteurs dont le
glutamate (qui est excitateur) dans la fente synaptique (Sekerdag et al., 2018). Cette
importante disponibilit¢é du glutamate va entrainer l'activation des récepteurs

ionotropiques Kainate et AMPA (Acide a-Amino-3-hydroxy-5-Méthylisoazol-4-
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Propionate), ainsi qu'une suractivation des récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA)
menant a une entrée massive d’eau et d’ions Ca*" dans les neurones post-synaptiques.
Les ions Ca? en exces vont alors activer des enzymes capables de dégrader les
structures cellulaires comme 1I’ADN ou le cytosquelette, menant a la mort du neurone.
Cette mort neuronale initiée par I'exces de glutamate est appelée excitotoxicité. Tous
ces déséquilibres induisent la mort rapide de type nécrotique d’une premiere
population de neurones au niveau du cceur ischémique (Doyle et al., 2008). Ce
phénomene d’excitotoxicité va entrainer une cascade d’évenements désastreux car
dans le tissu 1ésé, le glutamate en exces va venir suractiver les neurones voisins, qui
vont également produire de plus en plus de glutamate. Ainsi, ce phénomene va
s’étendre au tissu non 1ésé, qui entre alors lui aussi en souffrance : c’est le phénomene
de dépolarisation, responsable de la formation de I’cedeme cytotoxique (Dreier et al.,

2015).

1.2.6.2 La neuroinflammation

L’inflammation est une réaction du systéme immunitaire, suite a une agression
externe ou interne, qui a pour but d’éliminer les éléments nuisibles dans la zone
atteinte et d’y réaliser des réparations tissulaires. Les réponses inflammatoires post-
ischémie peuvent étre décomposées en trois phases (Drieu et al., 2018): une phase
aigué (premieres heures apres le début de I'ischémie), qui se traduit par une rapide
activation puis une prolifération des cellules gliales résidentes, en particulier des
cellules microgliales suivie par une infiltration dans la zone ischémiée des cellules
inflammatoires  circulantes (granulocytes, neutrophiles, monocytes, puis
lymphocytes (Tanaka et al., 2003 ; Price et al., 2004 ; Buck et al., 2008 ; Jurcau & Simion,
2022). Cette inflammation va se dérouler plusieurs heures apres le début de 1'ischémie
cérébrale, lorsque des facteurs de transcription pro-inflammatoires sont activés
(ladecola & Anrather, 2012). Au niveau moléculaire, elle s’Taccompagne de la synthese

de médiateurs aux effets tantot bénéfiques, tantot déléteres sur la survie cellulaire
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(Macrez et al., 2011). La phase subaigué (premiers jours) correspond a la résorption de
l'inflammation. Enfin, la phase tardive (jours et semaines) correspond a la réparation

tissulaire par les astrocytes et la microglie (Drieu et al., 2018 ; Figure 12).

A. Early mechanisms
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Figure 12 : Profil temporel de la neuroinflammation post-ischémie.

Juste apres un AVC ischémique, les neurones liberent des motifs moléculaires associés
aux dommages (DAMP) qui conduisent a I'activation microgliale et endothéliale. La
microglie polarisée pro-inflammatoire (phénotype M1) libere des interleukines pro-
inflammatoires, ainsi que des MMP et des especes réactives de 1'oxygene (ROS), qui
affaiblissent la BHE. Une BHE perméabilisée permet aux leucocytes d'infiltrer le
parenchyme cérébral, de produire des facteurs pro-inflammatoires et d’exacerber les
lésions tissulaires (Jurcau & Simion, 2022).

Ainsi, a la suite d'une ischémie cérébrale, la microglie, premier médiateur de
I'inflammation, est activée, sachant qu’elle possede deux phénotypes: M1 (pro-
inflammatoire) et M2 (anti-inflammatoires ; Prinz & Priller, 2014). Elle va produire
plusieurs médiateurs pro-inflammatoires dans le milieu extracellulaire, tels que des
chemokines (Boche et al., 2013) et des cytokines (Interleukine 1-f (IL-13), TNF) ; Stoll
et al., 1998), déclenchant la synthese de molécules d’adhésion a la surface des cellules

endothéliales. Celles-ci étant a l'interface sang/parenchyme cérébral, elles vont jouer
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un role majeur dans le recrutement et l'infiltration des cellules inflammatoires
circulantes telles que les neutrophiles, les lymphocytes-T ou les
monocytes/macrophages (Yilmaz & Granger, 2008 ; Tanaka et al., 2003 ; Amantea et
al,, 2015 ; Wimmer et al.,, 2018). Ces cellules infiltrées, tout comme les cellules
endothéliales, vont a leur tour synthétiser des médiateurs de linflammation

(cytokines, radicaux libres) (Amantea et al., 2009).

Dans la phase chronique, les leucocytes infiltrés activent également des MMPs,
amplifiant ainsi l'inflammation et participant a la rupture de la BHE et au risque
d’hémorragie (Gidday et al., 2005). L’ischémie et la reperfusion déclenchent également
I'activation du systeme du complément (Eltzschig & Eckle, 2011). Une cicatrice gliale
se forme autour du foyer ischémique dans les 2 semaines suivant I’AVC pour former

une barriere physique limitant la réponse inflammatoire (Bao et al., 2012).

A noter que majoritairement délétere dans 'ischémie cérébrale, I'inflammation peut
aussi monter un versant bénéfique de par sa participation a I’élimination des déchets,

au remodelage tissulaire ou a la production de facteurs de croissance (Stoll et al., 1998).

1.2.6.3 L’apoptose

L’apoptose est un phénomene de mort cellulaire programmeée qui lors d'une ischémie
cérébrale, interviendrait plutot dans la phase subaigué et préférentiellement dans la
zone de pénombre ischémique, ou I'énergie est encore suffisante pour rentrer en mort
cellulaire programmeée. Elle va pouvoir coexister avec les phénomenes excitotoxiques
(Martin et al., 1998). Il existe deux voies d’activation de I'apoptose : la voie intrinseque

et la voie extrinseque, toutes deux sont activées dans 1'ischémie cérébrale.



20

Introduction — Les Accidents Vasculaires Cérébraux

- La voie intrinséque : elle met en jeu une augmentation de Ca* intracellulaire,
qui va entrainer la libération du facteur inducteur de l'apoptose (AIF) et du
cytochrome c dans le cytoplasme. Le cytochrome c¢ va ensuite se lier au facteur
d’activation de la procaspase-9 pour I'activer en caspase-9, qui, a son tour, activera la
caspase-3 (Love, 2003). La caspase-3 va alors activer des endonucléases, promouvoir
la fragmentation ’ADN et la formation de corps apoptotiques (Elena-Real et al., 2018).
AIF est lui transféré dans le noyau ou il promeut la fragmentation de 1’ADN,
indépendamment des caspases. Les dommages a ’ADN vont entrainer l’activation de

P53, un facteur pro-apoptotique.

- La voie extrinseque : elle implique des facteurs libérés dans le compartiment
extracellulaire, tels que le Fibroblast Associated Ligand (Fas-L) qui va se lier a son
récepteur Fas. La formation de ce complexe aboutit au recrutement de la protéine Fas-
Associated protein with Death Domain (FADD) et interagit alors avec la procaspase-8. Le
complexe ainsi formé, FasL-Fas—-FADD- procaspase-8, death-inducing signaling complex
(DISC) permet l'activation de la caspase-8 et sa libération dans le cytoplasme pour
initier le clivage de la caspase-3. Ensuite, les mémes mécanismes que ceux de la voie

intrinseque vont étre mis en ceuvre (Broughton et al., 2009 ; Radak et al., 2016).
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1.2.6.4 L’autophagie

L’autophagie est un processus catabolique permettant a la cellule de dégrader
et recycler son matériel cytoplasmique, assurant ainsi le maintien de I’homéostasie.
L’autophagie peut étre un effecteur de mort cellulaire, et ce, de trois manieres
principales : directe (c’est la mort cellulaire autophagique), ou en communiquant avec
la voie apoptotique ou la voie nécroptotique. Bien qu’il soit clairement démontré que
'ischémie cérébrale s’accompagne d'une activation de I'autophagie dans les neurones
au niveau de la lésion (Carloni et al., 2008 ; Wen et al., 2008) et des le début de 'ischémie

(Ginet et al., 2009), son role reste encore débattu.

Certaines études in vitro et in vivo démontrent que l'activation de ’autophagie peut
étre un mécanisme neuroprotecteur, notamment en dégradant les agrégats protéiques
et les mitochondries endommageées et qui diminue les lésions ischémiques (Zhang et
al,, 2013 ; Carloni et al., 2017 ; Dai et al., 2017). Alors que d’autres études démontrent

que cette activation favoriserait la mort neuronale ischémique (Thiebaut et al., 2022).

Notons qu’au cours de l'ischémie cérébrale, les cellules gliales, en particulier les
astrocytes, seraient aussi concernées par l’autophagie (Qin et al., 2010 ; Engelhardt et
al., 2015), mais peut étre de fagon moins importante que les neurones (Tian et al., 2010).
Cette autophagie astrocytaire pourrait étre délétere (Ni et al.,, 2018) ou bénéfique
(Kasprowska et al., 2017). En revanche, l'activation de l'autophagie dans les cellules
microgliales et les oligodendrocytes, reste non documentée lors d’une ischémie
cérébrale, mais I'activation de 1’autophagie dans les oligodendrocytes peut jouer un
role crucial dans les 1ésions de la moelle épiniere (Mei et al., 2019) et la démyélinisation

(Smith et al., 2013).
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1.3 Traitement de ’AVC ischémique

1.3.1 Phase aigiie : la thrombolyse (1995) et la thrombectomie (2015)

L’intervalle de temps entre le début des symptomes jusqu’a la prise en charge du
patient conditionne en partie son pronostic. En effet, l'urgence est de rétablir une
circulation sanguine rapide afin de réduire au maximum la souffrance tissulaire et, par
association, I'étendue de dommages. Si le patient est pris a temps aux urgences et que
le diagnostic est établi rapidement, il pourra (ou non) bénéficier d'une thrombolyse

pharmacologique en association ou non a la thrombectomie.

Cette thrombolyse consiste a injecter la forme recombinante de I'activateur tissulaire
du plasminogene (r-tPA) dans la circulation sanguine des patients afin de suppléer la

tibrinolyse endogene (Voir Chapitre 2 « 1.5.1.1 La Fibrinolyse »).

Aujourd’hui, l'injection de r-tPA est le seul traitement pharmacologique approuvé, et
ce, suite a I'étude du National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS)
de 1995, premiere grande étude clinique (333 patients) démontrant la composante
bénéfique du tPA. Dans cette étude, le tPA a réduit les déficits des patients de 11 a
13%, mais a aussi augmenté le risque d’hémorragie de 6,4%, sans toutefois modifier la
mortalité (NINDS, 1995 ; Figure 13). A la suite de cela, le r-tPA fut autorisé en 1995
comme traitement de I’AVC ischémique dans les trois heures suivant le début des
symptomes, jusqu’a 2008, ou cette fenétre a été étendue a 4 heures 30 (Amiri et al., 2016
; Hacke et al., 2018). Cependant, la thrombolyse présente certaines limites : un faible
taux de reperfusion (Bhatia et al., 2010), un risque de transformation hémorragique et

enfin une fenétre thérapeutique relativement réduite (NINDS, 1995).
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Mais, le r-tPA n’est plus la seule arme disponible pour traiter I'AVC ischémique. En
effet, I’essai clinique MR CLEAN en 2015, a permis de confirmer 'effet bénéfique de la
thrombectomie, qui consiste a retirer mécaniquement le caillot a 1'aide d"un stent.
L’essai clinique DAWN a montré que cette méthode de recanalisation est plus efficace
que la thrombolyse (Nogueira et al., 2018) mais elle se limite aux gros vaisseaux
(Alberts et al., 2015). Aujourd’hui, elle peut étre pratiquée en association a la
thrombolyse. Un nouvel essai clinique SWIFT montre qu'un patient éligible a un
traitement au r-tPA doit le recevoir, méme si une thrombectomie est pratiqué a

posteriori (Fisher et al., 2022).
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Figure 13 : Evaluation fonctionnelle par 1’échelle modifiée de Rankin de patients
victimes d'un AVC ischémique, a 3 mois selon le traitement recu (placebo ou r-tPA
ou thrombectomie).

La thrombolyse (a gauche) par injection de r-tPA dégrade le caillot par l’activation du
plasminogene en plasmine, conduisant a la dégradation de la fibrine. La thrombectomie
(a droite), consiste en un retrait mécanique du caillot sanguin. La recanalisation permet,
dans la plupart des cas, une reperfusion tissulaire et améliore I"évolution fonctionnelle
des patients. Des scores inférieurs ou égaux a 1 sur I'échelle modifiée de Rankin sont
considérés comme indiquant un résultat favorable. Il y a une différence significative
entre le groupe thrombectomie et le groupe témoin dans la distribution globale des
scores (adapté de : NINDS, 1995 ; Bekemer et al., 2015).
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1.3.2 Phase chronique : rééducation et réadaptation

Nous avons dit précédemment que I’AVC est la premiere cause de handicap
moteur. De fait, suite a la phase aigué, les patients rentrent dans une phase dite
« chronique », o de longues semaines/mois sont nécessaires pour réduire au
maximum les séquelles post-ischémiques, selon le territoire affecté lors de I’AVC. Pour
cela, il y a une nécessité de mettre en place des stratégies de rééducation et

réadaptation afin que I'impact des séquelles soit réduit au minimum.

Les patients vont pouvoir bénéficier de séances de kinésithérapie, d’orthophonie ou
d’orthoptie pour prévenir et/ou traiter ces comorbidités post-AVC : la mobilité des
membres, les déficits moteurs, la spasticité, le travail de 1'équilibre, la marche, et la
fonction de préhension, en résumé les fonctions nécessaires pour une indépendance
dans les fonctions de la vie quotidienne. Pour les patients atteints d’aphasie, une
rééducation intensive est primordiale pour améliorer la communication (écrite et/ou
orale). Il y également une nécessité de rééducation cognitive, pour le travail de la

mémoire et des fonctions exécutives tel que le raisonnement ou ’attention.

Ces dernieres années, des méthodes thérapeutiques complémentaires ont été
développées, notamment la Stimulation Magnétique Transcranienne répétée pour
influer de maniére non invasive sur les états d’excitation du cortex. En effet, des
stimulations de 5Hz (haute fréquence) vont réactiver les zones hypoactives de
I'hémisphere 1ésé, alors que d’autres stimulations de 1Hz (basse fréquence) sur
I'hémisphere sain vont permettent d'y restaurer les processus inhibiteurs (Liidemann-
Podubecka et al., 2015 ; Dionisio et al., 2018 ; Watanabe et al., 2018). Récemment, la
réalité virtuelle a émergé comme un outil qui pourrait améliorer les fonctions motrices
ou cognitives post-AVC (Laver et al., 2017 ; Choi & Paik, 2018 ; Ikbali Afsar et al., 2018
; Noveletto et al., 2020).
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Les Accidents Vasculaires Cérebraux

Pour résumer

» L’AVC représente la seconde cause de mortalité et de démence dans le monde, ainsi
que la premiere cause de handicap acquis chez 'adulte. Cette pathologie résulte soit
de l'obstruction (AVC ischémique ; 80%) soit de la rupture d’un vaisseau cérébral
(AVC hémorragique ; 20%).

> Lors d'un AVC ischémique, 1'occlusion d’un vaisseau conduit a une diminution du
débit sanguin cérébral et donc a un arrét d’apport en oxygeéne et en glucose. Les
neurones n’ont plus d’énergie et meurent rapidement dans le « foyer ischémique ».
Autour du foyer, dans la « pénombre ischémique », la chute du débit sanguin cérébral
est moins importante, les neurones sont en souffrance mais peuvent étre sauvés si la
circulation est rétablie.

> Il est a retenir que le tPA (Actilyse®) est le seul traitement pharmacologique autorisé
a la phase aigiie pour les AVC ischémiques: il permet l'activation du systeme
fibrinolytique, et contribue a la dégradation de caillot de fibrine obstruant une artere.
Cette thrombolyse peut ou non étre associée a la thrombectomie mécanique.
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1.1 Historique de la découverte du tPA

L’activateur tissulaire du plasminogene (tissue-type Plasminogen Activator en
anglais) ou tPA, a d’abord été décrit comme une protéase a sérine d’origine
endothéliale, libérée dans la circulation sanguine et ayant des propriétés
fibrinolytiques. En effet, le tPA peut activer le plasminogene en plasmine, elle-méme
capable de dégrader la fibrine, un constituant majeur des caillots sanguins. Ainsi, cette
fonction lui permet d’étre, a I'heure actuelle, le seul traitement pharmacologique en
phase aigiie des AVC ischémiques (Figure 14). Le tPA est également exprimé par
plusieurs types cellulaires dans le parenchyme cérébral. Ainsi, ses fonctions s’étendent
au-dela du compartiment vasculaire, et nous allons détailler ci-apres quelques

fonctions physiologiques et pathologiques du tPA dans le SNC.
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Figure 14 : Chronologie des grandes découvertes sur le tPA.

Au 18 siecle, Giovanni Battista Morgagni (1682-1771) rapportait ses observations sur le sang
de patients subitement décédés qui ne coagulait pas. Entre 1889 et 1933, lorsque le systeme
fibrinolytique commence a se dévoiler, il est découvert une enzyme protéolytique au centre
de la cascade fibrinolytique, d’abord nommée « Fibrinokinase » en 1952 puis rebaptisée
« Activateur tissulaire du plasminogeéne » apres sa caractérisation par Désiré Collen (1943-)
en 1981. L’étude NINDS, en 1995 évalue la possibilité d’utiliser le tPA comme agent
thrombolytique lors d'un AVC ischémique. Ainsi, le tPA devient et reste a I'heure actuelle le
seul agent pharmacologique autorisé dans le traitement aigu des ischémiques cérébrales, en

association (ou non) a la thrombectomie.
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1.2 La structure du tPA

Le tPA est une glycoprotéine de la famille des sérines protéases, codée par le gene

PLAT localisé sur le chromosome 8 (Yang-Feng et al., 1986).

Il est synthétisé sous la forme d’une chaine polypeptidique de 527 acides aminés, ayant
une masse moléculaire d’environ 69 kDa (Pennica et al., 1983). Il possede 5 domaines
structuraux répartis sur deux chaines A (lourde) et B (Iégere), maintenues par 17 ponts
disulfures. Chaque domaine permet d’interagir avec un partenaire spécifique, et donc
d’exercer différentes fonctions. La chaine lourde (chalne A) amino-terminale contient

les 4 domaines suivants (Figure 15) :

v Le domaine Finger : nommé ainsi pour sa forte homologie avec le premier
domaine Finger de la fibronectine de type I (Banyai et al., 1983), ce domaine
présente une forte affinité pour la fibrine et permet au tPA de former un
complexe ternaire avec le plasminogene (Kagitani et al., 1985). Ce domaine est
capable d’interagir avec des récepteurs membranaires, notamment les
récepteurs aux lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoprotein Receptor-
related Protein ou LRP) et avec les récepteurs de 'annexine-II (Bu et al., 1992 ;
Hajjar et al., 1994). Enfin, ce domaine est également impliqué dans la liaison du
tPA avec I'un de ses inhibiteurs, PAI-1 (inhibiteur de type 1 du plasminogene)
(Kaneko et al., 1991).

v" Le domaine EGF-like : nommé ainsi pour sa forte homologie avec le facteur de
croissance épidermique (epidermal growth factor ou EGF), il est responsable de
I'interaction du tPA avec le récepteur a 'EGF et de son activation (Hurtado et
al.,, 2007 ; Correa et al,, 2011). De plus, sa O-glycosylation participe a la

recapture, ainsi qu’a la clairance du tPA dans le foie (Hajjar & Reynolds, 1994),
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v Le domaine Kringle-1 : les domaines Kringle sont caractérisés par la présence
d'un site ayant une forte affinité pour la lysine (Lysine Binding Site, LBS),
composé de deux acides aminés aromatiques (Trp242 et Trp253) formant une
poche dans la structure tertiaire du tPA. Le site LBS du domaine Kringle-1
n’étant pas fonctionnel, son role reste flou. Néanmoins, il serait impliqué dans
la recapture et la clairance du tPA par les cellules endothéliales hépatiques via
une glycosylation sur son Asp117 qui peut alors interagir avec les récepteurs du
mannose, présents sur ces cellules (Kuiper et al., 1996). Certaines pistes laissent
penser qu’il jouerait un rdle dans l'inhibition de la prolifération des cellules

endothéliales (Kim et al., 2003).

v" Le domaine Kringle-2 : a contrario, ce domaine contient un site LBS actif, ce qui
lui a valu d’étre plus étudié que le domaine K1. Il permet au tPA de se lier et
d’activer différents substrats et récepteurs comme le plasminogene, le récepteur
au Platelet Derived Growth Factor-CC (PDGF-CC ; Fredriksson et al., 2004). De
méme, il est capable d’interagir avec la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA

(Lopez-Atalaya et al., 2008).

La chaine légere du tPA (chaine B) n’est, quant a elle, composée que d'un seul domaine

(Figure 15) :

v' Le domaine Sérine Protéase : Ce domaine catalytique comporte 3 acides aminés
(His322, Asp371 et Ser478) formant un site actif appelé la triade catalytique qui
confere au tPA son activité protéolytique par sa capacité a convertir le
plasminogene en plasmine (Pennica et al., 1983). C’est également le site de
liaison de l'inhibiteur le plus courant du tPA, l'inhibiteur de type 1 du
plasminogene (Plasminogen Activator Inhibitor-1 ou PAI-1 ; Andreasen et al,,

1986).
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Figure 15 : Structure et fonctions des domaines du tPA, sous ses 2 formes simple et
double chaine.

Représentation schématique du tPA sous ses formes simple (sc-tPA) et double chaines
(tc-tPA) montrant ses 5 domaines (Finger, EGF, K1, K2 et Sérine Protéase), les 17 ponts
disulfures, les 4 sites de glycosylations ainsi que le site de clivage (adapté de :
Chevilley et al., 2015 ; Hébert et al., 2016).

Comme tous les membres de la famille des sérines protéases, le tPA existe sous deux
formes distinctes : une forme dite « simple chaine » (single-chain, en anglais ou sc-tPA)
ainsi qu'une forme « double chaine » (two-chain, en anglais ou tc-tPA) (Rijken & Collen,
1981). Initialement synthétisé sous forme simple chaine, la conversion sous forme
double chaine se produit via '’hydrolyse de la liaison peptidique reliant 1’Arg275 a
I'lle276, sous l'action d’autres sérines protéases telles que la plasmine ou les
kallikréines (Wallén et al., 1982 ; Ichinose et al., 1984 ; Thelwell & Longstaff, 2007). Sous
cette seconde forme, les deux chaines restent reliées par un pont disulfure entre les
cystéines 299 (chaine A) et 430 (chaine B) ainsi que par la création d’un pont salin entre

'arginine 302 (chaine A) et I'acide glutamique 445 (chaine B) (Lamba et al., 1996).
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Comparativement a ses homologues, le tPA demeure une sérine protéase
« exceptionnelle » : alors que la plupart des sérines protéases ne sont actives que sous
la forme double chaine, le tPA va présenter une activité fibrinolytique identique sous
ses deux formes sc-tPA et tc-tPA (Hoylaerts et al., 1982 ; Rijken et al., 1982). Plusieurs
travaux tendent a montrer des différences fonctionnelles entre ces deux formes. En
présence de fibrine, la forme double chaine confere au tPA une activité catalytique
supérieure (Wallén et al., 1982 ; Petersen et al., 1988) mais celle-ci est inactivée plus
rapidement par ses différents inhibiteurs: ces deux formes ont donc une activité
fibrinolytique globalement identique. En revanche, sans fibrine, le tc-tPA présente une
activité cinq fois supérieure a celle du sc-tPA (Wallén et al., 1982 ; Parcq et al., 2012 ;
Bertrand et al., 2015 ; Hedou et al., 2021).

1.3 Expression du tPA

1.3.1 Expression du tPA circulant

1.3.1.1 Synthese et libération par les cellules endothéliales

Le tPA est principalement exprimé dans le compartiment vasculaire, ou il
circule sous sa forme simple chalne a une concentration plasmatique d’environ 70pM
(Binder et al., 1979 ; Rijken & Lijnen, 2009), concentration qui augmente avec 1'age
(Tomadesso et al., 2022). Il est synthétisé et libéré par les cellules endothéliales de fagcon
continue (Binder et al., 1979 ; Levin & Loskutoff, 1982 ; Angles-Cano et al., 1985), mais
les cellules endothéliales peuvent également le stocker et le libérer en réponse a
certains stimuli. Dans l'endothélium vasculaire cérébral, on retrouve le tPA
majoritairement dans les micro-vaisseaux (< 100 um de diametre ; (Levin et al., 1997).
Des études suggerent que le tPA serait contenu avec le VWF au sein des corps de

Weibel-Palade, (Sadler, 1998 ; Huber et al., 2002). Plus récemment, il a été observé que
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le tPA serait stocké dans de petits granules distincts des corps de Weibel-Palade car

dépourvus de VWF (Emeis et al., 1997 ; Knop et al., 2004 ; Knipe et al., 2010).
Le tPA peut alors étre libéré par deux voies distinctes de sécrétion :

o Exocytose « constitutive » : cette voie permet une protection de la surface des
cellules endothéliales vasculaires. En effet, quand il est sécrété de maniere
continue, le tPA reste en contact avec la membrane des cellules endothéliales.
La surface interne des vaisseaux sanguins étant propice a la formation de
fibrine, le tPA ainsi libéré peut exercer son activité fibrinolytique. Son
inhibiteur, PAI-1, présent en plus grande quantité que le tPA dans le
compartiment vasculaire peut faciliter le décrochage du tPA de la membrane et
induire son inhibition lorsque la fibrinolyse n’est pas nécessaire (Suzuki et al.,

2009).

e Exocytose « controlée » : le tPA peut également étre sécrété en réponse a
certains stimuli. Cette libération s’effectue sous le contrdle d'une voie de
signalisation qui impliquerait l'activation de protéines-G ainsi qu’une
augmentation de la concentration intracellulaire de Ca* (Van Den Eijnden-
Schrauwen et al., 1997 ; Knop & Gerke, 2002). Parmi les facteurs permettant de
déclencher cette sécrétion, il y a des molécules vasodilatatrices comme la
desmopressine ou la bradykinine (Allen et al., 1985 ; Brown et al., 1997), certains
agonistes issus de la cascade de coagulation comme la thrombine (Emeis et al.,
1997), des facteurs hémodynamiques telle que I'augmentation de la pression sur
les parois des vaisseaux (Diamond et al., 1990 ; Kawai et al., 1996), ou une

occlusion veineuse d’'un membre (Stegnar et al., 1988 ; Petdja, 1989).
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1.3.1.2 Synthese et libération par les hépatocytes

Une étude récente a suggéré une source de production du tPA circulant autre
que les cellules endothéliales: les hépatocytes (Figure 17). Le gene DACHI1
(Dachshund), codant pour un co-répresseur transcriptionnel (Popov et al., 2010),
réprime également un activateur de facteur de transcription (Activating transcription
factor 6 en anglais, ou ATF6) présent dans les hépatocytes (Ozcan et al., 2016) qui serait
responsable de l'expression du gene PLAT, codant pour le tPA. Une délétion
conditionnelle de DACHI1 dans les hépatocytes se traduirait par une surexpression du
gene PLAT, et donc une augmentation de la concentration et de l'activité du tPA

plasmatique (Zheng et al., 2019 ; Figure 16).
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Figure 16 : La suppression de DACH1 dans les hépatocytes augmente le tPA
hépatique, le tPA plasmatique et 'activité fibrinolytique systémique chez la souris.
Comparativement aux souris contrdles, le taux d’ARN messager ainsi que la quantité
de protéines sont supérieurs chez des souris n’exprimant plus DACH1 (Zheng et al.,
2019).
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Cependant, comme nous allons le voir dans notre travail, au niveau hépatique,
I'origine cellulaire de tPA circulant pourrait étre les cellules endothéliales et non les

hépatocytes (Yetim et al., en révision).

ATF6
J’ Basal
_— <«
-I- tPA
DACH1 Stasis,
vascular Blood
injury vessels
tPA

Figure 17 : Le foie combiné aux cellules endothéliales établit le taux basal de tPA
circulant.

Les cellules endothéliales participent a la libération du tPA via 2 voies d’exocytoses. Le
foie exprime le tPA via ATF6 et régulé par le corépresseur transcriptionnel DACH1
(Gonias, 2019).

1.3.1.3 Clairance du tPA circulant

La demi-vie du tPA circulant est d’environ six minutes (Verstraete et al., 1985).
Le foie contribue essentiellement a la clairance du tPA grace a un systeme de recapture
tres efficace par les hépatocytes et les cellules endothéliales hépatiques (Kuiper et al.,
1988). Plusieurs récepteurs sont impliqués dans cette recapture : les récepteurs au
mannose, sur les cellules endothéliales hépatiques (Kuiper et al., 1988), les LRP (Orth
et al,, 1994 ; Yepes et al., 2003), et les galectines (Nagaoka et al., 2003 ; Figure 18) au
niveau hépatocytaire. A noter que la liaison du tPA avec son inhibiteur sanguin

principal, PAI-1, augmente sa clairance (Chandler et al., 1997).
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Figure 18 : La clairance hépatique
du tPA.
Le tPA peut étre recapté par trois
voies : une dépendante des
récepteurs au mannose a la surface
Récepteur
au mannose

Cellule endothéliale

des cellules endothéliales
hépatiques. Les deux autres se
trouvent au niveau des
hépatocytes : une dépendante des
u LRP et une dépendante des

galectine

récepteurs galectines (adapté de :
Nagaoka et al., 2003).

LRP

Hépatocyte

1.3.2 Expression et distribution du tPA périphérique

Historiquement, la présence du tPA a été mise en évidence dans le sang. Mais entre les
années 50 et la fin des années 90, il a été montré que le tPA est présent dans une
multitude d’organes tels que les poumons, les reins, la prostate, les muscles, le coeur
ou bien encore l'utérus (Albrechtsen, 1957 ; Rouf et al., 1996 ; Figure 19). Cette
expression au sein des différents organes cités, est souvent associée a un remodelage
des tissus et de leur vascularisation, comme, par exemple, dans l'utérus, ou le tPA

favorise la mise en place de 'endometre (Lockwood & Schatz, 1996).
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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

Figure 19 : Activité et localisation du tPA en dehors du systéme nerveux.
L’activité du tPA dans différents tissus humains est mesurée en unité internationale
(IU) par gramme de tissu frais (Rouf et al., 1996 ; adapté de : Albrechtsen, 1957).

1.3.3 Expression et distribution du tPA au sein du systeme nerveux

central

La présence du tPA au sein du SNC a été mise en évidence pour la premiere fois en
1981 par Soreq et Miskin. Ces derniers ont démontré son expression dans les cellules
endothéliales tapissant les vaisseaux cérébraux et dans les neurones a différents stades
du développement, lui prédisant ainsi d’autres roles que celui la fibrinolyse vasculaire
(Soreq & Miskin, 1981). Puis en 1993, Sappino et ses collaborateurs, ont mis en
évidence, chez la souris, la présence des Acides RiboNucléiques messagers (ARNm)
du tPA dans la plupart des régions cérébrales : le cervelet, 1"hippocampe,
I'hypothalamus, le striatum et le cortex. Cependant, son activité protéolytique n’a été

détectée que dans I'hippocampe et '’hypothalamus (Sappino et al., 1993).

Chez I'Homme, Teesalu et collaborateurs ont détecté la présence d’”ARNm du tPA par

hybridation in situ, dans de nombreuses autres régions du cerveau telles que les plexus
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choroides, le tronc cérébral, 'hypophyse, la moelle épiniére et les différents noyaux
thalamiques (Teesalu et al., 2004). De plus récents travaux, ont permis d’identifier plus
précisément chez la souris, les régions corticales capables d’exprimer le tPA. Parmi
celles-ci, on peut citer le cortex rétrosplénial, somatosensoriel primaire, périrhinal et
piriforme, avec environ 10 a 15% de neurones excitateurs exprimant du tPA

(Louessard et al., 2016).

A I’échelle cellulaire, le tPA est exprimé par les neurones, les mastocytes, les péricytes,
les cellules endothéliales, les épendymocytes (Louessard et al., 2016, Figure 20), les
astrocytes (Toshniwal et al., 1987), les oligodendrocytes (Correa et al., 2011) et la
microglie (Siao et al., 2003), méme si cette expression par les astrocytes, la microglie et
les péricytes reste a 'heure actuelle discutée (I'sirka et al., 1995 ; Yamamoto et al., 2005

; Qian et al., 2016).
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Figure 20 : Distribution du tPA dans différents types cellulaires du SNC chez la souris.
Immunohistochimie sur coupes de cerveau de souris apres injection de colchicine
(inhibiteur du transport axonal). Le tPA (en rouge) est présent chez des souris sauvages
(a,b) au sein des cellules endothéliales (c), des oligodendrocytes (d), mastocytes (e), des
épendymocytes (f), des péricytes (g), de la microglie (h), des astrocytes (i) et des

neurones (j,k) (adapté de : Louessard et al., 2016).
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> Dans les neurones : I'expression neuronale pourrait étre spécifique de sous

populations, dont les neurones a parvalbumine, les fibres moussues, ou bien les
neurones pyramidaux (Louessard et al., 2016 ; Lepine®, Douceau® et al., 2022 ;
Figure 21). Le tPA, considéré comme un neuromodulateur, est synthétisé puis
stocké dans des vésicules présynaptiques (Parmer et al., 1997 ; Shin et al., 2004),
puis il est transporté dans des vésicules de sécrétion le long des dendrites
(possible dans les deux sens) avant d’étre libéré au niveau des cOnes de
croissance pour permettre I'élongation axonale (Lochner et al., 1998). Suite a
une dépolarisation neuronale, le tPA peut étre libéré a la synapse par un
mécanisme d’exocytose dépendant du Ca? (Fernandez-Monreal et al., 2004 ;

Roussel et al., 2011 ; Louessard et al., 2017).
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Figure 21 : Caractérisation de neurones pyramidaux exprimant du tPA.

(A) Enregistrement en patch-clamp d’un neurone pyramidal (en vert). Transcription
inverse puis réaction en chaine par polymérase sur une cellule (sc RT-PCR) révélant
I'expression des ARNm du tPA ainsi que les ARNm du transporteur au glutamate
(VGLUT1) et de la cholécystokinine (CCK). (B) Immunohistochimie sur coupes de cerveau
de souris révélant la présence du tPA (en rouge) dans des vésicules synaptobrévine 2

positives (en vert, Sb2) (adapté de : Louessard et al., 2016).
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> Dans les astrocytes : une fois libéré dans la fente synaptique par les neurones,

le tPA peut étre recapté par les astrocytes via les LRP. Les astrocytes seraient
ensuite capables de libérer ce tPA endocytosé par un mécanisme impliquant la
protéinase kinase C suite a l’activation des récepteurs kainate membranaires.
Ce recyclage du tPA synaptique pourrait étre a I'origine de la clairance du tPA
au sein du SNC (Cassé et al., 2012). La synthese du tPA par les astrocytes a été
mise en évidence chez la souris (Toshniwal et al.,, 1987) puis chez ’homme
(Hultman et al., 2008 ; Figure 22). Hultman et collaborateurs ont montré que les
astrocytes seraient capables d’exprimer et de libérer du tPA de facon régulée,

mais ces résultats sont discutés (Olsson et al., 2016 ; Keragala et al., 2020).

Astrocyte

50 pm

Figure 22 : Expression du tPA par les astrocytes chez ' Homme.
Le tPA (en vert, a gauche) est présent au niveau des astrocytes humains activés (en
rouge, a droite, marquage GFAP) (adapté de : Hultman et al., 2008).

> Dans les oligodendrocytes : Il est également exprimé par les oligodendrocytes

(Correaetal, 2011 ; Louessard et al., 2016 ; Leonetti et al., 2017), principalement
les oligodendrocytes matures, avec une diminution de son expression au cours
du vieillissement. De récents travaux du laboratoire ont montré que le tPA des
oligodendrocytes est impliqué dans la migration des précurseurs
oligodendrocytaires au cours du développement et durant la remyélinisation

suite a une lésion de la substance blanche (Leonetti et al., 2017 ; Figure 23).
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Figure 23 : Le tPA impliqué dans la migration des précurseurs oligodendrocytaires et la
remyélinisation suite a une lésion de la substance blanche.

(A) Immunohistochimie sur coupe de cerveau de souris WT plusieurs jours apres l'injection
de lysolécithine montrant du tPA (en rouge) présent (fleche blanche) au niveau des
oligodendrocytes (en vert, marquage Olig2). (B) immunocoloration du tPA (rouge), CD31
(vert) et Olig2 (gris) dans la corne ventrale droite des moelles épinieres de souris WT a E13.
(C) Photomicrographies et quantification correspondante de coupes cérébrales (lésion du
corps calleux) montrant I'immunomarquage MBP (rouge) dans le corps calleux ipsilatéral
et controlatéral des souris WT et tPA™", 14 et 21 jours apres injection (adapté de : Leonetti et

al., 2017).

> Dans la microglie : la microglie est aussi capable de synthétiser/libérer du tPA,
Le tPA est

lors de processus inflammatoires ou neurodégénératifs.
majoritairement associé a une microglie activée, et aurait probablement un role

dans son activation (Tsirka et al., 1995 ; Rogove et al., 1999 ; Siao et al., 2003 ;

Figure 24).
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tPA/IacZ b f s
Figure 24 : Le tPA est exprimé par la microglie.

Photomicrographie de coupe coronale de cerveau de souris transgénique tPA/lacZ
(fusion du promoteur du tPA avec un gene lacZ) apres coloration au crésyl-violet, 5
jours apres une injection hippocampique de kainate qui induit la mort des neurones
hippocampiques dans les régions CA1-CA3 (a). Apres activation dans la zone lésée, la
microglie est capable de produire des ARNm du tPA (marquage (-galactosidase

positif, en bleu) dans la zone lésée (b) et dans la zone saine (c) (Tsirka et al., 1995).

1.4 Inhibition du tPA par les serpines

La discordance entre le niveau d’expression (ARNm ou protéine) du tPA et son activité
au sein d’'une méme structure, notamment dans le parenchyme cérébral (Sappino et
al., 1993), s’explique par l'existence d’inhibiteurs, qui appartiennent a la famille des

serpines (SERine Proteinase INhibitor).

Ces serpines possedent une conformation secondaire formant un domaine (le core
domain) constitué de trois feuillets (3 et de huit ou neuf hélices a, ainsi qu'une boucle,
appelée boucle du centre réactif (reactive center loop, ou RCL), qui permet leur
interaction avec leurs protéases cibles. La serpine se fixe sur la protéase par
I'intermédiaire de la RCL, puis la protéase clive cette boucle, formant une liaison

covalente entre la serpine et la protéase. Ainsi, un complexe se forme permettant
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I'inhibition de l’activité de la protéase (Figure 25). Les serpines peuvent aussi exister
sous une forme latente, pour laquelle I'interaction avec la protéase n’est pas possible

(Huntington et al., 2000 ; Silverman et al., 2001).

A T'heure actuelle, quatre serpines ont été identifiées comme inhibitrices du tPA : PAI-
1, PAI-2, la neuroserpine (NS) et la protéase nexine-1 (Scott et al., 1985 ; Sprengers &
Kluft, 1991 ; Osterwalder et al.,, 1996). Dans le parenchyme cérébral, les principaux
inhibiteurs du tPA sont la NS et PAI-1 (Docagne et al., 1999 ; Hino et al., 2001), alors
que dans la circulation sanguine, PAI-1 est le principal inhibiteur du tPA, la NSy étant
tres peu exprimée (Miranda & Lomas, 2006). La nexine-1, bien qu'impliquée dans
I'hémostase, est a peine détectable dans le plasma. Elle est sécrétée par les cellules
endothéliales, les CMLs et les plaquettes (Baker & Gronke, 1986 ; Leroy-Viard et al.,
1989 ; Bouton et al., 2012). Dans le parenchyme cérébral, elle est exprimée par les
cellules gliales et les neurones (Gioor et al., 1986 ; Simpson et al., 1994). Le role de PAI-
2 reste peu documenté ; il est capable d’inhiber le tPA mais il demeure majoritairement
intracellulaire et n’est pas détectable dans le plasma chez ’adulte, excepté lors d"une

grossesse (Dougherty et al., 1999).
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Figure 25 : Mode d’action des serpines. Interaction entre le tPA et la serpine au niveau
de la RCL.

(a) Le tPA clive la boucle RCL, qui va alors s’insérer dans le feuillet BA. (b) La protéase
est entrainée au poOle opposé et une liaison covalente inhibitrice se forme entre la serpine
et la protéase (adapté de : Tang et al., 2015).
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1.4.1 PAI-1

PAI-1 est une protéine de 50 kDa composée de 379 acides aminés. Elle est
principalement retrouvée dans le plasma, et aurait pour origine les cellules
endothéliales, les CMLs et les plaquettes (Sprengers & Kluft, 1987 ; Brogren et al.,
2004).

Au niveau périphérique, elle est présente dans le foie, le tissu adipeux, les poumons,
les reins ou le cceur, ainsi que dans de nombreux types cellulaires. Dans la circulation,
PAI-1 est présente sous différentes formes : une active et libre, qui va perdre
spontanément son activité (demi-vie de 90 minutes) et une inactive, liée au tPA

(Lindahl et al., 1989).

PAI-1 étant en exces par rapport au tPA, la majorité du tPA se retrouve donc inhibée
car complexée a PAI-1. Les complexes tPA/PAI-1 sont tres stables, ce qui rend
I'inhibition du tPA presque définitive (Zhou et al., 2001). A noter que PAI-1 est capable
de se fixer aussi bien au sc-tPA qu’au tc-tPA (Rijken & Lijnen, 2009). La clairance
hépatique du complexe tPA-PAI-1 est deux fois plus rapide que celle du tPA (Nagaoka
etal., 2003). PAI-1 est également responsable d’une partie de la régulation du tPA dans
le SNC (Sprengers & Kluft, 1987). En condition physiologique, PAI-1 n’est exprimé
qu’en tres faible quantité par les astrocytes (Hino et al., 2001 ; Bouton et al., 2012) mais
en conditions pathologiques, comme par exemple lors d'un AVC, elle est surexprimée
par de nombreux types cellulaires tels que les macrophages et les astrocytes (Docagne
et al., 1999 ; Dietzmann et al., 2000 ; Figure 26). Dans le parenchyme, PAI-1 est un
inhibiteur puissant du tPA, mais présente une baisse d’efficacité lors de la présence de
fibrine, contrairement a la protéase nexine-1 qui, elle, est capable d’inhiber le tPA ainsi

que la plasmine liée a la fibrine (Thelwell & Longstatf, 2007 ; Bouton et al., 2012).
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Figure 26 : Modulation de I'expression de PAI-1 et du tPA apres une ischémie focale
permanente dans le cortex de la souris.

Nous retrouvons du tPA ainsi que du PAI-1 dans le cortex ischémié, ainsi qu'une
surexpression du PAI-1 plus particulierement dans les astrocytes, comparativement aux

neurones (adapté de : Docagne et al., 1999).

1.4.2 Neuroserpine

La NS, une protéine de 54-60 kDa, composée de 410 acides aminés, est exprimée
presqu’exclusivement dans le SNC ; toutefois de tres faibles quantités sont retrouvées
dans certains organes tels que les reins, le cceur, les testicules ou le pancréas (Schrimpf
et al,, 1997). En revanche, de nombreuses études ont démontré que la NS n’est pas du
tout exprimée par les cellules endothéliales : elle est donc absente de la circulation
sanguine et n’a aucune influence sur le tPA vasculaire (Osterwalder et al., 1996 ;

Hastings et al., 1997 ; Docagne et al., 1999).

Dans le SNC, la NS est principalement exprimée par les neurones, mais les astrocytes
sont également capables de la synthétiser. Contrairement a PAI-1, la NS inhibe
préférentiellement le tPA méme si cette inhibition par la plasmine est peu stable, le
tPA peut ainsi se libérer et retrouver son activité (Barker-Carlson et al., 2002). De ce
fait, la durée de vie moyenne des complexes tPA/NS ne dépasse pas une dizaine de
minutes (Miranda & Lomas, 2006). La NS inhibe préférentiellement le tc-tPA, méme si
les complexes formés avec le sc-tPA sont beaucoup plus stables (Hastings et al., 1997 ;

Barker-Carlson et al., 2002 ; Yepes & Lawrence, 2004).
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1.5 Les fonctions du tPA

1.5.1 Fonction(s) du tPA vasculaire

1.5.1.1 La fibrinolyse

La fibrinolyse est un mécanisme enzymatique permettant la dissolution des
caillots de fibrine qui peuvent se former dans la circulation. Ce processus, tres
important pour le maintien de 1'homéostasie vasculaire, s’articule autour d’une
enzyme endogene principale, la plasmine, qui est capable de dégrader les chaines de
fibrine. La plasmine est une sérine protéase sécrétée par le foie sous la forme d’une

pro-enzyme inactive : le plasminogene (Collen & Lijnen, 1991 ; Figure 27).

Cellules endothéliales

)

PAY  —] tPA
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—_—
Plasminogéne Plasmine

a;-antiplasmine

Figure 27 : Mécanisme d'action de la fibrinolyse endogene.

Le tPA est sécrété par les cellules endothéliales dans la circulation sanguine. Il est alors
capable de convertir le plasminogene circulant en plasmine active a proximité des caillots
de fibrine. La plasmine peut alors dégrader la fibrine et ainsi lyser les caillots. La
régulation de la fibrinolyse s’effectue a deux niveaux : grace a PAI-1 (inhibiteur du tPA)

et a 'a2-antiplasmine (inhibiteur de la plasmine).
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Le tPA catalyse l'activation du plasminogene en plasmine. En absence de cofacteurs,
le tPA n’est pas un tres bon activateur du plasminogene. En revanche, en présence de
fibrine, sa capacité a activer le plasminogene est multipliée par 100 (Hoylaerts et al.,
1982). L’interaction entre le tPA et le plasminogene est facilitée quand leurs domaines
respectifs de liaison a la fibrine sont proches. Ce complexe formé va permettre au tPA
d’activer essentiellement le plasminogene présent au niveau du caillot de fibrine, tout
en épargnant le tPA circulant (Medved & Nieuwenhuizen, 2003). Il permet également

de placer la plasmine a 'abri de ses inhibiteurs (Chapin & Hajjar, 2015).

La fibrinolyse est régulée a deux niveaux pour éviter, d’une part une hyperfibrinolyse
qui augmente le risque hémorragique, et d’autre part une altération de la BHE
(Marcos-Contreras et al., 2016). Le premier niveau de régulation est I'inhibition de la
plasmine par I'a2-antiplasmine (Holmes et al., 1987), et le second est 'inactivation du

tPA par PAI-1 (Figure 27).

Diverses formes recombinantes d'activateurs du plasminogene, notamment le
ténectéplase et le rétéplase, ont été utilisées pour dégrader le(s) caillot(s) des patients
atteints d’ischémie cérébrale ou d’infarctus du myocarde (Thiebaut et al., 2018 ; Figure
28). Ces variants ont été construits pour, par exemple, étre moins sensibles aux
inhibiteurs, avoir une plus longue demi-vie plasmatique ou encore avoir une
spécificité plus forte pour la fibrine. Mais, a ce jour, aucun n’a montré de meilleure
efficacité par rapport au tPA, qui reste la molécule de référence pour I’ AVC ischémique

(NINDS, 1995).
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Plasminogen Structure Inhibitors Route of Half-life FS* SCt TCE
activator administration

Eukaryotic forms

tPA «---JUEGEN]- ) -( serine protease PAI-1, PA1-2, protease Nexin-1, lysine  Bolus and 3-4min o+ 4
analogues (TXA, EACA), C1-inhibitor infusion

uPA EGF - ) PAI-1, PAI-2, amiloride, lysine Bolus and 7-20 min CTR S ¢
logues, C1-inhibitor infusion

Desmoteplase - - EGF - @ E Lysine analogues Single bolus 4 hours HE =+

Recombinant forms

Tenecteplase -- EGF @@ PAI-1, PAI-2, lysine analogues Single bolus 20-24min - 44+ - 4
Reteplase @ Lysine analogues Double bolus 14-18min  + - +

Figure 28 : Spécificité de divers activateurs du plasminogéne (naturels ou de

synthese).
Ilustration des principales différences structurelles et pharmacocinétiques de divers
activateurs du plasminogene (Thiebaut et al., 2018).

1.5.1.2 tPA et barriere hémato-encéphalique (BHE)

Comme dit précédemment, la BHE est I'une des barrieres physiologiques aux portes
du SNC. Elle se constitue d’une couche de cellules endothéliales des vaisseaux,
reposant sur une membrane basale composée de laminine, de collagene de type IV et
de fibronectine. On retrouve également des péricytes, enchassés dans la membrane
basale, qui vont assurer le maintien de I'intégrité et la fonctionnalité de cette barriere,
notamment grace a une communication privilégiée avec les cellules endothéliales
(Abbott et al., 2006). Les capillaires sont entourés d’un manchon ininterrompu de pieds
astrocytaires qui permettent un transport d’eau par l'expression d’aquaporines. La
proximité de ces pieds astrocytaires avec les cellules endothéliales suggere 1'existence
d’interactions complexes entre ces différentes cellules qui permettent probablement la

régulation de nombreuses fonctions (Figure 29).
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Figure 29 : La barriere hématoencéphalique.

La BHE est constituée par les cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées,
la lame basale, les péricytes et les astrocytes (A). Représentation schématique des
différentes voies de transport moléculaire paracellulaire et transcellulaire possibles a
travers la BHE (B) (adapté de : Abbott et al., 2006 ; Jamieson et al., 2017).

Les cellules endothéliales des capillaires cérébraux n’ont pas de fenestration et sont
unies par des jonctions étanches qui diminuent drastiquement le flux paracellulaire et
transforment I'endothélium en une interface unique entre le sang et le parenchyme
cérébrale (Figure 30). En effet, elles vont étre lies par des jonctions serrées (Simard et
al.,, 2003), ainsi que des jonctions adhérentes, faisant intervenir la cadhérine
endothéliale vasculaire (VE-cadherin), protéine transmembranaire interagissant entre
chaque cellule endothéliale (Schulze & Firth, 1993) et des jonctions serrées appelées
également zonulae occludens (Copin & Gasche, 2003) donnant ce caractere

imperméable a travers 1'endothélium. Enfin, ces cellules expriment une variété
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d’enzymes capables de dégrader les composés potentiellement neurotoxiques

(Engelhardt & Sorokin, 2009).
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Figure 30 : Jonctions entre les cellules endothéliales au niveau de la BHE.

(A) La BHE est constituée par les cellules endothéliales reliées par des jonctions
serrées, la lame basale, les péricytes et les astrocytes. (B) Composition moléculaire des
« "tight junctions" et "adherens junctions" endothéliales (adapté de : Jamieson et al.,
2017 ; Tietz & Engelhardt, 2015).

En condition physiologique, la BHE assure une filtration sélective vis-a-vis des facteurs
circulant du systéme vasculaire. Ainsi, la tres grande majorité des peptides et des
protéines circulantes ne peuvent pas la traverser, seules les petites molécules capables
de diffuser au travers des membranes comme 1’oxygene, le dioxyde de carbone, et les
molécules lipophiles peuvent diffuser librement. Néanmoins, de nombreux
transporteurs impliqués dans l'efflux de meédiateurs solubles sont exprimés et
permettent I’apport contrdlé de nutriments aux cellules du SNC (Daneman, 2012). Le
passage des molécules au travers de la BHE, s’effectue par 3 mécanismes de transport :
la diffusion, le transport actif ou l'endocytose. La BHE possede également des
transporteurs membranaires d’efflux qui assurent I'expulsion de molécules lipophiles

du parenchyme vers le compartiment sanguin.
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Il a été montré qu'en dehors de toute atteinte, le tPA vasculaire peut atteindre le
parenchyme cérébral sans altérer l'intégrité de la BHE par un passage trans-
endothélial polarisé, qui repose, comme la clairance hépatique, sur un membre de la
famille des récepteurs des LDL, LRP1 (Benchenane et al., 2005a ; Mehra et al., 2016 ;

Figure 31).
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Figure 31 : Le tPA traverse la BHE intacte.

Du tPA biotinylé (vert) a été injectée par voie intraveineuse aux souris dans des
conditions controles, 45 minutes apres injection, le tPA est retrouvé dans les cellules
parenchymateuses. (A) Inmunomarquage contre le tPA biotinylé (vert) et le collagéne
IV (bleu) au niveau d’un capillaire, et intensité de fluorescence correspondants (B) de
chaque pixel présent dans une ligne traversant ce capillaire (comme indiqué en A). (C)
Immunomarquages contre le tPA biotinylé (vert), le collagene IV (bleu) et le GFAP

(rouge) au niveau du capillaire (adapté de : Benchenane et al., 2005a).

En conditions pathologiques, le tPA augmente la perméabilisation de la BHE et
aggrave les lésions neuronales dans un contexte excitotoxique/ischémique. (Yepes et
al.,, 2003 ; Benchenane et al., 2005b ; Lopez-Atalaya et al., 2007). Ces données suggerent
que limiter 'entrée du tPA dans le parenchyme a travers la BHE serait une piste
thérapeutique a exploiter en clinique. En faveur de cette hypothese, Lopez-Atalaya et
collaborateurs ont montré que 1'homologue du tPA chez la chauve-souris, le
desmoteplase, pouvait entrer en compétition avec le tPA pour le passage de la BHE
par LRP1 et ainsi empécher 1'effet aggravateur du tPA sur une lésion excitotoxique
chez le rat. L’interaction du tPA avec les LRP mene également au décrochage des pieds

astrocytaires au niveau de la BHE engendrant des cedémes périvasculaires (Cheng et
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al., 2006 ; Polavarapu et al., 2007 ; Figure 32). En outre, via ses domaines sérine protéase
et K2, le tPA est capable d’interagir et d’activer un facteur de croissance, le PDGF-CC,
ce qui active les récepteurs a du facteur de croissance plaquettaire (Platelet-Derived
Growth Factor Receptor o, PDGFR-a) situés sur les astrocytes et péricytes. L’action du
tPA sur ces récepteurs entraine elle aussi une perméabilisation de la BHE, augmentant

ainsi le risque hémorragique (Su et al., 2008).

PDGF-CC

Increase of the BBB
permeability

Whithe blood cell
diapedesis

(hemorrhagic risk)

Figure 32 : Effet du tPA sur la BHE.

Le tPA interagit avec les LRPs des astrocytes et des cellules endothéliales provoquant une

augmentation de la production des MMP9 qui eux engendrent une altération de la BHE.
De plus, l'activation du PDGF-CC par le tPA contribue au détachement des pieds
astrocytaires de la lame basale via une interaction avec les récepteurs PDGFR-a. Cette
activation est facilitée par 'interaction du tPA avec les récepteurs LRP a la surface des
astrocytes (adapté de : Abbott et al., 2006 ; Mehra et al., 2016).
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De méme, le tPA dégrade la BHE par l'activation de plusieurs métalloprotéinases
matricielles, notamment MMP-9, 2 et 3 (Lijnen, 2001). Diverses études ont montré que
cette perméabilisation de la BHE est en fait biphasique (Yang & Rosenberg, 2011). La
premiere phase, qui apparait quelques heures apres la reperfusion, est réversible,
transitoire et serait due a une augmentation de MMP-2. La seconde phase, plus tardive
et importante, apparait dans les 24 a 48 heures. Elle se caractérise par une infiltration
leucocytaire et une activation des MMP-3 et 9, par des cytokines pro-inflammatoires
(TNF, IL-1B, etc). Ces MMPs activées participent a la dégradation de la matrice
extracellulaire, fragiliser les jonctions serrées, altérer la lame basale des vaisseaux
cérébraux (Wang et al., 2003 ; Suzuki et al.,, 2009) et donc provoque une rupture
irréversible de la BHE. D’ailleurs, chez des animaux déficients en MMP-9 (Asahi et al.,
2000) ou en MMP-3 (Suzuki et al., 2007), la BHE n’est pas altérée apres thrombolyse au
tPA.

Cette perméabilisation entraine I’apparition d'un cedeme vasogénique (Rosenberg &
Yang, 2007), et aboutit a des dommages tissulaires (Berezowski et al., 2012). Cet cedeme
augmente également les risques de transformation hémorragique et, de ce fait,
pourrait contribuer a aggraver 1'état des patients (Hornig et al., 1993). D’ailleurs, des
études cliniques ont montré que chez I'Homme, le taux de MMP-9 sanguin est corrélé

au risque de transformation hémorragique apres thrombolyse (Montaner et al., 2001).

1.5.1.3 tPA et couplage neurovasculaire (CNV)

Le couplage neurovasculaire (CNV) est un mécanisme permettant d’optimiser 1'apport
sanguin de maniere locale lors de l’activité neuronale (ladecola, 2017). Il repose sur
une relation tres étroite entre plusieurs acteurs : les vaisseaux sanguins, les neurones
et astrocytes. Le CNV serait induit par la libération de facteurs vasoactifs tels que le
monoxyde d’azote (nitric oxyde ; NO) ou la prostaglandine de type 2 (PGL-2) suite a

I'activation neuronale et permettrait d’adapter localement l'apport en substrats



Introduction — L’ Activateur tissulaire du Plasminogene (tPA), enzyme centrale de la fibrinolyse

énergétiques au niveau des régions cérébrales activées (Voir Résultats Partie

2 « Contexte bibliographique de I’étude »).

Il a été montré que le tPA pouvait se fixer sur les cellules endothéliales, suggérant ainsi
un role du tPA dans le tonus vasculaire (Barnathan et al., 1988). En ce sens, chez le rat,
l'injection intraveineuse de tPA diminue la réactivité vasculaire, ce qui pourrait

contribuer aux effets déléteres de la reperfusion post-ischémie (Cipolla et al., 2000).

Par la suite, Armstead et collaborateurs ont montré que le tPA induit une
vasodilatation dépendante d’une libération de NO en condition physiologique
(Armstead et al., 2004). Ces auteurs ont également rapporté une altération du CNV
causée par le tPA apres une ischémie ou un traumatisme cranien. Cette altération serait
dépendante de l'interaction du tPA avec les récepteurs NMDA. Cette interaction
active les voies Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK ; c-Jun N-terminal kinase
(JNK) et ERK), conduisant a une dérégulation des canaux potassiques impliqués dans

la dilatation des vaisseaux (Armstead et al., 2016).

Mais, le tPA pourrait également interagir avec les LRP et activer la voie MAPK p38,
prévenant alors I’altération de I’autorégulation apres I'ischémie (Armstead et al., 2004,

2005).

Une démonstration plus claire de la modulation du CNV par le tPA a été apportée par
I’équipe de Iadecola, qui a mis en évidence un déficit de CNV lors de la stimulation
des vibrisses chez des animaux déficients en tPA (Park et al., 2008). Ce déficit est
compensé apres application de tPA directement au niveau du cortex sensoriel.
L’hypothese de ces auteurs suggere qu'une interaction du tPA synaptique avec les
récepteurs NMDA post-synaptiques stimulerait la production de NO par l'oxyde

nitrique synthase neuronale et induirait la vasodilatation (Park et al., 2008).
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Les derniers travaux de notre équipe ont, quant a eux, montré que 'hyperhémie
fonctionnelle en réponse a la stimulation des vibrisses chez la souris est modulée par
I'interaction du tPA circulant avec les récepteurs NMDA endothéliaux. Ainsi,
l'injection intraveineuse de tPA induit une restauration de ’hyperhémie fonctionnelle

chez des souris déficientes en tPA (Anfray et al., 2020 ; Figure 33).
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Figure 33 : Effet du tPA vasculaire sur le couplage neurovasculaire.

(A) L’augmentation du DSC induite par la stimulation des vibrisses est réduite chez des
souris déficientes en tPA (B) L’injection intraveineuse de r-tPA permet de restaurer ce
déficit de la réponse hémodynamique chez les souris tPA KO. (C) L’effet vasodilatateur
du tPA lors du CNV peut étre inhibé via l'injection intraveineuse d’inhibiteurs des
récepteurs NMDA chez les souris tPA KO. Ici, t1 représente la mesure du DSC avant et t2
apres l'injection des produits pharmacologiques (adapté de : Anfray et al., 2020).
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1.5.2 Fonction(s) du tPA parenchymateux

En parallele de ses fonctions vasculaires, le tPA intervient dans le controle et la
régulation de nombreuses fonctions physiopathologiques au niveau du parenchyme
cérébral. Comme nous l'avons détaillé précédemment, le tPA est synthétisé par
différents types cellulaires du SNC et il est retrouvé dans de nombreuses régions

cérébrales.

1.5.2.1 Le tPA comme neuromodulateur

Dans le SNC, le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur ; il agit
sur deux types de récepteurs: métabotropiques ou ionotropiques. Les récepteurs
ionotropiques sont responsables de la transmission excitatrice rapide, alors que les
récepteurs métabotropiques en sont plutdét des modulateurs. Il existe trois types
récepteurs ionotropes : les récepteurs NMDA, kainate et AMPA (a amino-3-hydroxy-

5-méthylisoazol-4-propionate).

Lors de l'activité neuronale, la dépolarisation des neurones glutamatergiques
provoque l’exocytose du glutamate dans la fente synaptique mais aussi une exocytose
de tPA, lui aussi contenu dans des vésicules synaptiques (Gualandris et al., 1996). Dans
la synapse, le tPA peut agir comme un neuromodulateur glutamatergique, selon un
mécanisme particulier : il clive 'extrémité N-terminale de la sous-unité GluN1 des
récepteurs NMDA, dont il potentialise ainsi I’activité en augmentant 1'influx calcique
a travers le canal (Nicole et al., 2001 ; Fernandez-Monreal et al., 2004 ; Figure 34). Plus
précisément, l'interaction entre tPA et le récepteur NMDA s’effectue au niveau des
domaines K2 et catalytique du tPA et le domaine N-terminal (au niveau de
I'arginine260) pour la sous-unité GluN1 du récepteur NMDA, formant un complexe

ternaire (Lopez-Atalaya et al., 2008).
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Il est a noter que ce mécanisme neuromodulateur pourrait étre préférentiel des
récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2D (Baron et al., 2010) et que seul le

sc-tPA peut induire ce clivage (Parcq et al., 2012).

L’interaction du tPA avec les récepteurs NMDA est impliquée dans des processus
physiologiques comme la mémoire ou l'apprentissage (Benchenane et al., 2007 ;
Obiang et al., 2012), mais aussi pathologiques comme I'excitotoxicité ou I'épilepsie

(Qian et al., 1993 ; Nicole et al., 2001 ; Parcq et al., 2012 ; Bertrand et al., 2015).

Au niveau de la synapse, le tPA a également un role de gliotransmetteur. En effet, les
astrocytes qui liberent un certain nombre de gliotransmetteurs (Bender & Norenberg,
2000 ; Mothet et al.,, 2005) jouent un role dans la régulation des taux de tPA
extracellulaire. Ils sont capables de recapter rapidement le tPA issu des neurones par
une endocytose constitutive médiée par le LRP, puis de le libérer par exocytose de
maniere régulée dans la synapse (Cassé et al, 2012). De méme, le glutamate
extracellulaire inhibe la libération de tPA par les astrocytes, cette action inhibitrice du
glutamate est médiée par la signalisation de la protéine kinase C (PKC) induite par le

récepteur kainate (Cassé et al., 2012).
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Figure 34 : Le tPA est un neuromodulateur.

Suite a une dépolarisation neuronale, le tPA contenu dans des vésicules synaptiques
est libéré dans la fente synaptique pour aller interagir avec les récepteurs post-
synaptiques. L’exces de tPA a la synapse est recapté par les astrocytes via les LRPs
(adapté de : Hébert et al., 2016).

1.5.2.2 tPA, développement cérébral et migration cellulaire

Le développement cérébral résulte d'un enchainement complexe d’événements,
incluant une prolifération cellulaire, une différenciation, une migration, puis la mise
en place de connexions et d’interactions entre les différents types cellulaires (Gupta et
al., 2002 ; Nadarajah et al., 2003 ; Van den Ameele et al., 2014). Ces différentes phases
nécessitent le plus souvent la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC ; Lu et
al., 2011). Pour cela, les cellules sécretent des métalloprotéases telles que les MMPs ou
les désintégrines et des métalloprotéinases a motif thrombospondines (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs, ADAMTS), mais aussi des sérines

protéases telles que le tPA. Des souris déficientes en tPA présentent une migration
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neuronale retardée, mise en évidence par une accumulation des cellules granulaires

au sein de la couche moléculaire du cervelet (Seeds et al., 1999).

Dans le SNC en développement, le tPA est fortement exprimé dans les zones de
migration neuronale et de remodelage tissulaire. Ces résultats suggerent que le tPA
est impliqué dans la migration cellulaire et donc dans le remodelage tissulaire du SNC
lors du développement, en jouant un role dans la dégradation de la MEC (Fredriksson

et al., 2004).

Plus récemment, des travaux du laboratoire ont démontré que le tPA est impliqué dans
la migration des progéniteurs d’oligodendrocytes au cours du développement. Cet
effet implique une activation des récepteurs a 'EGF présents sur les progéniteurs
d’oligodendrocytes (Leonetti et al., 2017). Une seconde étude du laboratoire a montré
le role du tPA dans la migration des neurones corticaux. En effet, le tPA interagit, via
son domaine K2, avec les récepteurs NMDA des cellules de la glie radiaire et
I'inhibition de cette interaction entraine un retard de migration des neurones vers les
couches corticales engendrant des déficits fonctionnels (Pasquet et al.,, 2019 ; Figure

35).
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Figure 35 : Effet de I'absence du tPA sur la migration neuronale.

A gauche, la distribution des neurones marqués au RFP (Red Fluorescent Protein) dans
le cortex chez des souris tPA WT et KO a E16. A droite, une représentation
schématique de la corticogenese. Le tPA libéré par les progéniteurs neuronaux
favorise la maturation des cellules de la glie radiaire par l'activation des récepteurs
NMDA présents a leur surface. L’absence de tPA affecte 1’orientation de la glie radiaire
sans impacter la fixation des pieds sur la surface piale. Pour résumer, ’absence de tPA
a E14 retarde la migration neuronale a E16, il en découle une altération de la
stratification des couches corticales II, IV et V chez I’adulte (adapté de : Pasquet et al,,
2019).

De méme, plusieurs études ont ciblé le role du tPA et ses inhibiteurs sur la pousse
neuritique. Le tPA est sécrété au niveau des cones de croissance (Verrall & Seeds, 1989)
et favorise la dégradation de la MEC, via I'activation du plasminogene et des MMP,
facilitant la progression du cone de croissance (Garcia-Rocha et al., 1994 ; Lochner et
al., 1998). En effet, 'absence ou l'inhibition de l’activité du tPA provoque un blocage

de la croissance axonale dans des cultures de neurones (Pittman et al., 1989 ; Baranes
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etal., 1998), alors que I'ajout ou la surexpression de tPA augmente la pousse neuritique

(Pittman & DiBenedetto, 1995 ; Baranes et al., 1998 ; Lee et al., 2007) .

Comme énoncé précédemment, le tPA serait impliqué dans la migration des
précurseurs oligodendrocytaires au cours du développement et durant la
remyeélinisation suite a une lésion de la substance blanche (Leonetti et al., 2017). De
plus, le tPA a un effet anti-apoptotique sur les neurones (Liot et al., 2006) et sur les

oligodendrocytes (Correa et al., 2011).

1.5.2.3 tPA et plasticité synaptique

Une des fonctions de notre cerveau est de trier et enregistrer des informations.
Ce phénomene qui n'est autre que la mémoire se traduit par une augmentation

importante et durable de I'efficacité synaptique au niveau cérébral.

En condition physiologique, le tPA est fortement exprimé dans des régions cérébrales
comme I'hippocampe ou I'amygdale (Teesalu et al., 2004), ayant un role majeur dans
les processus d’apprentissage et de mémoire. Un mécanisme moléculaire décrit
comme support de ces deux fonctions est la potentialisation a long terme (Long Term
Potentiation, ou LTP). Ce mécanisme consiste en un renforcement de l’efficacité
synaptique apres une stimulation excitatrice répétée (Nabavi et al., 2015). Ce
phénomene initialement découvert en 1973 chez le lapin (Bliss & Lomo, 1973), a été
observé dans d’autres régions du cerveau comme le cortex moteur (Iriki et al., 1989),

I'amygdale et le striatum (Uno & Ozawa, 1991).

Il a été rapidement mis en évidence un rdle central du systeme glutamatergique dans
ce mécanisme, impliquant les récepteurs AMPA (Morishita et al., 2005) et les
récepteurs NMDA (Collingridge et al., 1983). Une stimulation a haute fréquence induit
la libération de glutamate en grande quantité dans la fente synaptique. Le glutamate

va d’abord activer les récepteurs AMPA, induisant une dépolarisation du neurone
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post-synaptique et provoquant l'expulsion des ions magnésiums bloquant les
récepteurs NMDA. Puis, dans un second temps, le glutamate peut activer les
récepteurs NMDA et permettre I’entrée du Ca?* dans le neurone post-synaptique. Cette
entrée de Ca* induit un ensemble de cascades moléculaires responsables du

renforcement synaptique (Malenka & Bear, 2004 ; Figure 36).
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Figure 36 : Mécanisme impliquant le tPA dans les processus de LTP.

Lors de l'induction de la LTP, la fixation du glutamate (Glu) sur les récepteurs AMPA et
NMDA induit I’entrée de sodium (Na*) et de calcium (Ca?") et permet la dépolarisation
postsynaptique. L’entrée de Ca?" induit I'activation de la CAMKII et conduit a I'exocytose
des récepteurs AMPA tandis que l’activation de I’adénylate cyclase (AC) augmente la
signalisation de la voie I’AMPc/PKA et stimule la synthese de tPA et sa libération post-
synaptique. Le tPA sécrété dans la fente synaptique va alors pouvoir interagir avec les
récepteurs LRP et stimuler des voies intracellulaires impliquées dans la potentialisation
synaptique. Le tPA sécrété au niveau pré et post-synaptique peut également potentialiser
directement I'entrée de Ca? en se fixant au récepteur NMDA (adapté de Zhuo et al., 2000
; Samson & Medcalf, 2006 ; Citri & Malenka 2008).
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En 1993, Qian et ses collaborateurs ont démontré que le tPA participait a la LTP. De
fait, une activation des neurones hippocampiques, conduit a une augmentation rapide
des ARNm codant le tPA (Qian et al., 1993 ; Figure 37). Une augmentation similaire a
été reportée dans les neurones de Purkinje, dans le cervelet de rats soumis a un
apprentissage de taches motrices (Seeds et al., 1995). Des études in vitro ont également
montré que I'ajout d’inhibiteurs du tPA (PAI-1 ou tPA-stop) interférait avec la phase
tardive de la LTP alors que I'ajout de tPA potentialisait ce processus (Baranes et al,,
1998). Les mémes résultats ont été retrouvés chez des souris génétiquement modifiées :
la surexpression in vivo du tPA augmente la LTP et améliore les processus
d’apprentissage et de mémorisation (Madani et al, 1999); a l'inverse, les souris
dépourvues en tPA présentent un déficit d’apprentissage, déficit reversé par l'infusion
de tPA dans I'hippocampe (Pawlak et al., 2002). Des travaux du laboratoire ont mis en
évidence le fait que les effets du tPA sur la LTP seraient plutot médiés par le sc-tPA
que par le tc-tPA (Parcq et al, 2012). L’'ensemble de ces études montrent une
modulation de la LTP par le tPA, ainsi que sur les fonctions d’apprentissage et de

mémoire (Baranes et al., 1998 ; Lochner et al., 2006).
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Figure 37 : Elévation de la quantité d’ARN messager du tPA suite a une activation
neuronale chez le rat.

Hybridation in situ des ARNm du tPA dans l'hippocampe de rat en conditions
normales et 1 heure apres stimulation électrique du gyrus denté (adapté de : Qian et
al., 1993).

En plus de son interaction avec les récepteurs NMDA, le tPA pourrait agir sur la LTP

a travers les mécanismes suivants :

o Par son interaction avec les récepteurs LRP, ce qui pourrait faciliter la pousse
neuritique et la formation de nouvelles synapses (Lee et al.,, 2014 ; Zhuo et al,,
2000).

o Par la dégradation de la MEC, ce qui faciliterait la création de nouvelles
synapses (Baranes et al., 1998).

o DPar sa capacité a activer le facteur neurotrophique issu du cerveau (Brain derived
neurotrophic factor, ou BDNF) essentiel a la LTP (Pang et al., 2004).

o Par sa capacité a cliver la rééline, une protéine importante dans la régulation

des fonctions synaptiques (Trotter et al., 2013).



Introduction — L"Activateur tissulaire du Plasminogene (tPA), enzyme centrale de la fibrinolyse

1.5.2.4 tPA et comportement

Comme nous venons de le voir, le tPA est tres présent dans I"hippocampe et il est
impliqué dans la plasticité synaptique. De méme, il est impliqué dans plusieurs types
de comportements impliquant la mémoire (Calabresi et al., 2000). Plusieurs études ont
montré que le tPA était nécessaire dans l'apprentissage et la mémoire spatiale
(Calabresi et al., 2000 ; Benchenane et al., 2007 ; Oh et al., 2014). Divers travaux du
laboratoire ont permis de mettre en évidence que l'interaction entre le tPA et le
récepteur NMDA est nécessaire pour promouvoir l'apprentissage spatial dans
I'hippocampe et le cortex entorhinal (Benchenane et al,, 2007 ; Obiang et al., 2012 ;

Hébert et al., 2016)

L’amygdale est connue pour jouer un role clé dans I'anxiété, la réponse au stress et la
peur. Le tPA, qui est également exprimé dans I’amygdale et dans le noyau de la strie
terminale, est impliqué dans le développement de l'anxiété a la suite d"un stress, en
favorisant le remodelage synaptique (Pawlak et al., 2003 ; Figure 38) et en favorisant
'effet du facteur de libération de corticotrophines (corticotropin-releasing factor, CRF),

un modulateur majeur du stress (Matys et al., 2004).

D’autres études ont rapporté que des souris déficientes en tPA avaient un
comportement moins anxieux que leurs congéneres sauvages (Pawlak et al.,, 2003 ;
Matys et al., 2004 ; Matys et al., 2005). De plus, des souris déficientes en neuroserpine,
ont un comportement plus anxieux que les souris sauvages (Madani et al., 2003).
Cependant, une étude récemment menée au laboratoire montre que sur un score
composite de dépression chez la souris, il n'y a pas de différence entre les souris
déficientes en tPA et les souris non déficientes, alors que des souris déficientes en PAI-

1 présentent, elles un phénotype de type dépressif (Party et al., 2019).
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Figure 38 : Le tPA exprimé au niveau de I'amygdale module les réponses anxieuses
induites par un stress.

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

1.5.2.5 tPA et apoptose

Le tPA pourrait jouer un role dans l'apoptose des neurones et des
oligodendrocytes, mais les résultats des études sont discordants. En 2000, par exemple,
il a été montré in vitro que la microglie activée était capable de sécréter du tPA et que
ce tPA était pro-apototique pour les neurones hippocampiques (Flavin et al., 2000).
Puis en 2004, un effet pro-apoptotique du tPA a été montré sur des cellules

endothéliales humaines et sur des neurones corticaux de souris (Liu et al., 2004).
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A Tinverse, d’autres études reportent un effet anti-apoptotique du tPA. Liot et
collaborateurs, au sein du laboratoire ont reporté en 2006 que le tPA protégeait des
cultures de neurones corticaux contre I’apoptose par sevrage en sérum. Cet effet passe
par une réduction de I’activité de la caspase 3, acteur majeur de la cascade apoptotique,

et est indépendant de 'activité protéolytique du tPA (Liot et al., 2006 ; Figure 39).
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Figure 39 : Le tPA protége les neurones de I’apoptose.

(A) Quantification de la mort neuronale apoptotique apres 24 heures de sevrage en
sérum. La mort neuronale diminue avec la quantité de tPA. (B) Western Blot montrant
que le tPA induit une diminution dépendante de la dose du clivage de la caspase 3
(adapté de : Liot et al., 2006).

Cet effet impliquerait plutot 'axe phosphoinositide 3-kinase/Akt (PI3K), AMPK
(activated protein kinase) ou mTor-HIF-1 a (mammalian target of rapamycin - Hypoxia-
inducible factor 1alpha) afin de protéger les oligodendrocytes de 1'apoptose (Correa et
al., 2011 ; Wu et al., 2013). Les récepteurs a l'origine de 'activation de ces voies ne sont
pas encore clairement identifiés, mais il semblerait que les récepteurs a I’annexine 1II
(Siao & Tsirka, 2002 ; Lee et al., 2007) et/ou les récepteurs a I'EGF (Correa et al., 2011 ;
Bertrand et al., 2015 ; Lemarchand et al., 2016), et/ou les récepteurs NMDA contenant

la sous-unité GluN2A (Echeverry et al., 2010) puissent y participer.
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Le tPA est aussi capable de cliver le plasminogene en plasmine, qui va a son tour cliver
le pro-BDNF en BDNF mature, ainsi que le facteur de croissance nerveuse (Nerve
growth factor, NGF) ce qui engendre une activation du récepteur Kinase a la
tropomyosine B (Tropomyosin receptor kinase B, Trk-B) et une diminution de I'apoptose

(Head et al., 2009).

1.5.2.6 tPA et substance blanche

Apres une lésion de la moelle épiniere, I'expression du tPA augmente, et
participerait aux processus de remyélinisation et de régénérescence axonale. De fait,
en condition inflammatoire (dans le cas de la sclérose en plaques par exemple), des
dépots de fibrine se forment au niveau des lésions, aggravant la réponse
inflammatoire, et accentuant la dégénération axonale. Le tPA, par son action pro-
fibrinolytique, est capable de réduire les dépots de fibrine et donc les dommages
axonaux (Akassoglou et al., 2000 ; Gveric et al., 2001 ; Gveric et al., 2003 ; Figure 40).
Au contraire, une étude de Minor et collaborateurs a montré que ce mécanisme de
régénération axonale par le tPA est indépendant de sa capacité a cliver le

plasminogene (Minor et al., 2009).
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Figure 40 : Le tPA est impliqué dans
les processus de remyélinisation et de
régénérescence axonale.

(A) Des coupes de moelle épiniere de
souris avec coloration, montrent que
des souris déficientes en tPA (tPA”)
présentent une dégénérescence axonale
des
sauvages (wt), 8 jours apres lésion du

plus importante que souris
nerf sciatique (cd8) en coloration au
bleu de toluidine. (B) Ces mémes souris
déficientes en tPA présentent moins
d’axones myélinisés que des souris
sauvages, 22 jours apres la lésion du
nerf sciatique (cd22) avec coloration au
Oil Red O, un marqueur de la myéline

(adapté de : Akassoglou et al., 2000).

De méme, le tPA serait impliqué dans la dégradation des Chondroitine Sulphate

Protéoglycanes (CSPGs), des protéines de la MEC ayant un effet inhibiteur sur la

repousse axonale (Bukhari et al., 2011).

Une étude du laboratoire a mis en lumiere la capacité du tPA a activer ADAMTS-4,

une protéase capable de dégrader les CSPGs, et ainsi d’améliorer la repousse axonale

ainsi que la récupération fonctionnelle a la suite d'un traumatisme médullaire

(Lemarchant et al., 2014). En condition physiologique, I’expression d’”ADAMTS-4 par

les oligodendrocytes contribue également au processus de myélinisation (Pruvost et

al., 2017). Enfin, le tPA promeut la migration et la survie des oligodendrocytes en cas

de lésion de la substance blanche, via son domaine EGF (Correa et al., 2011 ; Leonetti

et al., 2017).
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1.5.2.7 Le tPA dans la potentialisation de I’excitotoxicité

Nous avons décrit précédemment le fait que 1'exces de glutamate extracellulaire
entraine une mort dite excitotoxique, conséquence d"une suractivation des récepteurs
NMDA, se traduisant par une entrée massive de Ca>* dans le neurone. De plus, le tPA
étant capable de cliver I'extrémité N-terminale de la sous-unité GluN1 des récepteurs
NMDA, potentialise 'entrée de Ca? dans les neurones, participant aux effets sur la

plasticité synaptique en condition physiologique.

Néanmoins, dans un cadre pathologique, ce mécanisme renforce les effets pro-
excitotoxiques du glutamate et contribue a 1'aggravation des lésions (Nicole et al,,
2001). Les premieres démonstrations d’un role délétere du tPA (dans la neurotoxicité)
ont été apportées en 1995, ou les auteurs ont montré que des souris déficientes en tPA
sont protégées contre la neurotoxicité induite par I'injection intra-hippocampique d’un

agoniste glutamatergique : le kainate (Isirka et al., 1995 ; Figure 41).
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Figure 41 : Le tPA potentialise la mort neuronale excitotoxique dans I’hippocampe.
(A) Injection d'un agoniste du glutamate (kainate) dans I’hippocampique chez des souris tPA
KO n’entraine pas de mort neuronale contrairement aux souris WT. (B) Mesure de la longueur
d’hippocampe présentant une perte neuronale totale, partielle, ou non affectée. Les souris
déficientes en tPA présentent une perte neuronale nettement réduite comparées aux souris
WT (adapté de : Tsirka et al., 1995).
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La confirmation de ces données a été faite en 1998 dans un modele d’ischémie cérébrale
par l'occlusion intraluminale de l'artere cérébrale moyenne (ACM): des souris
déficientes en tPA ont un volume de lésion inférieur a celui de souris sauvages. Il a
également été montré que l'injection de tPA dans la circulation provoquait une

augmentation du volume de lésion (Wang et al., 1998).

Dans le cas d"une ischémie cérébrale induite par un thrombus, bien que le tPA ait des
effets bénéfiques concernant la lyse du thrombus et la restauration de la circulation
sanguine grace a son activité fibrinolytique, il exerce des effets déléteres en
potentialisant la mort neuronale de type excitotoxique. Chez des souris tPA ou PAI-1
KO, une déficience en tPA via une inactivation de son gene induit une diminution de
la taille de l'infarctus, a contrario une augmentation de l’activité du tPA (via une
inactivation du gene PAI-1) augmente la taille de la lésion (Nagai et al., 1999). Ces
résultats montrent bien que le tPA peut avoir des effets opposés dans le cadre
spécifique d'une ischémie cérébrale : bénéfique lorsqu’il est dans le compartiment
vasculaire par son role dans la fibrinolyse, mais également délétere lorsqu’il est dans

le parenchyme cérébral, puisqu’il va promouvoir I'excitotoxicité et la mort neuronale.

Notons que plusieurs hypotheses mécanistiques ont été proposées pour expliquer

I'effet pro-excitotoxique du tPA :

o Sa capacité a activer le plasminogene en plasmine (Tsirka et al., 1997)

o Sa capacité a activer la microglie (Rogove & Tsirka, 1998).

o Sacapacité a cliver la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA et a potentialiser
’entrée de Ca? dans les neurones (Nicole et al., 2001 ; Parcq et al., 2012).

o Sa capacité a se lier aux LRP, comme co-récepteur de l'effet potentialisateur de

I’activité des récepteurs NMDA (Samson et al., 2008).
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Un des objectifs du laboratoire est de développer des stratégies afin d’empécher 1'effet
pro-excitotoxique du tPA tout en conservant son effet fibrinolytique. L'une d’elle est
le développement d"un anticorps dirigé contre le domaine N-terminal de la sous-unité
GluNT1 : le Glunomab®, qui bloque la fixation du tPA sur cette sous-unité, limitant les
effets déléteres du tPA (Macrez et al., 2011 ; Seillier et al., 2022 ; Figure 42). Une seconde
est la mise au point d'un tPA mutant dans lequel le domaine K2 a été modifié, plus
précisément au niveau du site de liaison a la lysine (LBS). Ce mutant ne pouvant pas
interagir avec les récepteurs NMDA, cela réduit I'effet excitotoxique du tPA (Goulay
et al.,, 2018 ; Parcq et al., 2013 ; Figure 42). Ces deux stratégies sont actuellement en

développement par deux startups.
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Figure 42 : Contrecarrer I'effet pro-excitotoxique du tPA en conservant son effet
fibrinolytique.

(A) Des souris soumises a une ischémie cérébrale avec co-injection de r-tPA et de
Glunomab®, présentent un volume de lésion a 24 heures moins important que des
souris ayant recu du r-tPA seul. (B) Le tPA mutant pour son domaine K2, conserve son
activité fibrinolytique mais voit son effet pro-excitotoxique aboli, réduisant la mort

neuronale in vitro (adapté de : Macrez et al., 2011 ; Parcq et al., 2013).
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1.5.2.8 tPA et inflammation

La majorité des études associent fortement le tPA aux processus d’excitotoxicité,
d’apoptose et d’inflammation (Mehra et al., 2016). En effet, le tPA peut moduler la
réponse inflammatoire en jouant un role dans 'activation microgliale. Par exemple, en
condition excitotoxique, des souris déficientes en tPA, en plus d’avoir une mort

neuronale réduite, ont une activation microgliale nettement réduite (Rogove et al,,

1999 ; Figure 43).
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Figure 43 : Effets du tPA actif et inactif (5478A tPA) sur la mort neuronale induite
par une injection de kainate dans I'hippocampe et sur l'activation microgliale.
L’injection intra-hippocampique de kainate n’a pas d’effet sur la mort neuronale chez
les souris déficientes en tPA (a) et n’induit pas d’activation microgliale (d). L'injection
de tPA combiné au kainate, chez les 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 les souris déficientes en tPA, combinée au
kainate n’entraine pas de mort neuronale hippocampique (c¢) mais engendre une
activation des cellules microgliales (f) (Rogove et al., 1999).




Introduction — L’ Activateur tissulaire du Plasminogene (tPA), enzyme centrale de la fibrinolyse

Sécrété par les neurones et la microglie présents au niveau de la lésion cérébrale, le
tPA, grace a la liaison de son domaine Finger sur l’annexine II, agit comme une
cytokine et active la microglie (Siao & Tsirka, 2002 ; Siao et al., 2003). Une autre
hypotheése pour leffet activateur du tPA sur la microglie implique les LRP1
microgliaux : I'injection de tPA augmente I'activation microgliale chez les souris

déficientes en tPA mais pas chez les souris déficientes en LRP microgliaux (Zhang et

al., 2009).

Le tPA va étre également impliqué dans linfiltration des monocytes dans le
parenchyme. Une étude a montré que des monocytes provoquent un relargage de tPA
par les cellules endothéliales in vitro et que ce tPA participe a la diapédese des
monocytes de par la dégradation des protéines de jonctions (Reijerkerk et al., 2008). De
meéme, ils ont montré que la dégradation de la BHE et la transmigration des monocytes
étaient dépendante de l'interaction du tPA a la sous-unité GluN1 des récepteurs
NMDA (Reijerkerk et al., 2010). Les travaux du laboratoire ont aussi mis en évidence
une réduction de l'infiltration de cellules immunitaires a travers la BHE apres blocage

de l'interaction tPA/récepteurs NMDA (Macrez, et al., 2011).
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L’Activateur tissulaire du Plasminogene

(tPA), enzyme centrale de la fibrinolyse

Pour résumer

> Le tPA est une sérine protéase aux multiples fonctions, existant sous deux formes (simple
et double chaines), chacune étant fibrinolytique mais pouvant avoir des propriétés
différentes.

> Initialement découvert dans le compartiment vasculaire, le tPA est produit et libéré par
les cellules endothéliales ; il intervient dans la fibrinolyse par sa capacité a cliver le
plasminogene en plasmine active, elle-méme capable de dégrader les caillots de fibrine.

> Le tPA est également synthétisé dans le parenchyme cérébral : il est impliqué dans de
nombreuses fonctions aussi bien bénéfiques (développement, apprentissage, mémoire...)
que déleteres (altération de la BHE, mort excitotoxique...).

> Le tPA est considéré comme un neuromodulateur : les neurones I'expriment et le liberent
suite a une dépolarisation. Une fois dans la fente synaptique, il interagit avec des
récepteurs post-synaptiques (NMDA, LRP, ...) ou il peut aussi étre recapté par les
astrocytes.

> Le tPA vasculaire peut agir directement sur I'endothélium cérébral et sur la BHE (par
exemple, lors du couplage neuro-vasculaire) mais pourrait aussi influencer les processus
parenchymateux, par sa capacité a traverser la BHE aussi bien en situation pathologique
que physiologique.
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Le tPA est une sentinelle de la fluidité du compartiment vasculaire, par sa
capacité a convertir le plasminogéne en plasmine active. Sur cette base, la
thrombolyse par injection intraveineuse d”Actilyse, une forme recombinante de tPA,

a révolutionné la prise en charge des patients victimes d’AVC ischémique.

La littérature clinique et préclinique suggere que le tPA vasculaire peut
influencer des processus physiologiques tels que la contribution aux réponses
vasculaires cérébrales (couplage neurovasculaire), le développement cérébral, ou
bien encore certains processus mnésiques. Mais, il pourrait mettre en danger les
cellules nerveuses et I'interface sang/cerveau, dont I'intégrité est déja compromise en
conditions pathologiques, notamment lors d’'un AVC. Néanmoins attribuer avec
certitude une fonction cérébrale au tPA vasculaire est compliqué pour plusieurs
raisons : d’une part, en plus de son origine endothéliale, il est aussi exprimé par de
nombreux types cellulaires dont des cellules du parenchyme cérébral (neurones,
microglie et oligodendrocytes) ; d’autre part, le tPA vasculaire (endogene ou
recombinant) peut passer du compartiment vasculaire au parenchyme cérébral, via la

BHE (et comme nous le verrons aussi via la BSLCS).

Enfin, les éléments bibliographiques en faveur d'un role clef du tPA sanguin dans la
physiopathologie cérébrovasculaire restent critiquables du fait de la limite des
techniques et modeles employés jusqu’ici. En effet, ils sont pour la plupart obtenus
chez des animaux dont le tPA est invalidé dans tout I’organisme, et/ou en augmentant
I’expression du tPA a des niveaux non adaptés. De plus, aucun outil n’est aujourd’hui
disponible pour sélectivement éliminer le tPA circulant sans affecter le tPA des autres

compartiments de 1’organisme.
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Les travaux de ma these visent donc a pallier ces limites afin de définir précisément la
contribution du tPA endogene vasculaire versus parenchymateux a des processus

physiologiques ou pathologiques.

J’ai pu mener en paralléle trois études :

Etude 1 : Le tPA d’origine vasculaire peut-il franchir les barriéres vers le SNC ?
Cette étude se base sur le fait que le tPA vasculaire traverse la BHE sous le controle du
récepteur LRP1, que les plexus choroides sont une route de migration pour les cellules

inflammatoires, et qu’ils expriment également a leur surface le récepteur LRP1.

Etude 2 : Quel est le role « physiologique » du tPA vasculaire dans le couplage
neurovasculaire ? Cette étude se base sur le fait que le tPA vasculaire, de par sa
capacité a interagir avec les récepteurs NMDA endothéliaux, influence la réponse

hémodynamique dans un modele de stimulation des vibrisses chez des souris

Etude 3 : Quel est le role « physiologique » du tPA vasculaire dans un modeéle
d’AVC thromboembolique chez la souris ? Cette étude se base sur le fait que le tPA
vasculaire endogene exerce une action fibrinolytique et dégrade les caillots riches en
fibrine, et qu’en condition ischémique, le tPA exogéne permet une thrombolyse mais
extravase a travers la BHE perméabilisée et potentialise la mort neuronale

excitotoxique.

Pour chacune de ces études, les résultats seront précédés d'une partie introductive

spécifique, permettant de resituer le contexte propre a chaque problématique.
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Partie 1

Article 1:

"The choroid plexus: a door between the blood and the brain
for tissue-type plasminogen activator."

Vincent Zuba, Jonathane Furon’, Mathys Bellemain-Sagnard, Sara
Martinez de Lizarrondo, Laurent Lebouvier, Marina Rubio, Yannick

Hommet, Maxime Gauberti, Denis Vivien®, Carine Ali"

Fluids and Barriers of the CNS, 2022
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Contexte bibliographique de I'étude

Les échanges vers et depuis le SNC sont controlés grace a plusieurs barriéres, dont les
plus connues sont la barriére hémato-encéphalique (BHE) et la barriére sang-liquide
cérébrospinal (BSLCS) (Abbott et al., 2006 ; Figure 44). Outre ces deux barrieres, on
trouve également la barriere leptoméningée, la barriere LCS-neuroépithélium
(seulement pendant le développement), la barriere hémato-rétinienne et la barriere «
nez-cerveau » (Liddelow, 2011) . Ces dernieres années, les plexus choroides siegent de
la BSLCS, ont émergé comme une interface remplissant des fonctions essentielles a
I'homéostasie du SNC, prenant en compte un role de barriere physique entre le sang

et le LCS (Tietz & Engelhardt, 2015).
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Figure 44 : Représentation schématique des compartiments et des deux principales

Fenesirated
endothelial cell

barriéres du cerveau.

Le sang est séparé du LCS et du liquide interstitiel par la BHE et la BSCSF
respectivement. Des jonctions serrées entre les cellules endothéliales sanguines
constituent la BHE. La barriere hémato-LCS est formée par des jonctions étroites entre
les cellules épithéliales du plexus choroide (Jessen et al., 2015).
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Au sein du cerveau se trouvent les ventricules, des cavités remplies de liquide
cérébrospinal (LCS). Dans ces ventricules cérébraux, flottent quatre structures
particuliéres, les plexus choroides (PCs ; Dohrmann, 1970) : un au niveau du toit du
troisiéme ventricule (en position centrale), physiquement lié a deux PCs latéraux au
centre des ventricules latéraux ; enfin, le PC du quatriéme ventricule, qui n’est pas lié

physiquement aux trois autres, apposé au toit de ce ventricule.

Ces PCs présentent une particularité remarquable : contrairement a la BHE ce sont
leurs cellules épithéliales (CEPCs), et non les cellules endothéliales, qui forment une
barriere physique, polarisée, exposée a des signaux dérivés du cerveau du coté apical,
viale LCS, et a des signaux périphériques du coté basal, via la circulation (Ghersi-Egea

etal, 2018 ; Kaur et al., 2016 ; Figure 45).

A

Choroid plexus
epithelial cells

Stromal macrophage

Stromal capillary

Figure 45 : Caractéristiques morphologiques des plexus choroides.

(A) Représentation de la constitution d'un PC. (B) Organisation cellulaire du PC en
microscopie électronique. (C) Représentation 3D du réseau vasculaire des PCs
(adapté de : Ghersi-Egea et al., 2018 ; Kaur et al., 2016).

Alors que les cellules endothéliales formant la BHE n’ont pas de fenestrations et sont
unies par des jonctions étanches, les capillaires des PCs sont eux fenétrés (Ghersi-Egea

etal., 2018 ; Figure 46).
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Figure 46 : Comparalson morphologique des cellules épithéliales formant la BSLCS

aux cellules endothéliales formant 1a BHE en microscopie électronique.

(A, B) Au niveau des capillaires, les cellules endothéliales sont liées par des tight
junctions (1] ; fleche noire) (A). Ces capillaires se distinguent des plus gros vaisseaux,
par leur diametre et des couches supplémentaires de cellules musculaires lisses (B). e
= endothélium ; * = lame basale ; SMC = cellule musculaire lisse ; fleche = TJ. (C, D) Les
cellules épithéliales (EC) sont scellées par des jonctions serrées (fleches blanches),
apposées aux cellules stromales (SC) et aux capillaires choroidiens (CC).
L’endothélium présente des fenestrations (fleches) (C), ainsi que des replis
basolatéraux ou des vésicules de transport (fleches) se forment (D). Les fleches
blanches en c et d pointent vers les membranes basales endothéliales et épithéliales,
respectivement (adapté de : Ghersi-Egea et al., 2018 ; Dyrna et al., 2013).

Les CEPCs sont recouvertes d'une bordure apicale dense de microvillosités et sont
interconnectées par des jonctions serrées et adhérentes. Elles sont apposées aux
cellules stromales et aux capillaires choroidiens. Les vaisseaux sanguins pénetrent ce

stroma et forment de grandes boucles capillaires fenétrées juxtaposées a I'épithélium

(Tietz & Engelhardt, 2015).
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Les CPs exercent deux fonctions majeures : la synthese de LCS et 'interface physique
entre le compartiment sanguin et les ventricules. Ce role prédominant de barriere
physique est associé a des fonctions de senseur, de transport, de et sécrétion majeure

pour le maintien du bon fonctionnement cérébral (Ghersi-Egea et al., 2018 ; Figure 47) :

immune surveillance
physiological changes, Control of inflammation

stresses and injuries

CSF production Transport Secretion .
‘. > 0
Barrier function - ’ .
‘ S AL

Neuroprotection Source of biologically Sensor Neuroimmune regulation
active molecules

Figure 47 : Principales fonctions des plexus choroides.

Les PCs exercent des fonctions neuroprotectrices via la sécrétion de LCS (fleche
bleue) qui permet le maintien de 1'homéostasie cérébrale, et via leur capacité a
empeécher l'entrée ou a augmenter 1'efflux de composés déléteres te ceux via 'action
des jonctions serrées qui scellent la voie paracellulaire (fleches et croix orange). Ils
sont une source importante de molécules biologiquement actives (fleches vertes). Les
CEPCs sont sensibles aux modifications physiologiques de 'homéostasie cérébrale et
aux agressions périphériques ou centrales telles que 'inflammation (fleches rouges).
Cette fonction sentinelle, et leur implication dans le contrdle du trafic des cellules
immunitaires entre le sang et le LCS (cellule bleue) conferent aux PCs une fonction
de surveillance neuro-immune du cerveau qui se renforce lorsque 1'organisme est
sollicité (Ghersi-Egea et al., 2018).
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e Barriére Sang-CSF : Les CEPCs forment une barriere physique entre le sang et
le LCS, ce qui leur confere un role important dans le transport bidirectionnel
de I'eau, des protéines, micronutriments, ions et autres facteurs essentiels. Ces
échanges sont nécessaires notamment pour le développement et la survie
neuronale et gliale (Spector et al, 2015). De méme, elles sentent les
changements homéostasiques et empéchent 1'accumulation de composés
nocifs pour le SNC, participant ainsi a 'immunosurveillance et au maintien
d’un environnement interne stable, ce qui les rend intéressantes dans I'étude de
certaines pathologies (Ghersi-Egea et al., 2018) telles que la sclérose en plaques
(Engelhardt et al., 2001), les AVC (Ge et al., 2017 ; Llovera et al., 2017) ou bien

encore les traumatismes craniens (Johanson et al., 2011).

e Production du LCS : Les PCs secretent la majorité du LCS (Wright et al., 2012),
méme si une partie mineure a pour origine le parenchyme cérébral, et
proviendrait de I'ultrafiltration a travers les vaisseaux cérébraux. Le mécanisme
de sécrétion du LCS est complexe et régulé : un flux actif et unidirectionnel
d’ions transite au travers des CEPCs et induit un gradient osmotique
entrainant un mouvement d’eau constant du stroma vers le systeme
ventriculaire, notamment grace a la présence de canaux a eau comme

I'aquaporine-1 (AQP-1).

e Sécrétion de protéines: Les PCs sont une niche neurogéne et ont aussi la
capacité de sécréter des facteurs neurotrophiques, tels que le facteur
neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) (Timmusk et al., 1995 ; Borlongan

et al., 2004 ; Huang et al., 2014).
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De nombreuses données suggerent que le tPA circulant (endogéne ou exogene)
controle des processus physiopathologiques cérébraux, tels que la réactivité
cérébrovasculaire, 1'intégrité de la BHE, I'inflammation et le devenir neuronal. Que
cela se produise par des actions directes sur les cellules parenchymateuses et/ou
indirectement via des barrieres entre le sang et le SNC reste incertain. Comme dit
précédemment, le tPA vasculaire peut rejoindre le parenchyme, en traversant la BHE
via le récepteur LRP1, en conditions physiologique ou pathologique (Benchenane et
al., 2005a ; Mehra et al., 2016 ; Benchenane et al., 2005b ; Yepes et al., 2003 ; Lopez-
Atalaya et al., 2007). Compte tenu de cette fonction de barriere, la BSLCS se présente
comme une interface d’intérét pour étudier le passage de molécule provenant du
compartiment vasculaire (Solar et al., 2020). Dans cette étude, nous avons postulé que

le tPA vasculaire puisse aussi atteindre le parenchyme cérébral via la BSLCS.

L’objectif de notre étude est donc de déterminer si et comment le tPA vasculaire peut
rejoindre le parenchyme cérébral a travers cette barriere formée par les PC. Pour ce
faire, nous avons produit des protéines de fusion afin de tracer le tPA in vitro, dans des
cultures primaires de CEPCs, dans des explants de CP et enfin in vivo, chez la souris.
Nous avons également étudié les mécanismes sous-jacents du transport du tPA avec

des approches pharmacologiques et moléculaires.
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Article 1

The choroid plexus: a door between the blood and the

brain for tissue-type plasminogen activator.

Principaux résultats obtenus

o Les cellules épithéliales de plexus choroides internalisent le tPA par des
vésicules d'endocytose recouvertes de clathrine et le transportent du sang vers
le LCS : cette démonstration a été faite in vitro, ex vivo et également in vivo.

e L'internalisation de tPA par les cellules épithéliales de plexus choroides est un
phénomene actif, médiée par LRP1 (membre de la famille des LRP), de maniere
similaire a la BHE.

e Le domaine Finger du tPA est essentiel pour le passage du tPA a travers les
cellules épithéliales de plexus choroides : cette démonstration a été faite ex vivo
et in vivo.

¢ Le domaine Finger du tPA serait une stratégie intéressante pour permettre a
protéines de fusion d'atteindre le LCS puis le parenchyme cérébral.

L’ensemble de nos résultats permet de mieux comprendre le cheminement du tPA
d’origine vasculaire vers le SNC. De plus, ces résultats ouvrent des pistes intéressantes
pour une utilisation plus stire du tPA et pour de nouvelles stratégies d'administration
de médicaments.
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Abstract

Background: In the vascular compartment, the serine protease tissue-type plasminogen
activator (tPA) promotes fibrinolysis, justifying its clinical use against vasculo-occlusive
diseases. Accumulating evidence shows that circulating tPA (endogenous or exogenous) also
controls brain physiopathological processes, like cerebrovascular reactivity, blood-brain
barrier (BBB) homeostasis, inflammation and neuronal fate. Whether this occurs by direct
actions on parenchymal cells and/or indirectly via barriers between the blood and the central
nervous system (CNS) remains unclear. Here, we postulated that vascular tPA can reach the
brain parenchyma via the blood-cerebrospinal fluid barrier (BCSFB), that relies on choroid

plexus (CP) epithelial cells (CPECs).

Methods: We produced various reporter fusion proteins to track tPA in primary cultures of
CPECs, in CP explants and in vivo in mice. We also investigated the mechanisms underlying tPA

transport across the BCSFB, with pharmacological and molecular approaches.

Results: We first demonstrated that tPA can be internalized by CPECs in primary cultures and
in ex vivo CPs explants. In vivo, tPA can also be internalized by CPECs both at their basal and
apical sides. After intra-vascular administration, tPA can reach the cerebral spinal fluid (CSF)
and the brain parenchyma. Further investigation allowed discovering that the transcytosis of
tPA is mediated by Low-density-Lipoprotein Related Protein-1 (LRP1) expressed at the surface
of CPECs and depends on the finger domain of tPA. Interestingly, albumin, which has a size
comparable to that of tPA, does not normally cross the CPs, but switches to a transportable

form when grafted to the finger domain of tPA.

Conclusions: These findings provide new insights on how vascular tPA can reach the brain

parenchyma, and open therapeutic avenues for CNS disorders.
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Background

The blood-brain barrier (BBB) has often been considered as being “the” barrier of the
CNS. However, over the past 10 years, choroid plexuses (CP) have (re)emerged as another
critical interface, fulfilling essential functions for CNS homeostasis (Tietz and Engelhardt,
2015). Floating in brain ventricles, CPs were originally described as being responsible for the
secretion of the cerebrospinal fluid (CSF), with critical consequences on intracranial pressure
(Dandy & Blackfan, 1919). Among others, under physiological conditions, CPs also have
functions of sensor, neurotrophic niche, and regulator of some behaviours (Arnaud et al.,
2021; Ghersi-Egea et al., 2018; Planques et al., 2019; Shipley et al., 2020). CPs participate in
the pathogenesis and progression of various neurological diseases as well as in the spread of
inflammatory responses from the periphery to the CNS (Bors et al., 2018; Coisne & Engelhardt,
2011; Huber et al., 2001; Kaur et al., 2016; Llovera et al., 2017; Moorea & Oglesbeeb, 2012;
Nishihara et al., 2020; Shechter et al., 2013; Vercellino et al., 2008; Xiang et al., 2017).

CPs consist in a densely vascularized matrix, the stroma, populated by immune cells
and surrounded by epithelial cells. Thanks to their apical tight junctions, the choroid plexus
epithelial cells (CPECs) form a physical barrier at the interface between the blood and the CSF
(Engelhardt & Sorokin, 2009). Owing to the numerous transporters expressed by CPECs, the
blood-CSF barrier (BCSFB) is a real hub of exchanges (Spector et al., 2015). The BCSFB also
stands as a target for drug delivery and/or for prevention of entry/accumulation of toxic

mediators (Bryniarski et al., 2020; Solar et al., 2020).
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In this study, we were interested in a key fibrinolytic protease, tissue-type plasminogen
activator (tPA). When released in the bloodstream from endothelial cells and/or hepatocytes
(Levin et al., 1997; Zheng et al., 2019), tPA can cleave plasminogen into active plasmin, leading
to the degradation of fibrin clots (Collen et al., 1991). Accordingly, the recombinant form of
tPA (Actilyse, Alteplase) is of therapeutic value for several vasculo-occlusive conditions,
including pulmonary embolism, deep vein thrombosis and ischemic stroke (Hacke et al., 2018;
Izcovich et al., 2020; Wardlaw et al., 2012). Beside fibrinolysis, circulating tPA (endogenous
and exogenous) exerts various effects in/on the normal or pathological CNS (for review, see
Thiebaut et al., 2018). Some of these cerebral effects of circulating tPA occur by direct actions
on the vessel wall. For instance, physiological neurovascular coupling, a phenomenon that
links neuronal activity to cerebral blood flow, is tuned by intraluminal tPA acting on N-methyl-
D-aspartate receptors (NMDAR) on endothelial cells (Anfray et al., 2020). Conversely, under
pathological conditions, this tPA/NMDAR endothelial partnership promotes BBB leakage and
inflammation (Macrez et al., 2016). Beside these direct effects on the brain vasculature, tPA
can also “escape” from the blood (Benchenane et al., 2005), and add to parenchymal tPA to
increase neuronal activity and neuronal loss (Nicole et al., 2001). This escape was thought to
result from the polarized trans-endothelial transport of tPA, driven by Low-density-
Lipoprotein Related Protein-1 (LRP1), a member of the LDL receptor-related protein family
(Benchenane et al., 2005).

In light of the recent literature about the BCSFB, it is relevant to determine whether - and if
so, how - vascular tPA also crosses the CPs. In the present study, we showed that CPECs can
uptake tPA coming from the blood or from the CSF and that, CPECs transport vascular tPA and
translocate it into the CSF. With in vitro and in vivo models, we showed that the influx of tPA

is an active mechanism relying on LRP1 at the surface of CPECs. Interestingly, we identified
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the finger domain of tPA as being involved in this uptake, and that grafting this finger domain
to albumin, allows its passage through CPECs. Our findings open interesting avenues for new
strategies of drug delivery and maybe for a safer use of tPA during stroke, as blocking its entry
in the brain parenchyma would prevent its pro-neurotoxic effect without affecting its

beneficial thrombolytic action.

Materials and methods

Labelling of recombinant proteins with AlexaFluor®

Apart from BSA coupled to AlexaFluor®® or AlexaFluor>>°, which were commercially available
(Life Technologies), recombinant proteins were conjugated to AlexaFluor*®® or AlexaFluor>>®
as follows. For tPA, Actilyse® (Boehringer Ingelheim) was first dialyzed in a 0.3M bicarbonate
buffer, pH 8.4, at 4 ° C for 48 hours, in order to remove excipients, in particular arginine (the
dialysis buffer was changed every twelve hours). Next, recombinant proteins were mixed with
1 mg of AlexaFluor>>> (Aexcitation: 555nM; Aemission: 592nmM) or AlexaFluor®®® (Aexcitation: 494nm and
Aemission: 517nm) Succinimidyl Ester (Life Technologies), diluted in 100uL of dimethyl sulfoxide,
for 6 hours at room temperature and with constant stirring. In order to remove excess
AlexaFluor, the solution was dialyzed in a bicarbonate buffer first, and then in a phosphate
buffered saline containing arginine hydrochloride to avoid protein precipitation.

Production of recombinant AF-tPA and F-BSA

HEK293/FRT cells were used as the eukaryotic system for production of recombinant proteins
with the Flp-in system (ThermoFisher scientific). After selection with hygromycin B, stable cells
were placed in production without serum (60 petri dishes per protein, diameter 10 cm),
culture media were changed every 4 days for 12 days. The PCDNA3.1-Rattus tPA delta finger

construct was made from the PCDNA3.1-Rattus-tPA vector. The latter is constructed like this:
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ATG-6His-Bamhl-tPA-Stop-Xhol. tPA delta finger was amplified by PCR from amino acid 79 of
tPA of PCDNA3.1-Rattus tPA (beginning of the EGF like domain) to the stop and cloned
between BamHI and Xhol of the PCDNA3.1-Rattus tPA construct. We thus obtained ATG-6His-

Bamhl-tPA delta finger-Stop-Xhol. The human albumin cDNA was purchased from GenScript
(vector pcDNA3.1+/C-(K)DYK-Albumin, #OHu18744). We amplified the cDNA of the finger

domain by PCR from a PCDNAS5.1-Rattus tPA construct (finger: 36->78), the domain was
amplified with ATG, the signal peptide for secretion and the 6his tag of the PCDNA5.1-Rattus
tPA construct. It was then cloned between Nhel and Hindlll of the pcDNA3.1+/C-(K)DYK-
Albumin vector. Finally we obtained an amino terminal cloning: ATG-6His-Finger-Albumin-

Stop.

The 6xHistidine fused to the N-terminal of AF-tPA and of F-BSA allows purification of
recombinant proteins by high performance liquid chromatography using Nickel-Nitrilo-
triAcetic Acid affinity columns (Ni-NTA, GE Healthcare) and a mobile phase imidazole gradient.
Positive elutions were pooled, concentrated and dialyzed in phosphate buffer. The AF-tPA and
F-BSA proteins were then coupled to AlexaFluor*® and AlexaFluor®>>, respectively, as

described above, except that there was no initial dialysis.

Animals

Eight weeks old male Swiss mice (35-45g, Centre Universitaire de Ressources Biologiques,
Normandy University, Caen, France) were housed at 21 °C in a 12-hour light/dark cycle with
food and water ad libitum. All procedures with anaesthesia were performed by an initial
exposure to 5% isoflurane, followed by a maintaining phase of 1.5%—2% isoflurane

30%02/70%N:0.
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Intravenous (1V) Injection of Alexa-coupled recombinant proteins, CSF sampling and tissue
collection.

Anesthetized mice were placed in a stereotaxic frame. Recombinant proteins were injected in
the tail vein, in 200pL of saline (0.9% NaCl) over approximately 5 seconds.

Following the IV injection, the mice were kept anesthetized in the stereotaxic frame and
monitored while awaiting for the sampling of CSF and brain. Lidocaine (a local pain reliever)
was applied on the incision plan 5 minutes before starting surgery. The upper muscular planes
of the neck were detached and spread apart in order to unmask the cisterna magna. Once the
cistern was unmasked, a glass micropipette was inserted in order to collect the CSF (up to 7-
8uL), which was transferred in a tube on dry ice and stored at -80°C. Mice were immediately
subjected to intracardiac perfusion of heparinized saline at 4°C followed by a phosphate buffer
solution, 0.1M and pH 7.4, with 4% paraformaldehyde. Following perfusion, the brain and
cerebellum were extracted and placed in a phosphate buffered saline (PBS) solution
containing 20% sucrose for 48 hours (renewed four times). Tissues were included in
Cryomatrix™ (Thermo Scientific) and stored at -80 °C. Ten um thick sections were made using
a cryostat (Leica, CM3050S), placed on poly-lysine slides and were stored at -80°C.
Immunohistochemistry

Tissue sections were rinsed and rehydrated in PBS and are then incubated in a PBS solution
containing 0.25% of Triton X-100 overnight at room temperature and in a humid atmosphere,
with an anti-TTR antibody to label the CPECs (1:1000; Abcam 9015) or anti
CD-31, a marker of the endothelium (1:1000; BD Pharmingen 553370). The next day sections
were incubated in PBS containing 0.25% Triton ™ X-100 and Fab'2 fragments directed against
the host species primary antibody (1:1000; Jackson ImmunoResearch) for 90 minutes at room

temperature and humid atmosphere. Sections were covered with an assembly medium
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(Fluoromount-G®, SouthernBiotech) containing, or not, DAPI and a coverslip. The slides were
then observed and microphotographed with an inverted confocal microscope (Leica TCS SP8)
to be analysed with Fiji Is Just Imagel. For each animal, a dozen images were acquired on 5
sections (4 of the brain and one of the cerebellum). On each image, the CPECs were manually
counted, thanks to TTR immunostaining, as well as the spots of fluorescence within CPECs.

A subset of slices was also stained with an antibody against NeuN (mouse monoclonal
antibody MAB377; 1:500; Merck Millipore, Alexa®’-conjugated secondary antibody donkey
anti-mouse, 1:800, Jackson ImmunoResearch) to determine if tPA>>> can be detected in the
brain parenchyma (30 minutes after intravenous administration).

tPA/BSA levels in the CSF.

After addition of loading buffer (Sucrose, SDS, Bromophenol Blue), the CSF samples (5ul) were
subjected to electrophoresis (SDS-PAGE) under non-reducing conditions (200V, 50min) on a
10% polyacrylamide gel. The fluorescence signal was measured in the gel using an
ImageQuant™ LAS 4000 camera (GE Healthcare), and the signal quantification was done with
Fiji is just Imagel. Alternatively, tPA was immunodetected after transfer onto a PVDF
membrane, using a goat anti-tPA antibody (1:500) and a peroxydase-conjugated secondary
antibody (1/160000).

Primary cultures of CPECs.

The CPECs were isolated based on a protocol described in rats by Monnot & Zheng (2013),
with some modifications. After cervical dislocation, preceded by deep anaesthesia with 5%
isoflurane (in 30% 02 / 70% N»0), and recovery of the brains of ten 8-week-old Swiss mice, the
plexuses from 3™ and 4™ ventricles and lateral ventricles were dissected under a binocular
lens. The plexuses were diluted in 1ml of ice-cold HBSS (Hank's Balanced Salt Solution, Sigma)

and underwent enzymatic digestion with pronase (Pronase E from Streptomyces griseus,
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Serva Electrophoresis) at 2mg/ml for 20 minutes at 37 °C and 5% CO,. Digestion was stopped
by adding 4 mL of ice-cold HBSS. The plexus clusters were centrifuged at 4 °C for 5 min at 800
g, the supernatant, which mainly contains debris, was removed, the pellet suspended in 6ml
of ice-cold HBSS, centrifuged again at 800g for 5 min. The pellet was then suspended in 2ml of
growth medium (sodium pyruvate 110ug/ml, glutamine 2mM, fetal calf serum 10%, epidermal
growth factor 0.01mg/ml and 1% of diluted penicillin/streptomycin in Essential Medium
Modified by Dulbecco, DMEM) at 37°C then mechanically dissociated using a syringe with a
21G needle. The dissociated cells were firstly seeded in a 35mm dish and incubated at 37 °C
and 5% CO; for 4 h so that the fibroblasts and macrophages adhere to the plastic. After 4
hours, CPECs in suspension in the dish were collected and seeded in 24-well plates previously
treated with type | collagen from rat tail (Cultrex ™) at 0.1mg/mL in acetic acid 0.02M. After
48 hours, the plates were rinsed with PBS and the medium was replaced by medium
supplemented with cytosine arabinoside (Ara-C). Cells were then rinsed, and the medium
changed every other day until use after 8 days in vitro. The continued presence of the inhibitor
of DNA synthesis Ara-C specifically inhibits the growth of contaminating cells such as stromal
fibroblasts. Unlike CPECs, these cells express nucleoside transporters unable to distinguish
ribose and arabinose residues and thus incorporate Ara-C into their genomic DNA, which
results in specific suppression of their growth (Lazarevic & Engelhardt, 2015).

Internalization of tPA by cultured CPECs.

Cultured CPECs were rinsed twice with PBS at 37°C, then maintained for 1 hour in a serum-
free medium, and treated with tPA>>> (at the indicated doses/durations). After treatment, cells
were rinsed three times with cold PBS. Proteins were extracted at 4 °C in a 50mM Tris-HCl
buffer, pH 7.4, 150mM NaCl and 0.5% Triton ™ X-100 (TNT buffer) supplemented with

protease and phosphatase inhibitors 1ug/mL. After centrifugation (12000g at 4°C for 20min),
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the supernatants were collected and then assayed using the Pierce BCA Protein assay kit. After
adding loading buffer (Sucrose, SDS, Bromophenol Blue), the total proteins were separated
according to their molecular mass by electrophoresis (SDS-PAGE) on a 10% polyacrylamide gel
under non-reducing conditions (200V, 50min). The fluorescence of tPA>>> was detected
directly in the gel with an ImageQuant™ LAS 4000 camera, and the signal quantification was
done with Fiji Is Just Imagel.

RNA silencing.

LRP1 Stealth RNAI™ oligoribonucleotides were transfected at a concentration of 20nM into
CPECs cultures using Lipofectamine 2000 (2ug, Invitrogen). Sequences were: siLRP1_01 sense
UGGCUGACGGGAAACUUCUACUUUG; siLRP1_01 antisense
CAAAGUAGAAGUUUCCCGUCAGCCA; siLRP1_02 sense CACACCCAUUUGCCGUGACACUGU;
siLRP1_02 antisense UACAGUGUCACGGCAAAUGGGUGUG; siLRP1_03 sense
CCAAGGUGUGAGGUGAACAAGUGUA; siLRP1_03 antisense
UACACUUGUUCACCUCACACCUUGG.

Stealth RNAI™ siRNA Negative Control, Medium GC negative control duplex (Invitrogen™) was
used as the control condition (scramble). After 48h, cells were rinsed 3 times with PBS, and
total proteins were recovered. The efficacy of extinction was checked by western blot: after
adding loading buffer (Sucrose, SDS, Bromophenol Blue), the total proteins were separated
according to their molecular mass by electrophoresis (SDS-PAGE) on a 10% polyacrylamide gel
under non-reducing conditions (200V, 50min). Then, Proteins were transferred (120min,
200mA) onto a cellulose membrane in a humid environment (24mM Tris, 192mM glycine, 20%
ethanol). Membranes were incubated in a 2% TTBS-BSA solution (Tween Tris Buffered Saline,
10mM Tris, 200mM NaCl, 0.1% Tween - 2% BSA, pH 7.4) for 1h and then incubated overnight

at 4°C with the primary anti-LRP1 antibody (Abcam 92544) diluted 1:1000 in the TTBS-BSA 2%
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buffer. Membranes were incubated with the secondary antibody coupled to peroxidase,
diluted 1:50000 in 2% TTBS-BSA, for 1h at room temperature. The detection was performed
using the Pierce ECL Plus Western blotting substrate kit, membranes were then placed in the
ImageQuant ™ LAS 4000 camera and the signal quantification done with Fiji Is Just Imagel.
Internalization of recombinant proteins on CPs explants

Whole CPs were collected from mice (8-weeks-old Swiss males) and were quickly washed with
PBS at 37°C. They were then exposed for the indicated time to the specified Alexa-conjugated
protein. After treatment PCs were rinsed three times with PBS and fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS 0.1 M and pH 7.4, for 15min. PCs were mounted in Fluoromount-G®
then micro-photographed with an inverted confocal microscope (Leica TCS SP8) to be then
analysed with Fiji Is Just Imagel. The various proteins were quantified by their fluorescence
within the CPECs, which were delimited manually.

Statistical analyses

Results are expressed as mean * the Standard Error of the Mean (SEM). The samples being
unpaired and having low numbers a Mann-Whitney U test was used. Statistical analyses were
performed using Mann-Whitney test with GraphPad software. Data were considered

statistically different if probability values (p) were at least < 0.05.

Results

Choroid plexus epithelial cells transport tPA: in vitro and in vivo demonstrations of influx

and efflux pathways.

The potential transport of tPA through the CPs and its underlying mechanisms were

investigated by tracking human recombinant tPA tagged with AlexaFluor>>> (tPA>>°) or
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AlexaFluor® (tPA%8). We first used a model of primary culture of mouse CPECs (based on
Monnot and Zheng, 2013). After 8 days, cultured CPECs display characteristics identical to
those of the CPs in situ (Figure 1A), namely a cuboid morphology, the expression of the marker
transthyretin (TTR) and the presence of tight junctions (occludin staining). Cultured CPECs
were able to uptake extracellular tPA>>> (40nM) in a time-dependent process (visible as
increasing numbers of intracellular Alexa>> punctiform stainings, Figure 1B). Measures of
tPA>> |evels in protein extracts from cell monolayers resolved by electrophoresis (Figure 1C)
confirmed these observations, with a sharp rise up to 5 min after initiating exposure, and an
ongoing increase up to 60min (after 5min, the amount of internalized tPA>>> already
corresponded to 41.84% of what was internalized after 60min). CPECs were also exposed for
15min to doses of tPA>>, increasing from 20nM to 400nM. Intracellular fluorescent dots
accumulated when increasing doses of tPA>> (Figure 1D). In-gel quantifications confirmed
that the uptake of tPA>>> in CPECs rose with the amount of tPA>>> applied in the medium (after
exposure to 20nM, the amount of internalized tPA>>> corresponded to 11.72% of what was
internalized with 400nM) (Figure 1E). To support these findings, freshly isolated explants of
mouse CPs were exposed to tPA>>> and BSA*®, used as a control (Bovine Serum Albumin is
also a circulating protein, with a molecular weight comparable to that of tPA, as shown on
Figure 2A). CPECs exhibited strong accumulation of tPA>>>, but barely no signal for BSA%8
(Figure 2B, C). Inverting fluorophores on our tracked proteins gave similar results (Figure 2D-
F). In addition, we observed that 30 minutes after their intravenous co-injection (50ug each),
while tPA>>> was detected in CPECs, Alexa*® extravasated out of choroidal vessels, but
remained in the stroma without being taken up by CPECs (supplementary Figure 1). Together,
these in vitro and ex vivo results show that, CPECs uptake tPA, in a time- and dose-dependent

manner, but do not uptake BSA.
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Then, mice were injected intravenously with 50ug of tPA>>> and 50ug of BSA*#, and CSF and
brains were harvested 10, 30, 60 or 120min later (Figure 3A). In CPs, confocal microscopy
(Figure 3B) revealed dots of tPA>>> as early as from 10min, being more numerous at 30 and 60
min, and then virtually absent 120min after intravenous injection. A z-stack of confocal images
clearly shows that dots of tPA>>> were located inside CPECs (Figure 3C). We also found that
tPA was internalized in clathrin-coated endocytotic vesicles, as it was co-localized with the
marker AP2 (Pearson’s coefficient of 65%; supplementary Figure 2). We did not find any BSA%8
in CPs after intravenous injection. We quantified the number of TTR immune-positive cells
with dots of tPA>>° as an index of the internalization of tPA by CPECs (Figure 3D). This index
followed a bell curve shape, peaking 30min post-injection. After two hours, tPA was no longer
detected in the CPs, suggesting a passage of tPA>> from the blood to the CSF. Accordingly, an
immunoblot analysis on CSF samples harvested at different time points, revealed the
appearance of tPA in the CSF starting between 30 and 60min post intravenous injection (Figure
3E). Since the antibody used is specific for human tPA and does not recognize murine tPA, this
confirms that vascular tPA crosses the CPs and reaches the CSF. Of note, when administered
in the ventricle, tPA>>° was also detected in the CPECs, suggesting that CPs also allow the
clearance of tPA from the CSF (Supplementary figure 3). We also found that after an
intravenous injection, the decline in tPA>>> |evels in the blood parallels the increase in tPA>>>
levels in the CSF (Supplementary figure 4). Moreover, to ensure that the observed transport
occurs directly from the choroidal circulation to the CPECs, and not via indirect pathways, we
administered tPA>> in the internal carotid and demonstrated that very shortly after (5
minutes), dots of tPA>>> were detected in the stroma and in CPECs (Supplementary figure 5).
Importantly, in barrier-protected parenchymal areas, we could detect tPA>>> in neurons,

suggesting that once in the CSF, tPA can enter the parenchyma (Figure 3F). In barrier-free
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areas, both tPA>>> and BSA*® reached the brain parenchyma (exemplified here in the median
eminence: 30min after injection, fluorescent BSA and tPA diffused outside the vascular

system, Supplementary figure 6).

Overall, these results show that after an intravenous injection, tPA is internalized by CPECs
and is then transported to the CSF. This suggests that CPs are a potential route of entry for

tPA into the brain parenchyma.

The uptake of tPA by choroid plexus epithelial cells is mediated by LRP1

Transcytosis/uptake of tPA has been attributed in various cell types to members of the LRP
family, in particular to LRP1 (Benchenane, Berezowski, Ferndndez-Monreal, et al., 2005;
Fernandez-Monreal et al.,, 2004). A 3D projection of confocal images acquired after
intravenous injection of tPA>>> in mice and coupled to the immunodetection of LRP1 on TTR
positive cells supports the hypothesis that LRP1 could be responsible for tPA transport by
CPECs. Indeed, we found dots of tPA>>° close to LRP1 immunolabellings at the basolateral pole
of CPECs (Figure 4A). In cultured CPECs, that also express LRP1 (Figure 4B), we first found that
tPA>>> internalization was likely an active mechanism. Indeed, when exposed to 40nM of
tPA>>> for 15min, CPECs protein extracts displayed fluorescent signals when exposure was
performed at 37°C but not when performed at 4°C (data not shown). To evaluate the
participation of a member of the LRP family, we compared the internalization of tPA by CPECs
in the absence or presence of RAP (Receptor Associated Protein, 500nM), a competitive LRP
antagonist (Figure 4C-D). CPECs co-exposed to tPA>>> and RAP presented fewer tPA>>> dots
than cells exposed to tPA>>> alone (Figure 4C). This result was confirmed by electrophoresis,
showing a 41.22% reduction in tPA>> internalization induced by RAP co-treatment (Figure 4D).

To evaluate the participation of LRP1 in the uptake of tPA by the CPECs, we knocked-down its
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expression with a siRNA strategy. The extinction of LRP1 expression was 58.77% effective
(Figure 4E). When compared to control CPECs or CPECs transfected with a scramble siRNA,
CPECs transfected with LRP1 siRNA internalized 32.55% less tPA>>° (Figure 4F). Importantly, in
vivo, we confirmed the role of LRP1 in transporting tPA in CPECs. Indeed, there was around
60% loss of tPA>>>-related fluorescence in CPECs when RAP (90ug) was co-administered

intravenously with tPA>>° (50ug), compared to tPA>> alone (Figure 4 G-H).

The finger domain of tPA is critical for the passage of tPA across choroid plexus epithelial

cells

Among its five functional domains (Figure 5A), the finger domain of tPA is known to be the
one interacting with LRP1. To assess its involvement in the passage of CPECs, we produced a
tPA devoid of its finger domain (AF-tPA), and alternatively, we grafted the finger domain of
tPA to albumin (F-BSA) (Figure 5E). Both mutant proteins were also tagged with an Alexa Fluor
for their tracking (Figure 5B, F). Ex-vivo, CP explants were exposed to 40 nM of tPA>>° and with
increasing doses of AF-tPA%88 (40nM, 200nM or 400nM) for 15min (Figure 5C, D). As expected,
tPA>>> was internalized by CPECs whereas AF-tPA was not, even with a 10 fold higher
concentration. The finger domain of tPA is therefore necessary for internalization by CPECs.
Interestingly, fusing the finger domain of tPA to BSA conferred the new ability to BSA to be

internalized by CPECs ex vivo (Figure 5G, H).

These ex vivo observations were confirmed in vivo, in mice injected intravenously with 50ug
of tPA>>/ AF-tPA*® or with 50ug of F-BSA>>°/ BSA*8 (Figure 6A). A confocal microscopy
analysis (Figure 6B) revealed dots of tPA>> in TTR positive cells, 30 and 60min after injection.
However, virtually no dots were detected for AF-tPA%8, We quantified the number of TTR

immune-positive cells with dots of tPA>>> and dots of AF-tPA%® as an index of their



Résultats — Partie 1 (Article 1)

internalization by CPECs (Figure 6C). This index was null for AF-tPA*®8 and peaked 30min post-
injection of tPA>>°, with 73.09% more cells containing tPA>>> than at 60min. Interestingly, the
confocal microscopy analysis (Figure 6D) revealed dots of F-BSA>>® in TTR positive cells, 30 and
60min after IV injection, while no dots were detected for BSA*®, The corresponding
guantification confirmed that BSA per se, cannot be uptaken by CPECs, but that grafting the
finger domain of tPA then allows the internalization of the fusion protein (Figure 6E). This
index followed a bell curve shape, with a peak of internalization of tPA>>° reached 30min post-
injection, with 56.84% more cells containing tPA>>°, than at 60min and no detection of AF-
tPA%8, Also important, as confirmed by electrophoresis of corresponding CSF samples, F-
BSA>> can cross the BCSFB, like tPA>> (Figure 6F, G). The finger domain of tPA is thus an
interesting strategy to allow therapeutic fusion proteins reaching the CSF and the brain

parenchyma.

Discussion

Besides ensuring the adequate cerebral perfusion, circulating tPA controls brain
physiopathology, at least by a direct action on the neurovascular unit. Here, we show that in
addition to the BBB (Benchenane et al., 2005a), the BCSFB is also a door to the brain for
circulating tPA. Thus, together with endothelial and parenchymal cells that produce tPA, both
the BBB and the BCSFB contribute to modulate the levels of tPA in the different compartments

of the brain.

When considering inward flux to the brain, CPs have two interesting features: the
presence of fenestrations between choroidal endothelial cells and a rich vascular density.

Vascular peptides/proteins (even of several hundred kDa) can cross the highly permeable

103




Résultats — Partie 1 (Article 1)

choroidal endothelium via either fenestrae or vesicular shuttling. When reaching the CPEC
basement membrane, some peptides/proteins might enter the CSF via paracellular convection
and diffusion through apical tight junctions, while other could undergo transcytosis by
pinocytosis, or via a specific receptor-mediated process, including the transferrin receptor,
the insulin receptor or members of the low-density lipoprotein (LDL) receptor family. Here,

we identified LRP1 of CPEC as a mediator of the transport of tPA from the blood to the CSF.

The lack of polarity of cultured CPECs and the fact that tPA exposure on explants occurs at
both sides, do not allow distinguishing influx and efflux processes. In vivo, we demonstrate
that both influx and efflux of tPA through the CPs exist. AR, has also been shown to be
transported and/or taken up by CPs when present either at the apical or basal side, with a
preferred CSF-to-blood direction (Fujiyoshi et al., 2011). Thus a single molecule can be
internalized and/or transported from both CSF and blood, not only depending on its gradient
of concentration, but also on energy dependent systems. The relative efficacy of influx versus
efflux transport, which may vary depending on tPA levels circulating in blood and CSF would
deserve additional investigation. The relative delay of detection of tPA in the CSF after
intravenous administration may suggest that it could come from alternative routes. But since
tPA can be found in the stroma and in CPECs very early after delivery through the carotid
artery, the CP is undoubtedly an interface allowing the transport of tPA from the blood to the

CSF.

Several members of the LDL receptor family have been identified in the CPs, including the LDL
receptor (LDLR), LRP1, LRP2 (megalin/gp 330, although probably at low levels (Chun et al.,
1999), and LRP8/ApoE receptor 2 (Strazielle & Ghersi-Egea, 2016). None of these has been

investigated in relationship with tPA transport in the CPs. Instead, they have received more
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attention in the context of Alzheimer’s disease, in particular LRP1 and LRP2 of which ARRRlike
tPA, is a ligand. In this context, age and/or disease-related alterations in LRP1 and LRP2 levels
could reduce the efflux of AB and concourse to the pathogenesis of Alzheimer’s disease
(Crissey et al., 2011; Liu et al., 2014; Stopa et al., 2018). Together with PgP, LRP1 is believed
to drive the efflux of AB from the CSF to the blood while LRP2 would drive the influx of AB,
together with RAGE. This would imply that LRP1 is expressed at the apical side and LRP2 at the
basolateral side of CPECs, which would not be compatible with our findings of an influx of tPA
mediated by LRP1. In fact, the literature about the subcellular localization of LRP on CPECs is
inconsistent (Zheng et al., 1994; Stockinger et al., 1998; Carro et al., 2005; Crissey et al., 2011).
In our hands, in vivo immunostainings for LRP1 were stronger at the basal/basolateral sides.
Thus, our findings support the hypothesis of a LRP1-dependent influx of tPA, while the efflux
may be LRP-1 independent. Altogether, without excluding other mechanisms, our data show

that the LRP-1 driven uptake is an important pathway of transport of vascular tPA in CPECs.

Together, the BBB and BCSFB prevent the parenchymal passage of all but a fraction of
small uncharged molecules. Accordingly, parenteral delivery results in low levels of drugs in
the CNS, which likely limits their efficacy. Interestingly, low energy shockwave pulse has
recently been shown to increase the permeation of the BCSFB to some molecules (Kung et al.,
2022). Alternative routes of administration including direct delivery into the CSF (intrathecal
administration) or into the parenchyma (convection-enhanced delivery) might overcome this
limit of parenteral delivery, but are invasive and risky (for review see (Fowler et al., 2020).
Receptor-mediated transcytosis may be another promising mechanism to deliver protein
through CNS barriers. For instance, molecular trojan based on the fusion of therapeutic
protein motifs to antibodies against the transferrin receptor or the insulin receptor allow brain

delivery of otherwise non-transportable proteins (Kouhi et al., 2021). The present study adds
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to these approaches and opens interesting prospects. We show that vascular tPA can cross
the BCSFB via LRP1-mediated transcytosis, as demonstrated earlier at the BBB level
(Benchenane et al., 2005a and Benchenane et al., 2005b). Together, both the BBB and BCSFB
pathways may allow tPA accessing neurons to modulate their activity. We also determine that
among its five functional domains, the finger domain of tPA is mandatory for the transport of
tPA across the CPs. Depending on the context, it could be interesting to open, or conversely,
to close these two roads to the brain for circulating tPA. For instance, in vasculo-occlusive
conditions, engineering a tPA deleted of its finger domain could increase its availability in the
blood, together with limited side-effects on the neurovascular unit. On the other hand, some
conditions likely require the presence of tPA in the CSF. For instance, reduced tPA CSF levels
in AD patients (versus patients with subjective or mild cognitive impairment) have been
suggested to contribute to some neurodegenerative pathways of the disease (Hanzel et al.,

2014). Restoring tPA levels in the CSF via vascular delivery might counteract this.

Another interesting finding is that while albumin is not normally transported through
the CPECs, fusion to the finger domain of tPA this time allowed passage from the blood to the
CSF via CPECs. Further studies should explore the actual therapeutic efficacy of such a strategy
on protein molecules with known protective actions on brain cells, but unable to reach their

target after iv injection.

Conclusions

To summarize, our study shows that the choroid plexus is a door to the brain for vascular tPA.
By dissecting the molecular determinants of the passage of tPA across the choroidal
epithelium, we uncover opportunities to modulate exchanges from the blood to the central

nervous system.
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Figure 1: CPECs uptake tPA in vitro. A, Photomicrographs show that both CPECs in culture
(top panel) and CPECs in situ (lower panel) express the marker TTR (white) and tight junctions
(Occludin, yellow), scale bar 30um. B-E, Primary cultures of CPECs were exposed to 40nM
tPA>>> for 5-60min (B-C) or to tPA>>> (20-400nM) for 15min (D-E). (B, D) Photomicrographs
(representative of n=4) show time- and dose-dependent accumulation of tPA>>> (magenta) in
cell monolayers. Higher magnifications suggest an accumulation in vesicles; scale bar 40um.
(C, E) Electrophoresis (representative of n=4) and corresponding quantifications of
fluorescence (expressed as percentage of maximal uptake; mean *SEM; n=4) of protein
extracts from monolayer of CPECs exposed to tPA>>> (40nM) for 5-60min (B-C) or to 20-400nM

tPA>%> for 15min (D-E). * Significant difference (p<0.05), $ significant difference versus control
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Figure 2: CPECs uptake tPA ex vivo. Freshly isolated CP explants were treated for 15min with
tPA and BSA (40nM each), alternatively coupled to Alexa>>> or Alexa*®®. A, Dose-dependent
fluorescent signal generated by tPA>>> (magenta) and BSA%® (green) after SDS-PAGE. B,
Representative confocal photomicrographs of CP explants exposed 15min to 40nM of tPA>>>
(magenta), BSA* (green) and DAPI staining (white). Scale bar 40um and 30um in the
magnified inserts. C, Graph shows quantification of fluorescence in CP explants (n=5, mean
1SEM), * Significant difference (p<0.05). D, Dose-dependent fluorescent signal generated by
tPA%® (green) and BSA>>> (magenta) after SDS-PAGE. E, Representative confocal
photomicrographs of CP explants exposed 15min to 40nM of tPA*#8 (green), BSA>>® (magenta)
and DAPI staining (white). Scale bar 40um and 30um in the magnified inserts. F, Graph shows
quantification of fluorescence in CP explants (n=5, mean +SEM), * Significant difference

(p<0.05).
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Figure 3: CPECs uptake tPA in vivo. A, Experimental design: mice were injected intravenously
with 50pg of tPA>>> and BSA*®, CSF and brains were harvested 10, 30, 60 or 120min later for
protein analysis by electrophoresis and immunohistochemistry, respectively. B, Confocal
photomicrographs of CPs sections (representative of n=5) with tPA>>> (magenta), BSA*&
(green) and TTR (white) staining, scale bar 40um and 20um in the magnified inserts. C,
Confocal photomicrograph of a CP section (representative of n=5), tPA>>> (magenta) and TTR
(white) staining, panels show projection over the XZ axis (bottom) and over the YZ axis (right),
scale bar 10um. D, Graph shows mean ratio +SEM (n=5) of CPECs containing tPA>>> or BSA*&
over total CPECs. The magenta curve corresponds to tPA>>> and the green one to BSA%88, *
significant difference (p<0.05), $ significant difference from Omin and 120min (p=0.008). E,
Western-Blot for tPA levels in the CSF samples at each time-point. F, Confocal
photomicrographs acquired in the brain parenchyma (representative of n=5) with tPA>>

(magenta) and NeuN (white) staining, scale bar 40pum and 10um in the magnified inserts.
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Figure 4: Internalization of tPA CPECs is an active process, mediated by LRP1. A,
Representative photomicrographs (n=5) of CPs harvested from mice intravenously injected
with tPA>>> (tPA>>° in magenta, LRP1 in yellow, and TTR in white); panels show projection over
the XZ axis (bottom) and over the YZ axis (right), scale bar 10um. Arrowheads point examples
of tPA>>® dots that can be found close to LRP1 staining in TTR positive cells. a: apical side; b:
basal side. B, Representative photomicrographs (n=4) of cultured CPECs show LRP1 (yellow)
and TTR (white), scale bar 40um. C, Representative photomicrographs (n=4) of CPECs exposed
for 15 minutes to tPA>>> (40 nM) alone or with RAP (500nM), scale bar 40um. D,
Representative electrophoresis (representative of n=4) and corresponding quantification
(mean £SEM, * significant difference (p<0.05)), of protein extracts from monolayer of CPECs
exposed for 15 minutes to tPA>>> (40nM) alone or with RAP (500nM). E, Representative
western blot against LRP1 and corresponding quantification after transfection of cultured
CPECs with nothing (Control), negative control (Scramble) or siRNA anti-LRP1 (siLRP1) (n=4,
mean * SEM of LRP1 expressed as percentage of control). F, Representative electrophoresis
and corresponding quantification of protein extracts from monolayer of CPECs exposed for 15
minutes to tPA>>° (40nM) after transfection with control, scramble or siLRP1 (n=4, mean + SEM
of LRP1 expressed as percentage of control). G-H, mice were injected intravenously with 50ug
of tPA>>> alone or together with 90ug of RAP. 30min later, PCs were freshly isolated for
immunohistochemistry. G, Representative confocal photomicrographs (n=4) of a stack of CPs
explants, with tPA>>> (magenta), TTR (white) and DAPI (blue) staining. H, Quantifications of
tPA>> fluorescence intensity in CPs explants. Scale bar 50um and 10um in the magnified

inserts.
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Figure 5: The Finger domain of tPA allows the internalization of tPA and BSA by CPECs ex
vivo. A, Schematic representation of the functional domains of tPA and its mutant form AF-
tPA, deleted of the finger domain. B, Electrophoresis of 5ug of tPA>>> (magenta) and AF tPA%88
(green) in SDS-PAGE and revelation in fluorescence. C-D, Representative photomicrographs
and corresponding quantifications of CPs explants exposed to tPA>>> (40nM) and AF-tPA%8
(40nM, 200nM or 400nM) for 15min (n=4, mean +SEM). E, Schematic representation of BSA
and its mutant form F-BSA, adding the finger domain of tPA. F, Electrophoresis of 5ug of BSA*8
(green) and F-BSA>>> (magenta) in SDS-PAGE and revelation in fluorescence. G, H,
Representative photomicrographs and corresponding quantifications of CPs explants exposed
to BSA*8 (40nM) and F-BSA>>> (40nM) for 15min (n=4, mean *SEM). TTR staining (white) is

shown on the merged images (C and F). Scale bar: 40um.
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Figure 6: The Finger domain of tPA allows the transport of tPA and BSA across the BCSF
barrier in vivo. A, Experimental design: mice were injected intravenously with 50ug of tPA5%%/
AF-tPA*8 or F-BSA>>5/BSA*88, CSF and brains were harvested 30 or 60min later for protein
analysis by electrophoresis and immunohistochemistry, respectively. B-C, Representative
confocal photomicrographs and corresponding quantification (mean ratio of CPECs containing
tPA>>> or AF-tPA%8 over total CPECs +SEM, n=5) of CPs sections with tPA>>> (magenta), AF-
tPA%8 (green) and TTR (white) staining; scale bar 40um and 20um in the magnified inserts. *
significant difference (p<0.05), $ significant difference from Omin (p=0.0022). D-E,
Representative confocal photomicrographs and corresponding quantification (mean ratio of
CPECs containing tPA>>° or AF-tPA% over total CPECs +SEM, n=5) of CPs sections with F-BSA>>°
(magenta), BSA*8 (green) and TTR (white) staining; scale bar 40um and 20um in the magnified
inserts. * significant difference (p<0.05), $ significant difference from Omin (p=0.0079). F-G,
Representative electrophoresis and corresponding quantification for tPA>> and F-BSA®°>

levels in CSF samples at 30 and 60min (mean +SEM, n=4).
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Supplementary materials

Material and methods:

Co-localization study

To determine if tPA was internalized via clathrin-coated endocytosis vesicles, CPs harvested
10 min after injection of tPA>>>, fixed and immunostained for the AP2 adaptator complex
(1:500, Abcam Ab2730). Images acquired by confocal microscopy were also analysed using the
Imaris Microscopy Image Analysis Software, to ensure co-localization between tPA and AP2
via the calculation of the Pearson’s coefficient (from 6 different slices/ROls).
Intracerebroventricular injection of Alexa-coupled recombinant tPA

Anesthetized mice were placed in a stereotaxic frame. Lidocaine (a local pain reliever) was
applied on the incision plan 5 minutes before surgery. The skin was incised in order to unmask
the skull a small craniotomy was performed (coordinates -0.2mm anteroposterior; +1mm
lateral; -2mm depth from bregma). A glass micropipette containing 1ulL of Alexa-coupled
recombinant tPA (0.9 mg/mL) was inserted and the content was gently injected in the left
lateral ventricle at a rate of 0.25uL/min. The glass pipette was left in place 2 min after injection
and slowly removed to prevent reflux.

Intra-carotidian injection of Alexa-coupled recombinant tPA

Anesthetized mice were placed on the back and a midline incision was performed in the neck.
The Right Common Carotid Artery was isolated. A Piece of Whatman ™ Filter Paper Strip was
placed under the artery, then a catheter was inserted. 50ug of tPA>>> were injected in 200pL
of saline (0.9% NaCl) over approximately 5 seconds. Afterwards, brains were harvested, and
PCs freshly isolated. PCs were rinsed three times with PBS, fixed with 4% paraformaldehyde

in PBS 0.1 M and pH 7.4, for 15min, placed on poly-lysine slides, mounted in Fluoromount-G®.
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t0 + 30min

Supplementary Figure 1: In contrast to tPA coupled to Alexa, Alexa alone is not taken-up by
CPECs in vivo. A, Experimental design: mice were injected intravenously with of tPA>> and
Alexa*®® (50ug each), brains were harvested 30min later for immunohistochemistry. B,
Representative confocal photomicrographs (n=4) of CPs sections with tPA>>> (magenta),
Alexa*®® (green) and DAPI (blue) staining; scale bar 50um (upper panels) and 10um in the

magnified inserts (lower panels).
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A Confocal Microscopy

IdVA/s55VdY/
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Supplementary Figure 2: CPECs Internalized tPA by clathrin-coated endocytosis vesicles. A,
Confocal photomicrographs (representative of n=6 slices) of CPs sections with tPA>>> (left
bottom, magenta), TTR (left top, white) and AP2 (right top, green) staining; scale bar 50um
and 10um in the magnified inserts. B, Image analysis of confocal photomicrographs using the
Imaris Microscopy Image Analysis Software to study the colocalization between tPA>>> and

AP2 staining (yellow, right). tPA endocytosis (white arrow); scale bar 10um.
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Supplementary Figure 3: Existence of an efflux pathway for tPA. A, Experimental design:
mice received an intra-cerebroventricular injection of tPA>>> (1ul at 0.9mg/ml), and brains
were harvested 10, 30 or 60min later for immunohistochemistry. B, Representative confocal
photomicrographs (n=4) of CPs sections with tPA>>> (magenta), LRP1 (green), TTR (white) and

DAPI (blue) staining; scale bar 50um and 10um in the magnified inserts.
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Supplementary Figure 4: Evolution of tPA°>>® levels in the blood and CSF. A, Experimental
design illustrating that mice were injected intravenously with 50ug of tPA>>> and BSA*88, CSF,
blood and brains were harvested 15, 30, or 45min later for protein analysis by electrophoresis
(2ul of CSF and 1 ul of plasma were resolved for each animal). B, Representative
electrophoreses and C, corresponding quantification for tPA>> levels in the plasma and in the

CSF (mean £SEM, n=5). ** significant difference (p<0.005)
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Supplementary Figure 5: tPA>% is rapidly taken-up by CPECs after intra-carotid injection.

A, Experimental design: mice were injected in the carotid with 50ug of tPA>>, brains were
harvested 5min later, and PCs freshly isolated for immunohistochemistry. B, C, D:
Representative confocal photomicrographs (n=5) of a stack of CPs explants with tPA>%>
(magenta) and DAPI staining (blue), focus on PCs vasculature (B), on PCs stroma (C) and on

CPECs (D). Scale bar 50um and 10um in the magnified inserts.
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Supplementary Figure 6: Confocal photomicrograph shows tPA>>> (magenta) and BSA%e®
(green) extravasation out of vessels (CD31 staining in white), in the Median Eminence, a

barrier free zone; DAPI staining (blue), scale bar 40um.
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Contexte bibliographique de I'étude

Le fait que le cerveau ait des besoins énergétiques importants tout en possédant des
réserves  énergétiques limitées, le rend totalement dépendant d'un
approvisionnement continu et régulé en sang. Pour cela, le cerveau met en place des
stratégies afin d’optimiser un apport sanguin correct et continu, et notamment
’anatomie de la vascularisation, ou encore 1’autorégulation qui permet un maintien
du DSC a un niveau adéquat lors d'un changement de la pression artérielle sanguine
(Lassen, 1941). Sur le plan anatomique, le « polygone de Willis » et les anastomoses
collatérales permettent une suppléance en cas de déficit dans une branche artérielle

(Blinder et al., 2013).

Le DSC varie en fonction de la consommation énergétique locale, il sera donc plus
élevé dans les régions consommant le plus d’énergie. De plus, I'augmentation de
l’activité neuronale entraine une augmentation du DSC tres restreinte au niveau des
zones activées. A la suite d’une activité neuronale, la mise en place d"une cascade de
signalisation permet de garantir un apport d’énergie via I’augmentation du DSC local
(grace aux arteres, artérioles et capillaires cérébraux) : ce phénomene d’optimisation
est appelé le Couplage neurovasculaire (CNV) ou l'hyperémie fonctionnelle
(Constantino ladecola, 2017 ; Sweeney et al., 2018). Le CNV se définit donc comme la
relation étroite entre l'activation neuronale et la réponse hémodynamique qu’elle
provoque. Il est assuré par des communications étroites entre plusieurs acteurs : les
neurones, la glie, les cellules musculaires lisses, les péricytes et les cellules
endothéliales (Schaeffer & ladecola, 2021). Cependant, les mécanismes mis en jeu sont

complexes et sont pour certains non élucidés.

Le mécanisme a l'origine du CNV est un phénomene actif qui trouve sa source
directement au niveau de la synapse via des neurotransmetteurs et en particulier par

le glutamate (Bonvento et al, 2002). En effet, suite a une activité neuronale, la
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libération synaptique de neurotransmetteurs active plusieurs voies de signalisation
dans les neurones post-synaptiques, les astrocytes péri-synaptiques et les cellules
vasculaires (Chaigneau et al., 2007 ; Nielsen & Lauritzen, 2001), et entraine la libération
de facteurs vasoactifs tels que le monoxyde d’azote (nitric oxyde ; NO) ou la
prostaglandine de type 2 (PGL-2) permettant d’adapter localement l’apport en
substrats énergétiques. La signalisation glutamatergique, et donc les récepteurs
NMDA, jouent alors un role prépondérant dans le CNV (Busija et al., 2007 ; Attwell et
al., 2010 ; Figure 48).

0, and glucose «

Figure 48 : La signalisation glutamatergique régule le DSC.

Les neurones et les astrocytes régulent le DSC en envoyant des messagers qui
influencent les muscles lisses entourant les artérioles. Au niveau des neurones, le
glutamate libéré dans la synapse interagit avec les récepteurs NMDA, ce qui
augmente la concentration en Ca? intracellulaire. De méme, le glutamate augmente
également la concentration intracellulaire en Ca? dans les astrocytes en activant les
récepteurs métabotropiques (mGluR). L’ensemble des facteurs libérés par ces voies
de signalisation favorise la dilatation des vaisseaux (Attwell et al., 2010).
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Le glutamate libéré dans la fente synaptique va activer les récepteurs NMDA
neuronaux, provoquer une entrée de Ca? dans le neurone post-synaptique et
I'activation de la NO-synthase neuronale (neuronal Nitric Oxyde Synthase, nNOS), ainsi
que le recrutement de la cyclooxygénase 2 (COX-2). La synthese et la libération de NO
et de ces prostanoides vont participer a la relaxation des CMLs, donc a la dilatation du
vaisseau (Busija et al., 2007 ; Lecrux & Hamel, 2016). En effet, 'inhibition des nNOS
réduit I’augmentation du DSC en réponse a l'activité neuronale, suggérant le role du
NO dans le CNV (Ma et al., 1996). Des interneurones peuvent également intervenir

dans la modulation du CNV (Lecrux et al., 2011).

En ce qui concerne les astrocytes, ils vont se faire le relais entre 1’activité neuronale et
la réponse hémodynamique des vaisseaux, étant a proximité des synapses et des
microvaisseaux. Le glutamate libéré dans la fente synaptique va activer les récepteurs
métabotropiques présents a la surface des astrocytes, provoquant une augmentation
du flux calcique intracellulaire (Porter & McCarthy, 1996 ; Zonta et al., 2003), et induire
la libération de potassium vers les CMLs, mais également la libération de
prostaglandines et autres facteurs pouvant induire une vasodilatation (Filosa et al.,
2006 ; Mishra, 2017). De plus, les astrocytes vont recapturer le potassium libéré pour
le détourner vers les pieds astrocytaires (Paulson & Newman, 1987) et induire une
relaxation des CMLs (Knot et al.,, 1996). En effet, les capillaires cérébraux sont tres

sensibles au potassium libéré par les pieds astrocytaires (Cleary et al., 2020).

Les cellules endothéliales sont connues pour réguler le DSC en réponse a des agents
pharmacologiques, notamment via la synthese de divers agents vasoactifs tels que le

NO ou les prostanoides, mais leur role dans le CNV n’est pas tout a fait élucidé.
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Des études suggerent que les cellules endothéliales peuvent propager de facon
rétrograde la signalisation induite par le CNV le long des artérioles (Duling & Berne,
1970). Dans la circulation cérébrale, le mécanisme de propagation de la vasodilatation
impliquerait des canaux potassiques rectifiant entrant (KIR), tres présents au niveau
des cellules endothéliales cérébrales, déclenchant la libération de NO endothélial et de

prostanoides (Tallini et al., 2007 ; Segal, 2015) ; Figure 49).
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Figure 49 : L’endothélium dans le CNV.

Les cellules endothéliales augmentent leur Ca? en réponse a linteraction avec
’acétylcholine (ACh), la bradykinine (BK), 'ATP, 'ADP, I'UTP, et I'adénosine. Cette
augmentation de Ca* est également a 1’origine de la production de métabolites qui vont
participés a la relaxation des SMCs. L’augmentation de Ca?* aboutit aussi a
I'hyperpolarisation de la cellule via l'ouverture de canaux potassiques. Cette
hyperpolarisation peut se propager de cellule a cellule par les jonctions communicantes
et peut potentiellement se propager aux SMCs via des jonctions communicantes (Chen
et al., 2014).
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Enfin, le role précis des péricytes dans la vasodilatation des capillaires est mal connu
du fait du manque d’identification spécifique des capillaires. Néanmoins, des études
suggerent la présence de péricytes contractiles contenant de I’actine (a-SMA), comme
les cellules musculaires lisses et d’autres non contractiles autour des capillaires
(Hartmann et al., 2015 ; Attwell et al., 2016) . Ces dernieres années, une accumulation
de preuves tendent a défendre I'idée que les péricytes contribuent a la vasodilatation
des capillaires. Une récente étude a démontré in vivo que les péricytes capillaires
contribuent a la résistance basale du flux sanguin et a la lente modulation du flux
sanguin dans tout le cerveau (Hartman et al., 2021). De méme, il a été montré que la
constriction capillaire en réponse a I'hyperémie dans le cadre d'une sténose artérielle

dépend des péricytes (Methner et al., 2019).

La contribution du tPA au couplage neurovasculaire a été proposée par Park et
collaborateurs en 2008. Le modele utilisé dans cette étude consistait a stimuler les
vibrisses gauches d’une souris, tout en enregistrant les variations de DSC, sur toute
la surface cérébrale par imagerie laser a contraste de Speckle (Park et al., 2008 ; Figure
50). En effet, les vibrisses des souris sont des organes sensoriels tres sensibles et tres
importants pour percevoir I'environnement. De ce fait, le cortex somatosensoriel
(également appelé cortex barrel des vibrisses) est tres développé et facile d’acces pour
I’étude du couplage neurovasculaire. Ce modele est utilisé dans notre laboratoire, avec
quelques adaptions : les parametres physiologiques des souris (température, rythme
cardiaque, saturation en Oz, pCO: et pH sanguin) ont été mesuré et maintenus stables
(ventilation mécanique et sous médétomidine) (Figure 50), et la crane est resté intact

pour ne pas risquer de modifier le CNV (Anfray et al., 2020).
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Figure 50 : Modele expérimental d’étude du CNV.

(A) Protocole expérimental, consistant a enregistrer le DSC a la surface du cerveau
(crane intact) de la souris grace a un laser Doppler speckle au cours de la stimulation
des vibrisses. (D) Schéma de la voie d’activation du cortex barrel en réponsea la
stimulation des vibrisses gauches. (C) Séquence de stimulation et génération d'une
carte d’activation du cortex barrel : 3 stimulations de 30 secondes ont été réalisées
avec 90 secondes d’intervalle entre chaque stimulation, permettant au DSC de
retrouver son niveau basal. (D) Mesure des parametres physiologiques dans les
conditions expérimentales (adapté de : Petersen, 2007 ; Anfray et al., 2020).
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Dans la physiopathologie cérébrale, nous savons que le tPA, et plus particulierement
le tPA vasculaire (Anfray et al., 2020), joue un role dans la modulation de I'hyperémie
fonctionnelle, de par sa capacité a influencer la signalisation NMDA (Park et al., 2008).
En parallele, il est avéré que les cellules endothéliales et les hépatocytes sont les
principales sources de tPA circulant (Zheng et al., 2019). Dans la circulation sanguine,
le tPA libéré est rapidement inhibé par PAI-1, limitant ses interactions. Le controle de
I'équilibre entre les taux sanguins de tPA et de PAI-1 joue un rdle majeur dans un
certain nombre de maladies neurovasculaires telles que les AVC ou la maladie
d’Alzheimer (Medcalf, 2017 ; Park et al.,, 2020 ; Shi et al., 2021). Ces observations
soulevent la possibilité que des modifications des niveaux physiologiques de tPA
circulant puissent contribuer a des modifications du CNV et des

fonctions/dysfonctionnements cérébraux ultérieurs.

L’objectif de notre étude est donc d’examiner en détails le role du tPA circulant, dans
I'hyperémie fonctionnelle induite par la stimulation des vibrisses chez la souris. Pour
cela, nous avons utilisé un large éventail d'outils génétiques, notamment des souris
déficientes en tPA ou en PAI-1, la délétion conditionnelle de tPA endothélial ou des
récepteurs NMDA endothéliaux et enfin une technique chirurgicale adaptée, la

parabiose (qui sera détaillée dans la partie 3).
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Article 2

Blood tPA of liver origin contributes to neurovascular

coupling involving brain endothelial NMDA receptors.

Principaux résultats obtenus

e L'axe tPA/PAI-1 influence I'hyperémie fonctionnelle induite par la stimulation
des vibrisses : une déficience en tPA réduit 1’hyperémie fonctionnelle, alors
qu’une déficience en PAI-1 I'augmente.

e Le niveau basal de tPA circulant influence directement le CNV.

e Les récepteurs NMDA endothéliaux sont nécessaires pour médier cet effet du
tPA vasculaire sur le CNV.

e L'activation de la voie de la bradykinine favorise la libération de tPA dans la
circulation sanguine et le CNV.

e Le tPA libéré par les cellules endothéliales du foie contribue a la régulation du
CNV.



146

Résultats — Partie 2 (Article 2)

Blood tPA of liver origin contributes to neurovascular coupling involving brain
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Abstract

Regulation of the cerebral blood flow (CBF) involves complex mechanisms with direct
influences on brain functions and dysfunctions. Among these mechanisms it was
proposed that the serine protease tissue-type plasminogen activator (tPA) could play
a role in the control of neurovascular coupling (NVC) induced by whiskers stimulation
in rodents through its action on N-methyl-D-Aspartate receptors (NMDARS). In the
present study, using tPANY! mice, conditional deletions of either endothelial tPA
(VECad-Cre®™A) or endothelial NMDARs GIuN1 subunit (VECad-Cre2CuNt),
parabioses between wild-type and tPAN! mice, hydrodynamic transfections-induced
deletion of liver tPA, hepatectomy and pharmacological approaches in mice, we have
unveiled this mechanism in detail. We thus demonstrate that physiological
concentrations of vascular tPA, produced and released by the liver endothelial cells in
a bradykinin type 2 receptors-dependent manner, promotes NVC, by a mechanism
dependent of brain endothelial NMDA receptors. These data highlight a new
mechanism of the regulation of NVC involving both endothelial tPA and NMDA

receptors.

Keywords

NVC, tPA, NMDA, GIuN1, liver.
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Introduction

Functional hyperemia, also named neurovascular coupling (NVC), allows local energy
supply to brain cells, with key roles in the pathophysiology of the brain (1,2). For
instance, brain disorders such as stroke or Alzheimer’'s Disease are associated with

CBF dysregulations (3).

Initially described by its ability to activate plasminogen into plasmin in the blood (4),
the tissue-type Plasminogen Activator (tPA) is a serine protease widely expressed in
the central nervous system (CNS) (5,6), especially by neurons and endothelial cells
(7,8). Extending its functions above the conversion of plasminogen into plasmin, tPA
interferes with a variety of neuronal receptors (9), including N-Methyl-D-Aspartate
receptors (NMDARs). Through these mechanisms, tPA is considered as a
neuromodulator implicated in various brain functions and dysfunctions, including
learning and memory processes (10,11), anxiety behavior (12,13) and neurovascular
diseases such as stroke, in which it contributes to the homeostasis of the blood brain

barrier and the neuronal survival (14,15).

Park et al. proposed tPA as an actor of NVC by its ability to influence NMDAR signaling
(16)and proposed that the PAI-1/tPA (type 1 plasminogen activator inhibitor) pathway
could counteract the harmful neurovascular and cognitive effects of AR (17). In parallel,
Anfray et al. have proposed that the circulating tPA could contribute to NVC (18). Itis
thus interesting to note that, in the central nervous system, the tPA initially reported to
be expressed and released by endothelial cells is also expressed and released by

neurons; both cells also express NMDA receptors (19-22).
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Endothelial cells and hepatocytes are thought to be the main sources of vascular tPA
(23), with the level of free tPA counterbalanced by its serpin PAI-1 (24,25). The control
of this balance between the levels of blood tPA and PAI-1 thus plays a major
contribution in a number of neurovascular diseases (17,26,27). There is a growing
body of evidence that activation of endothelial luminal bradykinin receptors promotes
the luminal release of tPA by endothelial cells (28), whereas angiotensin-Il leads to
release of PAI-1 (29). Nevertheless, regulation of plasma levels of PAI-1 cannot be

explained solely by the renin-angiotensin system (30).

These observations raise the possibility that modifications of the physiological levels
of vascular tPA may contribute to modifications of neurovascular coupling and
subsequent brain functions/dysfunctions. Therefore, we further examined the role of
tPA, especially the circulating tPA, in functional hyperemia induced by whiskers
stimulation in mice, by using a large set of genetic tools, including tPA deficient mice,
PAI-1 deficient mice, conditional deletion of either the endothelial tPA or for endothelial
NMDA receptors and finally parabiosis between wild type and tPA deficient mice. We
thus demonstrate that vascular tPA, from liver endothelial cells origin, contributes to
neurovascular coupling through modulation of brain endothelial NMDA receptors
signaling. Using parallel pharmacological and genetic approaches we also
demonstrated a bradykinin dependent control of the vascular tPA levels with direct

impact on functional hyperemia.
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Materials and methods

Animals

All experiments were conducted in accordance with the French ethical law (Decree
2013-118) and the European Communities Council guidelines (2010/63/EU). Protocols
were approved by our local ethics committee dependent on the French Ministry of
Research and Higher Education (agreement numbers Cenomexa #19208, #19978 and
Ceb5/2012/062). All applicable international, national, and/or institutional guidelines for

the care and use of animals were followed.

All experiments were performed on 8-10 weeks old male C57BL/6 (Janvier Labs, Le
Genest-Saint-Isle, France), tPA Null mice and their wild type (WT) littermates (see
mouse lines section), VeCadCre/tPAlox mice and their WT littermates (see mouse
lines section), VeCadCre/Grinllox mice and their WT littermates (see mouse lines
section) were bred in our animal facilities (CURB, Caen, France) and housed in a 12h

light/12h dark cycle with free access to water and food.

Mouse lines

Because of the large number of animals used in this study and the large number of
different strains, we decided to use only males. We are nevertheless aware that
collecting data from females would be important as well. All the animals used thereafter
are from the same genetic background (C57BL6J), with for each genotype a
corresponding littermate colony used as control. tPA Null mice and tPAlox mice were

generated by our group (31) in collaboration with the Mouse Clinical Institute (ICS,
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lllkirch, France, http://www.ics-mci.fr). To induce tPA Null mice, tPAlox mice (C57BL6J
background) in which exon 3 of the Plat gene was flanked by loxP sites were crossed
with CMV-Cre mice to induce of Cre-mediated excision the third exon of the Plat gene
in germline. PAI-17 mice were obtained from professor H.R. Lijnen, Centre for
Molecular and Vascular Biology, University of Leuven, Belgium. Grinllox mice
(B6.129S4-Grinltm2Stl/J; # 005246) were obtained from The Jackson Laboratory (32).
VE-Cadherin-Cre mice (B6.FVB-Tg(Cdh5-cre)7Mlia/J; # 006137) were obtained from
F. Millat (33), Institute of Radioprotection and Nuclear Safety, Fontenay-aux-Roses,
France. tPAlox and Grinllox mice were crossed with VE-Cadherin-Cre mice to obtain
VE-Cadherin-Cre/tPAlox (VECad-Cre®"A) and VE-Cadherin-Cre/Grinllox mice

(VECad-Cre”CIuNT),

Pharmacological treatments

Different treatments were injected intravenously during experiments. Recombinant tPA
(rtPA) (10mg/kg) prepared as previously described (18) was infused for ten minutes (a
bolus of 150ul for a total volume of 300ul). rtPA is used at 10 mg/kg, instead of 0.9
mg/kg when injected intravenously in human, because the human rtPA is ten-fold less
active than the mouse tPA to activate its well-known target, the mouse plasminogen.
A selective bradykinin type 2 receptor agonist (B2Rag) ([Phe8 W(CH-NH)-Arg9]-
Bradykinin, Tocris) was used at 7, 15, 30 pg/kg, 0.1ml for each dose or a unique dose
for ELISA (60ug/kg, 0.1ml) or for mean arterial pressure (MAP) measure (30ug/kg,
0.1ml). Angiotensin Il (Angiotensin Il acetate, Sigma, 1pg/kg/min), was infused during

20 minutes to obtain a MAP of 120mmHg for acute hypertension.
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Animal preparation prior measurement of the cerebral blood flows induced by

whiskers stimulation

Animals were anesthetized using 5% isoflurane (Isoflurane Belamont) in 70%
N20/30% O2. Mice were intubated and placed under mechanical ventilation (120 BPM,
10ml/kg) by maintaining anesthesia with 2% isoflurane in 70% N20/30% O2. Caudal
vein and femoral artery were catheterized for pharmacological injections (see
pharmacological treatments section) and to evaluate physiological parameters: pCOz,
pH and MAP. As previously described (18), mice were placed in a stereotaxic frame.
An incision was made along the midline head skin to expose the skull and lidocaine
spray (Xylocaine, 5% spray®, AstraZeneca) was applied on the head. Whiskers on the
left side were cut to let a length of 1 cm. Anesthesia was switched with subcutaneous
infusion of medetomidine (Domitor®, Pfizer, 0.1mg/kg) then isoflurane, N2O and O2
were stopped ten minutes later. For isoflurane’s effects dissipation and CBF
stabilization, twenty minutes have waited before acquisitions. Physiological
parameters were measured in parallel experiments (see Additional File 1). We decided

not to use ketamine, since our study involves NMDA receptors as a possible target.

Laser Doppler Speckle Flowmetry

Laser Doppler Flowmetry (LDF) was used to measure relative cerebral blood flow
(CBF) during whiskers stimulations, of the whole surface of the brain with intact skull.
Acquisitions were made with a laser speckle contrast imager (MoorFLPI-2, Moor
Instrument, Exposure Time: 20s, Filter: 25 frames, Sample Interval: 1000ms, Image
Resolution: 752 x 580). The whole whiskers were mechanically shaken (4Hz) during

30s three times between 60s of resting time. Analysis was made with MoorFLPI-2
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Review V5.0 software, stimulation frames and resting frames were averaged and
subtracted to obtain an activation map corresponding of the barrel cortex. CBF of this
area was calculated to obtain a percentage of CBF change from baseline, then the

three stimulations were averaged together.

Parabiosis

For parabiosis (34), mice were anesthetized (see animal preparation section),
Buprenorphine (Buprecare®, Axience, 0.1mg/kg) to proceed with the surgery. Animals
were placed in the lateral position, back-to-back. A longitudinal skin incision was
performed, gently the skin was detached and joints were attached with non-absorbable
suture. The skin of the two mice were connected with non-absorbable sutures. Controls
were performed to assess the efficacy of parabiosis, using measurements of blood

glucose levels and DOTA-Gd MRI analyses (Additional File 2).

Partial hepatectomy

Animals were anesthetized (see animal preparation section), Buprenorphine
(Buprecare®, Axience, 0.1mg/kg) to proceed with the surgery. Briefly, a transverse
laparotomy was made. Left lateral lobe, left and right median lobes were ligatured using
non-resorbable sutures, allowing a resection of around 70% of the total liver. For sham
condition, only a transverse laparotomy was made. experiments were performed 24h

after partial hepatectomy (see Laser Doppler Speckle section).
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ELISA for tPA

Plasma total tPA from mice was analysed using commercial ELISA kits (Innovative
Research, Inc.) according to the manufacturer’s instructions. Blood samples were

collected by intracardiac puncture as previously described (18).

Immunohistochemistry

Deeply anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline
(15 ml/min), then with 4% paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4
(150 ml, 15 ml/min). Brain and liver sections were incubated overnight at room
temperature with primary antibodies rabbit anti-tPA (1:1500, generous gift from R.
Lijnen, Leuven) and rat anti-CD31 (1:1000, 553370, BD Biosciences). Primary
antibodies were revelated using Fab’2 fragment anti-rabbit IgG linked to CY3 and anti-
rat IgG linked to FITC (1:800, Jackson ImmunoReasearch) co-incubated 90 min at
room temperature, then coverslipped using mounting medium containing DAPI.
Images were digitally captured using an epifluorescence microscope (Leica DM6000).

Images were assessed using ImageJ software (NIH).

Statistical analyses

Results are expressed as box plots with medians, 1st and 3rd quartiles, min and max
with values for each mouse. Time courses represent the mean + the standard error of
the mean (SEM) in transparency. Statistical analysis was performed using Mann-
Whitney test, Kruskal Wallis test or ANOVA with Tukey test with GraphPad software.

Data were considered statistically different if probability values (p) were at least <0.05.
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Results

The tPA/PAI-1 axis influences functional hyperemia induced by whiskers

stimulation.

We decided to perform our experiments by maintaining the skull of animals intact and
closed, to prevent any artefacts due to craniectomy. Also, important, our animals were
maintained sedated using medetomidine instead of ketamine to prevent possible
interferences with NMDA receptors signaling. We showed that the CBF increase
evoked by whiskers stimulation is significantly impaired in tPA-deficient mice (tPANu!)
when compared to WT littermates (Figure 1B-C) (+5.65 + 0.49% for tPANU mice, n=16,
vs. +7.16 + 0.46% of CBF increase for WT mice, n=18, i.e. -21% of CBF increase for
tPANY mice compared to tPAWT mice, p-value 0.0167). In parallel, similar experiments
were performed in 8-10 weeks old wild type and PAI-1 deficient. As expected, CBF
increase evoked by whiskers stimulation is significantly increased in PAI-1-deficient

mice (PAI-1X°) when compared to WT littermates (Figure 1D-E) (+10.9 + 0.67% for

PAI-1KO mice, n=10, vs. +9.17 + 0.35% of CBF increase for PAI-1WT mice, n=10, i.e.
+19.1% of CBF increase for PAI-1X© mice compared to PAI-1WT mice, p-value 0.0433).
No modification of the baseline was observed between groups (this is true also for the
rest of the above data presented in this study). These data demonstrate that the
endogenous ratio tPA/PAI-1 plays a key role in modulating the patency of

neurovascular coupling.
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Physiological level of circulating tPA influences NVC

Additional questions are whether these phenotypes are due to the levels of tPA present
in the bloodstream. To address this , we decided to use a model of parabiosis between
tPAWT and tPANYI mice (Figure 2A, and Additional File 2). We used three types of
parabiosis, tPAWTAPAWT, tPANUltPANUgnd tPAWT/tPANU maintained during a period of
3 weeks, prior to whiskers stimulation-induced NVC assays (the stimulated animal
appeared in bold. As reported for individual animals, when testing a tPANY mice
(tPANU) of a parabiosis composed of a pair of tPANUI (tPANUlItPANUN “we revealed an
impaired NVC compared to a tPAWT animal from a pair of tPAWT animals (tPAWTAPAWT)
(Figure 2B-C-D) (+9.2 + 0.4% for tPANUIAPANUI mice, n=8, vs. +11.3 + 0.4% of CBF
increase for tPAVTAPAWT mice, n=7, i.e. -18.5% of CBF increase for tPANU!l/tPANUl
mice compared to tPAWTAPAWT mice, p-value 0.0122). Interestingly, parallel
experiments performed from tPANU mice of hetero-parabiosis (tPANUI/tPAWT) animals,
revealed a rescue of NVC to levels similar to the tPAWT animals (Figure 2B-D-E) (+12
+ 0.6% of CBF increase for tPANYI mice from a pair of tPANY/tPAWT mice, n=10, vs.
+9.2 + 0.4% for tPANY mice from a pair of tPANUIAPANUI mice, n=8, p-value 0.0007).
All together, these data demonstrate that endogenous levels of circulating tPA directly

influence NVC.

Endothelial NMDA receptors mediate the vascular tPA-dependent NVC induced

by whiskers stimulation.

Our data first reveal an increased neurovascular coupling in VECad-Cre2GUN' mice
(20,32) (conditional deletion of endothelial GluN1, Figure 3A) compared to VECad-
CreWT control mice (Figure 3C-F) (+10 * 0.7% for VECad-Cre2CuN' mice, n=10, vs.

+7.5 + 0.8% of CBF increase for VECad-CreW"T mice, n=8, i.e. +33.8% of CBF increase
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for VECad-Cre2C"N! mice compared to VECad-Cre"W™ mice, p-value 0.0454). The
intravenous injection of rtPA (10 mg/kg) was tested in parallel on the two strains.
Although intravenous (iv) rtPA led to an increased neurovascular coupling in wild type
(VECad-Cre"T) mice, it did not in endothelial deleted GIuN1 transgenic mice (VECad-
CrefCIluNY) (Figure 3C-F) (+12.2 + 1.8% of CBF increase for VECad-Cre''" mice treated
by rtPA, n=8, vs. +7.4 + 0.8% for untreated VECad-Cre"™ mice, n=10, i.e. +62.2% of
CBF increase VECad-Cre'T mice treated with rtPA compared to untreated VECad-
Cre"T mice, p-value 0.0119, +3% of CBF increase for VECad-Cre®CN' mice treated
with rtPA compared to untreated VECad-Cre2CN' mice, p-value >0.999). This set of
original data demonstrate first that it is the circulating tPA which underlies
neurovascular coupling induced by whiskers stimulation in mice; and second, that the

endothelial NMDA receptors are required to mediate this effect of vascular tPA.

Activation of the bradykinin pathway promotes release of tPA in the blood

stream and neurovascular coupling.

In order to further investigate how endothelial function/dysfunction may contribute to
the ability of vascular tPA to modulate NVC, we decided to test how the couple
angiotensin and bradykinin (and related pathways) may be involved, respectively
reported to contribute to the regulation of the levels of PAI-1 and tPA in the circulation
(35,36). Thus, animals subjected to whiskers stimulation induced NVC, were

previously subjected to intravenous injections of either [Phe8W(CH-NH)-Arg9]-

Bradykinin (see methods section) as an agonist for bradykinin type Il receptors
(B2Rag) (Figure 4A) or angiotensin-ll (Ang-Il, 1 pg/kg/min) (see methods section,
Additional File 5A). As expected, the B2R agonist (30 pg/kg) led to a decrease of basal

mean arterial blood pressure (60 + 4 mmHg for B2Rag treated animals vs. 91.5 + 2.9
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mmHg for control animals, n=4 per group, p-value 0.0286, Additional File 3) and
angiotensin-Il (1ug/kg/min) led to an increase of basal arterial blood pressure (122.5
4.7 mmHg for Angiotensin-Il treated animals vs. 85.75 + 4 mmHg for control animals,
n=4 per group, p-value 0.0286, without affecting physiopathological parameters
(Additional File 4). Using this procedure, we showed that the CBF increase evoked by
whiskers stimulation was not significantly modified in angiotensin-II treated wild type
animals (Additional File 5B-E) (+9 + 0.6% of CBF increase for tPAVT mice treated with
Ang-Il, n=10, vs. +10.1 + 0.3% of CBF increase for tPAWT mice, n=10, p-value 0.1067),
but that it was significantly increased in B2Rag treated animals compared to the control
non treated group (Figure 4 B-E) (+6 + 0.4% of CBF increase for tPAYT mice, n=8, vs.
+9.7 + 1.1% of CBF increase for tPAWT treated with B2Rag at 30ug/kg, n=8, p-value
0.0251). We then compared tPAYT and tPANYI mice, treated intravenously with
increasing concentrations of the agonist of B2Rag (0, 7, 15, 30 pug/kg). Our data (Figure
4B-E), clearly revealed a dose dependent potentiation of the NVC by the agonist of
B2R in tPAYT animals and no effect on the tPAN! mice (+18.4% of CBF increase for
tPANY mice at 7 pg/kg of B2Rag, n=6, p-value 0.1951, vs. +28.5% of CBF increase for
tPAYT mice, n=8 at 7 ug/kg of B2Rag, p-value 0.0472, when compared to the non-
treated tPANY or tPAWT mice). Parallel experiments were performed to estimate the
levels of circulating tPA in the circulation of tPAWT mice subjected to 60 pg/kg of B2Rag
as described above (Figure 4F). In agreement with our previous data on NVC, B2Rag
led to an increase of vascular tPA (+8.7 ng/ml of total tPA after injection of B2Rag,
n=4-5, p-value 0.0159, Figure 4F). Altogether, these data reveal that activation the
bradykinin pathway leads to an increased release of tPA in the blood stream and

subsequent potentiation of whiskers stimulation-induced NVC.
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tPA released from liver endothelial cells contributes to the regulation of NVC.

We then investigated the cell originate of the circulating tPA involved in the control of
NVC. Our data reveal a reduced neurovascular coupling in VECad-Cre®PA mice (33)
(conditional deletion of endothelial tPA, Figure 5A) compared to VECad-Cre"T control
mice (+10.02 + 0.3% for VECad-Cre?*A mice, n=17, vs. +11.4 + 0.5% of CBF increase
for VECad-CreWT mice, n=14, i.e. -12% of CBF increase for VECad-Cre®PA mice
compared to VECad-Cre"T mice, p-value 0.0358, Figure 5B-D). This set of data
demonstrate that the tPA produced and released by endothelial cells directly contribute
to the modulation of NVC. Since tPA was also expressed from liver, possibly from
hepatocytes (37), we decided to investigate whether partial hepatectomy (see methods
section) may influence NVC induced by whiskers stimulation (Figure 6). These
experiments were performed both on tPAWT and tPAN! mice. As reported above
(Figure 1A-C), tPANYI mice displayed a deficit in NVC induced by whiskers stimulation
compared to WT animals (+7.16 + 0.46% of CBF increase for WT mice, n=18, vs. +5.67
+ 0.49% for tPANY mice, n=16, i.e. -20.5% of CBF increase for tPANYI mice compared
to tPAYT mice, p-value 0.0167), an effect also observed in WT animals following partial
hepatectomy (+9.58 + 0.45% for Ligatured tPAWT mice, n=9, vs. +11.63 *+ 0.63% of
CBF increase for Sham tPAWT mice, n=4, i.e. -17.5% of CBF increase for Ligatured
tPAYT mice compared to Sham tPAYT mice, p-value 0.037). No difference was
observed between tPAWT and tPANYI mice following partial hepatectomy (+10.38 +
0.7% for Ligatured tPANU' mice, n=10, vs. +9.58 + 0.45% of CBF increase for Ligatured
tPAWT mice, n=9, i.e. +8.3% of CBF increase for Ligatured tPANY' mice compared to
Ligatured tPAWT mice, p-value 0.41). The data suggest that the vascular tPA involved

in NVC induced by whiskers stimulation is from liver origin. To determine whether this
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tPA from liver originate was produced by endothelial cells or hepatocytes, we
performed conditional deletion of possible hepatocytic tPA (see methods section)
(Additional File 7). Using the VECad-Cre®** mice, we performed hydrodynamic
transfection of hepatocytes using a pLIVE-Cre-GFP promoter. Anti-GFP and anti-CRE
immunostainings confirmed the hepatocytic expression of the Cre-GFP in hepatocytes
(Additional File 6), leading to an additional conditional deletion (in addition of the
endothelial deletion of tPA reported above (see Figure 6) of a putative hepatocytic tPA.
Our data revealed no modification of neurovascular coupling in VECad-Cre®*A mice
transfected with a pLIVE-Cre-GFP (conditional deletion of endothelial and heptacytic
tPA) compared to VECad-Cre2PA mice transfected with an empty-pLIVE (conditional
deletion of endothelial tPA only) (Additional File 7) (+10.45 £ 0.59% of CBF increase
for VECad-Cre®®™A mice transfected with pLIVE-CRE-GFP, n=6, vs. +11.36 + 0.7% for
VECad-Cre2PA mice transfected with empty-pLive, n=10, i.e. +8.64% of CBF increase
for VECad-Cre2PA mice transfected with pLIVE-CRE-GFP compared to VECad-Cre?tPA
mice transfected with an empty-pLIVE, p-value 0.29). Altogether, these data
demonstrate that the tPA involved in NVC induced by whiskers stimulation is from liver
endothelial origin. These data are in agreement with the immunohistochemistry
performed from mouse brain and liver tissues (Figure 7), confirming the presence of

tPA in both liver and brain endothelial cells.
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Discussion

We have demonstrated that physiological levels of vascular tPA, from liver origin,
contributes to the modulation of functional hyperemia mediated by brain endothelial
NMDAR activation. Indeed, deficiency in tPA reduced functional hyperemia induced by
whiskers stimulation in mice, whereas deficiency of PAI-1 increased it. Deletion of tPA
is rescued by intravenous injection of tPA or by parabiosis with WT animals. Our data
also reveal a key role of endothelial cells in this process, with conditional deletion of
endothelial tPA leading to reduced functional hyperemia induced by whiskers
stimulation and deletion of endothelial NMDA receptors leading to lack of response to
tPA induced NVC. We also show that bradykinin receptors type 2 activation induces
both release of tPA in the vasculature and subsequent potentiation of NVC. Our data
also demonstrate that physiological levels of vascular tPA directly contribute to the
efficiency of neurovascular coupling. Finally, we evidenced that the vascular tPA
involved in the NVC induced by whiskers stimulation is from liver endothelial cells
origin. Altogether, these data unmask a new pathway contributing to the complex

neurovascular coupling regulation.

This new mechanism may explain, some of the physiological and pathological brain
functions of tPA reported so far. For instance, tPA was reported to display important
functions in learning and memory processes (10,11), cognitive processes directly
linked with neuronal activation and subsequent neurovascular coupling (38). Similarly,

tPA and its inhibitor PAI-1 have been reported to interfere with A 3 -induced attenuation

of neurovascular coupling (17). Up to know and in agreement with an extensive

literature, mechanisms of NVC associated with these phenotypes, were mainly
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associated with events occurring from the parenchyma to the vasculature. Our present
data lead to integrate that NVC also involved mechanisms occurring from the blood
stream to the vasculature (3). It is thus interesting to note, that blood transfusion from
young to old mice, was reported to revitalize old brain and to reverse subsequent

decline (39).

Neurovascular coupling has been linked to neuronal activation in general, mediated by
a wide variety of vasoactive agents targeting different segments of the cerebrovascular
tree (1). Of these, Nitric Oxyde (NO) derived from NMDAR activity mediates a
significant fraction of the response, and tPA is required for the full expression of this
component by enabling NO production during NMDAR activation (16,18). Here we
found that the levels of circulating tPA activity also contribute to neurovascular
coupling. NMDA receptors signaling is a key process of neuronal mediated NVC (40).
Here, we demonstrate that the NMDA receptors-dependent control of NVC also involve
the NMDA receptors expressed at the luminal side of the endothelial cells. Endothelial
NMDA receptors have been already identified as key actors of neuroinflammatory

processes (20), also known to influence the efficiency of NVC (41).

Some studies have indicated that tPA modulates Ca?* influx through NMDAR by
interacting with the extracellular domain of the GIuN1 subunit (42). Other studies have
suggested that tPA does not act on NMDAR directly, but through LRP1 (Low Density
Lipoprotein Related Protein-1) (43—-45), which, like neuronal Oxyde Nitric Synthase
(nNOS), is bridged to the NMDA receptor complex through the adaptor protein Post
Synaptic Density Protein-95 (PSD-95) (46—49). All these studies were reported from
neuronal investigations. But NMDA receptors are also exhibited by endothelial cells
(22,50) and LRP1 too (51,52). On endothelial cells, tPA was reported to mediate

NMDAR-dependent signaling, involving differential phosphorylation of proteins
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associated with tight-junctions, such as the myosin light chain (MLC-1) (50). Our
observation that the effects of vascular tPA on functional hyperemia are prevented by
the conditional deletion of endothelial GIuN1 subunit of NMDA are supported by the
above literature. Our data also suggest that endothelial NMDA receptors play a
negative vasoconstrictive tonus on the vessels in basal conditions, a process inhibited

by tPA.

Increases in PAI-1 expression have also been described in relation with neurovascular
and cardiovascular diseases (53-55). PAI-1 levels are also modulated in
neurodegenerative disorders, especially in the context of Alzheimer’'s disease (56), a
disease in which neurovascular coupling is dramatically affected (57-59). Thus,
targeting the tPA dependent and NMDAR dependent modulation of NVC may have
important clinical applications. Bradykinin (BK) is a vasoactive polypeptide that has
cardioprotective effects (60), causing endothelium-dependent vasodilation by
activating its endothelial B2 receptors, present in the lumen side of the vessels (61).
Interestingly, BK has been shown to promote tPA secretion in isolated perfused
vascular systems (62). Here, we evidenced that BK, and not angiotensin, promotes the
release of active tPA in the blood stream in vivo via B2R, leading to a tPA-dependent
specific increase of NVC. PAI-1 is among the factors released in the circulation by
endothelial cells in the context of endothelial dysfunction (63). At the opposite release
of tPA is more usually associated with normal endothelial function (64,65). In parallel,
it is widely accepted that vascular endothelial cells, through the release of NO,
prostacyclin, tPA and PAI-1, play important roles in the regulation of thrombosis and

fibrinolysis, mechanisms also highly related with impaired NVC (66—68).

The consensus would be that the main amount of tPA in the blood stream would come

from hepatocytes and that the endothelial cells would contribute to the local and/or fast

163




Résultats — Partie 2 (Article 2)

changes in tPA levels (69,70) . Our present data reveal that the vascular tPA involved
in the control of the NVC induced by whiskers stimulation is coming from the liver, but

from endothelial origin.

In conclusion, we have demonstrated that changes in circulating tPA levels, modulated
by activation of endothelial bradykinin receptors, presumably coming from the liver
endothelial cells, contributed to the regulation of NVC, through modulation of cerebral
endothelial NMDA receptors. The data unveil a previously unappreciated role of the
circulating tPA in the control of neurovascular coupling and subsequent cerebral

physiopathology axis with potential therapeutic implications.
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Figure 1. The tPA/PAI-1 axis controls NVC. A: Colormap corresponds to the
activation map related ACBF changes during whiskers stimulations of tPANU! PAJ-1KO
mice and their wild type littermates. Maps were obtained by subtraction of stimulation
frames and resting frames. Warm colours indicate an elevation of CBF during whiskers

stimulations. B, D: Time course of % CBF increase (mean + SEM) during whiskers

stimulations () of tPANYI (B) and PAI-17- (D) mice () and their littermates (==). C, E:

Box plots show the variations of % CBF increase from baseline during whiskers
stimulations of tPANU! (C) and PAI-17- (E) mice and their littermates. Box plot with
medians, 1st and 3rd quartiles, min and max with values for each mouse. *p < 0.05

from tPAWT or PAI-1WT, Mann-Whitney test, n=18/16 tPAWTAPANUI n=10 PAI-1WT/PAI-

1K0,
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Figure 2. Endogenous tPA levels influence NVC. A: Schematic representation of
the procedure of whiskers stimulations paradigm between two mice (tPANY' and tPAWT)
in parabiosis. tPA from the donor (tPAWT) will be share to the recipient (tPANY)), B:
Colormap corresponds to the activation map related ACBF changes during whiskers
stimulations in parabiont tPANU! or tPAWT mice. Warm colours indicate an elevation of

CBF during whiskers stimulations. C-D: Time course of % CBF increase (mean + SEM)

during whiskers stimulations (' ) in homo-parabiosis tPAWT (==) and tPANY! () mice

(C) and hetero-parabiosis tPAWT (==) and tPANY! (=) mice (D). E: Box plots show the

variation of % CBF increase from baseline during whiskers stimulations in homo-
parabiosis tPAWTAPAWT and tPANU/tPANYI and hetero-parabiosis tPAWT/tPANU! and
tPANUIAPAWT (the stimulated mice is mentioned in bold). Box plot with medians, 1st
and 3rd quartiles, min and max with values for each mouse. *p < 0.05 and from
tPANUltPANUl - one-way ANOVA and Uncorrected Fisher's LSD tests, n=7
tPAWTAPAWT, n=8 tPANUIAPANUI n=0 tPAWT/PANUI n=10 tPANUIAPAWT (n represents

the number of stimulated animals).
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Figure 3: Endothelial NMDAR controls NVC, an effect mediated by vascular tPA.
A: Schematic representation of the generation of VE-Cadherin Cre/Grin-1 Lox mice.
The cadherin 5 promoter was used to drive expression of CRE recombinase in the
vascular endothelium. LoxP sites were flanked in the transmembrane and C-term
regions of Grin-1 gene (exons 11-21). This configuration carries out the deletion of
endothelial Grin-1 gene while conserving Grin-1 in other cells. B: Schematic
representation of the experimental timeline of whiskers stimulation paradigm. 3 trains
of stimulations were made on laser speckle flowmetry before IV infusion of rtPA for 10
minutes and 3 additional trains after. C: Colormap corresponds to the activation map
related ACBF changes during whiskers stimulations in VECad-Cre2C"N' mice and their
littermate before and after IV infusion of rtPA. Warm colours indicate an elevation of
CBF during whiskers stimulations. D-E: Time course of % CBF increase (mean = SEM)

during whiskers stimulations (' ) in VECad-Cre2CN" mice (E) and their litermate (D),

before (==/--) and after (==/==) IV infusion of rtPA. F: Box plots show the variations of

% CBF increase from baseline during whiskers stimulations in VECad-Cre2CN' mice
and their wild type littermates before and after IV infusions of rtPA. Box plot with
medians, 1st and 3rd quartiles, min and max with values for each mouse. *p < 0.05
from VECad-CreT or -rtPA, Kruskal-Wallis and Uncorrected Dunn’s tests, n=8

VECad-CreWT, n=10 VECad-CrelCIuN1,
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Figure 4: Intravenous administration of bradykinin type 2 receptor agonist
(B2Rag) influences NVC in atPA-dependent manner. A: Schematic representation
of the experimental timeline of whiskers stimulation paradigm. 3 trains of stimulations
were made on laser speckle flowmetry 10 minutes after IV injection of B2Rag at
different doses (0, 7, 15 and 30 pg/kg). Between each dose, the return of CBF to
baseline was waited. B: Colormap corresponds to the activation map related ACBF
changes during whiskers stimulation in tPAN! mice and their wild type litermates for
the different doses of B2Rag (0, 7, 15 and 30 pg/kg). Warm colours indicate an

elevation of CBF during whiskers stimulations. C: Time course of % CBF increase

(mean * SEM) during whiskers stimulations () in tPANY'mice (~~) and their litermate

(=), at different doses of B2Rag (0, 7, 15 and 30 pg/kg). D-E: Box plots show the

variations of % CBF increase from baseline during whiskers stimulation in tPANY! mice
and their wild type littermates for the different doses of B2Rag (0, 7, 15 and 30 ug/kg).
Box plot with medians, 1st and 3rd quartiles, min and max with values for each mouse.
*p < 0.05 from Omg/kg or tPAWT, Two-Way-ANOVA and Uncorrected Fisher's LSD
tests, n=8 tPAWT, n=6 tPAN!. F: Box plots representing ELISA analyses of total tPA in
tPAYT mice treated or not with the B2Rag. A saline solution or 60ug/kg of B2Rag were
injected intravenously and plasma samples were collected 5 minutes later and
subjected to ELISA analysis. Box plots with medians, 1st and 3rd quartiles, min and
max with values for each mouse. *p < 0.05 from Vehicle, Mann-Whitney test, n=4

Vehicle, n=5 B2Rag.
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Figure 5: Endothelial tPA controls NVC. A: Schematic representation of the
generation of VE-Cadherin Cre/tPA Lox mice. The cadherin 5 promoter was used to
drive expression of Cre recombinase in the vascular endothelium. LoxP sites were
flanked in the exon 3 of tPA gene. This configuration carries out the deletion of
endothelial tPA gene while conserving tPA in other cells. B: Colormap corresponds to
the activation map related ACBF changes during whiskers stimulations of VECad-
Cre®PA mice and their wild type littermates. Maps were obtained by subtraction of
stimulation frames and resting frames. Warm colours indicate an elevation of CBF

during whiskers stimulations. C: Time course of % CBF increase (mean = SEM) during

whiskers stimulations (' ) of VECad-Cre®A (—) and their littermates (==). D: Box plots

show the variations of % CBF increase from baseline during whiskers stimulation of
VECad-Cre®PAmice and their littermates. Box plot with medians, 1st and 3rd quartiles,
min and max with values for each mouse. *p < 0.05 from VECad-Cre"T, Mann-Whitney

test, n=14/17 VECad-CreWT/ VECad-Cre’tPA,
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Figure 6: Partial hepatectomy influences NVC. A: Colormap corresponds to the
activation map related ACBF changes during whiskers stimulations in tPANY mice and
their littermate in sham and ligatured conditions 24h after partial hepatectomy. Warm
colours indicate an elevation of CBF during whiskers stimulations. B-C: Time course

of % CBF increase (mean + SEM) during whiskers stimulations () in tPANYI mice (C)

and their littermate (B), in sham (ss=/==) or ligatured (==/--) conditions. D: Box plots

show the variation of % CBF increase from baseline during whiskers stimulations in
tPANUI mice and their litermate in sham and ligatured conditions. Box plot with
medians, 1st and 3rd quartiles, min and max with values for each mouse. E: Mean %
SEM representing ELISA analyses of total tPA in tPANY! mice and their litermate in
sham and ligatured conditions (n=4 for each group). 24h after partial hepatectomy,
plasma samples were collected and subjected to ELISA analysis. *p < 0.05 from sham
tPAWT Kruskal-Wallis and Uncorrected Dunn’s tests, n=4 sham tPAWT, n=9 ligatured

tPAWT, n=5 sham tPANY n=10 ligatured tPANUI,
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Figure 7: tPA is present in brain and liver endothelial cells. Epifluorescence
images of brain cortex and liver slices from C57BL/6 adult mice (Scale bar = 50 um,
zooms = 10 um) revealing tPA (red), CD31 (green) and cells nuclei (DAPI, blue). tPA
was observed in endothelial cells (arrow) in both brain cortex and liver. Lumen of
vessels was represented by stars. Images were digitally captured using a camera
(CooISNAP; Photometrics) and/or with an inverted confocal microscope (SP5, Leica).
Images were visualized respectively with Metavue 5.0 software (Molecular Devices,

USA) and LAS AF lite software (LEICA).
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Additional materials and methods

Magnetic Resonance Imaging (MRI)

The MRI studies were realized 3 weeks after parabiosis surgery. Parabionts were
placed in a rat cradle (to image both animals at the same time). Animals were
anesthetized using 5% isoflurane (Isoflurane Belamont) in 50% N20/50% Og2, then
maintained under 2% isoflurane in 100% N20/100% O2. They were monitored by a
breathing module in order to adapt the anesthesia according to the respiratory rate and
they were thermoregulated by a heating blanket beeween 36.5°C and 37.5°C. The
chimerism validation was assessed by injecting DOTA-Gd (Dotarem®), 0.01mMol/ml
through a tail vein catheter in MRI. Then MRI sequences (7T MRI, Bruker, Germany)
of T2-weighted and T1-weighted are respectively realized on whole animals’ body. MRI
analyses were performed until 75 minutes after the injection. Images analysis were
made with an extension of ImageJ (Fiji). We obtained final images by making
substraction between “After Injection Time” and “Before Injection Time”, to correct the

signal difference for T1-weighted sequence.

Hydrodynamic transfection

Hydrodynamic transfections were performed as previously described3*. Awake mice
were injected with either 100ug engineered pLIVE encoding Cre-green fluorescent
protein (pLIVE-Cre-GFP) or pLIVE plasmid alone (empty-pLIVE). A large volume (10%
of body weight) of plasmid-containing saline buffer (0.9% NaCl) was injected into the
caudal vein in less than 5 seconds for hepatic transfection. After 48 hours, Laser

Doppler Speckle was realized (see Laser Doppler Speckle section) to measure



Résultats — Partie 2 (Article 2) NEE]

modifications of the CBF induced by whiskers stimulations. Liver tissues were collected
after transcardiac perfusions with cold heparinized saline (15 ml/min) followed by a

solution of 4% paraformaldehyde (see Supplemental materials and methods section).

Immunohistochemistry

Deeply anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline
(15 ml/min), then with 4% paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4
(150 ml, 15 ml/min). Liver segments were removed and washed in veronal buffer
containing 20% sucrose for 24h, and frozen in Tissue-Tek (Miles Scientific).
Transversal sections of liver (10 um) were cut on a cryostat, then collected on poly-D-
lysine slides and stored at -80°C. Liver sections were incubated overnight at room
temperature with primary antibodies rabbit anti GFP (1:1000, ab6556, Abcam), mouse
anti Cre-recombinase (1:1000, MAB3120, Millipore) and phalloidin (1:1000, ab176759,
Abcam). Primary antibodies were revelated using Fab’2 fragment anti-rabbit IgG linked
to FITC and anti-mouse linked to CY3 (1:800, Jackson ImmunoReasearch) co-
incubated 90 min at room temperature. Sections were then coverslipped using
mounting medium containing DAPI. Images were digitally captured using an
epifluorescence microscope (Leica DM6000). Images were assessed using ImageJ

software (NIH).
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Blood gas, arterial pressure monitoring
pCO,: 34.71 7.9 mmHg
p0,: 115.01 + 25.34 mmHg
pH: 7.4 £0.04
MAP: 88,6 + 7.26 mmHg

Body temperature
36,9+0,3°C

Mechanical ventilation
120 BPM, 10ml/kg

Intravenous injections

Anesthesia
Medetomidine
0.1 mg/kg

Supplemental figure 1: Mice physiological parameters measured during
whiskers stimulations. Mice physiological parameters during experimental
procedure of whiskers stimulations. Mice were mechanically ventilated (120 BPM, 10
ml/kg). Blood samples were collected by a femoral catheter and mean arterial pressure
(MAP) was measured. Pharmacological treatments were injected via a tail vein

catheter. Data are mean with SD, n=8.
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Supplemental figure 2: Parabiosis model and chimerism validation methods. A:
Schematic representation of experimental study design for parabiosis surgery and
chimerism validation. B-D: Parabiosis chimerism validation by IV injection of glucose
(100ul, 1.2 g/kg) at TO in tail vein of donor mice, glycemia (mg/dl) of both donor and
recipient mice was measured during 1 hour, at different time points following parabiosis
surgery (D5, n=5, figure B; D15, n=7, figure C; D22, n=7, figure D). E: Representative
MRI acquisition of parabionts after IV DOTA-gd injection (200 pl, 0.01 mMol/ml) in
donor mice to validate parabiosis model. T1-weighted image (red) represents DOTA-
Gd signal and was superposed on anatomical T2-weighted image. F: Quantification of
DOTA-Gd distribution between parabionts at different time points. Data are mean with
SD for each group. *p < 0.05, **p < 0.005 and ***p < 0.001 from TO, 2-way ANOVA

test.
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Supplemental figure 3: Mean arterial blood pressure and blood gases before and
after injection of B2Rag in mice. A: Mean arterial pressure (MAP, mmHg) before (-
B2Rag) and after 1V injection of 30 pug/kg of B2Rag (+B2Rag). Data are Mean with
values for each mouse. B-C: Measurement of arterial blood gas before (-B2Rag, C)
and after IV injection of 30 pg/kg of B2Rag (+B2Rag, D). pCOz2, pOz2, Ozsat and pH

were measured with 100ul of blood on RAPIDLab® 348EX Blood Gas System. Data
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are mean with values for each mouse and reference range for these measurements.

*p < 0.05 from -B2Rag, Mann-Whitney test, n=4 per group.
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Supplemental figure 4. Mean arterial blood pressure and blood gases before and
after injection of Ang-Il in mice. A: Mean arterial pressure (MAP, mmHg) before (-
Ang-Il) and 25 minutes after IV infusion of 1 pg/kg/min of Ang-ll (+Ang-Il). Data are
Mean with values for each mouse. B-C: Measurement of arterial blood gas before (-
Ang-Il, C) and 25 minutes after IV infusion of 1 pg/kg/min of Ang-I1l (+Ang-Il, D). pCOz,
pO2, O2sat and pH were measured with 100l of blood on RAPIDLab® 348EX Blood
Gas System. Data are mean with values for each mouse and reference range for these

measurements. *p < 0.05 from -Ang-Il, Mann-Whitney test, n=4 per group.
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Supplemental figure 5: Intravenous administration of angiotensin-Il (Ang-Il) does
not influence NVC in a tPA dependent manner. A: Schematic representation of the
experimental timeline of whiskers stimulations paradigm. 3 trains of stimulations were
made on laser speckle flowmetry before IV infusion of angiotensin-Il (1 pg/kg/min)
during 25 minutes, followed by 3 additonal trains of stimulations. B: Colormap
corresponds to the activation map related ACBF changes during whiskers stimulations
in tPANY mice and their littermate before and after IV infusion of Ang-I1l. Warm colours

indicate an elevation of CBF during whiskers stimulations. C-D: Time course of % CBF
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increase (mean = SEM) during whiskers stimulations (' ) in tPANYI mice (D) and their

littermate (C), before (==/-~) and after (==/==) IV infusion of Ang-Il. E: Box plots show

the variation of % CBF increase from baseline during whiskers stimulations in tPANU!
mice and their littermate before and after IV infusion of Ang-Il. Box plot with medians,
1st and 3rd quartiles, min and max with values for each mouse. *p < 0.05 from tPAWT,

Kruskal-Wallis and Uncorrected Dunn'’s tests, n=10 tPAWT, n=7 tPANull.
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Supplemental figure 6: Hydrodynamic transfection of pLIVE-Cre-GFP in VECad-
Cre2A mice. A: Construction scheme of plasmid pLIVE-Cre-GFP. The cDNA of Cre-
GFP was PCR amplified from a pCAG-Cre-GFP plasmid and fused into multiple
cloning sites of the pLIVE plasmid between BamHI and Notl. B: Experimental
schematic representation of hydrodynamic transfection of pLIVE-Cre-GFP. 48 h after
transfection of the plasmid, livers from transfected VECad-Cre®Amice were collected.
C: Epifluorescence images of liver slice from transfected VECad-Cret*A mice with
pLIVE-Cre-GFP (scale bar = 500pum). Immunostaining reveals GFP (green), Cre-

recombinase (red) and actin filaments with phalloidin (grey), confirming the transfection
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of the plasmid in hepatocytes. Images were digitally captured using a camera
(CooISNAP; Photometrics) and/or with an inverted confocal microscope (SP5, Leica).
Images were visualized respectively with Metavue 5.0 software (Molecular Devices,

USA) and LAS AF lite software (LEICA).
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Supplemental figure 7: Deletion of tPA in hepatocytes does not influence NVC in
VECad-CreAtPA mice. A: Colormap corresponds to the activation map related ACBF
changes during whiskers stimulations in VECad-Cre®"A mice transfected with
promotors empty-pLIVE or pLIVE-Cre-GFP. Warm colours indicate an elevation of

CBF during whiskers stimulations. B: Time course of % CBF increase (mean + SEM)

during whiskers stimulations (' ) of VECad-Cre®®A transfected with empty-pLIVE (=)
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or pLIVE-Cre-GFP (). C: Box plots show the variations of % CBF increase from

baseline during whiskers stimulations of VECad-Cre®"A mice transfected with
promotors empty-pLIVE or pLIVE-Cre-GFP. Box plot with medians, 1st and 3rd
quartiles, min and max with values for each mouse. *p < 0.05 from empty-pLIVE,

Mann-Whitney test, n=6 empty-pLIVE, n=10 pLIVE-Cre-GFP.
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Contexte bibliographique de I'étude

Afin de comprendre I'influence d'un organisme sur son conjoint chez des « siamois »,
dans les années 1860, Paul Bert présente dans son ceuvre "la greffe animale", une
technique chirurgicale permettant de connecter physiquement deux organismes
vivants (Bert, 1863), qui fut plus tard appelée « parabiose » (des mots grecs, para «
outre » et bios « vie » ; Sauerbruch & Heyde, 1912). En effet, il a suturé la peau de deux
rats albinos et a découvert que des fluides administrés en IV passaient de la circulation
d'un animal a son partenaire. Il a donc postulé que les animaux connectés
chirurgicalement développent spontanément un systéme circulatoire unique et

partagé par anastomose (Bert, 1863)

Les premieres chirurgies de parabioses consistaient en de courtes incisions au flanc de
chaque animal, mais la technique a évolué au fil des années, et les incisions cutanées
s'étendent maintenant sur tout le flanc ; de plus, dans certains modeles, les membres
sont suturés au niveau des articulations et les parois abdominales sont jointes afin
d'augmenter la stabilité et la surface de vascularisation (Conboy et al., 2013 ; Figure
51). Bien que d’autres especes animales aient étés incluses dans des expériences de
parabiose (Harris, 2013), il s'avere que les rongeurs récuperent le mieux de la chirurgie,
et avec une meilleure résistance contre les infections de plaies. Par conséquent, la

majorité des investigations ont été menées sur des rats ou des souris.
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Figure 51 : Illustrations des étapes de la chirurgie de parabiose chez la souris.

Les souris sont rasées le long des flancs opposés (A), et une incision cutanée est
pratiquée tout le long (B). La peau est libérée de la muqueuse péritonéale sous-jacente
de chaque lambeau cutané (C), en prenant soin de ne pas endommager le péritoine.
La connexion est sécurisée en suturant les articulations correspondantes (coudes et
genoux), a l'aide d'un fil passé dans les tissus mous de chaque articulation (F). Avec
la paire retournée pour révéler les lambeaux cutanés ventraux (G), le processus de
suture des articulations est répété, entrainant la génération de parabionts stables (H)
(adaptées de Conboy et al., 2013).

Les premieres études sur la parabiose ont rapporté des cas d'intoxication parabiotique
ou l'un des deux partenaires est mort subitement (Finerty & Panos, 1951 ; Hall & Hall,
1956). Bien que cette intoxication soit principalement due au manque d'uniformité
génétique entrainant un rejet de tissu, grace al’optimisation de cette technique un taux
de survie similaire a d'autres procédures chirurgicales invasives (> 80 %) peut
maintenant étre atteint chez les souris. Aujourd’hui, apres toutes les optimisations
décrites au fils des années, la parabiose se définit comme une union chirurgicale de
la peau de deux organismes de méme fond génétique, permettant le partage de la
circulation sanguine entre eux sans réaction immunitaire indésirable (Figure 52). Les
animaux sont reliés par les articulations du coude et du genou, puis leur peau est

suturée tout le long de leurs corps. Deux semaines apres la procédure, les systemes
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circulatoires partagés sont normalement stabilisés (Kamran et al., 2013 ; Call & Zhang,

2015).

Organism A

Organism B

Figure 52 : Systéme circulatoire dans la parabiose

Les organismes A et B (de méme fond génétique) partagent un apport sanguin
commun, qui se développe spontanément par anastomose post-opératoire. Ainsi,
une parabiose entre deux organismes avec différentes conditions physiologiques
peut étre utilisé pour évaluer l'effet systémique d'un organisme sur un tissu
particulier d'intérét chez son partenaire. (Eggel & Wyss-Coray, 2014).

Au cours des années 1960-1980, un pic de publications utilisant la parabiose a été
atteint, lié a une question principale de 1'époque, a savoir si les facteurs humoraux
transmissibles présents chez un animal avaient un effet physiologique sur son
partenaire adjacent. En 1969, Coleman a découvert un facteur de satiété, qui fut
identifié plus tard par Friedman comme étant la leptine (Zhang et al., 1994), grace a la
greffe d'une souris susceptible de développer un diabete de type II a une souris
consanguine sauvage (Coleman & Hummel, 1969 ; Coleman, 2010). De méme, les
travaux de Knudsen ont montré le role du rein dans I'hypertension a l'aide de la

parabiose (Knudsen et al., 1969).
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Outre I'étude des facteurs humoraux, la parabiose a permis d’étudier les effets induits
par l'exposition d'un organisme agé a un environnement systémique jeune. En
greffant ainsi des animaux d'ages différents, Ludwig et Elashoff ont fourni la premiere
preuve qu'un organisme agé vivait plus longtemps, en réponse a l'environnement
jeune apporté (Ludwig & Elashoff, 1972). Ces dix dernieres, ce modele performant a
fait ses preuves dans I'étude de la communication hormonale (Pierce et al., 2017), ou
la migration des cellules souches hématopoiétiques (Conboy & Rando, 2012).
Récemment, la parabiose s'est avérée essentiel pour étudier la physiologie du
vieillissement, et notamment 1'étude de facteurs circulants de jouvence, pour «

rajeunir » des parabiontes sénescents (Conese et al., 2017 ; Figure 53).
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Figure 53 : Etude de la réjuvénation dans le cadre du vieillissement physiologique,
par modéle de parabiose.

A la différence des animaux agés dont les muscles se régénere mal, lorsqu'un jeune
animal subit une blessure, il va augmenter sa capacité de myogenese, de neurogenese
et d’angiogenese afin de réparer ses muscles (A), notamment grace a l’activation de la
signalisation Notch (B). Dans le cadre de la parabiose hétérochronique, les facteurs
systémiques jeunes sont capables de rajeunir les cellules souches agées pour favoriser
une meilleure régénération (adapté de Conboy & Rando, 2012 ; Conese et al., 2017).
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En conditions pathologiques, bien que le tPA ait des effets bénéfiques au niveau
vasculaire, pour la lyse du thrombus et la restauration de la circulation sanguine grace
a son activité fibrinolytique (par I’activation du plasminogene en plasmine), il pourrait
également avoir des effets déléteres, comme par exemple la mort neuronale en
fonction du récepteur mis en jeu (Thiebaut et al, 2018). Le tPA favorise aussi
I'inflammation, d"une part en induisant I'activation microgliale (Zhang et al., 2009) et
d’autre part en promouvant l'infiltration des leucocytes a travers la BHE (Macrez et
al, 2011). Que cela se produise par des actions directes sur les cellules
parenchymateuses et/ou indirectement via des barrieres entre le sang et le SNC reste

incertain.

L’objectif de notre étude est donc d’examiner en détail le rdle du tPA circulant
(endogene) dans le cas d'une ischémie cérébrale. Nous avons donc développé une
parabiose entre une souris entierement déficiente en tPA (tPANu!) et une souris
sauvage (tPA"T). Notre hypothese est que le partage de la circulation sanguine entre
les animaux ramenerait les taux circulants de tPA a des niveaux physiologiques chez

la souris déficiente, sans affecter les autres compartiments de I’organisme.
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Article 3

Parabiosis to discriminate the wvascular versus
parenchymal contribution of endogenous tissue-type

plasminogen activator to stroke.

Principaux résultats obtenus

e Le tPA endogene est bénéfique dans un modele d'AVC thromboembolique

e La parabiose révele l'effet du tPA endogene circulant versus parenchymateux

lors d'un AVC thromboembolique
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Abstract

Intravenous injection of recombinant tissue-type plasminogen activator (tPA) is a
thrombolytic agent has revolutionized ischemic stroke management. Several observations
suggest that recombinant tPA, may also worsen the loss of integrity of nerve cells and of the
blood/brain interface during stroke, thus limiting the benefit of thrombolysis. Little is known
about the actual impact of endogenous tPA expressed in the brain parenchyma versus in the
circulation, during stroke. Accordingly, here, we developed parabioses between tPA deficient
mice (tPANYLY) and/or wild-type mice (tPAYT), anticipating that a tPAWT restores circulating
levels of tPA to normal levels in a tPANYLL parabiont, without affecting levels in other organs.
Then, stroke damages were investigated by MRI in a thrombo-embolic or a thrombotic stroke
model, indduced by thrombin- or FeCls, respectively. In the thrombin stroke model, after 24
hours, tPANULL/ tPANYLL parabionts displayed less spontaneous recanalization/reperfusion and
larger infarct volumes compared to tPAVTAPAWT littermates. However, when linked to a tPAYT
ischemic tPANYE mice had less severe perfusion deficits and brain infarcts than when linked to
atPANYmouse. In the FeCls model of stroke, homo- and hetero-typic parabionts did not differ
in the extent of brain damages and did not recanalize/reperfuse. All together, these data suggest
that endogenous parenchymal tPA has a limited overall impact during thromboembolic stroke,
and that endogenous circulating tPA from endothelial cells sustain a partially efficient vascular

patency.

Keywords

Parabiosis, thromboembolic stroke, thrombolysis, endothelium, cerebral blood flow, magnetic

resonance imaging
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Introduction

To date, the rapid re-establishment of blood perfusion is the only therapeutic approach
that has proven efficient in reducing brain lesions and functional deficits at the acute stage of
ischemic stroke. Reperfusion is achievable via pharmacological dissolution (thrombolysis)
and/or mechanical removal (endovascular thrombectomy). Thrombolysis with Actilyse
(Alteplase) has revolutionized the treatment of ischemic stroke (NINDS, 1995) and has paved
the way to the development of innovative clot-busting drugs, including Tenecteplase (Gauberti
et al., 2021; Li et al., 2022). Despite a favorable risk/benefit ratio, the overall clinical profit of
Actilyse may be reduced because of low rate of recanalization, a risk of intracerebral bleeding
(Sandercock et al., 2012; Tang et al., 2022) and side effects on/above the neurovascular unit

(J.-W. Cheng et al., 2018).

Actilyse is a recombinant form of a natural key fibrinolytic protease, tissue-type
plasminogen activator (tPA), that can cleave plasminogen into active plasmin, leading to the
degradation of fibrin clots (Collen & Lijnen, 1991). Under pathophysiological conditions,
endothelial cells and hepatocytes (E.G. Levin et al., 1997; Z. Zheng, Nayak, Wang, Arif
Yurdagul, et al., 2019) release endogenous tPA in the bloodstream (Schaller & Gerber, 2011),
possibly exacerbated under hypoxia/ischemia or high shear stress (D. Huber et al., 2002). tPA
is also expressed in key brain structures (eg hippocampus, cortex, amygdala), there, originating
from several cell types including neurons, activated microglia (Louessard et al., 2016; Siao et

al., 2003; Lépine, Douceau et al., under revision).

tPA can interact with various extracellular or membrane partners/substrates/receptors in
the brain parenchyma. This diversity explains why and how tPA has been described as a critical
mediator of brain pathophysiology throughout life (for review see Thiebaut et al., 2018).

Among others, tPA is now admitted to modulate neuronal fate (Tsirka et al., 1995; Liot et al.,



212

Résultats — Partie 3 (Article 3)

2006; Nicole et al., 2001), neuro-inflammation (Tsirka et al., 1996; Zhang et al., 2009), learning
and memory processes (Benchenane et al., 2004; Hébert et al., 2016), anxiety behavior (Tomasz
Matys et al., 2004), blood-brain barrier (BBB) homeostasis (Yepes et al., 2003; Macrez et al.,
2016). Of note, some of these functions do not depend on the conversion of plasminogen into

plasmin, and do not even imply tPA enzymatic activity.

Beside vascular fibrinolysis, circulating tPA may as well participate in some of the above-
mentioned CNS (dys)functions. These cerebral effects of circulating tPA might occur by direct
actions on the vessel wall. For instance, physiological neurovascular coupling, a phenomenon
that links neuronal activity to cerebral blood flow, is tuned by intraluminal tPA acting on N-
methyl-D-aspartate (NMDAR) on endothelial cells (Anfray et al., 2020; Yétim et al., under
revision). Conversely, under pathological conditions, this circulating tPA/NMDAR endothelial
partnership promotes BBB leakage and inflammation (Macrez et al., 2016; Mehra et al., 2020).
In addition to these direct effects on the brain vasculature, tPA can also “escape” from the blood
(Benchenane et al., 2005; Zuba, Furon et al., under revision), and add to parenchymal tPA to

increase neuronal activity and aggravate neuronal loss (Nicole et al., 2001; Anfray et al., 2021)

Preclinical studies investigating the role/effect of tPA during ischemic stroke have led to
controversial findings, reporting either beneficial (Tabrizi et al., 1999; Jiang et al., 2000; Orset
et al., 2007) or deleterious effects (Wang et al., 1998; Liu et al., 2004; EI Amki et al., 2012;
Orset et al., 2016; Zhao et al., 2017). But this literature can be criticized, because results are
mostly obtained in mice whose tPA is invalidated throughout the organism, and/or by
increasing the expression of tPA to irrelevant levels (mice genetically modified to overexpress
or not expressing tPA, hydrodynamic transfection, intraveinous injection of rtPA, etc.).
Moreover, potential genetic contamination of tPA-deficient mice have raised concerned about

the specificity of some phenotypic features in this mouse strain (Szabo et al., 2016).



Résultats — Partie 3 (Article 3)

Thus, up to now, elucidation of the real contribution of endogenous vascular tPA to brain
physiopathology remains challenging. Here, we aimed at developing an original tool that allows
discriminating the effects of endogenous vascular tPA on cerebral physiopathology. For this,
we developed heterochronic parabioses between wild type (tPAVT) and tPA-deficient (tPANYLL)
mice, with the assumption that blood circulation sharing restores the circulating level of tPA in

the deficient mouse, without affecting the level in the other compartments.

Materials and Methods

Animals

All experiments were conducted in accordance with the French ethical law (Decree 2013-118)
and the European Communities Council guidelines (2010/63/EU). Protocols were approved by
the local ethics committee (Cenomexa) accredited by the French Ministry of Research and
Higher Education (agreement numbers #19978, #19435). All applicable international, national,

and/or institutional guidelines for the care and use of animals were followed.

Experiments were performed on 8-12 weeks old male mice (see mouse lines section), bred in
our animal facilities (CURB, Caen, France) and housed in a 12h light/12h dark cycle with free

access to water and food.
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Mouse lines

C57BL/6 mice were from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). We also used tPAN!
mice and their wild type (tPAVT) littermates, VeCadCre/tPAF* mice and their WT littermates
(VeCadCre/tPAWT), all from the same genetic background (C57BL/6J). In collaboration with
the Mouse Clinical Institute (ICS, Illkirch, France, http://www.ics-mci.fr), we have engineered
tPAN" mice and tPA™° mice to obtain mice fully deficient in tPA and with conditional deletion
of tPA, respectively. To induce tPANY mice, tPAF* mice in which exon 3 of the Plat gene was
flanked by loxP sites were crossed with CMV-Cre mice to excise exon 3 of the Plat gene in
germline. We also used a mouse line with a conditional knockout of tPA in endothelial cells by
crossing tPA™™ mice with VE-Cadherin-Cre mice (B6.FVB-Tg(Cdh5-cre)7Mlia/J; # 006137;
kind gift from F. Millat, Institute of Radioprotection and Nuclear Safety, Fontenay-aux-Roses,

France), to obtain VECad-Cre*®™ mices and their WT littermates VECad-Cre"T.

Parabiosis

Parabioses were performed following the procedure described by Kamran et al., 2013. Three
weeks before the surgery, the two mice (5 weeks old - of same size and weight) were housed
together in the same cage so that they acclimate to each other. On the day of the surgery, mice
were anesthetized using 5% isoflurane in 70% N20/30% O and then maintained using 1.5-2%
isoflurane in 70% N20/30% O,. Analgesia was obtained by Buprenorphine (Buprécare®,
Axience, 0.1mg/kg). Animals were placed on the lateral position, back-to-back. A longitudinal
skin incision was performed starting to 0.5 cm above the elbow to 0.5 cm below the knee. The
skin from the subcutaneous fascia was gently detached to create 0.5 cm of free skin and both
elbow and knee joints were attached with non-absorbable suture. The skin of the two mice was

connected with 4-0 non-absorbable sutures. The animals were weighed and followed daily for
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two post-operative weeks. Post-operatively, parabionts were weighted every day and their
potential discomfort/pain was assessed on a scale developed (by us) for parabiosis, and with the
mouse grimace scale. Animals had free access to food (kibble, compote) and hydration directly
into the cage. They also received an anti-inflammatory agent (Doliprane 6g/l) in the bottles as

well as in the food (compote).

Blood glucose levels measurement to assess chimerism

To check the successful establishment of circulation chimerism, we assessed glycemia in both
parabionts (Liu et al., 2020) after injecting glucose to only one parabiont. Mice were
anesthetized using 5% isoflurane in 70% N.0O/30% O and then maintained using 1.5-2%
isoflurane in 70% N20/30% O>. The donor mouse (parabiont that received the injection) was
administered 100 pL of glucose (1.2 g/kg) within 10s via the tail vein. At different time points
after injection (1, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 and 60 min), a drop of blood (10-25 ul) was collected
via a scissor-made incision at the tail extremity of both donor and recipient mice. Glycemia was
measured on strips (Accu-Check performa; Ref: 06453996200) thanks to a commercially

available glucometer (Accu-Check performa; Ref: 06870228001).

Gadolinium diffusion to assess chimerism

The chimerism was also assessed by injecting DOTA-Gd (Dotarem®), 0.0 lmmol/ml through
a tail vein catheter in MRI. Then whole-body MRI sequences (7T MRI, Bruker, Germany) of
T2-weighted and T1-weighted were acquired up to one hour after the injection, on both animals
at the same time. Images were processed with an extension of ImageJ (Fiji), and analyses

consisted in substracting signals “Before” to “After” injection on the T1-weighted images. T1-
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weighted were superimposed to the T2-weighted images to visualize the localization of

gadolinium in organs.

Near-Infrared Fluorescence Imaging (NIRF) of Evans Blue diffusion to assess chimerism

Evans Blue (EB; 200ul, 2%) were intravenously injected in the tail of the donor parabiont. After
60 min, animals were placed in the planar NIRF system (Photon Imager; Biospace; excitation
wavelength was set to 650 nm with a 700-nm high-pass emission filter.) for a whole-body
analysis. Then, after euthanasia, the brain, heart, liver, kidneys, spleen and eyes (n=3 per group)
were harvested and placed in the planar NIRF system (Photon Imager; Biospace). Measurement
of the fluorescence of all organs was performed at the same time; therefore, background

fluorescence was the same for all organs.

Stroke models

Animals were anesthetized with isoflurane 5% and maintained with 2% isoflurane in a
70%/30% mixture of NO2/O>. Rectal temperature was controlled at 37+/-0.5°C throughout the
surgical procedure using a heating system. Mice were placed in a stereotaxic device, the skin
between the right eye and ear was incised, and the middle cerebral artery (MCA) was exposed

after a small craniotomy. Two stroke etiologies were reproduced in these animals.

Stroke with a fibrin rich / tPA sensitive clot: after excision of the dura mater a micropipette

filled with purified murine alpha-thrombin (0.05 mg; Stago BNL) was introduced into the MCA
lumen, then 1 pL of thrombin (1.5UI) was injected to induce in situ clot formation. The pipette

was removed 10 minutes post-occlusion (Orset et al., 2007). This model was performed on
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tPANU! or VECad-Cre*** mice and their respective WT littermates (without parabiosis) and in

one animal of homo-typic (WT/WT; Null/Null) and hetero-typic (Null/WT) parabiotic pairs.

Stroke with a platelet rich / tPA resistant clot: a triangle piece of Whatman™ filter paper strip

was placed on the intact dura mater over the endothelium, then freshly prepared FeClz (40%,
Sigma-Aldrich) was apply on the Whatman paper for 4 minutes and washed twice with saline
(Martinez de Lizarrondo et al., 2017; van Moorsel et al., 2022). This model was performed in

one animal of homo-typic (WT/WT; Null/Null) and hetero-typic (Null/WT) parabiotic pairs.

Laser Doppler Speckle Flowmetry to assess cerebral blood flow (CBF) during stroke

induction

Laser Doppler Flowmetry (LDF) was used to measure relative CBF of the whole surface of the
brain with intact skull. Immediately after stroke induction, images were continuously recorded
for 40 min using a laser speckle contrast imager (MoorFLPI-2, Moor Instrument, Exposure
Time: 20s, Filter: 25 frames, Sample Interval: 1000ms, Image Resolution: 752 x 580). Analysis
was made with MoorFLPI-2 Review V5.0 software. Results are the % of CBF loss in the

ipsilateral hemisphere/ROI compared to the contralateral hemisphere/ROI.

Magnetic Resonance Imaging (MRI) of post-stroke lesion volume and residual CBF

MRI analyses were carried out on a Pharmascan 7 T/12 cm system using surface coils (Bruker,
Germany). Non-paired or parabionts were placed in a rat cradle (to image both animals at the
same time). Animals were anesthetized using 5% isoflurane in 50% N20/50% O3, then

maintained under 2% isoflurane in 50% N20/50% O.. They were monitored by a breathing
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module in order to adapt the anesthesia according to the respiratory rate and they were thermo-

regulated by a heating blanket between 36.5°C and 37.5°C.

Twenty-four hours post-stroke, T2-weighted images were acquired using a multi-slice multi-
echo sequence: TE/TR 33 ms/2500 ms. Lesion volumes were quantified using the ImageJ
software. Two-dimensional time-of-flight angiographies (TE/TR 12 ms/7 ms) were acquired
and analyses of the MCA angiogram were also performed to control the recanalization status
of the MCA.. The angiographic score of MCA (angioscore) is inspired on the TICI grade flow
scoring (Fugate et al., 2013). Score 0 refers to the absence of any anterograde flow beyond the
MCA. Score 1 is incomplete filling of the distal bed. Score 2 is almost complete filling of the
distal territory. Score 3 is complete filling of the distal territory. Arterial Spin Labeling (ASL)
sequence was performed from a single slice of the T2-weighted images, for a quantitative

mapping of brain tissue perfusion.

Blood sampling

After induction, animals were maintained anesthesized with isofluorane 5%. Animals were
spontaneously breathing during the intracardiac infusion. A thoracotomy allowed accessing the
heart. After ventricular puncture of approximately 0.5-1ml of blood, in an anticoagulant fraction
(Sodium Citrate 0.129M; 1/9 of the volume of blood collected), a cannula was inserted into the
left ventricle of the heart. Then, a peristaltic pump injected about 20 ml heparinized NaCl at
4°C with a flow rate of 15 ml/min to rinse the vascular system. These samples were centrifuged
twice at 15009 for 15 min at room temperature (RT) to separate the plasma and obtain platelet-

poor plasma.
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ELISA for tPA

Mouse plasma was collected as described in the Blood sampling section. Total plasmatic tPA
from mice were analysed using a commercial ELISA kit (Innovative Research, Inc.) according

to the manufacturer’s instructions.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad software: Mann-Whitney test for
ASL/inter-groups and lesion volume analysis in tPANY" and VECad-Cre®** line (mean +/-
SEM); Kruskal-Wallis test for Speckle Doppler analysis in tPAN"!| \VVECad-Cre 24 line and
tPANU" under parabiosis (mean +/- SEM); Friedman test for ASL/intra-groups analysis in
tPANU! \VECad-Cre™ line and tPANU" under parabiosis (mean +/- SEM); 2way ANOVA with
Tukey’s test for ASL/inter-groups analysis in tPANU"' line under parabiosis (mean +/- SEM),
Glycemia measurement (mean +/- SD) and ELISA assay/inter-groups (mean +/- SEM); one
way ANOVA test for lesion volume analysis in tPANU" line under parabiosis; Kruskal-Wallis
and Uncorrected Dunn’s tests for ELISA assay/intra-groups. Data were considered statistically

different if probability values (p) were at least < 0.05.
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Results

Endogenous tPA is beneficial in a model of thrombo-embolic stroke

In order to study the effect of endogenous circulating tPA in relevant preclinical models, we
first compared a new tPA-deficient mouse strain (tPANYL Douceau et al., 2022) and its wild
type littermate (tPAT) in a model of ischemic stroke in which the occlusive clot is sensitive to
thrombolysis (Orset et al., 2007; Martinez de Lizarrondo et al., 2017) Figure 1A). In this
thrombin-induced model, the impact of tPA deficiency is a global reflect of the vascular and
parenchymal effects of the endogenous protease. The drop in CBF achieved at the initiation of
stroke (measured by Speckle flowmetry) was identical in both genotypes (figure 1B, 37.62 %
in tPANYLL versus 39.94 % in tPAYT, n=10 per group, p=0,6842). However, 24 hours later, the
analysis of angiographic scores showed that while full or partial recanalization of the MCA has
occurred in 90% of tPAWT mice, the majority of tPANYLE mice showed no recanalization (figure
1C). In line with this, ASL maps of CBF (Figure 1D-F), showed that the ischemic area remained
largely hypoperfused compared to its contralateral homologue in tPANY': mice (27.28 % versus
contralateral). This hypoperfusion was less severe in tPAWT animals (60.31 % versus
contralateral) (Figure 1F, E). Consistant with these vascular aspects, the infarcted lesion was
38.79% bigger in tPANYLE versus tPAWT mice (n=10 per group, 26.01 mm? versus 18.74 mm?,
p=0,0232, figure 1G-H). Altogether, these findings demonstrate the overall benefit of

endogenous tPA in a thrombo-embolic model of stroke.

Parabiosis unmasks the effect of endogenous circulating versus parenchymal tPA during

thrombo-embolic stroke

We then sought to determine the respective contribution of vascular and parenchymal tPA to

the above-described phenotype after thrombin-induced stroke. We thus developed parabiosis
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with the idea that via the shared circulation, a tPA"T mouse could restore circulating levels of

a tPANYE mouse to normal levels, without influencing other compartments.

We first validated the surgical approach by showing the actual sharing of blood between two
WT parabionts. First, 5, 15 or 22 days post-surgery, glycemia was followed-up for 1 hour in
both the donor and the recipient parabionts after a single bolus of glucose iv. In the donor
mouse, whatever the delay post-surgery, glycemia reached a plateau within 1 minute and began
to decline back to normal levels from 15 minutes post-bolus. In the recipient animal, glucose
levels did not rise when the test was performed after 5 days of parabiosis. Fifteen days post-
surgery, glycemia increased in the blood of the recipient 15 and 20 minutes after the bolus was
administered to the donor. Twenty-two days post-surgery, glycemia increased in the blood of
the recipient from 5 to 40 minutes after the bolus was administered to the donor (Figure 2A).
These data show that the chimerism between both animals is effective after 22 days. This was
confirmed first by T1 MRI analyses (Figure 2B-C), showing the diffusion of gadolinium from
the donor to the recipient, and with NIRF imaging (Figure 2D-E), showing the transfer of
vascular Evans blue from the donor to the recipient (see images of whole bodies and of isolated
non perfused organs). Finally, we performed ELISA assays of circulating tPA levels in homo-
(tPAVTHPAWT and tPANYELAPANYLL nairs) and hetero-chronic parabionts (tPAYT/tPANULL
pairs) (Figure 2F). tPA levels were identical in each parabiont of each pair. As expected,
circulating tPA levels in the tPANUL parabionts of tPAVWT/tPANYLE pairs were back to the levels
of tPAWT animals. This shows that with parabiosis, the tPA"T mouse acts as a donor of

circulating tPA, which validates our strategy of rescue.

We then constituted 4 experimental groups: tPANULLAPANYLL) tPAWT(PAWT),

tPANULLAPAWT) and tPAYT(tPANYLL) in which one animal was subjected to thrombin-induced
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stroke (the animal in brackets is the non stroked animal, Figure 3A). The drop in CBF achieved
at the initiation of stroke was identical in the four groups (Figure 3B), suggesting that clot
formation was homogeneous. However, after 24h, the quantification of CBF by ASL in the
lesioned area showed that the residual hypoperfusion was more severe in the absence of tPA
throughout the body (tPANULL(tPANULL) versus tPAWT(tPAWT)). Despite the sharing of
circulation, the tPAYT of tPANULL(tPAWT) pairs did not rescue spontaneous reperfusion in their

tPANULL partners (Figure 3D-E).

As observed in non parabiontic animals (Figure 1), the infarcted lesion was bigger in tPANULE
versus tPAYT mice of the homotypic pairs (+69,4%, n=10 per group, 30.16 mm?3 versus 17,80
mm?, p=<0,0001, figure 31-J). In heterotypic tPANY-L(tPAWT) pairs, the tPAWT parabiont partly
protected the tPANULL against stroke-induced infarction (21% smaller lesion in the tPANULE
when linked to a tPAWT versus to a tPANYEE mouse). Together, these data show that in this
stroke model, endogenous vascular tPA is a key player in the evolution of stroke damages, with

a prevailing beneficial activity.

The most likely mechanism responsible for the beneficial effect of circulating tPA observed in
the thrombin model is promotion of reperfusion by clot lysis/prevention of micro-thrombosis.
We thus constituted another series of 4 experimental groups: tPANULL(tPANULL)
tPAVTPAWT) tPANULLAPAWT and tPAWT(tPANYLL) in which one animal was subjected to the
ferric chloride-induced stroke model, which is not sensitive to tPA-driven thrombolysis (Figure
4A). The drop in CBF achieved at the initiation of stroke was identical in the four groups (figure
4B), suggesting that clot formation was homogeneous. In contrast to the findings in the
thrombin-stroke model, after 24h, none of the animals, whatever its group, showed spontaneous
reperfusion in the lesioned area (Figure 4C-H). Importantly, the stroke lesions were similar in
the four groups: 20.40 mm?2in the tPAWT(tPAWT), 23.52 mm? in the tPANULL(tPANULL) 22,70

mm? in the tPANYLLPAWT) and 23.51 mm? in the tPAWT(tPANULL). Together, these data
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confirm that FeCl3z produces a tPA-resistant clot, and that in this context, endogenous tPA has

no impact at all, neither in the blood nor in the parenchyma.

Back to the thrombin-induced model of stroke, we sought to determine if, in response to clot
formation, endothelial cells release enough tPA to promote spontaneous
reperfusion/recanalization. We thus used a mouse line with a conditional knockout of tPA in
endothelial cells. These mice with a selective depletion of tPA from endothelial origin
recapitulated the phenotype of tPANU'E mice. First, the extent of CBF loss achieved at the
initiation of stroke was identical in both the VECad-Cre?** and VECad-Cre"T (Figure 5B,
44.13% versus 47.76%, p=0,5132, n=10 per group). However, 24 hours later, while all VECad-
CreWT animals had totally or partially recanalized, VECad-Cre**™” performed worse, with up to
40% of animals with no recanalization (Figure 5C). The extent of residual hypoperfusion in the
lesioned area tended to be worse in the VECad-Cre*™ (Figure 5D-F), and the infarcted lesion
was 18.95% bigger in VECad-Cre*™A versus VECad-Cre"V™ mice (n= 10 per group, 25.32 mm?®

versus 21.27 mm?, Figure 5G-H, p=0,0147).

Discussion

While the utility of tPA for the treatment of ischemic stroke is not questioned, even in
the thrombectomy era (Gauberti et al., 2021; Powers et al., 2019), several limits exist, some
being associated to the access/eligibility to the drug, others being associated to the drug itself

(Sandercock et al., 2012), which could well be true as well for endogenous tPA.

Our aim here was to specifically address the role of vascular versus parenchymal endogenous
tPA. We demonstrate thanks to various conditional knockout mice and parabiosis, that
physiological levels of circulating tPA allow after 24 h a significant reperfusion of the ischemic

brain, which translates into brain protection.
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The same question as our has recently been addressed by Torrente and colleagues (2022), using
an interesting alternative approach targeting the two main inhibitors of tPA: neuroserpin (NSP),
which is only expressed in the brain, and the type 1 plasminogen activator inhibitor, PAI-1,
which is mainly expressed in (but not restricted to) the circulation. The authors compared the
phenotype of PAI-1 KO versus NSP KO mice after stroke, with the assumption that NSP
deficiency unmasks the effect of parenchymal tPA, while PAI-1 deficiency unmasks the effect
of tPA in the circulation. Their findings suggest that NSP deficiency enhances tPA activity in
the parenchyma which increases BBB permeability and worsens stroke outcomes, while PAI-1

deficiency enhances fibrinolysis and improves recovery.

Here we used another strategy to dissect the parenchymal versus circulating effects of
tPA. First, we used a new mouse strain, the tPAN"" mice, that we have developed since the
classical tPA KO strain has been questioned (Szabo et al., 2016). Physiologically, these tPANY!
mice display hyperactivity, reduced anxiety, and impaired spatial memory (Douceau et al.,
2022). We also developed a unique approach, parabiosis, with the idea that when paired to a
tPAN" mouse, a tPAWT mouse should allow rescuing circulating levels of tPA to physiological
ranges in the deficient mouse. Our main findings are that in a model of thrombo-embolic stroke,
known to be sensitive to tPA, endogenous circulating tPA can, with time, allow the
recanalization of the occluded artery, as well as reperfusion in the ischemic tissue, thus avoiding

expansion of the infarct.

We did not observe any effect of genotypes on CBF drops at stroke initiation. In the same model
of stroke and in the absence of any treatment, it has been shown by laser doppler (EI Amki et
al., 2012; Orset et al., 2007) and by ultrafast ultrasound imaging (Hingot et al., 2020), that no
reperfusion/recanalization has yet occurred after 2h in the ischemic area. Thus, the spontaneous
reperfusion/recanalization we observed 24h later may begin at later stages than in these first 2

hours of stroke. Another interesting finding is that, in the same model, a diabody specific for
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TAFI and PAI-1 administered early after stroke onset (20 minutes) caused a twofold decrease
in brain infarct size 24 hours later, and was even more efficient than administration of
exogenous tPA at the same time point (Wyseure et al., 2015). This indicates that endogenous
PAI-1 prevents the very early action of tPA but that later on, active levels of tPA are then

sufficient to allow reperfusion/recanalization and brain protection.

Dong et al. published in 2016 an interesting meta-analysis of the impact of mechanical
stroke models in tPA KO mice. They concluded that due to a huge heterogeneity, endogenous
tPA had no effect on brain infarction. Indeed, both smaller and bigger lesions have been
observed in tPA KO mice (Wang et al., 1998; Nagai et al., 1999; Tabrizi et al., 1999; Roussel
et al., 2009). In fact, no study, before the present one, has ever tested tPA deficient mice in a
stroke model involving a thromboembolic blood clot. Overall, this highlights the importance of
the choice of relevant stroke models. It may be that tPA (endogenous or exogenous) is beneficial
via its thrombolytic activity, in stroke models with secondary brain thrombosis or
thromboembolism (Tabrizi et al., 1999; Jiang et al., 2000; Orset et al., 2007). Otherwise, or if
thrombolysis is performed outside of its therapeutic window, the neurotoxic tPA effects may
prevail (Wang et al., 1998; Liu et al., 2004; EI Amki et al., 2012; Orset et al., 2016; Zhao et al.,

2017).

Our data did not suggest a major contribution of parenchymal endogenous tPA to brain lesions.
But, it is important to mention that in the ischemic brain, endogenous tPA may exert deleterious
effects on the grey matter, but protective effects on the white matter (Correa et al., 2011; Pu et

al., 2019).

Finally, it could be relevant to determine which form of tPA is involved in the observed effects.

Indeed, single chain and two chain forms of have similar thrombolytic properties in the presence
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of fibrin (Parcq et al., 2012), but some functions of tPA are specific of its single chain form,
especially its ability to promote NMDAR signaling and excitotoxicity (Parcq et al., 2012) and
the two chain form is less efficient to reduce lesion volume and BBB leakage, and to improve

functional recovery (Anfray et al., 2021).

List of abbreviations: ASL, BBB, CBF, CNS, LDF, IV, MCA, MRI, NIRF, NMDAR, NPS,

PAI-1, tPA
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Figure legends
Figure 1:

A. Schematic representation of the experimental timeline for laser Doppler flowmetry
monitoring of cerebral blood volumes until 40 min after MCAo and MRI follow-up 24 h after
stroke induction. B. Colormaps and corresponding quantification showing the decrease of CBF
in ispilateral hemisphere, during stroke induction in tPAWT or tPAN"mice, using Laser Doppler
Flowmetry measurement. Measurements are made either in full ipsilateral hemisphere (global)
or subdivised in 3 categories; (Zone 1 = ischemic focus; Zone 2 = Penumbra; Zone 3 =
Oligemia) and compared with contralateral mirror ROIs. Color intensity goes from blue (no
CBF signal) to red (strong CBF signal). Circles represent values for each mouse (mean + SEM,
n=10 per group). Kruskal-Wallis test. C. Representative 3D-reconstructed angiographies
illustrating recanalization score 0 (top) or score 2 (bottom) at 24h after stroke. Quantification
of Percentage of recanalization score at 24 hours after stroke onset in tPAYT or tPAN mice
(mean + SEM, n=10 per group). Score 0 = complete occlusion; Score 1 = incomplete filling of
the distal territory; Score 2 = complete recanalization. D. Representative Arterial Spin Labeling
(ASL) mapping from a single T2-weighted slice (slice with the bregma), at 24 after stroke, in
tPAWT and tPAN! mice. E. Quantification of tissular perfusion in the lesion site and full
hemisphere, compared to contralateral hemisphere in tPAYT and tPAN" groups, independently
at 24 hours after stroke. Each points represent values for each mouse (mean + SEM, n=10 per
group). **p < 0.005, ***p < 0.001, Friedman test. F. Comparison of the tissular perfusion in
the full hemisphere and lesion site between the 2 groups at 24 hours after stroke. Each points
represent values for each mouse (mean £ SEM, n=10 per group). **p < 0.005, ***p < 0.001
Mann-Whitney test. G. Representative T2-weighted MRI brain images of the ischemic lesion
at 24 hours after stroke (left) and oedema distribution around the bregma (right), in tPAYT and
tPAN' mice. H. Quantification of lesion volume at 24 hours after stroke in tPAWT and tPANY!

mice (mean = SEM, n=10 per group). *p < 0.05, Mann—Whitney test.
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Figure 2:

A. Parabiosis chimerism validation by IV injection of glucose (100ul, 1.2 g/kg) in tail vein of
donor mice, glycemia (mg/dl) of both donor and recipient mice was measured from TO during
1 hour, at D5, D15 and D22 following parabiosis surgery (mean + SD, D5: n=5; D15: n=7,
D22: n=7). p<0.05, **p <0.005 and ***p < 0.001 from TO, 2-way ANOVA test. B. Representative
MRI acquisition of parabionts at different time points following IV DOTA-gd injection (200 pl,
0.01 mMol/ml) in donor mice to validate parabiosis model. T1-weighted image (white, rigth)
represents DOTA-Gd signal and was superposed on anatomical T2-weighted image (left). C.
Quantification of DOTA-Gd distribution between parabionts at different time points after injection.
D. Representative photomicrographs (n=3) ex vivo and using near-infrared Fluorescence
Imaging (NIRF) technique of liver for donor and recipient mice 60 min after EV injection,
compared to a control mice. Color intensity goes from blue (no EB intensity) to red (strong EB
intensity). E. Representative photomicrographs (n=3) of different organs of both parabionts, 60
min after EV injection, compared to a control mice. Organs are compared ex vivo and using NIRF
technique. F. Graphs representing ELISA analyses of total tPA in both parabiont of each group:
homo-typic (WT/WT; Null/Null) and hetero-typic (Null/WT). Plasma samples were collected
at 3 weeks after parabiosis and subjected to ELISA analysis (mean + SEM, n=4 for WT/WT
and n=5 for Null/Null and Null/WT). *p < 0.05, Kruskal-Wallis and Uncorrected Dunn’s tests
and 2-way ANOVA test.



LIVl Résultats — Partie 3 (Article 3)

n” ™ — = WTYWT B Null*wT
. ©
A . ] ‘ o B ..‘== 120 = Null*/Nun m WT*Null
PR TN L. A
’ Speckle Perfusion ASL . Diffusion ADC 1004
Y ¢ 3weeks ) | pe‘t i @ @ E
) ) | ) monitoring R ‘=ﬂ, . R g so-
1 L ] . x
i I 1 ! | > fl-_- 60
t-3W [ ST TIT Em—— » t+40min t+24h o
Parabiosis - 7T-MRI 2 404
surgery e N/ ) [
S a 20+
=
Thrombin-induced 'E_ 0-
occlusion - Zone 1 Zone?2  Zone3 Global
C wry/wr  nNul!/Null Null*/WT  wr*/Null D @ - .
— I I — —— 100 &7 100 *
= =l = —_— — *
z 3 B z E g0l g & P e
=2 = = =) = £
o € @ [ = - o
= S = S £ 60 £ 60 ¢ o ®
: g g a 5 5 g o
—— — —. — 500 e 404 £ 404
375 o o
L 204 L 20
U_l‘J ﬁ S 5 250 == =
< < < < 125 0- 0-

3 || || = | S S S
é(i;\\@& & LIS

" ® *
W T wr in=10) F N Ul mun =10y G Null*mwr (=10) H W Tt n=10)
ns ns

ns
250+ ﬁ 250 - 2507 — 250
ns EEEE * EEEE ns *
ns — —
Z0q B o == E 200 E 200+ 200+ ]
E o E o | & £ o £
S 150 | S 504 g © S 150 Mg o S 150-
= = = =
= = =
E 100-] E 100-] E 100+ £ 1004 o
w w w &
8 50+ 8 50+ 8 504 & 504
0- 0- 0- 0- ;
L#@ & c‘n&e & LF‘\\& & ;P&Q & LF}\\& o CP&Q « LFﬁSb « GQ&Q o
Hemisphere Lesion Hemisphere Lesion. Hemisphere  Lesion Hemisphere  Lesion
'.".'I'.I’WTfn=10] sa/Null (n=6) Nuu-rWT[n:m] wr«Null (n=10)
ns e ns ns
250 ns e 250 250+ ns ns 250+
o o & o a
_Té‘zna- Taw0d T %‘200- %‘zon- &
E E E
2 1504 2 150 & 150 & 150
=] = = =
= = = =
E 100+ E 100-] E 100 E 100
w w w w
B 504 5 504 5 50+ o 504
0- 0- 0- 0-
of ﬂ‘\@ \@\ L#Q-& \QD} of §\gb \é\ tp\‘-& \QI';j CP&Q \Q@ Lﬁ\@ \Q‘> Lﬁ&o \Q‘> c’no\gb \@\
Hemisphere Lesion Hemisphere Lesion Hemisphere Lesion Hemisphere Lesion

-' * %%k

i - 50 ’—‘* B WTHwr
40 * o B WT*/Null
g £ 4uUS
: £ ’L| ©  E NulPwr
- é 030_ ns "
H £ 0 Null*mNun
El =
= g 204
=
L
- 310_
|
: e e e 0~ + - - Parenchymal
WT*/WT NLI”‘/NU” Nu”*/WT WT*/NU” Infarct area [mm?]
+ + + - \Vascular

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)



Résultats — Partie 3 (Article 3)

Figure 3:

A. Schematic representation of the experimental timeline for laser Doppler flowmetry
monitoring of cerebral blood volumes until 40 min after MCAo and MRI follow-up 24 h after
stroke induction. B. Quantification showing the decrease of CBF in ispilateral hemisphere,
during stroke induction in homo-typic (WT*/WT; Null*/Null) and hetero-typic (Null*/WT;
WT*/Null) groups (the ischemic mouse is mentioned in bold with *), using Laser Doppler
Flowmetry measurement. Measurements are made either in full ipsilateral hemisphere (global)
or subdivised in 3 categories; (Zone 1 = ischemic focus; Zone 2 = Penumbra; Zone 3 =
Oligemia) and compared with contralateral mirror ROIs. Circles represent values for each
mouse (mean + SEM, n=10 per group). Kruskal-Wallis test. C. Representative Arterial Spin
Labeling (ASL) mapping from a single T2-weighted slice (slice with the bregma), at 24 hours
after stroke, in homo-typic (WT*/WT; Null*/Null) and hetero-typic (Null*/WT; WT*/Null)
groups. D. Comparison of the tissular perfusion in the lesion site and full hemisphere between
all groups at 24 hours after stroke. Each points represent values for each mouse (mean = SEM,
n=10 per group). 2way ANOVA with Tukey’s test. E-H. Quantification of tissular perfusion in
the lesion site and full hemisphere, compared to contralateral hemisphere (top) and comparison
with the non stroked parabiont (bottom) in WT*/WT (E), Null*/Null (F), Null*/WT (G),
WT*/Null (H) groups, at 24 hours after stroke. Each points represent values for each mouse
(mean £ SEM, n=10 per group). *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p < 0.001, Friedman test. I.
Representative T2-weighted MRI brain images of the ischemic lesion at 24 hours after stroke
(left) and oedema distribution around the bregma (right) in homo-typic (WT*/WT; Null*/Null)
and hetero-typic (Null*/WT; WT*/Null) groups. J. Quantification of lesion volume at 24 hours
after in homo and hetero-typic groups (mean + SEM, n=10 per group). *p < 0.05, One Way
ANOVA test.
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Figure 4:

A. Schematic representation of the experimental timeline for laser Doppler flowmetry
monitoring of cerebral blood volumes until 40 min after MCAo and MRI follow-up 24 h after
stroke induction. B. Quantification showing the decrease of CBF in ispilateral hemisphere,
during stroke induction in homo-typic (WT*/WT; Null*/Null) and hetero-typic (Null*/WT;
WT*/Null) groups (the ischemic mouse is mentioned in bold with *), using Laser Doppler
Flowmetry measurement. Measurements are made either in full ipsilateral hemisphere (global)
or subdivised in 3 categories; (Zone 1 = ischemic focus; Zone 2 = Penumbra; Zone 3 =
Oligemia) and compared with contralateral mirror ROIs. Circles represent values for each
mouse (mean + SEM, n=10 per group). Kruskal-Wallis test. C. Representative Arterial Spin
Labeling (ASL) mapping from a single T2-weighted slice (slice with the bregma), at 24 hours
after stroke, in homo-typic (WT*/WT; Null*/Null) and hetero-typic (Null*/WT; WT*/Null)
groups. D. Comparison of the tissular perfusion in the lesion site and full hemisphere between
all groups at 24 hours after stroke. Each points represent values for each mouse (mean = SEM,
n=8 WT*/Null, n=10 per group). 2way ANOVA with Tukey’s test. E-H. Quantification of
tissular perfusion in the lesion site and full hemisphere, compared to contralateral hemisphere
(top) and comparison with the non stroked parabiont (bottom) in WT*/WT (E), Null*/Null (F),
Null*/WT (G), WT*/Null (H) groups, at 24 hours after stroke. Each points represent values
for each mouse (mean = SEM, n=8 WT*/Null, n=10 per group). *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p
<0.001, Friedman test. I. Representative T2-weighted MRI brain images of the ischemic lesion
at 24 hours after stroke (left) and oedema distribution around the bregma (right) in homo-typic
(WT*/WT; Null*/Null) and hetero-typic (Null*/WT; WT*/Null) groups. J. Quantification of
lesion volume at 24 hours after in homo and hetero-typic groups (mean = SEM, n=8 WT*/Null,
n=10 per group). *p < 0.05, One Way ANOVA test.
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Figure 5:

A. Schematic representation of the experimental timeline for laser Doppler flowmetry
monitoring of cerebral blood volumes until 40 min after MCAo and MRI follow-up 24 h after
stroke induction. B. Colormaps and corresponding quantification showing the decrease of CBF
in ispilateral hemisphere, during stroke induction in VECad-CreV" or VECad-Cre*®™ mice,
using Laser Doppler Flowmetry measurement. Measurements are made either in full ipsilateral
hemisphere (global) or subdivised in 3 categories; (Zone 1 = ischemic focus; Zone 2 =
Penumbra; Zone 3 = Oligemia) and compared with contralateral mirror ROIs. Color intensity
goes from blue (no CBF signal) to red (strong CBF signal). Circles represent values for each
mouse (mean +* SEM, n=10 per group). Kruskal-Wallis test. C. Representative 3D-
reconstructed angiographies illustrating recanalization score 0 (top) or score 2 (bottom) at 24h
after stroke. Quantification of Percentage of recanalization score at 24 hours after stroke onset
in VECad-Cre"T or VECad-Cre®®™A mice (mean + SEM, n=10 per group). Score 0 = complete
occlusion; Score 1 = incomplete filling of the distal territory; Score 3 = complete recanalization.
D. Representative Arterial Spin Labeling (ASL) mapping from a single T2-weighted slice (slice
with the bregma), at 24 after stroke, in VECad-Cre'V™ or VECad-Cre*™ mice. E. Comparison
of the tissular perfusion in the full hemisphere and lesion site between the 2 groups at 24 hours
after stroke. Each points represent values for each mouse (mean = SEM, n=10 per group). *p <
0.005, Mann-Whitney test. F. Quantification of tissular perfusion in the lesion site and full
hemisphere, compared to contralateral hemisphere in VECad-Cre'V™ or VECad-Cre®* groups,
independently at 24 hours after stroke. Each points represent values for each mouse (mean +
SEM, n=10 per group). **p < 0.005, ***p < 0.001, Friedman test. G. Representative T2-
weighted MRI brain images of the ischemic lesion at 24 hours after stroke (left) and oedema
distribution around the bregma (right), in VECad-Cre"" or VECad-Cre*®™* mice. H.
Quantification of lesion volume at 24 hours after stroke in VECad-Cre'V" or VECad-Cret*A

mice (mean = SEM, n=10 per group). *p < 0.05, Mann—Whitney test.
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Dans ce travail, nous nous sommes intéressés au tPA circulant, afin d’en
comprendre mieux l’origine et d’élucider si et comment, il interagit avec le systeme
nerveux pour en modifier les (dys)fonctions. Un premier point de ce travail a consisté
a cibler et identifier une nouvelle porte d’entrée dans le SNC pour le tPA d’origine

vasculaire, a savoir les plexus choroides, une interface unique entre le sang et le LCS.

1.1 Le tPA vasculaire traverse la BSLCS pour rejoindre le

parenchyme cérébral

En 2005, les travaux de I'équipe ont suggéré que le tPA circulant pouvait contrdler
des processus physiopathologiques cérébraux, par sa capité a rejoindre le parenchyme
en traversant la BHE. Notamment, les auteurs ont pu détecter du tPA dans le LCS, 1
heure apres I’avoir injecté par voie intraveineuse chez le rat, et ont aussi observé une
co-localisation du tPA avec la lame basale et les pieds astrocytaires, en
immunohistologie (Benchenane, et al.,, 2005a, b). La BHE est donc depuis une
quinzaine d’années considérée comme une porte vers le cerveau pour le tPA circulant.
Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a une autre barriere, la BSLCS formée
par les PCs, qui s’avere étre une voie critique de migration, notamment pour les
cellules inflammatoires, vers le parenchyme cérébral (Spector et al., 2015 ; Engelhardt

& Ransohoff, 2012 ; Ghersi-Egea et al., 2018).

Nous avons donc testé 'hypothese selon laquelle les PCs pourraient étre une voie

d'entrée du tPA vers parenchyme cérébral.
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1.1.1 L’épithélium choroidien internalise le tPA vasculaire exogeéne.

La 1%« étape a été de développer un modele de culture primaire de CEPCs de
souris, adapté du protocole développé chez le rat par Monnot & Zheng (2013). Les
cultures primaires permettent d’obtenir un modele de barriere notamment via
I'établissement des jonctions serrées inter-cellules, comparativement aux lignées
cellulaires inductibles qui elles n’expriment pas toujours les protéines caractéristiques
dun épithélium ou n’établissent pas des jonctions serrées completes (Lazarevic &

Engelhardt, 2015).

Nous avons montré que les CEPCs sont capables d’internaliser du tPA exogene
(tPA®®), avec une accumulation dépendante de la dose et du temps d’exposition, et
bloquée a 4°C. Ces résultats démontrent que I'internalisation du tPA par les CEPCs in

vitro est un phénomene actif.

Nous avons confirmé l’existence de cette internalisation du tPA, ex vivo sur des
explants fraichement isolés, puis in vivo: chez la souris, suite a une injection
intraveineuse, nous observons du tPA5 dans I'épithélium des PCs, et nous
démontrons un profil d’internalisation en forme de cloche, avec un pic 30 minutes
post-injection. Deux hypotheses pourraient expliquer cette courbe en cloche : soit le
tPA traverse les CEPCs pour gagner le LCS, soit il est internalisé puis dégradé dans les

CEPCs.

Notons également que le marquage ponctiforme observé est tres évocateur d'un
transport vésiculaire. Nous avons d’ailleurs des éléments en ce sens, puisqu’in vivo le
signal tPA est colocalis¢ avec AP2, un marqueur des vésicules d’endocytose

recouvertes de clathrine.
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1.1.2 Quelle est la suite du cheminement du tPA ?

1.1.2.1 Le tPA rejoint le LCS en traversant les PCs.

Nous détectons du tPA dans le LCS a partir de 60 minutes apres une IV chez la
souris. Ces observations confortent I'idée du passage du tPA a travers les PCs vers le
LCS et corroborent les résultats de Benchenane et collaborateurs, qui ont également
détecté du tPA dans le LCS 60 minutes apres une injection IV chez le rat. Nous
constatons également que la baisse des niveaux de tPA%° dans le sang est parallele a

I'augmentation des niveaux de tPA% dans le LCS.

1.1.2.2 Cheminement vers le parenchyme cérébral.

Quel est le devenir du tPA, une fois arrivé dans le LCS ? Est-il éliminé et si oui
comment (par exemple par des macrophages périvasculaires qui d’ailleurs expriment
eux aussi LRP1 (Engelhardt & Ransohoff, 2012 ; Nilsson et al., 2012), ou est-il
transporté jusque dans le parenchyme cérébral, via les cellules bordant les ventricules

ou plus loin via le systeme glymphatique (Jessen et al., 2015) ?

Des résultats préliminaires en immunohistologie nous ont permis d’observer la
présence de tPA°a la fois a la bordure ventriculaire et dans le cortex, suite a une

injection intraveineuse de tPA (Figure 54).
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Figure 54 : Le tPA5% est retrouvé dans le cerveau apres injection intraveineuse.
Photomicrographies confocales représentatives (n=5) de sections de PCs 45 minutes
apres une injection intraveineuse, avec marquages tPA>° (magenta) et DAPI (bleu).
Barre d'échelle 50pm et 10um dans les inserts.

Il faudrait compléter ces observations, sans exclure la possibilité que ce tPA trouvé
dans le parenchyme puisse avoir aussi traversé la BHE, et répondre a une question
importante : quel est I'impact fonctionnel du tPA présent dans le LCS apres avoir
traversé les PC ? Les quantités de tPA traversant les PCs sont-elles suffisamment
élevées pour agir sur le parenchyme ? Nous avons plusieurs pistes d’exploration, qui
incluent un immunomarquage c-fos, un marqueur d'activation neuronale (Petrisko &
Konat, 2021), ou un traceur fluorescent pour le calcium (GCaMP), molécule de

signalisation impliquée dans certains effets du tPA (Nicole et al., 2001).

1.1.3 Mécanisme du passage du tPA vasculaire par les PCs.

Nous avons par la suite voulu disséquer les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans l'internalisation du tPA par les CEPCs. Parmi les

processus permettant les échanges au niveau de la BSLCS, la transcytose médiée par
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des membres de la famille des récepteurs LDL est plausible. Les CEPCs expriment
plusieurs membres de la famille des récepteurs LDL et notamment LRP1, LRP2
(mégaline) bien que probablement a de faibles niveaux (Chun et al, 1999) et
LRP8/ApoE 2 (Strazielle & Ghersi-Egea, 2016). Or, la transcytose de tPA grace aux
membres de la famille LRP, en particulier LRP1, a été décrite dans divers types
cellulaires, dont les astrocytes et les cellules endothéliales de la BHE (Fernandez-

Monreal et al., 2004 ; Benchenane et al., 2005).

1.1.3.1 L'internalisation du tPA est un processus actif, médié par LRP1.

Nous avons donc émis 1'’hypothese qu'un membre de la famille LRP pouvait
étre responsable du transport du tPA dans les PCs. Aussi, nous avons soumis nos
cultures de CEPCs a un co-traitement de tPA et de RAP, un inhibiteur compétitif des
LRP (Jensen et al., 2009). L’internalisation du tPA est réduite de 41,22 % par RAP ; le
passage de tPA dans les CEPCs implique donc un membre de la famille LRP. In vivo,
nous avons confirmé cette implication, apres une co-injection de tPA et de RAP. Nous
observons une diminution de 60 % de l'internalisation du tPA. L’utilisation de la
technique des ARN interférants in vitro confirme I'implication de LRP1, mais pas de
LRP2. Alors que la localisation de LRP1 a la membrane des CEPCs reste discutée
(Carro et al., 2005 ; Crissey et al.,, 2011), nos analyses immunohistologiques montrent
une co-localisation du tPA avec LRP1 au pole baso-latéral des CEPCs (Figure 55).
L’ensemble de ces résultats valide 'implication de LRP1 dans I'entrée du tPA dans les

CEPCs.



Discussion — Le tPA vasculaire traverse la BSLCS pour rejoindre le parenchyme cérébral

Figure 55 : Le récepteur LRP1 est exprimé sur les poles basolatéral des CEPCs.
Photomicrographies confocales représentatives (n=5) de sections de PCs, 30 minutes
apres injection intraveineuse, avec marquages tPA>® (magenta), LRP1 (vert) et TTR
(blanc). (a) représente le coté apical (LCS) et (b) le coté basal (vasculaire). Barre
d'échelle 10pm.

Dans nos diverses expériences, nous n’observons pas une abolition totale du transport
du tPA lorsqu’on bloque les LRP/LRP1. LRP/LRP1 n’est peut-étre pas le seul récepteur
impliqué. Une étude pilote serait en faveur de cette hypothese, et suggere que LRP1
pourrait étre le premier mécanisme impliqué (Figure 56). Dans I'étude principale, nous
avions testé une co-incubation de RAP et de tPA pendant 15 minutes. Cette fois-ci,
nous avons testé ce co-traitement des cultures de CEPCs pendant 5, 15 et 30 minutes.
Sur cette cinétique, nous observons aux temps courts une diminution quasi complete
de l'internalisation du tPA (80% a 5 minutes) par RAP, mais a des temps plus tardifs,
RAP n’a plus que 50% d’effet. Ceci pourrait suggérer que l'internalisation de tPA par
LRP1 pourrait étre le premier mécanisme mis en jeu, et serait suivie par un autre

processus.
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Figure 56 : Effet de RAP selon le temps sur l’internalisation du tPA in vitro.

A, protocole expérimental : des cultures primaires de CEPCs ont été exposées au tPA>S
(40 nM) seul ou avec du RAP (500 nM) pendant 5, 15 et 30 min. Les protéines ont été
extraites et l'intensité de fluorescence de tPA%° a été quantifiée par électrophorese. B,
Electrophorese représentative et quantification correspondante (moyenne + SEM, n=2).
C, Les graphiques montrent la quantification des niveaux de tPA555, des extraits de
monocouche de CEPC exposés pendant 5, 15 et 30 min (moyenne + SEM, n=2) a tPA>>
(40 nM) seul ou avec RAP (500 nM).

Quel(s) pourrai(en)t étre le(s) autre(s) récepteur(s) acteurs de la transcytose du tPA ?
D'apres la littérature, I'annexine 2 apparait comme un candidat potentiel, d'une part
car elle est également exprimée par les PCs (Dreier et al., 1998), d’autre part car elle est
connue pour interagir avec le domaine Finger du tPA (Siao & Tsirka, 2002) et qu’elle
participe aux voies endocytotiques (Luo & Hajjar, 2013). Il serait donc pertinent de
tester la contribution possible de I’annexine 2, par exemple par la technique des ARN

interférants.
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1.1.3.2 Le domaine Finger du tPA est nécessaire pour l'internalisation dans les
CEPCs.

Pour évaluer I'implication du domaine Finger du tPA, connu pour interagir
avec LRP1, dans le passage des CEPCs, nous avons développé un tPA mutant
dépourvu de son domaine Finger (AF-tPA). Nos observations aussi bien ex vivo et in
vivo ont démontré que le AF-tPA mutant ne peut pas étre internalisé par les CEPCs,
contrairement au tPA entier. De maniere intéressante, la fusion du domaine Finger du
tPA ala BSA permet al'inverse ’entrée de ce mutant dans les CEPCs, contrairement a
la BSA native. Ces résultats montrent la nécessité du domaine Finger du tPA pour le

transport de cette protéase a travers les PCs.

1.1.3.3 De nouvelles pistes thérapeutiques ?

L’identification du role prépondérant du domaine Finger du tPA dans le

transport a travers les CEPCs ouvre d’intéressantes perspectives.

Par exemple, dans le cas d"un AVC ischémique, I'injection exogeéne d'un tPA délété du
domaine Finger pourrait augmenter sa disponibilité dans le sang afin d’accroitre son
activité fibrinolytique, et également limiter ses effets néfastes sur le SNC. A l'inverse
on pourrait utiliser ce domaine Finger pour contourner les barrieres cérébrales. Ces
barriéres, par nature, empéchent le passage de nombreux facteurs circulants. Le
bénéfice de divers médicaments est donc limité non par manque d’efficacité, mais
plutdt par I'existence méme de ces barrieres thérapeutiques. L'injection directe des
agents thérapeutiques dans le parenchyme ou le LCS pourrait palier les limites des
administrations intraveineuses, mais ces techniques seraient trop invasives, avec un
rapport bénéfice/risque trop élevé, au moins pour des traitements aigus (Fowler et al.,
2020). Diverses approches alternatives, notamment de vectorisation des médicaments

sont en cours (Kouhi et al,, 2021 ; Naseri Kouzehgarani et al., 2022). Au vu de nos
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résultats, le ciblage de la transcytose médiée par les récepteurs de la BHE ou de la
BSLCS serait prometteur, comme par exemple, les travaux de 1'équipe de Pardridge,
qui ciblent le récepteur transferrine pour faire rentrer des molécules bénéfiques
comme le BDNF (Yhang & Pardridge, 2001 ; Pardridge, 2020). En ce qui nous concerne,
nous prévoyons de greffer le domaine Finger du tPA a divers candidats

thérapeutiques, dont nous testerons 1'efficacité dans les modeles d’AVC ischémiques.

1.1.4 Autres éléments de discussion et perspectives

Notons que dans nos cultures, les cellules épithéliales ne sont pas polarisées, et
il serait intéressant de confirmer nos découvertes en développant un modele de BSLCS
a 2 compartiments, permettant de distinguer les voies d’efflux/influx a travers les
CEPCs (Falasca et al., 2011). De nouvelles expériences nous ont permis de montrer
I’existence d'une voie d’efflux : en injectant du tPA%° non pas dans le sang mais dans
le LCS, par infusion intra-cérébroventriculaire (ICV), on peut effectivement détecter
du tPA> dans les CEPCs (Figure 57). Notre hypothese est que le sens de migration a
travers les PCs, est dicté par le gradient de concentration du tPA dans le LCS et dans

le sang.
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Figure 57 : Le tPA est internalisé par les CEPCs apres injection intraventriculaire.
A, Design expérimentale : les souris ont recu une injection intra-cérébroventriculaire
d’1 ul (0,9 mg/ml) de tPA55, les cerveaux ont été isolés 10, 30 ou 60 minutes plus tard
pour l'immunohistochimie. B, Photomicrographies confocales représentatives (n=4)
de sections de PCs, avec marquages tPA>® (magenta), LRP1 (vert), TTR (blanc) et
DAPI (bleu) ; barre d'échelle 50um et 10um dans les inserts.

Pour la suite du travail, nous avons donc étudié I'impact du tPA circulant dans le SNC
en conditions physiopathologiques. Ainsi, un point fort de ce travail a consisté a
développer un modele de parabiose entre des souris sauvages (tPA"T) et/ou des souris
totalement déficientes en tPA (tPAN'). Notre hypothese était qu’'en partageant leur
systéme circulatoire, la souris tPAWT pouvait palier la déficience en tPA de la souris

tPANu dans le sang, sans affecter les autres compartiments.

Comme nous l'avons décrit dans la partie 3 des résultats, la parabiose est une union
chirurgicale de deux organismes permettant le partage de la circulation sanguine,
grace a la formation de micro-vaisseaux au niveau du site de jonction (Kamran et al.,

2013 ; Yang et al., 2021).
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La mise en place de ce modele nous a d’abord demandé d’adapter les postes de travail
et d’assurer que les périodes pré- intra- et post-opératoires soient les plus éthiques
pour les animaux. Puis, diverses étapes de validation du chimérisme ont été préalables

aux études fonctionnelles.

1.2 Le tPA vasculaire est impliqué dans le CNV

Le CNV est un mécanisme majeur dans le bon fonctionnement cérébral, afin de
garantir un apport énergique via 'augmentation du DSC local lors d"une activité
neuronale. Les mécanismes sous-jacents au CNV restent, sur certains aspects,
méconnus, notamment en ce qui concerne l'effet du tPA endogene, avec une hypothese
d’action parenchymateuse (Anfray et al., 2020) et une autre d’action luminale (Park et
al., 2008). Afin d’étayer les hypotheses liant tPA endogene et tonus vasculaire, nous
nous sommes donc orientés vers un modele d’étude robuste et bien caractérisé : la

stimulation sensorielle des vibrisses chez la souris (Petersen, 2007 ; Figure 46).

Dans ce modeéle, nous avons choisi un suivi par imagerie par contraste de speckle laser,
qui utilise le décalage de fréquence (produit par l'effet Doppler) pour mesurer la
vélocité du flux sanguin (Briers, 2001). Cette modalité permet de mesurer le DSC
superficiel directement a travers le crane de la souris. Méme si I'amincissement du
crane permet de recueillir un signal plus intense (Anfray et al., 2020), nous avons
décidé de le laisser intact, afin de préserver l'intégrité du cerveau et la pression
intracranienne. Par ailleurs, cette modalité d’imagerie était un bon compromis pour
I'étude des parabiontes, car moins encombrante que l'appareil d’imagerie par

ultrasons fonctionnels (fUS ; Hingot et al., 2020), également disponible au laboratoire.

En ce qui concerne I'anesthésie, nous avons privilégié 1'utilisation d'un agoniste des
récepteurs a-2 adrénergiques, la médétomidine. Ce sédatif est particulierement adapté

a notre problématique, car il exerce peu d’effets vasculaires (Sinclair, 2003 ; Weber et
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al., 2006 ; Pawela et al., 2009). Certaines études sur le CNV, utilisent 1’association
kétamine-xylazine (Wright et al., 2017), seulement 1’effet inhibiteur de la kétamine sur
les récepteurs NMDA est limitant. La circulation croisée des parabiontes a nécessité
d’adapter le mode d’admission de la médétomidine : nous nous sommes affranchis de

I'infusion continue pour ne garder que le bolus initial dans chaque partenaire.

Pour stabiliser au mieux les parametres physiologiques de nos animaux lors de I’étude
du CNV, il aurait fallu les placer sous ventilation mécanique (Coburn, 2020), mais a ce
jour, nous n’avons pas réussi a intuber les 2 partenaires d"une parabiose, pour des
limites techniques et d’encombrement. Ceci dit, nous avons mesuré les parametres
physiologiques de nos animaux, et nous n’avons pas observé de modifications

majeures liées a la parabiose

Ayant discuté quelques aspects méthodologiques, nous allons maintenant détailler les

résultats de nos travaux.

1.2.1 Le tPA circulant controle-t-il le CNV et si oui comment ?

1.2.1.1 Le couple tPA/PAI-1 endogene controle 1'hyperémie fonctionnelle en
réponse a la stimulation des vibrisses.

Dans un premier temps, nous avons confirmé que, comme précédemment
observé chez les souris tPAX® (Anfray et al., 2020), la nouvelle souche de souris
déficientes en tPA développée par le laboratoire (tPAN) présente un déficit de la
réponse hémodynamique par rapport aux souris tPAV!. En parallele, nous avons
étudié le CNV sur des souris déficientes en PAI-1, le principal inhibiteur du tPA dans
la circulation sanguine. A l'inverse de ce que nous observons chez les souris tPANu!,
les souris PAI-1¥0 montrent une augmentation du CNV plus importante que les souris

PAI-1WT. Ces résultats permettent de confirmer que le tPA, et plus précisément la
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balance endogene entre les niveaux endogenes de tPA et de PAI-1, contrdle

I'hyperémie fonctionnelle.

1.2.1.2 Le tPA endogene circulant favorise I’hyperémie fonctionnelle.

Puisque les souris entierement déficientes en tPA ne permettent pas de
discriminer les effets du tPA vasculaire versus parenchymateux, nous avons développé
une parabiose entre une souris tPAYT (donneuse) et une souris tPAN! (receveuse), afin

de restaurer les taux de tPA circulants chez la tPANul,

Chez les parabiontes homotypiques, le phénotype observé est identique a celui observé
chez des souris sans parabiose : un déficit pour les couples déficients (tPAN!/tPANu) par
rapport aux couples sauvages (tPAWT/tPAWT). Le déficit de la souris déficiente est
corrigé quand elle est couplée a une souris sauvage, pour devenir méme identique a
I'hyperémie fonctionnelle des souris tPA"T. Ces observations montrent que le partage

de tPA circulant a partir de la souris donneuse suffit pour corriger le déficit de la souris

tPANe,

Ceci pourrait étre en désaccord avec 'hypothese d'une libération localisée par les
cellules endothéliales. Mais une explication possible, non exclusive, serait que, le tPA
circulant provenant de la souris tPAWT leve le tonus inhibiteur exercé par les récepteurs

NMDA, décrit plus loin.

1.2.1.3 Les récepteurs NMDA endothéliaux réduisent 'hyperémie fonctionnelle.

Nous nous sommes basés encore une fois sur I'étude d’ Anfray et collaborateurs,
montrant un effet du tPA vasculaire par son interaction avec les récepteurs NMDA

endothéliaux au niveau artériel/artériolaire (Anfray et al., 2020).
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Nous avons utilisé une souche de souris présentant une délétion conditionnelle de la
sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA, spécifiquement sur les cellules
endothéliales, en croisant une souris « VE-Cadherin-Cre » et une souris « Grin-1-loxP
». Les souris déficientes pour GluN1, GIuN1¥® présentent une augmentation de
I'hyperémie par rapport aux souris GluN1WI. Ces résultats suggerent que les

récepteurs NMDA exercent un tonus vasoconstricteur en conditions basales.

L’injection intra-veineuse de tPA chez les souris GluN1X° ne modifie pas le CNV,
comparativement aux souris GluN1*° sans injection. En revanche, cette injection de
tPA augmente I’hyperémie fonctionnelle chez les souris GluN1"'. Le tPA exogene peut
donc moduler I'hyperémie via son interaction avec la sous-unité GluN1 des récepteurs
NMDA, et l'effet vasoconstricteur du récepteur NMDA en conditions basales, serait

inhibé par le tPA.

1.2.2 Quelles sont les sources de tPA circulant impliquées dans le
CNV?

1.2.2.1 Les cellules endothéliales produisent, stockent et liberent du tPA dans la
circulation, suite a un stimulus, notamment via les récepteurs a la
Bradykinine B2.

Comme décrit dans I'introduction, le tPA est principalement présent dans le
compartiment vasculaire, synthétisé et libéré par les cellules endothéliales de facon
continue ou suite a certains stimuli. Dans la circulation, il est tres rapidement inhibé
par son principal inhibiteur, PAI-1, présent en grande quantité. Mais les souris
déficientes en tPA ont tout de méme un CNV moins important que les souris sauvages
(Park et al., 2008). Deux hypotheses ont tenté d’expliquer cet effet du tPA sur le CNV :

'une repose sur une origine neuronale du tPA et une action c6té parenchyme (Park et



Discussion — Le tPA vasculaire est impliqué dans le CNV

al., 2020), I'autre sur une action intraluminale, par la libération de tPA par les cellules

endothéliales a proximité de la zone activée (Anfray et al., 2020).

Afin de savoir quelle est la contribution du tPA endothélial, nous avons généré une
souche de souris transgéniques présentant une délétion conditionnelle du tPA dans
les cellules endothéliales en croisant des souris « VE-Cadherin-Cre » et des souris «
tPA-loxP » (développées au laboratoire). Ce knockout conditionnel diminue la réponse
vasculaire a la stimulation des vibrisses, par rapport aux souris WT. Ces résultats

montrent la contribution directe du tPA produit par les cellules endothéliales dans le

CNV.

D’autre part, nous montrons I'implication de la Bradydikine (BK) dans I'effet du tPA
sur le CNV. La BK est un agent vasodilatateur capable donc de réguler le flux sanguin
local (Nokkari et al., 2018). Cette kinine agit sur deux types de récepteurs, les
récepteurs Bl et B2 (Leeb-Lundberg et al, 2005): B2 est exprimé de maniere
constitutive a la surface des cellules endothéliales et musculaires lisses (Raidoo et al.,
1997), et B1 est exprimé en cas de lésions ou d’inflammation (da Costa et al., 2014 ;
Pruneau et al., 2010). De plus, nous savons que la BK peut induire la libération de tPA
dans la circulation (Rahman et al., 2014). Pour déterminer la potentielle implication de
la BK dans l'effet du tPA libéré par les cellules endothéliales, nous avons injecté
différentes doses d'un agoniste des récepteurs B2 (Drapeau et al., 1988), a des souris
tPANu ou tPAWT, Cette injection a augmenté I’hyperémie fonctionnelle chez les souris
tPANulet tPAWT. Cette augmentation est obtenue a la dose la plus faible d’agoniste (7
ug/kg) chez les souris tPA™T, mais uniquement a la plus forte dose (30 pg/kg) chez les
souris tPANul, Et pour cause, les tPAN! ne possédant pas de tPA, ne présentent pas
une augmentation aussi importante de la réponse vasculaire, I'effet de I’agoniste serait
donc lié a une autre cible, qui pourrait étre le NO produit par l'activation des
récepteurs B2 (Mathis et al.,, 1996). Chez les tPAYT la méme injection, induit une
production et une libération de tPA circulant via 'activation des récepteurs B2. Ces

résultats montrent que le couple B2/tPA favorise le CNV.
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1.2.2.2 La contribution du foie a I’effet du tPA sur le CNV.

Récemment, il a été suggéré que I'endothélium vasculaire ne serait pas la seule
source de tPA circulant, puisque pres de la moitié du tPA pourrait venir des
hépatocytes (Zheng et al., 2019). Nous nous sommes donc intéressés a I'implication du
foie dans la libération de tPA vasculaire et son implication dans la modulation du

CNV.

Nous avons procédé a une hépatectomie partielle (70% du foie total) en ligaturant la
base du lobe latéral gauche, et les lobes médians droit et gauche (Hori et al., 2012), chez
des souris tPANu! et tPAWT. Suite a cette hépatectomie, les souris tPAYT ont une
diminution significative du CNV comparativement aux souris tPA"T non ligaturées.
Aucune différence n’est observée chez les tPAN!. Ceci suggere que du tPA circulant,
issu du foie, module le CNV. Le tPA circulant est normalement inhibé tres rapidement
par PAI-1, donc on peut se demander si le complexe tPA/PAI-1 peut influencer le CNV.
En théorie, puisque PAI-1 ne bloque pas le domaine K2 du tPA (Kaneko et al., 1991),
le tPA pourrait se lier au récepteur NMDA, dont on montre I'implication de notre
étude. De plus, il est probable que le foie libere une quantité importante de tPA dans

la circulation sanguine, lui permettant ainsi d’atteindre le cerveau.

Nous avons voulu investiguer la potentielle implication du tPA qui serait libéré par
les hépatocytes (Zheng et al., 2019) dans le CNV. Nous avons eu recours a un modele
de transfection hydrodynamique (Marcos Contreras et al., 2016) afin de cibler une
partie des hépatocytes via 1"utilisation d’un plasmide pLIVE-Cre-GFP chez des souris
VECad-Cre®™A. Nous n’avons pas observé de modification du CNV chez les animaux
affectés par cette transfection. Il est donc probable que les hépatocytes ne soient en fait
pas une source de tPA. Des analyses supplémentaires en immunohistochimie

semblent confirmer ceci (Figure 58)
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Figure 58 : Le tPA est présent dans les cellules endothéliales du foie, mais pas dans
les hépatocytes.

Photomicrographies représentatives (n=4) de coupe de foie, 48 heures apres
transfection hydrodynamique d’un plasmide pLIVE-Cre-GFP, ciblant les hépatocytes.
Le marquage pour le tPA (rouge) montre une colocalisation avec le marquage des
cellules endothéliales (CD31 ; vert). En revanche la Green Fluorescent Protein (GFP)
du plasmide, ne montre pas de tPA dans d’autres types cellulaires. DAPI (bleu), barre
d'échelle 50pm.

En conclusion, nous démontrons que le tPA issu du foie est impliqué dans la
modulation du CNV dans ce modeéle de stimulation des vibrisses. Ce tPA serait sécrété
par les cellules endothéliales hépatiques plutot que les hépatocytes, mais ces données
restent a confirmer. Une question demeure, comment le tPA hépatique peut agir a une
telle distance sur une réponse qui est aussi rapide entre la stimulation des vibrisses et

I'augmentation du DSC ?

1.2.3 Le tPA vasculaire dans la modulation du CNV, en conditions

pathologiques.

On connait relativement bien le role du tPA parenchymateux dans le contexte de
la maladie d’Alzheimer. Par sa capacité a cliver le plasminogene en plasmine, il
favorise la dégradation des peptides AP (Park et al., 2020). L'expression du tPA
parenchymateux diminue avec I’age (Obiang et al., 2011), et son inhibition par PAI-1

augmente dans la circulation (Cortes-Canteli & ladecola, 2020), entrainant ainsi une
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diminution de la dégradation de I’A3 qui pourrait donc limiter la réactivité vasculaire

en cas d’angiopathie amyloide (Cacquevel et al., 2007).

Dans notre étude, nous avons clairement montré que le tPA circulant, a des niveaux
physiologiques, controle le CNV. Récemment, Tomadesso et collaborateurs (2022) ont
montré que les taux de tPA augmentent dans le plasma avec le vieillissement, mais
pas lors de la maladie d’Alzheimer (Tomadesso et al., 2022). Cette augmentation liée a
'age serait-elle une tentative pour limiter le déficit du CNV décrite chez les sujets
agés (Stefanova et al., 2013 ; Fabiani et al., 2014 ; Toth et al., 2014) ? Pourquoi on ne
'observe pas chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, alors qu’eux aussi

ont un déficit du CNV (Carbonell et al., 2016 ; l[adecola, 2017) ?

Ces mémes questions pourraient se poser dans le cadre des AVC ischémiques, a la
suite desquels la réactivité des vaisseaux est altérée, I’autorégulation est diminuée et

la réponse vasculaire a une stimulation est réduite (Girouard & ladecola, 2006).

Dans I'ensemble, il serait donc intéressant de comprendre comment le tPA vasculaire
et comment le tPA parenchymateux controlent la réactivité vasculaire lors du
vieillissement normal ou pathologique. Ces connaissances pourraient contribuer a

limiter les déficits fonctionnels/cognitifs dans ces situations.

1.3 Le tPA vasculaire est bénéfique dans un modele d'AVC

thromboembolique

Dans la derniere partie de ce travail, nous nous sommes penchés sur I'impact
spécifique du tPA circulant endogene dans le cadre d'un AVC ischémique. Nous avons
basé notre travail sur la littérature clinique et préclinique qui décrit des effets
bénéfiques ou déléteres du tPA lors des AVC, selon la cible, selon la cinétique etc. Par

exemple, alors que le tPA permet la lyse d’'un thrombus et la restauration de la
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circulation sanguine (Collen & Lijnen, 1991), il favorise la perméabilisation de la BHE
et 'inflammation, et aggrave les lésions neuronales (Nicole et al., 2001 ; Yepes et al,,
2003 ; Benchenane et al., 2005b ; Lopez-Atalaya et al., 2007 ; Zhang et al., 2009 ; Macrez
et al., 2011).

Avec une vingtaine d’années d’expertise dans le domaine, le laboratoire cherche a
élucider les mécanismes d’actions du tPA pour améliorer son utilisation en clinique.
Ceci repose notamment sur l'utilisation de techniques/outils (IRM) et de modeles
(diverses étiologies) les plus translationnels possibles. Dans la présente étude, je me
suis donc intéressé a l'impact du tPA vasculaire endogene, et j'ai utilisé un large
éventail d'outils génétiques (souris totalement déficientes en tPA (tPAN'!) ou sans tPA
endothélial (VECad-Cre*), ou sans tPA circulant (parabiose hétérotypique tPAWT/
tPAN)  ou technologiques (IRM avec utilisation de nombreuses modalités

d’évaluation).

1.3.1 L’action du tPA vasculaire sur un caillot riche en fibrine versus

riche en plaquettes

En clinique, le rtPA demeure le seul traitement pharmacologique des AVC
ischémiques. Mais il offre un faible taux de recanalisation (environ 30% ; Bhatia et al.,
2010), notamment car il n’est pas efficace sur tous les thrombi, selon leur localisation,
leur taille et bien stir, leur composition. En particulier, lorsque les thrombi sont riches
en plaquettes, ils sont résistants au tPA (Kim et al., 2006). Les thrombi artériels
proviennent souvent de lésions athéroscléreuses, néanmoins, leur composition varie
dans le temps en phase aigué (dans les 3 premieres heures), plutdt plaquettaire puis

s’enrichit en fibrine (Liebeskind et al., 2011 ; Jolugbo & Ariéns, 2021).
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Plusieurs modeles d’étude de I’AVC ischémique ont été développés chez les rongeurs
(Macrae, 2011), mais la plupart, en particulier chez la souris, ne reposent pas sur un

caillot occlusif, et peu d’études proposent d’aborder différentes étiologies.

Dans notre étude, nous avons opté pour un modele d'AVC thromboembolique,
développé au laboratoire (Orset et al., 2007). Dans ce modele, nous induisons in situ la
formation d'un caillot par injection locale (embranchement de l'artere cérébrale
moyenne) de thrombine, un agent pro-thrombotique. Le caillot formé est riche en
fibrine, donc sensible au tPA, qui plus est avec une fenétre thérapeutique comme en
clinique (Orset et al., 2007 ; Orset et al., 2016). Nous avons également utilisé un modele
d'AVC thrombotique, initié par ’application de FeCls sur I'endothélium de I’ACM,
générant la formation d'un caillot riche en plaquettes et résistant au tPA (Karatas et al.,
2011 ; Tomkins et al., 2015). Ce modele a permis au laboratoire de démontrer le
potentiel antithrombotique de la N-Acétyl-Cysteine (NAC ; Martinez de Lizarrondo et
al., 2017).

1.3.2 Le tPA vasculaire endogéne permet une recanalisation artérielle

progressive dans le modéle thrombo-embolique d’AVC

A la phase aigué du modele (40 minutes suivant I'induction de 1’ischémie), la
débimétrie par Doppler speckle, montre une diminution de la perfusion hémisphérique
de pres de 60%, pour I'ensemble de nos souches et pour nos deux modeles d’ischémie.
De méme, nous détectons un gradient de chute de perfusion dans le territoire ischémié,
nous permettant de délimiter 3 zones (péri)lésionnelles : le cceur, la pénombre et
'oligémie. L’absence de reperfusion spontanée a ce stade précoce laisse penser qu’au
stade (hyper)aigu, le tPA endogene n’est pas capable de s’opposer au caillot, car libéré
en quantité insuffisante et/ou car inactif (présence d’inhibiteurs, manque de formation

de plasmine ?). Pourtant, les cellules endothéliales sont connues pour exprimer et
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libérer rapidement du tPA dans la premiere heure apres un AVC ischémique (Zlokovic
et al,, 2005 ; Zhu et al.,, 2019) et une augmentation de I'activité endogene du tPA est
observée apres une courte période d'ischémie (Yepes et al.,, 2003 ; Echeverry et al.,
2010 ; Sashindranath et al., 2011), spécifiquement dans I'hémisphere ischémié (Wang
et al., 1998).

Quoiqu’il en soit, a un stade précoce, le tPA endogene ne suffit pas, et explique
pourquoi les approches pharmacologiques précoces et adaptées a la nature du caillot,
elles, sont efficaces : diverses études ont montré une reperfusion du territoire ischémié,
dans les 40 minutes suivant 1'occlusion apres thrombolyse au rtPA, dans un modele
thrombine (Orset et al., 2007 ; Hingot et al., 2020 ; van Moorsel et al., 2022) ou ala NAC

dans le modele FeCls (Martinez de Lizarrondo et al., 2017).

Dans le modele thrombine sans parabiose, nous avons aussi évalué la recanalisation a
24 heures en utilisant I'angiographie. Nous n’avons malheureusement pas pu effectuer
cette analyse sur les parabioses. En effet, I'imagerie des 2 parabiontes demande la mise
en place d"un systeme de berceau qui n'empéche pas assez de limiter les mouvements

lors de la séquence angiographie.

L’angiographie montre que 60% des souris tPAN"!ne présentent aucune recanalisation
spontanée a 24 heures, alors que 90% des souris contrdles présentent une
recanalisation totale ou partielle de 'ACM. De plus, les souris VECad-CreAtrA
présentent un stade intermédiaire, puisqu’en absence de tPA endothélial, 40% des
animaux ne recanalisent pas a 24h, soit un taux de recanalisation plus important que
pour les animaux tPAN, Ces résultats démontrent que les souris mettent en place des
systemes pour permettre la re-circulation du sang dans l'artere occluse, dont une

synthese endogene de tPA a partir des cellules endothéliales.

En complément, la quantification du DSC a montré que malgré une recanalisation
artérielle totale ou partielle, la zone ischémiée reste hypoperfusée pour 'ensemble des

animaux, mais avec un gradient de sévérité pour les souris déficientes.
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L'hypoperfusion tissulaire hémisphérique était également plus sévere chez les
animaux dont le tPA est délété dans l'organisme entier ou dans les cellules
endothéliales. Le partage de la circulation par parabiose hétérochronique (tPANul/

tPAWT) n'a pas permis la reperfusion spontanée chez le partenaire tPANu!,

Il est tres probable que le mécanisme responsable de 1'effet bénéfique du tPA circulant
observé dans ce modele d’AVC induit par la thrombine soit la promotion de la
reperfusion par la lyse du caillot/la prévention de la micro-thrombose par le tPA
endogene. Nos observations concordent avec les résultats obtenus lors d'une
thrombolyse par rtPA ou sc-tPA dans le méme modele, induisant une reperfusion
cérébrale importante, notamment en promouvant la recanalisation artérielle,
permettant de réduire la taille des lésions ischémiques (Orset et al., 2007 ; Hingot,
Brodin et al., 2021). Cette thrombolyse exogene étant bien plus efficace que I'effet du

tPA endogene seul.

Dans le cas du modele FeCls, aucun animal, quel que soit son groupe, n'a montré de
reperfusion spontanée dans la zone lésée, contrairement aux résultats du modele
thrombine. Ces données montrent que dans le cas d’un caillot riche en plaquettes, le
tPA endogene n'a aucun impact, ni dans le sang ni dans le parenchyme. Dans ce sens,
un traitement par la NAC induit une recanalisation artérielle mais ne peut pas
empécher la re-thrombose, car elle déstabilise la partie externe du thrombus constituée
de plaquettes liés par le FWV, mais pas le noyau. Par conséquent, seule la co-
administration avec un inhibiteur de Gpllb/Illa conduit a une recanalisation complete
(Martinez de Lizarrondo et al., 2017). De plus, la NAC ne montre pas d’effet bénéfique

dans un modele permanent d'ischémie cérébrale (Shahripour et al., 2014).
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1.3.3 Le tPA vasculaire endogéne réduit la taille des Ilésions
ischémiques

L’évaluation de la taille de I'cedeme cérébral a montré que le volume d’infarctus
était plus important chez les souris tPANULL et VECad-CreP4, comparativement a leurs
controles. Ceci est en accord avec une recanalisation et une reperfusion imparfaite. Les
mesures sur les parabiontes homotypiques ont montré les mémes différences. En
revanche chez des parabiontes hétérotypiques, le parabionte tPAWT protege en partie

le tPANULL,

Prises ensembles, ces données suggerent fortement que dans ce modele thrombine, le
tPA vasculaire endogene est un acteur clé dans 1'évolution des dommages causés par
I'AVC. Une explication des écarts observés peut étre que le tPA est bénéfique via son
activité thrombolytique, dans des modeles d'AVC avec thrombose cérébrale
secondaire ou thromboembolique (Tabrizi et al., 1999 ; Jiang et al., 2000 ; Orset et al.,
2007). Dans un modele de lésion vasculaire photochimique, le devenir des souris tPAX®
dépendait de la gravité de la lésion, suggérant que le tPA endogene protege contre les
lésions cérébrales en cas d’occlusion transitoire, mais que cet effet protecteur s'inverse
en cas d'occlusion persistante (Nagai et al.,, 2002). De plus, la taille des lésions est
associée au nombre de microthrombi et a l'intensité des dommages causés par
I'occlusion (Kawai et al., 1996 ; Kawano et al., 1998 ; Takamatsu et al., 2000). Ainsi,
Dans des modeles d’occlusion imitant la recanalisation suivie d'une re-thrombose
(Kawano et al., 1998), le tPA endogene réduit la taille de la 1ésion en dégradant le
microthrombi dans les cas de lésions légeres. Cette activité fibrinolytique spontanée
est réduite chez des tPAX® (Carmeliet et al., 1994). En revanche, dans un modele
filament transitoire, les souris tPAXC ont des infarctus plus petits, ce qui suggere que
le tPA peut avoir des effets néfastes apres une ischémie cérébrale (Wang et al., 1998 ;

Liberatore et al., 2003 ; Kilic et al.,, 2005), notamment sur la BHE, et la viabilité
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neuronale (Nicole et al., 2001 ; Lebeurrier et al., 2005 ; Liot et al., 2006). Mais des

résultats opposés ont étés observés chez des tPAKC (Tabrizi et al., 1999).

De plus, nos données montrent que dans un modele FeClsle tPA endogene n'a aucun
impact, ni dans le compartiment vasculaire, ni parenchymateux. En effet, la taille des
lésions est similaire dans les quatre groupes, ceci étant probablement dii au fait que

les animaux n'ont montré aucune reperfusion spontanée.

1.3.4 Perspectives : la nécessité d’approches complémentaires !

1.3.4.1 Qu’en est-il des déficits neurologiques ?

Il est important de compléter notre étude par I'évaluation des capacités
motrices et sensorielles des souris apres lischémie afin de caractériser plus
précisément les bénéfices et effets néfastes du tPA endogene sur la récupération
fonctionnelle. Le « Gripp test » apparait maintenant comme un test de référence pour
évaluer les taches liées au cortex somatosensoriel ot la 1ésion ischémique est observée.
(Gaoetal., 2008 ; Takeshita et al., 2017 ; Anfray et al., 2021). Dans le cas des parabioses,
nous n’‘avons procédé a aucune étude comportementale, avec I’argument que la
parabiose induit une atrophie musculaire sur la patte avant des souris (du coté de la
jonction) et donc ne permettrait pas une mesure correcte. Néanmoins des études
montrent qu’il est possible d’évaluer certaines fonctions comportementales chez des
parabiontes (Magi et al., 1965). Dans notre cas, il serait intéressant de tester une
approche optimisée du gripp test, pour évaluer la récupération fonctionnelle de la
souris ischémiée. Nous pourrions tenter 1'optimisation de la mesure sur les deux
pattes, notamment viz l'impression 3D de pieces supplémentaires a apporter a
'appareil initial. Nous pourrions méme avoir recours a des systemes de « Catwalk® »
ou de « Rotarod® », et les optimiser afin de mesurer des paramétres complémentaires

(Balkaya et al., 2013).
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1.3.4.2 Quidd de la composante parenchymateuse ?

De maniere quelque peu surprenante, nous n’apportons que peu d’éléments sur

le versant parenchymateux.

Le premier impératif est de démontrer que notre postulat est vrai, en ce qui concerne
les parabioses : nous devons démontrer que le tPA issu de la souris tPA“T dans une
parabiose hétérotypique ramene les niveaux de tPA circulants de la souris tPANULL 3
un niveau normal, sans changer le niveau de tPA dans le parenchyme. Il est d’autant
plus important de vérifier ce point, que Benchenane et collaborateurs, et notre étude
actuelle, montrent que le tPA circulant peut franchir les barrieres et entrer dans le

parenchyme cérébral.

Des investigations préliminaires ont confirmé en immunohistologie 1’absence de tPA
chez les souris tPAN"!en parabiose hétérotypique. Ceci reste néanmoins a confirmer

par des dosages de tPA en western blot et/ou ELISA.

Dans notre modele d’AVC induit par le FeCls, le tPA endogene, qu’il soit circulant ou
parenchymateux, ne semble avoir aucun impact sur le devenir du tissu cérébral.
Pourtant, la littérature suggere fortement une implication du tPA parenchymateux aux
dommages ischémiques, que ce soit dans un sens neurotoxique ou neuroprotecteur
(Tsirka et al., 1996 ; Fernandez-Monreal et al., 2004 ; Liot et al., 2006 ; Zhang et al., 2009).
Dans notre modele d’AVC induit par la thrombine, malgré une hypoperfusion
résiduelle identique, les souris tPAWT et tPANu!! en parabiose hétérotypique présentent
des différences de volume d’infarctus, la tPAWT présentant une lésion plus petite que
la tPANul, S’agit-il d"un impact direct du tPA endogene au parenchyme ? Si cela s’avere
étre le cas, il serait donc ici neuroprotecteur. Il nous faudrait effectuer une inhibition
du tPA directement dans le parenchyme pour cibler spécifiquement cette composante :
appliquer un de ses inhibiteurs comme PAI-1 ou NSP, ou bloquer son interaction avec
le récepteur NMDA par un anticorps en cours de développement au laboratoire, le

Glunomab®



vygM (Conclusion

Dans I’ensemble, ce travail de these a permis d’apporter de nouvelles connaissances
sur la contribution du tPA vasculaire a la physiopathologie cérébrale. Ces
connaissances pourraient ainsi aider a développer des stratégies thérapeutiques,

optimisées, pour les patients atteints d’AVC, et pourquoi pas d’autres pathologies.
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Abstract

Background Subarachnoid hemorrhage (SAH) can lead to acute hydrocephalus (AH). AH pathophysiology is classically
attributed to an obstruction of the arachnoid granulations by blood. Recent findings in rodents suggest that after intraventricu-
lar hemorrhage, AH is related to cerebrospinal fluid (CSF) hypersecretion by the choroid plexus (CP), as it can be reduced
by intracerebroventricular (ICV) injection of bumetanide.

Objective Here, we investigated if and how CSF hypersecretion and/or CSF outflow disorders contribute to post-SAH
hydrocephalus.

Methods Ninety-four Wistar rats were used. SAH was induced by the endovascular perforation technique. The presence of
AH was confirmed by magnetic resonance imaging (MRI), and rats with AH were randomly assigned to 4 groups: control
group, superior sagittal sinus (SSS) thrombosis to block CSF reabsorption, ICV injection of saline, and ICV injection of
bumetanide to decrease CSF secretion. Clinical outcome was evaluated with a neuroscore. A second MRI was performed
24 h later to evaluate the ventricular volume.

Results Fifty percent of rats that survived SAH induction had AH. Their ventricular volume correlated well to the functional
outcome after 24 h (» = 0.803). In rats with AH, 24 h later, ventricular volume remained equally increased in the absence
of any further procedure. Similarly, ICV injection of saline or SSS thrombosis had no impact on the ventricular volume.
However, ICV injection of bumetanide reduced AH by 35.9% (p= 0.002).

Conclusion In rodents, post-SAH hydrocephalus is may be due to hypersecretion of CSF by the CP, as it is limited by ICV
injection of bumetanide. However, we cannot exclude other mechanisms involved in post-SAH acute hydrocephalus.

Keywords Bumetanide - Hydrocephalus - Subarachnoid hemorrhage - CSF pathways
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Introdudiion Material and methods
Subarachnoid hemorrhage (SAH), which is in most cases  Animals

related to intracranial aneurysm rupture, is a severe form a
stroke [4]. It can lead to the accumulation of cerebrospinal
fluid (CSF) in the skull, a complication called acute hydro-
cephalus (AH), which is a risk factor for poor neurologi-
cal outcome. In the literature, the incidence of AH varies
greatly, but in most studies, it is comprised between 20 and
30% of all SAH [2. 3. 12, 22]. Currently, the only treat-
ment of AH is surgical, with the insertion of an external
ventricular drain (EVD). EVD is associated with a high
rate of complications, especially CSF infection [15].

AH pathophysiology remains unclear, but it is gener-
ally attributed to an obstruction of arachnoid granulations
by blood extravasated in the subarachnoid space. This
would prevent the CSF outflow to cranial sinus veins [3].
Recently, this “CSF outflow™ hypothesis has been ques-
tioned, in another form of hemorrhagic stroke, intraven-
tricular hemorrhage (IVH). A study has been shown that
post-hemorrhagic hydrocephalus (PHH) is related to CSF
hypersecretion by the choroid plexus (CP) and not to a
decrease of CSF outflow [13]. This CSF hypersecretion
was related to an inflammatory response to the presence
of blood in the ventricular system. In the present study,
we wanted to determinate the mechanisms responsible
for post-SAH hydrocephalus in rats, distinguishing CSF
hypersecretion from arachnoid granulation obstruction.
For this, we compared the impact of bumetanide, an
inhibitor of the Na"/K™/2CI™ transporter (NKCC1) that
contributes to half of the CSF production by the CP [13,
21] versus superior sagittal sinus (SSS) thrombosis.

Fig. 1 Flow chart of the study. Sham
SAH hemorrhage was induced (n=6)
by endovascular puncture.

The presence of SAH and of

hydrocephalus was assessed

in the surviving rats by MRI

24 h later. Rats with post-SAH
hydrocephalus were then rand-
omized to receive ICV injection
of bumetanide, ICV injection
of saline, no injection, and SSS
thrombosis. We also constituted
a sham group. We then evalu-
ated the impact of these differ-
ent procedures on hydrocepha-
lus by MRI 24 h later

Experiments were performed in female WISTAR rats
(body weight 290 + /— 23 g: age 3—5 months; CURB, Caen,
France). All efforts were made to limit animal suffering.
Experiments were carried out following the ARRIVE
guidelines (www.nc3rs.org.uk) and in accordance with the
European Communities Council Directive (86/609/EEC)
regarding the care and use of animals for experimental pro-
cedures and were approved by the local ethical committee
CENOMEZXA #1902. Animals were housed under stand-
ard 12:12 light—dark conditions and allowed free access
to water and food. All the experiments were performed in
rats anesthetized with isoflurane (2%) in 70%/30% NO-/O,.
Body temperature was maintained at 37 °C with a rectal tem-
perature probe and homoeothermic heating pad. Rats were
mask ventilated. Rats received subcutaneous buprenorphine
(0.05 mg/kg) at the time of anesthesia and during the imag-
ing procedure.

Experimental design (Fig. 1)

Ninety-four rats were first allocated to one experimental
group: SAH induction or sham SAH. In the SAH induc-
tion group, 24 h after surgery, a magnetic resonance imag-
ing (MRI) was performed to look for the presence of SAH
and AH. Rats that died before this MRI were excluded from
the final analysis. Only rats with SAH and AH were kept
for further experiments and were randomly assigned to one
of the 4 following groups: control, superior sagittal sinus
(SSS) thrombosis, intracerebroventricular (ICV) injection
of saline, and ICV injection of bumetanide. Sample sizes

SAH induction
(n=88)
No SAH 4.5%
| (n=4)
Death 43.5%
L) (n=38)
SAH 52%
(n=46)
.| No Hydrocephalus 48%
(n=22)

X
Hydrocephalus 52%
(n=24)

WS

Sham SAH

$55 Thrombosis
(n=6) (n=6)

VI of Bumetanide IVI of Saline SAH + Hydrocephalus
(n=6) (n=6) (n=6)
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were evaluated as follows: in Karimy et al.’s study, ICV
bumetanide decreased the ventricular volume by approxi-
mately 40% (from 5+ /— 1 mm? to 3 + /— 1 mm?®). A power
analysis using an alpha = 0.05 and a beta= 0.9 calculated
that the smaller sample size required to compare ventricular
volume was 6 per group [13]. The surgical procedures were
performed on the same day, and a second MRI was per-
formed 24 h later to evaluate the ventricular volume, and for
the SSS group the presence of a SSS thrombosis. The aver-
age baseline weight was 285 g+ /— 20 g for the sham group,
274 g+ /— 16 g for the HC + saline group, 263 g+ /—23 g
for the HC + SSS thrombosis group and 270 g + /— 15 gfor
the HC + bumetanide group.

Surgical procedures
SAHinduction [11]

The left external carotid artery was identified under a micro-
scope, transected distally, and reflected caudally in line with
the internal carotid artery. A 5.0 nylon monofilament suture
was inserted into the stump of the external carotid artery
through the common carotid artery bifurcation and into the
internal carotid artery. The filament was pushed distally into
the intracranial internal carotid artery to cause a vascular
perforation. The filament was then withdrawn. Sham rats
were subjected to the same procedure without arterial per-
foration. The skin was then sutured, and the animals were
allowed to recover.

Induction of superior sagittal sinus (SSS)thrombosis [18]

Twenty-four hours after SAH induction, 6 rats with AH
detected by MRI were randomly selected to undergo SSS
thrombosis induction. The skull was exposed by a median
skin incision. The periosteum was carefully removed, and
bregma and lambda sutures were identified. A high-speed
drill was used to create a central and narrow longitudinal
cranial window over the entire length of the SSS under a
microscope. The drill tip was repeatedly cooled during cra-
niotomy with saline. The sinus was exposed, leaving the
sinus and dura mater intact. Thrombosis of the sinus was
induced by the careful topical application of a small strip of
filter paper soaked in 40% ferric chloride for 4 min. After-
wards, saline was flushed several times to remove traces of
ferric chloride the field. The skin wound was closed, and the
animals were allowed to recover.

Intraventricular injection (bumetanide or saline) [13]
Twenty-four hours after SAH induction, rats with AH

detected by MRI were randomly selected to receive an ICV
injection of bumetanide or of saline (7= 6 per condition).

The skull was exposed by a median skin incision. For ICV
injection, we used the following stereotaxic coordinates,
relative to bregma: anteroposterior — 1 mm, lateral 1.6 mm,
and depth 3.6 mm (atlas of WISTAR Rats). A craniotomy
was performed, and then the injection of bumetanide or
saline was performed in the right lateral ventricle using a
micropipette. Three pL of bumetanide at a concentration of
0.5 mg per mL was injected over approximately 3 min. The
skin wound was then closed, and the animals were allowed
to recover.

MRI experiments

MRI was performed 24 h and 48 h after SAH induction in a
7TPharma scan MRI system (Bruker, Germany). Rats were
anesthetized with isoflurane (2%6) in 70%%/30% NO,/O,. Body
temperature was maintained at 37 °C with a rectal tempera-
ture probe and homoeothermic heating pad. The acquisition
of T2 fast spin-echo and T2* gradient-echo sequences were
evaluated using field of view 0f 35*35, matrix of 256 x 256,
and 30 coronal slices (0.1 mm thick).

MRI analysis

All ventricular volumes from the frontal horn of the lat-
eral ventricle to the foramen of Luschka were outlined, and
the areas were measured by ImageJ software (NIH). The
combined ventricular areas over all slices were multiplied
by section thickness to calculate ventricle volume. AH was
defined as a ventricular volume at 24 h after SAH that was 3
standard deviations greater than the mean in sham animals
[16. 19]. SSS thrombosis was evaluated using the same T2
fast spin-echo and T2* gradient-echo sequences [18]. The
ventricular volume was analyzed by an investigator blinded
to treatment.

Clinical evaluation

Neurological deficits were evaluated before each MRI ses-
sion (at 24 and 48 h post-SAH) using a 4 points neuroscore
[6]. Neuroscore was 0, no deficit; 1, slight deficit; 2, circling;
3. massive circling or no movement; and 4, death. The neu-
roscore was analyzed by an investigator blinded to treatment.

Statisticalanalyses

Statistical analyses were carried out via BiostatGV (https://
biostatgv.sentiweb.fi/). Normality was tested using a Shap-
iro—Wilk test, and then if the test was parametric, a student
test (for paired samples or for independent samples) was per-
formed. In case of normality not respected, a non-parametric
Mann—Whitney test was carried out. For the comparisons
between more than 2 groups of quantitative values, we used
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the Kruskal-Wallis test and then Mann—Whitney tests to
compare the groups two by two. Data were also analyzed
using Spearman rank correlation test. Significance was set
at p < 0.05. Results were expressed as means, with standard
deviation from the mean.

Results

Acute hydrocephalus after in the endovascular
perforation modelinrats(Fig. 1; Fig. 2)

Of the 94 rats, 88% had an SAH induction and 6 a sham
procedure. Endovascular puncture led to SAH in 84 rats
(95.4%):; 38 rats (43.5%) died before the first MRI. On the
other 50 rats, 46 (92%) had a SAH confirmed by MRI.
Forty-four rats had a pure SAH, and two rats had an asso-
ciated intraventricular hemorrhage. Among these 46 rats,
24 (52%) had an acute hydrocephalus (Figs. 1 and 2a). The
mean ventricular volume at 24 h was similar in the sham
SAH group (15.6 + / — 4.1 mm?®) and in the SAH without
AH group (15.8 + /— 3.1 mm?; p = 0.88 versus sham SAH
group) (Fig. 2b), whereas it was significantly higher in
the SAH with AH group (47.7 + /— 18.3 mm?; p = 0.0002
versus sham SAH group) (Fig. 2b). The ventricular volume
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Fig. 2 Hydrocephalus after SAH in rats. a Representative T2-
weighted MRI pictures of sham rats (top panel), SAH rats (mid- dle
panel) and SAH rats with hydrocephalus (lower panel) 24 h after
SAH induction. The red squares highlight the SAH. visible as an
hypointense lesion in the basal cisterns. In the SAH + HC group, the
ventricles are delineated in red to highlight their dilatation. defining
the hydrocephalus. b Ventricular volume 24 h after endovascular per-
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correlated with the neurological status as assessed by a 4
points neuroscore (= 0.8, p< 0.001) (Fig. 2¢).

Mechanisms of acute hydrocephalus after SAH

In the absence of any intervention, the ventricular vol-
ume of rats with AH did not change 24 h after the first
MRI (ventricular volume variation = 1.07% + /— 5.1%)
(Fig. 3a—b). The same observation was made for the ani-
mals in the groups AH + saline and HC + SSS thrombosis
(» = 0.93 and p = 0.81 versus hydrocephalus, respectively)
(Fig. 3a—b). Intraventricular injection of bumetanide
significantly decreased the ventricular volume from
46.7+ /— 11.9 mm3 to 30.1+ /— 8.8 mm?, corresponding to
a decrease of 35.9% (Fig. 3a-D). This decrease was signifi-
cantly lower when compared to the hydrocephalus group
(»p=0.002), AH + saline group (p = 0.002), and HC + SSS
thrombosis (p = 0.002). However, the decrease in the ven-
tricular volume in the AH + bumetanide group did not lead
to a significant functional improvement as assessed by a
4 points neuroscore (p= 0.97, neuroscore = 1.5+ /— 0.5
in the AH + bumetanide group versus 1.8 + / — 0.9 in the
AH + saline group) (Fig. 3c).
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foration for sham rats was 15.6 +/—4.06 mm’, it was 15.5+/— 3.2
mm® for SAH rats without hydrocephalus (p = 0.88 versus sham:
Mann-Whitney test) and 47.7 + / — 18.6 mm® for SAH rats with
hydrocephalus (p = 0.0002 versus sham: Mann—Whitney test). ¢ There
was a clear correlation between the ventricular volume and a 4 points
neuroscore (1= 0.803: p< 0.001; Spearman rank correlation test)
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Fig. 3 Impact of bumetanide and SSS thrombosis on the ventricu-
lar volume in post-SAH hydrocephalus. a Representative coronal T2-
weighted MRI images of in rats with SAH with hydrocepha- lus.
Lateral ventricles and the third ventricle are delineated in red.
Twenty-four hour after SAH induction, the ventricular volume was
similar across the 4 groups of rats with hydrocephalus. Twenty-four
hour later, the ventricular volume decreased only in the rats receiving
ICV injection of bumetanide. b Measure of the ventricular volume

Discussion
Mainresults

In our study, 52% of the rats that survived to the SAH induc-
tion experienced AH. The ventricular volume well correlated
with the functional outcome, with a higher neuroscore in the
animals with the most important ventricular dilatation. SSS
thrombosis had no effect on ventricular volume, whereas ICV
injection of bumetanide decreased the ventricular volume by
35.9%. Taken together, our results suggest that AH after SAH
is related to CP hypersecretion sensitive to ICV bumetanide
injection and is not related to an obstruction of the arachnoid
granulation located alongside the SSS.
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variation between 24 and 48 after SAH induction. In rats with HC,
HC + saline injection and HC + SSS thrombosis, the ventricular vol-
ume did not change (p = 0.93 and 0.81, respectively, versus control:
Mann—Whitney test). In the HC + bumetanide group, the ventricular
volume decreased by 35.9% (p=0.002 versus control: Mann—Whit-
ney test). ¢ There was no impact of saline injection, bumetanide
injection, and SSS thrombosis on the functional outcome as assessed
by a 5-point neuroscore scale (p=0.97: Kruskal-Wallis test)

AHafter SAHisrelated to CPhypersecretion
sensitive tobumetanide

Interestingly, a recent study showed that in PHH, IVH
induced a hypersecretion of CSF in rats, which represented
a revolution of our understanding of PHH [13]. In this study,
IVH induced CP inflammation and CSF hypersecretion
dependent on a TLR4-NF-kB signaling pathway, via the
SPAK-NKCCI1 co-transporter complex. NKCC1 was sen-
sitive to ICV injection of bumetanide, a commonly used
diuretic. In PHH, ICV injection of bumetanide decreased
the ventricular volume by nearly 40%. In our study, we also
observed that ICV injection of bumetanide decreases the
ventricular volume, especially since we know that SAH

13
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induced CP inflammation, which is linked to the develop-
ment of AH [23].

The classical hypothesis explaining AH after SAH or
IVH was linked to a decrease in the resorption of CSF by
the arachnoid villi which themselves drain into the supe-
rior sagittal sinus. If the arachnoid villi are obstructed by
blood, we hypothesize that sinus thrombosis will reduce
CSF resorption hence increasing AH [3]. We found that
SSS thrombosis has no impact on AH. There are however
three possible explanations to our observation: (1) obstruc-
tion of the arachnoid villi by blood clots has no impact on
the occurrence of AH: (2) obstruction of the arachnoid villi
by blood clots induces a maximal hydrocephalus, which
cannot be increased by sinus thrombosis; and (3) arachnoid
villi obstruction plays a role in AH occurrence, but at least
in rodent, other CSF exit routes are able to drain the CSF in
excess [17, 25]. We believe that the first hypothesis could be
the right one, based on other publication: AH can be induced
in mice by acellular CSF of patients suffering from SAH
[24]. The obstructive hypothesis is thus again questioned
and favors the inflammatory pathway.

Hypersecretion of CSF can lead to intracranial hyperten-
sion and death. It is surprising to see such a mechanism
occur. It has been proven that after a SAH, the glymphatic
system is severely impaired. It leads to a decrease in brain
cleaning and can lead to the phenomena of delayed cerebral
ischemia (DCI) [1, 7, 9, 14, 17]. One explanation may be
that CP hypersecretion increased the functioning of the
glymphatic system, allowing to decrease the toxicity of the
blood component in the brain parenchyma. This hypothesis
must be further studied.

Limitations

We must acknowledge several limitations to the present
study. First, the lack of mechanistic evaluation in order to see
if the ventricular volume reduction induced by ICV injec-
tion of bumetanide has the same mechanisms as described
in IVH [13]. Second, the lack of impact of ICV injection of
bumetanide on functional outcome. This is probably related
to a lack of power, as the neuroscore tended to be lower in
the bumetanide group. Third, we did not thoroughly inves-
tigate all the suspected pathways for CSF drainage. With a
normal intracranial pressure, evidence supporting the role
of arachnoid granulations in the drainage of CSF are weak
[20]. It would have been ideal to find a way to block the CSF
drainage through the cribriform plate or through the lumbar
roots, which are other way of exit of the CSF. Fourth, the
neuroscore is not the most appropriate score. We could have
used the Garcia’s score which was unknown to us at the start
of this study [8]. Finally, there is a controversy about the role
of NKCCI1 as a contributor to CSF production, some stud-
ies argued for unconventional outward NKCC1 transport in
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choroid plexus, and other supports the conventional inward
transport [3, 10, 21].

Conclusion

Post-SAH hydrocephalus in rodents is possibly related to
an increased secretion of CSF by the choroid plexus, prob-
ably through inflammatory mechanisms. The decrease in
the secretion of CSF in rodents by NKCC1 blockage is an
interesting hypothesis. A clear understanding of CSF pro-
duction and the role of NKCC1 to normal CSF production
and to acute hydrocephalus must be further studied, before
any evaluation of bumetanide in a clinical trial.
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Aims. Organophosphate (OP) compounds are highly toxic chemicals widely used as
pesticides, but also as chemical warfare nerve agent (NA). The incidence of accidental
poisoning with OP pesticides is associated with nearly 100,000 annual deaths
worldwide for 2 million reported cases of intoxication. More worryingly, the use of
neurotoxic weapons demonstrates the ever-persistent threat. NA exposure leads to
the irreversible inhibition of cholinesterases, affecting both the peripheral and the
central nervous system (CNS). In the CNS, if the cholinergic hyperactivity is not quickly
stopped, it will lead to seizure and epileptic activity that will induce brain damages,
neuronal degeneration, BBB dysfunction, cerebral edema and significant
neuroinflammation. However, the effects of NA on the neurovascular system remain
poorly understood. This work aimed to explore anatomical and functional
neurovascular consequences of an exposure of a sarin surrogate (NIMP).

Methods. For that purpose, MRI molecular imaging of the adhesion molecules
(VCAM-1) was used to uncover neurovascular inflammation in vivo after 2 different
sublethal doses of a sarin analog exposition (0.5LD50 and 0.9LD50). Functional
consequences were measured on the somatosensory cortex using speckle contrast
imaging.

Results. We demonstrate that cerebrovascular inflammation was already perceptible
6 hours after exposure up to 7 days for the highest dose. Neurovascular coupling was
altered up to 1 month after NIMP exposure whatever the dose as shown by speckle
imaging.

Conclusions. This method allows to detect neurovascular inflammation after mild OP
exposure which would improve the diagnosis and management of patients to avoid
long-term cerebral impact.
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Abstract

Anti-N-Methyl-D-Aspartate receptor (NMDA) autoimmune encephalitis (NMDAR AE) is
an autoimmune disease characterized by severe psychiatric and neurological
symptoms. While the pathogenic role of antibodies (Ab) directed against the GluN1
subunit of NMDAR is well described in this disease, the immune mechanisms involved
in the generation of the autoimmune B cell response, especially the role of T helper
cells, are poorly understood. Previously, we have developed a B-cell-mediated mouse
model of NMDAR-AE by immunization with a GluN1359-378 peptide that drives a
series of symptoms that recapitulate AE such as anxiety behavior and spatial memory
impairment. Here, in this mouse model, we highlighted anti-GIuN1 specific CD4+ but
also CD8+ T cells in both spleen and meninges. T helper cells have a polyfunctional
profile suggesting a T and B cell crosstalk to generate anti-GluN1 pathogenic Abs.
Interestingly, the use of a tolerogenic strategy with PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid))
nanoparticles (NPs) loaded with antigen, decreased T cell response against GIuN1
peptide without affecting symptoms of the disease. In conclusion, this study identified,
for the first time, a potential contribution of T helper cells in the pathology of NMDAR
AE and pave the way for the development of future NP-based tolerogenic approaches

to treat relapses.
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Background and aim: The only FDA-approved drug treatment of ischemic stroke
relies on the intravenous injection of the recombinant tissue-type plasminogen
activator (rtPA, Alteplase/Actilyse®) alone or combined with thrombectomy. By
increasing the activity of endothelial and neuronal N-methyl-D-aspartate receptors
(NMDAR), tPA is reported to display deleterious effects on neurovascular units and
brain parenchyma. To counteract this, we developed a novel strategy relying on a
monoclonal antibody, Glunomab, targeting the deleterious effects of both endogenous
and recombinant tPA.

Methods: Glunomab was designed to prevent tPA from interacting with the GIuN1
subunit of NMDAR. We then evaluated its efficacy in different animal models of
thromboembolic stroke either alone or combined with early or late recombinant tPA-
driven thrombolysis, including comorbidity studies such as diabetes. Calcium imaging,
Magnetic Resonance Imaging (MRI), laser speckle flowmetry, behavioural tasks and/or
immunohistochemistry were used to evaluate treatment efficacy.

Results: Glunomab blocks the tPA-dependent potentiation of NMDAR signalling
without disturbing its physiological activity. After a single i.v. administration either in
standalone or combined with rtPA-induced thrombolysis, Glunomab reduced brain
lesion volumes along with haemorrhagic transformations, translating in improved long-
term neurological outcomes. Moreover, the therapeutic synergy of Glunomab with rtPA
was also demonstrated in diabetic animals, an important parameter as diabetes is one
of the main comorbidity displayed by stroke patients.

Conclusions: Glunomab drastically limits ischemic damages induced by both
endogenous and recombinant tPA. A humanized form of Glunomab is currently under
development for clinical application, as a potential game-changer treatment for stroke
patients.
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RESUME

L'accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique est une pathologie aux conséquences souvent
dramatiques et pour laquelle I'approche thérapeutique pharmacologique aigué reste trop peu efficace.
Celle-ci consiste a administrer l'activateur tissulaire du plasminogene (tPA), qui permet indirectement
de dégrader la fibrine, le principal composant des caillots. Le tPA vasculaire est aussi produit de
maniere endogene par 1'endothélium. Il est aussi exprimé par d’autres organes, dont le cerveau, et le
tPA vasculaire peut entrer dans le parenchyme cérébral, via la barriere hémato-encéphalique (BHE). De
ce fait, attribuer avec certitude une fonction cérébrale au tPA vasculaire est limité par I’absence d’outils
précliniques permettant d’éliminer sélectivement le tPA circulant sans affecter le tPA des autres
compartiments de l'organisme. Nos travaux visent donc a développer des outils originaux afin de
définir précisément la contribution du tPA endogene vasculaire dans la physiopathologie cérébrale, et
notamment dans deux processus distincts : 'un physiologique, lors du couplage neurovasculaire (CNV)
et 'autre pathologique, lors d'une ischémie cérébrale. Nous avons développé un modele de parabiose
entre une souris sauvage (tPAWT) et une souris totalement déficiente en tPA (tPANuI), avec I'hypothese
que le partage de circulation sanguine restaure le niveau circulant de tPA chez la souris déficiente, sans
affecter ce niveau dans les autres compartiments. Nous démontrons ainsi que les taux physiologiques
de tPA vasculaire (produit libéré par les cellules endothéliales et hépatiques) favorisent le CNV vig un
mécanisme dépendant des récepteurs NMDA endothéliaux. De plus, nous apportons les premieres
démonstrations que le tPA vasculaire rejoint le cerveau en franchissant la barriére formée par les plexus
choroides. Enfin, nous montrons que, dans le cadre d'un AVC thromboembolique, le tPA vasculaire
endogéne permet de protéger le cerveau en restaurant de maniere efficace la perfusion cérébrale.

Mots clés : AVC, BHE, BSLCS, Cerveau, CNV, Parabiose, Plexus Choroides, tPA.

ABSTRACT

Stroke is a pathology with dramatic consequences and for which the acute pharmacological therapeutic
approach remains too inefficient. This approach consists in administrating tissue-type plasminogen
activator (tPA), which indirectly allows to degrade fibrin, the main component of clots. Vascular tPA is
also endogenously produced by the endothelium. It is also expressed by other organs, including the
brain, and vascular tPA can enter the cerebral parenchyma, via the blood-brain barrier (BBB) and /or
choroid plexuses. Thus, it is difficult to attribute a specific cerebral function to vascular tPA because no
known preclinical tool can selectively eliminate circulating tPA without affecting tPA levels in the other
compartments of the body. Our work therefore aims to develop original tools in order to precisely define
the contribution of endogenous vascular tPA to cerebral physiopathology, and in particular two distinct
processes: a physiological, during neurovascular coupling (NVC) and the other pathological, during
stroke. We developed a parabiosis between a Wild-Type mouse (tPAWT) and a totally tPA-deficient
mouse (tPANu), with the hypothesis that blood circulation sharing restores the circulating level of tPA
in the deficient mouse, without affecting the level in others compartments. We thus demonstrate that
physiological levels of vascular tPA (product released by endothelial and hepatic cells) promote CNV
via a mechanism dependent on endothelial NMDA receptors. Similarly, we provide the first
demonstrations that vascular tPA reaches the brain by crossing the barrier formed by the choroid
plexus. Finally, we show that in the context of a thromboembolic stroke, vascular tPA, despite specific
effects, has an overall beneficial effect.

Key words: BBB, BCSFB, Brain, Choroid Plexus, NVC, Parabiosis, Stroke, tPA.



