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Avant-propos

L'unité INSERM U1237, dans laquelle j’ai réalisé ma these s’intitule « Physiopathology and Imaging
of Neurological Disorders » (PhIND). Depuis sa création, I'unité s’intéresse tout particulierement a
I'activateur tissulaire du plasminogene ou tPA. Cette sérine protéase, connue pour son rdle dans la
fibrinolyse est, a ce jour, le seul traitement pharmacologique autorisé et utilisé dans la phase aiglie
des accidents vasculaires cérébraux (AVC) ischémiques. Outre la fibrinolyse, le tPA endogéne est
également un acteur clef dans divers aspects de la physiopathologie cérébrale. Ainsi, I'objectif
premier de l'unité vise a élucider les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents aux
différentes fonctions du tPA dans le systéme nerveux.

De maniére intéressante, une étude transcriptomique au sein du laboratoire a conduit a la
découverte d’'un nouveau substrat du tPA: la désintégrine et métalloprotéinase a motifs
thrombospondines de type 4, ou ADAMTS-4. Cette protéase est principalement connue pour dégrader
les chondroitines sulfates protéoglycanes (CSPGs) retrouvés au sein des différentes formes de matrice
extracellulaire (MEC). L'une de ces formes, les réseaux périneuronaux (perineuronal nets, PNNs),
inhibent la plasticité cérébrale en formant une structure condensée autour de certains neurones.
Néanmoins, la dégradation enzymatique des PNNs restaure la plasticité cérébrale et ouvre ainsi
d’intéressantes perspectives thérapeutiques afin d’améliorer la récupération fonctionnelle dans
certaines pathologies, dont les AVC ischémiques.

Au vu de ces informations, ADAMTS-4 semble étre un excellent candidat pour moduler la structure
des PNNs. La premiére partie de mes travaux de thése visait a définir si la récupération fonctionnelle
lors des AVC ischémiques peut étre favorisée par la digestion enzymatique des PNNs par ADAMTS-4
endogene, seule ou couplée a une rééducation intensive (étude 1). Dans une deuxiéme étude, nous
avons cherché a déterminer si le tPA dégrade les PNNs en condition physiologique, et si oui, par quel
mécanisme. Nous nous sommes tout particulierement intéressés au tPA issu des interneurones a
parvalbumine, une source cellulaire que nous avons identifiée grace a un nouvel outil rapporteur
(étude 2).

Afin de présenter ces travaux de thése, nous débuterons I'introduction par une description des
PNNs et des différentes protéases capables de moduler leur structure, afin de faire le lien avec la 2¢™¢
et 3¢ partie portant respectivement sur ADAMTS-4 et le tPA. Nous terminerons cette introduction

en parlant des AVC ischémiques, pathologie dans laquelle nous avons étudié les PNNs.
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1. Lesréseaux périneuronaux
1.1 Une découverte controversée

Vers la fin du XIXeme siecle, Camillo Golgi observa pour la premiére fois un « manteau délicat »
enveloppant le corps et les dendrites de certaines cellules nerveuses. Il émit I’hypothése que cette
enveloppe n’était pas une structure neuronale mais une sorte de corset en kératine pouvant altérer
les courants nerveux. Cette découverte reposant sur |'utilisation de sa « réaction noire », a base de
nitrate d’argent, fut tres vite qualifiée d’artéfact histologique par ses confréres. Il faudra attendre les
années 1970, grace au développement de I'immunohistologie, pour confirmer I'existence de cette

structure appelée réseau périneuronal (perineuronal net, PNN) (Celio et al., 1998) (Figure 1).

Figure 1 : Représentations des réseaux périneuronaux au cours du temps.

A) Premieres illustrations des PNNs datant de la fin du XIXéme et du début du XXeme siecle.
Immunohistochimies des PNNs corticaux, révélés par la lectine WFA (Wisteria Floribunda Agglutinin),
datant de 1997 (B-B’), ou d’aujourd’hui (C-C’). Adapté de (Lander et al., 1997 ; Celio et al., 1998).

1.2 Généralités

Les PNNs sont des structures spécialisées et condensées de la matrice extracellulaire (MEC), qui
enveloppent a la fois le soma et les dendrites de certains neurones et parfois le segment initial de leur
axone. De plus, les synapses formées au niveau de ces régions sont également entourées et intégrées

au sein des PNNs (Fawcett et al., 2019). Les PNNs sont largement distribués dans de nombreuses
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régions du systéme nerveux central (SNC) et tout particulierement dans les régions corticales. lls sont
principalement associés aux interneurones a décharge rapide exprimant de la parvalbumine (fast-
spiking parvalbumin, FS-PV) (Kosaka and Heizmann, 1989 ; Liith et al., 1992 ; Rossier et al., 2015), mais
peuvent également envelopper d’autres populations neuronales en fonction de leur localisation

(Tableau 1) :

Tableau 1 : Syntheése des différentes populations neuronales enveloppées de PNNs dans le SNC.

Régions du SNC Types de neurones Localisation Références
Interneurones FS-PV (Xx), Cortex . .
neurones ramidau(x e’z somatosensoriel (Briickner et al,, 1999 ; Rossier

Cortex (++) Py . . ! et al., 2015 ; Mueller et al., 2016
neurones exprimant de la visuel, moteur,

calbindine. entorhinal et auditif. s et el ALi)

Neurones pyramidaux et CA1, CA2 (++), CA3 et (Yamada et al., 2015 ; Lensjg et

Hi
'ppocampe interneurones PV. gyrus denté. al., 2017a)
Interneurones PV, neurones
excitateurs CamKiIl positifs , (Wolfgang et al., 1995 ;
AU (¥x) et neurones exprimant Meel (Rl G (IR Morikawa et al., 2017)
de la calbindine.
Interneurones PV + une Novau latéral géniculé
Thalamus autre population non v s (Sabbagh et al., 2019)
. o s ventral.
identifiée.
Noyau latéral (Horii-hayashi et al., 2016 ;
H hal | PV.
ypothalamus nterneurones hypothalamique. Blacktop et al., 2017)
o e S cees e Corc bt i e, 2001 cort
e ¥ al., 2006 ; Mueller et al., 2016)
excitateurs. profond.
Corne ventrale et et &0 e, 1887 )
Moelle épiniére Motoneurones. Lemarchant et al., 2016b ;

dorsale. Mueller et al., 2016)

(++) : Forte expression ; (%) Importante co-localisation.

Au sein des couches corticales, différents profils de distribution des PNNs sont observés. En effet,
bien que les PNNs enveloppent majoritairement les interneurones FS-PV de la couche IV dans le cortex
visuel et somatosensoriel (Faini et al., 2018 ; Ueno et al., 2019), ils sont exclusifs des couches Il et llI
du cortex entorhinal, dans lesquelles ils enveloppent également des interneurones PV (Lensjg et al.,
2017b). Cependant, ils semblent principalement entourer les neurones pyramidaux des couches Il et

V du cortex moteur et de la couche Il du cortex auditif (Brickner et al., 1999).
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1.3 Structure et composition des PNNs

La structure condensée des PNNs repose sur différents composants de la MEC comprenant de
I’acide hyaluronique (AH), différents chondroitines sulfates protéoglycanes (CSPGs), des tesnacines R

(Tn-R) ainsi que des protéines de liaison (Fawcett et al., 2019) (Figure 2).

Neuronal
process Glial

process

Neurotrophin

Hyaluronan
synthase

Neuronal surface

:ﬂ,\, Brevican %% Versican % CS-GAG chains 020000 Hyaluronan ATenascin-R
:::l: Neurocan % Aggrecan () OTX2 @ Link protein O Semaphorin 3A

Figure 2 : Structure des réseaux périneuronaux.
Synthétisé a la membrane des neurones, I’AH sert de point d’ancrage a la formation des PNNs. Les lecticans

(aggrecan, brevican, neurocan et versican) peuvent ainsi venir se greffer dessus par l'intermédiaire des
protéines de liaison. Les Tn-R servent, quant a elles, a relier les lecticans entre eux pour ainsi former une
structure condensée (Fawcett et al., 2019).
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1.3.1 Les chondroitines sulfates protéoglycanes

Les CSPGs sont une famille de macromolécules constituées d’un corps protéique auquel sont
rattachées des chaines de sucres sulfatées de type CS-GAG (chondroitin sulfate glycosaminoglycan).
Les CSPGs sont particulierement abondants au sein du SNC et peuvent étre diffus dans la matrice
interstitielle ou condensés en PNNs. Les CSPGs retrouvés au sein des PNNs sont les membres de la

famille des lecticans (incluant aggrecan, brevican, neurocan et versican) et le phosphacan.

1.3.1.1 Les glycosaminoglycanes de type chondroitine sulfate (CS-GAG)

Les chaines CS-GAG sont des longs polyméres linéaires composés de plusieurs répétitions du
disaccharide GlcA-GalNac (acide glucuronique + N-acétylgalactosamine). Elles sont reliées aux résidus
sérine du corps protéique par l'intermédiaire d’un tétrasaccharide (Xylose-Galactose-Galactose-
Glucuronate). Durant leur synthése, les chaines CS-GAG peuvent étre sulfatées au niveau des

carbones de GalNac et/ou de GIcA, suivant différents profils : 4S, 6S, 25/6S et 45/6S (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation simplifiée des chaines de sucre CS-GAG et leurs profils de sulfatation.

Le corps protéique des CSPGs contient des résidus sérine capables de se fixer au tétrasaccharide situé en
amont des chafnes CS-GAG. Ces chaines sont formées par les répétitions du disaccharide GlcA-GalNac et
peuvent étre sulfatées au niveau du ou des carbone(s) : C4 de GalNac (4S) ; C6 de GalNac (6S) ; C2 de GIcA
et C6 de GalNac (25/6S) et C4 et C6 de GalNac (45S/6S). Les profils 4S et 6S sont prédominants dans le
cerveau, alors que dans le cervelet, c’est le profil 25/6S. Le profil 45/6S est fortement présent dans les
PNNs. Adapté de (Kwok et al., 2011b ; Dyck and Karimi-Abdolrezaee, 2015).
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Ces profils de sulfatation sont déterminants dans la fonction des chaines CS-GAG. Bien que le
profil 6S favorise la pousse axonale et la plasticité cérébrale, le profil 4S s’y oppose (Wang et al., 2008
; Lin et al.,, 2011). La sulfatation en 6S est majoritaire dans les phases précoces du développement,
puis diminue progressivement en faveur de la sulfatation en 4S. Ce changement dans le profil de
sulfatation augmente le ratio 45/6S responsable de la maturation des PNNs (Miyata et al., 2012), ainsi
que de leurs propriétés inhibitrices (Foscarin et al., 2017). Ce profil 45/6S permet aux PNNs d’interagir
spécifiqguement avec I'homéoprotéine Otx2 (orthodenticle homeobox 2) (Sugiyama et al., 2008 ;
Beurdeley et al.,, 2012) ou encore avec la sémaphorine 3A (Dick et al.,, 2013), deux molécules
participant respectivement a la maturation et aux propriétés inhibitrices des PNNs (Figure 2).
Récemment, Van't Spijker et collaborateurs ont montré que la molécule Nptx2 (Neuronal pentraxin 2)
peut également interagir avec les chaines 4S/6S et accélere la formation des PNNs in vitro (Van't
Spijker et al., 2019). Nptx2 pourrait également réguler les décharges rapides des interneurones PV au
travers de cette interaction (Chang et al., 2010).
Les chaines CS-GAG possédent la particularité d’étre reconnues par la lectine WFA (Wisteria
floribunda agglutinin). Cette derniére se lie spécifiquement a GalNac et est principalement utilisée

dans la détection des PNNs en histologie (Berretta et al., 2015).

1.3.1.2 Les lecticans : aggrecan, brevican, neurocan et versican

Le corps protéique des lecticans est constitué d’'un domaine globulaire G1 en N-terminal capable
de se lier avec I’AH apres stabilisation par une protéine de liaison et un domaine globulaire G3 en
C-terminal capable de se lier aux Tn-R (Stanton et al., 2011) (Figure 2). Les deux domaines sont
connectés par une région centrale de structure variable contenant le site d’attachement aux chaines
CS-GAG. Celui-ci peut accueillir 1 a 100 chaines en fonction du lectican. L'aggrecan est le seul lectican
possédant un domaine globulaire supplémentaire (G2) situé juste aprés G1 et séparé de celui-ci par
un court domaine interglobulaire (IGD). Bien que similaire a G1 sur le plan structurel, G2 ne semble

pas pouvoir se lier a ’'AH (Avram et al., 2014) (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation simplifiée des lecticans et de leurs isoformes.

A) L'aggrecan, B) le brevican, C) le neurocan et D) le versican possedent tous un domaine G1 en N-terminal
capable de se lier a I’AH et un domaine G3 en C-terminal capable de se lier aux tesnacines. Seul Aggrecan
posséde un domaine supplémentaire (G2) ainsi qu’un site d’attachement aux chaines KS-GAG. Adapté de
(Stanton et al., 2011).

A) Aggrecan

L’aggrecan se distingue des autres lecticans non seulement par la taille de son corps protéique
(environ 250kDa) mais aussi par la centaine de chaines CS-GAG qui peuvent y étre attachées. Il est le
seul lectican a posséder, en plus du domaine G2, une région d’attachement aux chaines de type
kératane sulfate (KS-GAG : formées par la répétition du disaccharide Galactose-N-acétylglucosamine)
(Figure 4A). Ces chaines sont connues pour inhiber la régénération axonale (Letourneau et al., 1994),

mais leurs fonctions exactes au sein d’aggrecan sont encore mal connues.
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Tres faible aux stades précoces du développement du SNC, I'expression protéique d’aggrecan
augmente brusquement 21 jours aprés la naissance et perdure jusqu’a I'age adulte chez le rat
(Matthews et al., 2002). Il est fortement détecté dans le cortex somatosensoriel, I’hippocampe, le
cervelet, le thalamus ainsi que dans certains noyaux du tronc cérébral. L’aggrecan semble étre
exprimé uniquement par les neurones et plus particulierement par les interneurones FS-PV dans les
régions corticales (Morawski et al., 2012a).

L’aggrecan est trés fortement exprimé au sein des PNNs (Matthews et al., 2002 ; Giamanco and
Matthews, 2012). La mise en place des PNNs semble étre associée a une augmentation d’expression
des ARNm d’aggrecan au niveau des noyaux cérébelleux (Carulli et al., 2007). Des expériences ont
montré que I'utilisation de cellules corticales issues de souris déficientes en aggrecan ou I'utilisation
d’un ARN interférent dirigé contre I'aggrecan empéchent la formation des PNNs in vitro (Giamanco et
al., 2010 ; Kwok et al., 2010). Des données similaires sont obtenues in vivo apres la délétion d’aggrecan
du SNC chez la souris. Il est intéressant de constater que cette perte de PNNs in vivo induit une
restauration de la plasticité (Rowlands et al., 2018). Finalement, les rats présentant un phénotype de
type dépressif suite a un stress chronique présentent une perte d’aggrecan associée a une diminution
des PNNs dans le cortex préfrontal (Yu et al., 2020). Ainsi, en condition basale ou pathologique,

I'aggrecan apparait comme un composant structurel et fonctionnel indispensable aux PNNs.

B) Brevican

Le brevican est le lectican possédant le plus petit corps protéique (97kDa), d’ol son nom (brevis
signifiant court en latin). C’'est également le lectican possédant le moins de chaines de sucres avec
seulement une a trois chaine(s). Cependant, il est le CSPG le plus abondant du SNC, dont il est
spécifique.

Le brevican posséde deux formes : une forme secrétée et une forme ancrée a la membrane grace
a une attache GPI (glycosylphosphatidylinositol) (Figure 4B). La forme secrétée serait principalement
produite par les neurones tandis que la forme ancrée serait plutét produite par les cellules gliales
(Novak and Kaye, 2000 ; Hamel et al., 2005 ; John et al., 2006). Cette derniére est issue d’'un épissage
alternatif et ne posséde pas de domaine G3. Malgré sa tres faible expression par rapport a la forme
secrétée, cette isoforme est importante dans la maturation des synapses excitatrices (Favuzzi et al.,

2017), mais son implication au sein des PNNs reste encore a déterminer.
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La forme secrétée de brevican est exprimée dés les phases précoces du développement et semble
atteindre un plateau a I'adolescence. Elle est largement distribuée dans le cortex, I'hippocampe, le
cervelet et le thalamus (Seidenbecher et al., 1998 ; Viapiano et al., 2003). Cette forme est a la fois
diffuse dans la MEC et condensée au sein des PNNs (Giamanco and Matthews, 2012). En absence de
brevican chez la souris, les PNNs se forment normalement (Brakebusch et al., 2002 ; Suttkus et al.,
2014), mais on note un déficit de mémoire spatiale et de mémoire a court terme (Favuzzi et al., 2017).
Favuzzi et collaborateurs expliquent que le brevican des PNNs contrdle la plasticité en régulant la
localisation des canaux potassiques et des récepteurs AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-
4-propionic acid) (Figure 2) a la membrane des interneurones PV (Favuzzi et al., 2017). Le brevican ne
participerait donc pas de maniére critique a la formation des PNNs, mais serait majeur dans la

régulation de leurs fonctions.

C) Neurocan

Le neurocan est, comme le brevican, spécifique du SNC. Durant le développement cérébral, le
neurocan est exprimé sous sa forme compléte (275kDa), puis seuls les fragments issus d’un clivage
protéolytique (fragment N-term : 130kDa et fragment C-term : 150kDa) sont retrouvés chez I'adulte
(Dyck and Karimi-Abdolrezaee, 2015) (Figure 4C). L’expression de neurocan est trés forte durant la
gestation puis diminue aprés la naissance et ce, jusqu’a I'dge adulte. De facon surprenante, la
présence de brevican semble réguler celle de neurocan (Brakebusch et al., 2002). Le neurocan est
retrouvé dans le cortex préfrontal, le cervelet, la moelle épiniére, le thalamus ou I’hypothalamus
(Zhou et al., 2001b ; Sullivan et al., 2018). Les neurones (Engel et al., 1996), les astrocytes (Matsui et
al., 2002) et les précurseurs des oligodendrocytes (Asher et al.,, 2000) sont responsables de son
expression.

Le neurocan peut étre diffus dans la MEC ou associé aux PNNs sous sa forme clivée de 130kDa
(Miyata et al., 2005 ; Deepa et al., 2006). Les souris déficientes en neurocan ne présentent pas de
modification des PNNs corticaux mais montrent néanmoins une diminution de la plasticité synaptique
accompagnée d’une réduction de la potentialisation a long terme (Long Term Potentiation, LTP) (Zhou
et al.,, 2001b). Ces changements pourraient étre liés a la capacité de neurocan a stabiliser les synapses
des interneurones PV corticaux, via son interaction avec la molécule d’adhésion NCAM (Neural cell

adhesion molecule) (Sullivan et al., 2018). Enfin, une diminution d’expression de neurocan a été
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observée dans le cortex préfrontal chez des rats vulnérables au stress, en lien avec une diminution

des PNNs (Yu et al., 2020).

D) Versican

Le versican est le seul lectican possédant deux régions centrales d’attachement aux CS-GAG,
appelées domaines GAGa et GAGB. Ces deux domaines sont soumis a des épissages alternatifs,
générant cing isoformes de versican (allant de VO a V4) (Figure 4D). VO contient les domaines GAGa
et GAGP, V1 ne contient que le domaine GAGP, V2 contient uniquement le domaine GAGa tandis que
V3 ne contient pas un seul domaine central ni de chaine CS-GAG. V4 est similaire a V1 mais avec un
domaine GAGP tronqué (Nandadasa et al., 2014).

Toutes les isoformes sont retrouvées dans la paroi vasculaire (Stanton et al., 2011), alors que dans
le SNC, on trouve essentiellement les isoformes VO, V1 et V2. Une étude d’immunohistochimie,
utilisant des anticorps dirigés contre le domaine GAGa ou GAGP, a permis de mettre en évidence la
présence de VO, V1 et V2 dans les stades embryonnaires, tandis que chez I'adulte, seuls VO et V2
subsistent (Horii-Hayashi et al.,, 2015). Le versican est exprimé préférentiellement par les
oligodendrocytes (Asher et al., 2002 ; Carulli et al., 2006) mais aussi par les précurseurs neuronaux et
astrocytaires (Gu et al., 2007).

La présence de versican dans les PNNs a été confirmée au niveau du cortex, de I'hippocampe et
du cervelet (Bignami et al., 1993 ; Carulli et al., 2006 ; Deepa et al., 2006), principalement autour des
neurones pyramidaux et les cellules de Purkinje (Horii-hayashi et al.,, 2008). Son expression est
également retrouvée dans les PNNs enveloppant les motoneurones de la moelle épiniere dans un
modele de sclérose latérale amyotrophique chez le rat (Forostyak et al., 2014). De facon surprenante,
I’étude immunohistochimique de Horii et collaborateurs indique que le marquage de versican
enveloppant les neurones ne co-localise pas avec la lectine WFA (un marqueur des PNNs) mais
uniquement avec la lectine HABP (Hyaluronan Binding Protein : un marqueur de I’AH) (Horii-hayashi
et al., 2008). Ces données suggerent |'existence de plusieurs populations de PNNs basées sur leur

composition.



- Introduction : Les réseaux périneuronaux

1.3.1.3 Le phosphacan

Le phosphacan est un CSPG de haut poids moléculaire (>800kDa) spécifique du SNC. Sa forme
sécrétée dans la MEC est le résultat d’un épissage alternatif du récepteur RPTPB (receptor protein
tyrosin phosphatase beta). Le phosphacan comprend un domaine anhydrase carbonique, un domaine
fibronectine de type Ill, un domaine spacer et une région d’attachement aux chaines CS-GAG, mais, a
la différence de son récepteur RPTPB, le phosphacan ne posséde pas de domaine transmembranaire
ni de domaine tyrosine phosphatase (Figure 5A). Comme les lecticans, le phosphacan peut interagir

avec les Tn-R (Garwood et al., 2003 ; Zimmermann and Dours-Zimmermann, 2008).

Membrane
A x’ plasmique

Phosphacan

RPTPR

O Domaine tyrosine phosphatase [l Domaine Fibronectinell

Domaine transmembranaire . Domaineanhydrase
carbonique

@@ Domainespacer M CS-GAG

Figure 5 : Représentation schématique et étude immunohistochimique de phosphacan.

A) Le phosphacan est issu d’'un épissage alternatif a partir de RPTPB et correspondent a la partie
extracellulaire de celui-ci. (B et B’) Co-localisation du marquage WFA avec celui de phosphacan in vitro
(Echelle de 50pum). Adapté de (Garwood et al., 2003 ; Miyata et al., 2005).

L’expression de phosphacan atteint son maximum autour du 15°™® jour post-natal, avant de
diminuer progressivement chez la souris adulte (Miyata and Kitagawa, 2016). Le phosphacan est
exprimé par les neurones, essentiellement les neurones hippocampiques et cérébelleux, les
astrocytes et les précurseurs des oligodendrocytes (Grimpe and Silver, 2002 ; Dobbertin et al., 2003 ;

Hayashi et al., 2005).
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Le phosphacan participe a la structure des PNNs (Miyata et al., 2005) (Figure 5B), et plus
particulierement ceux enveloppant les interneurones PV corticaux (Haunsg et al., 1999) et les
neurones excitateurs des noyaux cérébelleux profonds (Carulli et al., 2006). Tres récemment, une
étude in vivo a fourni des preuves que le récepteur RPTP( situé dans la membrane plasmique des

neurones sert d’ancrage aux PNNs et est donc indispensable a leur formation (Eill et al., 2020).

1.3.2 L’acide hyaluronique

L’AH (ou hyaluronane) est un polymeére d’une centaine de répétitions du disaccharide GIC-GlcNac
(acide glucuronique + N-acétyl-glucosamine). |l fait partie des glycosaminoglycanes (GAG), mais ne
peut étre ni sulfaté ni rattaché a un corps protéique a la différence des GAG constituant les différents
protéoglycanes (Testa et al., 2019).

L’AH est trés largement exprimé dans la MEC par des synthétases HAS (hyaluronan synthase)
ancrées a la membrane plasmique des neurones ou des astrocytes (Fowke et al., 2017). |l existe trois
isoformes d’HAS allant de 1 a 3 aux propriétés de synthése différentes. En effet, HAS3 permet la
formation de polyméres d’AH pouvant aller de 100 a 1000 kDa, tandis que HAS1 et HAS2 géneérent
des polyméres allant de 200 a 2000 kDa et ce, dix fois plus rapidement (Itano et al., 1999 ; Kwok et
al., 2011a). L'expression de ces isoformes peut varier en fonction des régions du SNC. Dans le cervelet,
seules HAS2 et HAS3 sont exprimées, tandis qu’elles sont toutes exprimées dans le SNC notamment
par les neurones hippocampiques (Carulli et al., 2006).

L’AH permet le maintien et I'architecture des PNNs en servant de squelette sur lequel viennent se
greffer les lecticans et les protéines de liaison ; sa fonction est donc primordiale. Il est intéressant de
constater que la mise en place des PNNs coincide avec la surexpression des ARNm des différentes HAS
(Carulliet al., 2007). Une expérience in vitro a démontré que la transfection de HAS3 dans des cellules
embryonnaires humaines engendre la formation et la condensation des PNNs (Kwok et al., 2010).
Dans des cultures neuronales dépourvues d’astrocytes, '’AH peut naturellement former des PNNs,
notamment autour des interneurones PV (Miyata et al., 2005 ; Giamanco and Matthews, 2012 ; Fowke
et al., 2017). Cependant, dans des cultures mixtes (neurones et astrocytes), I’AH semble former une
matrice péri-cellulaire autour des astrocytes au détriment des neurones (Maleski and Hockfield,
1997). Ueno et collaborateurs montrent, par une étude immunohistochimique, qu’il existe une forte

population de neurones corticaux WFA* HABP™ (marqueur de I’AH). Cependant, nous ne savons pas a



- Introduction : Les réseaux périneuronaux

quel point la structure condensée des PNNs peut impacter la liaison des lectines avec leur site de
fixation. Cette étude démontre néanmoins I'existence de neurones HABP* WFA" dans la couche

corticale | (Ueno et al., 2018), suggérant de nouveau I'existence de plusieurs populations de PNNs.

1.3.3 Les ténascines

Les ténascines (Tn) forment une famille de quatre glycoprotéines (Tn-C, Tn-R, Tn-W et Tn-X)
constituées de 4 domaines fonctionnels : une région riche en cystéine en N-terminal, un domaine
semblable a 'EGF (epidermal growth factor), un domaine semblable a la fibronectine et un dernier
semblable au fibrinogéne en C-terminal (Anlar and Gunel-Ozcan, 2012). Grace a leur région riche en
cystéine, les Tn peuvent former un homo-trimere (forme R) ou homo-hexameére (formes C et W)
(Kwok et al., 2011b). Elles sont fortement exprimées durant les stades embryonnaires (Jones and
Jones, 2000).

Dans le SNC, on retrouve principalement les formes R et C, exprimées par les neurones et les
cellules gliales. Seule la forme R fait partie des PNNs, ou elle relie trois lecticans entre eux grace a sa
partie C-terminal et le domaine G3 des lecticans (Kwok et al., 2011b) (Figure 2). La Tn-R peut
également interagir avec le phosphacan et son récepteur RPTPB (Zimmermann and Dours-
Zimmermann, 2008). Comme le démontre I'utilisation de souris déficientes, le Tn-R est nécessaire a

la condensation et la maturation des PNNs (Briickner et al., 2000 ; Suttkus et al., 2014) (Figure 6).

A) Wild type C) HapIn1 -/-

Figure 6 : La Tn-R et la Hapln1 sont indispensables a la condensation des PNNs.
Formes des PNNs en présence (A) ou non de la Tn-R (B) ou de la Hapln1 (C), révélées par la lectine WFA
dans le cortex somatosensoriel (Echelle de 20um). Adapté de (Suttkus et al., 2014).
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1.3.4 Les protéines de liaison

La famille des protéines de liaison comporte quatre membres connus également sous les
appellations Hapln (hyaluronan and proteoglycan link protein), ou Bral (brain-specific hyaluronan-
binding protein) pour ceux spécifiques du SNC. Elles partagent une structure similaire : une séquence
signal en N-terminal, un domaine immunoglobuline et deux modules de liaison consécutifs (Kwok et
al., 2011a). Leur réle est d’associer I’AH aux différents lecticans.

Trois des quatre membres de cette famille sont retrouvés dans le SNC : Hapln1, HapIn2/Brall et
Hapln4/Bral2. HapIn2/Brall peut a la fois étre exprimée par les neurones et les oligodendrocytes et
est associée aux nceuds de Ranvier (Oohashi et al.,, 2002 ; Carulli et al.,, 2006). Les Haplnl et
Hapln4/Bral2 sont exclusivement exprimées par les neurones et sont retrouvées aux sein des PNNs
(Bekku et al., 2003 ; Carulli et al., 2006). Dans le cortex visuel, I'expression de Haplnl connait un pic
15 jours apres la naissance avant de diminuer chez 'adulte, tandis que Hapln4/Bral2 semble atteindre
un plateau 21 jours aprés la naissance (Carulli et al, 2010). On notera une prédominance de
Hapln4/Bral2 pour les PNNs localisés dans le cervelet et le tronc cérébral (Bekku et al., 2012).

Dans le SNC, Haplnl est exclusivement retrouvée au sein des PNNs et son expression est
dépendante de leur mise en place (Carulli et al., 2007 ; Kwok et al., 2011a). Plusieurs expériences,
aussi bien in vitro que in vivo, s’accordent a montrer que Haplnl est indispensable pour lier et
condenser les différentes protéines qui constituent les PNNs (Kwok et al., 2010 ; Suttkus et al., 2014)
(Figure 6). Son absence induit une restauration de la plasticité (Carulli et al., 2010). Les PNNs ont donc
besoin de garder une forme condensée pour maintenir leurs propriétés inhibitrices. Des résultats trés

similaires a ceux de Hapln1 ont été obtenus avec la délétion de Hapln4/Bral2 (Bekku et al., 2012).
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Tableau 2 : Syntheése de tous les membres des PNNs et de leurs isoformes dans le SNC murin.

Aggrecan

Brevican
(2 isoformes)

Neurocan
(+2 fragments
de clivage)

Versican
(3 isoformes)

Phosphacan
(+RPTPB)

AH

Ténascines
(2 membres)

Protéines de
liaison
(3 membres)

Type cellulaire
d’expression

Neurones dont
interneurones PV
(++)

Neurones et
cellules gliales

Neurones,
astrocytes et
précurseurs des
oligodendrocytes

Oligodendrocytes
(++), précurseurs
neuronaux et
astrocytaires

Neurones,
astrocytes et
oligodendrocytes

Neurones et

astrocytes (par les

HAS ancré a la
membrane)

Neurones et
cellules gliales

Neurones et
oligodendrocytes
(uniguement
pour
Hapln2/Brall)

Stade
d’expression

21 jours apres
naissance (++)

Plateau a
I’adolescence
(++)

Gestation (++)
puis diminue
apres la
naissance

Du stade
embryonnaire a
I’adulte pour VO

et V2

15 jours apres la
naissance (++)

Développement

Stade
embryonnaire
(++)

Entre 15 et 21
jours apreés la
naissance (++)

(++) : Expression importante ; ND : non décrit

Région(s)
observée(s)

Cortex,
hippocampe,
cervelet,
thalamus et
tronc cérébral
Cortex,
hippocampe,
cervelet et
thalamus
Cortex
préfrontal,
cervelet, moelle
épiniere,
thalamus et
hypothalamus

Cortex,
hippocampe et
cervelet

Cortex et
cervelet

ND

ND

ND pour Hapinl
Cervelet et
tronc cérébral
pour
Hapln4/Bral2

Interaction(s)
au sein des
PNNs

N-term : AH via
HapInl ou
Hapln4/Bral2 ;
C-term:2
CSPGs via Tn-R

Tn-R

Lecticans +
HaplInl ou
Hapln4/Bral2

3 CSPGs
(lecticans et/ou
phosphacan)

Lie 'AH aux
lecticans

Fonction(s)
connue(s) au
sein des PNNs

Structure et
role inhibiteur
des PNNs

Régule
inhibition des
PNNs

Maintien des
PNNS dans le
cortex
préfrontal

ND

Structure
(squelette des
PNNs)

Structure
(squelette des
PNNs)

Structure
(condensation
des PNNs)

Structure
(condensation
des PNNs)
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1.4 Périodes critiques et mise en place des réseaux périneuronaux

La maturation des réseaux périneuronaux s’effectue durant le développement post-natal et plus
particulierement a la fin de périodes de grande plasticité, appelées périodes critiques, que nous allons

maintenant décrire.

1.4.1 Les périodes critiques de plasticité

Les périodes critiques correspondent a des intervalles de temps distincts durant lesquels la
plasticité synaptique est grandement accrue, et se retrouve particulierement sensible aux stimuli
environnementaux. Elles s"accompagnent de modifications anatomiques permanentes conduisant a
I’acquisition de certaines fonctions (sens, mémoire, cognition ou comportement). Le début ainsi que
la durée des périodes critiques varient en fonction des régions cérébrales. Les premiéres commencent
dans les aires sensorielles (odorat, audition, vision), suivies des régions impliquées dans le langage
(chez 'Homme), puis celles impliquées dans les fonctions motrices et enfin celles responsables des
fonctions cognitives avancées (Hensch and Bilimoria, 2012). L'ouverture des périodes critiques
associées aux aires sensorielles est généralement dépendante de l'acquisition des premiéres
informations sensorielles. En effet, des études ont pu mettre en évidence que I'exposition a
I’'obscurité (dark rearing) ou a un environnement bruyant (noise rearing) depuis la naissance entraine
un retard dans I'ouverture de la période critique du cortex visuel ou auditif (Mower, 1991 ; Chang and
Merzenich, 2003).

La découverte des périodes critiques repose sur les travaux de Hubel et Wiesel sur la plasticité de
la dominance oculaire (ocular dominance, OD). Le cortex visuel de chaque hémisphere comporte des
neurones répondant préférentiellement aux informations transmises par un ceil ou I'autre. Cette
variabilité d’activation neuronale correspond a la dominance oculaire (Figure 7A).

Hubel et Wiesel ont montré que la fermeture d’un ceil (par suture de la paupiere), ou privation
monoculaire (monocular deprivation, MD), durant plusieurs jours chez le chaton entraine une
amblyopie (différence d’acuité visuelle entre les deux yeux d’origine non lésionnelle). Cette amblyopie
reflete un décalage de I‘'OD qui se traduit par une augmentation des afférences associées a I’ceil ouvert
(ipsilatéral) au détriment des afférences de I'ceil temporairement fermé (controlatéral) (Wiesel and
Hubel, 1965) (Figure 7B). Cependant, une MD de longue durée (un an) chez le chat adulte n’entraine

pas de modification de I'OD et, par conséquent, aucune amblyopie (Hubel and Wiesel, 1970) (Figure
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7C). Cette différence de plasticité est le reflet d’'une période critique ouverte chez le chaton a la

différence du chat adulte.

(A) Adulte normal (B) Privation monoculaire (c) Privation monoculaire
chez le chaton chez I'adulte
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Figure 7 : Mesure de I’OD aprés une privation monoculaire entre un chaton et un chat adulte.

A) Apres stimulation lumineuse, les neurones du cortex visuel peuvent étre classés par en fonction de leur
activation : réponse d’activation spécifique a I'ceil controlatéral (classe 1), en passant par la réponse
équivalente pour les deux yeux (classe 4) pour finir par réponse d’activation spécifique a I'ceil ipsilatéral
(classe 7). NR représente les neurones non activés. En condition physiologique, le chat présente une
activation neuronale plus importante pour I'ceil controlatéral par rapport a I’hémisphere enregistré. B) La
suture bréve d’une paupiére chez le chaton, induit une OD en faveur de I'ceil non suturé (ipsilatéral). C) La
suture d’une paupiére de longue durée chez le chat adulte, n’induit pas de modification de I’OD. D’apres
(Neurosciences, 5™ édition Purves et al., 2015).

Par la suite, des résultats similaires ont été obtenus chez différentes espéces telles que la souris
ou le macaque (Gordon and Stryker, 1996 ; Horton and Hocking, 1997). Il est intéressant de constater

gue la privation binoculaire (suture des deux paupiéeres) durant la période critique de la souris n’induit
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pas de décalage de I'OD, suggérant qu’une compétition entre les deux yeux est nécessaire pour

instaurer de la plasticité (Gordon and Stryker, 1996).

1.4.2 La mise en place des réseaux périneuronaux

Dans le cortex visuel de la souris, la mise en place des PNNs débute aux alentours du 14°™ jour
aprés la naissance (au moment de I'ouverture des yeux) et prend fin vers le 40™ jour postnatal, au
moment de la fermeture de la période critique du cortex visuel (Ye and Miao, 2013). La maturation
des PNNs accompagne la fermeture des périodes critiques et varie donc en fonction des différentes
régions cérébrales. La maturation des PNNs est également dépendante des expériences sensorielles
puisque I'exposition des animaux a I'obscurité induit non seulement un retard dans la mise en place
de la période critique mais également un retard dans la formation des PNNs dans le cortex visuel
(Mower, 1991 ; Ye and Miao, 2013). De facon surprenante, il est possible de contrebalancer ces effets
en associant I'exposition des animaux a I'obscurité avec un environnement enrichi (Bartoletti et al.,
2004). Enfin, la suppression des vibrisses chez des nouveaux nés altére la maturation des PNNs dans
le cortex somatosensoriel (Ueno et al., 2017).

Une MD réalisée au point culminant de la période critique (vers les 28 jours postnataux), entraine
un décalage de I'OD ainsi qu’un remodelage des PNNs dans le cortex visuel (Kelly et al., 2015). La
maturation des PNNs a la fin des périodes critiques aurait donc pour fonction de consolider les
synapses mises en place durant la période critique. Cette consolidation entraine la fermeture de la
plasticité, mettant fin aux périodes critiques. De fait, I'altération des PNNs chez les souris déficientes
en HapInl ou pour une enzyme de synthése des chaines CS-GAG, induit un retard dans la fermeture
des périodes critiques (Carulli et al., 2010 ; Hou et al., 2017). De maniére intéressante, la dégradation
des PNNs chez I'adulte entraine une restauration de la plasticité mise en place durant les périodes
critiques (Figure 8). En effet, Pizzorusso et collaborateurs ont démontré que I'injection dans le cortex
visuel adulte d’'une enzyme bactérienne nommée la chondroitinase ABC (chABC), permet non
seulement la dégradation des PNNs mais également un décalage de I’OD en faveur de I'ceil encore
ouvert aprés une MD (Pizzorusso et al., 2002). Il est intéressant de constater que si I’ceil affecté par la
MD est rouvert, I'injection de chABC induit, dans ce cas précis, une récupération complete de

I’amblyopie (Pizzorusso et al., 2006).
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Figure 8 : Evolution de la plasticité cérébrale en présence ou non des PNNs.
La maturation des PNNs entraine la fermeture de la période critique et ainsi la diminution de la plasticité
cérébrale. Cependant, la dégradation de ces PNNs via l'injection de chABC, permet de restaurer la

plasticité cérébrale en ouvrant de nouveau les périodes critiques.

La modulation des PNNs constitue donc une piste thérapeutique intéressante afin d’accroitre la
plasticité dans des pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer ainsi que pour
accroitre la récupération fonctionnelle dans le cas des lésions cérébrales telles que les accidents

vasculaires cérébraux (AVC) ischémiques.

1.5 Fonctions associées aux réseaux périneuronaux
1.5.1 Une surface d’interaction
1.5.1.1 lonique

Les PNNs sont des structures constituées majoritairement de sucres chargés négativement au
travers des CSPGS et de I’AH, ce qui leur confére des propriétés polyanioniques (Briickner et al., 1993).
Cette particularité permet aux PNNs d’interagir plus facilement avec les cations de la MEC tels que le
sodium, le potassium et le calcium. Les PNNs agiraient alors comme des réservoirs a cations favorisant
la dépolarisation neuronale et plus particulierement les décharges rapides des interneurones FS-PV
(Hartig et al., 1999). Les PNNs pourraient également interagir avec des ions métalliques dont le Fe**,

protégeant ainsi les neurones contre le stress oxydatif (Reinert et al.,, 2003 ; Morawski et al., 2004 ;
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Cabungcal et al., 2013). En effet, la délétion de certains composants des PNNs (aggrecan, brevican,
Tn-R ou Hapln1) chez la souris accroit les Iésions suite a I'injection de chlorure de fer (FeCls) (Suttkus

etal., 2014).

1.5.1.2 Protéique

Comme nous l'avons précédemment mentionné (cf 1.3.1.1 Les glycosaminoglycanes de type
chondroitine sulfate (CS-GAG)), les chaines CS-GAG des PNNs sont majoritairement sulfatées en
4S/6S ce qui leur permet d’interagir avec différentes molécules de la MEC. La localisation de la
sémaphorine 3A dans les régions corticales est dépendante de la présence de PNNs. En effet, leur
déplétion a I'aide de chABC ou chez des souris déficientes en Haplnl conduit a une délocalisation de
la sémaphorine 3A autour des interneurones PV (Vo et al., 2013). La sémaphorine 3A est connue pour
ses propriétés chémorépulsives sur la croissance axonale et peut interagir avec les chaines de sucres
des PNNs (Dick et al,, 2013). Les PNNs peuvent également interagir avec la Nptx2, une molécule
impliquée a la fois dans la mobilité des récepteurs AMPA et dans la régulation des décharges rapides
des interneurones FS-PV (O’Brien et al.,, 1999 ; Chang et al., 2010 ; Van’t Spijker et al., 2019).

Sugiyama et collaborateurs ont découvert que le facteur de transcription Otx2 produit au niveau
des plexus choroides peut s’accumuler au sein des interneurones PV en fonction de I'expérience
visuelle. Une administration exogéne d’Otx2 accélére le développement des interneurones PV ainsi
qgue la fermeture de la période critique (Sugiyama et al., 2008), tandis que sa délétion entraine des
résultats opposés (Lee et al., 2017). En réalité, Otx2 est internalisé par les interneurones PV par
I'intermédiaire des PNNs. Cette interaction dépend du ratio de sulfatation 45S/6S des chaines CS-GAG
(Beurdeley et al., 2012 ; Miyata et al., 2012). Ainsi, I'accumulation d’Otx2 autour des interneurones
PV peut étre abolie par une administration de chABC. Il est intéressant de constater que la diminution
de I'internalisation d’Otx2 réduit en retour la mise en place des PNNs et donc la plasticité, créant ainsi

une boucle de rétrocontrole (Beurdeley et al., 2012) (Figure 9).
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Figure 9 : L'internalisation neuronale d'Otx2 par les PNNs permet de réguler les périodes critiques.

(A et B) Immunohistochimie d’Otx2 (en vert) et des PNNs marqués par la lectine WFA (en rouge) (Echelle
de 50um). C) L'augmentation d’Otx2 au sein des interneurones PV permet leur maturation et celle des
PNNSs, ce qui conduit a la fermeture des périodes critiques. A I'inverse, la réduction de I'internalisation
d’Otx2 altére la mise en place des PNNs et permet de rouvrir les périodes critiques. Adapté de (Beurdeley
etal., 2012 ; Prochiantz and Di Nardo, 2015).

1.5.2 Une barriere physique a la fois protectrice et inhibitrice
1.5.2.1 En condition physiologique

A) Plasticité structurelle & synaptique

La structure condensée des PNNs forme en réalité une barriére physique autour des neurones,
consolidant les synapses mises en place durant les périodes critiques. Cependant, la formation de
cette barriére physique limite en retour la plasticité structurelle des neurones.

Suite a l'injection de chABC dans le cervelet de rat adulte, la perte de PNNs favorise la croissance
neuritique des cellules de Purkinje (Corvetti and Rossi, 2005). In vitro, I'administration de chABC
accroit a la fois la synaptogenése ainsi que la mobilité des épines dendritiques (Pyka et al., 2011 ;
Orlando et al., 2012). Une augmentation de la mobilité des épines dendritiques a également été
constatée in vivo apreés injection de chABC dans le cortex visuel de souris adultes (De Vivo et al., 2013).

De nombreuses études démontrent une implication des PNNs dans plusieurs formes de plasticité
synaptique. Ces formes regroupent la plasticité a court terme désignant une modification transitoire
de I'efficacité synaptique (quelques millisecondes a quelques minutes) et celle a long terme (plusieurs
heures a plusieurs jours) comprenant la LTP et la LTD (Long Term Depression). Dans le cas d’une LTP,

la stimulation prolongée des neurones a haute fréquence permet un renforcement synaptique par
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I'incorporation des récepteurs AMPA au niveau de la densité post-synaptique, puis plus tardivement
par la synthése de nouvelles protéines (Baltaci et al., 2019). A I'inverse, une LTD induite par une
stimulation prolongée des neurones a basse fréquence engendre un affaiblissement de I'efficacité
synaptique notamment par I’endocytose des récepteurs AMPA situés au niveau de la densité post-
synaptique (Citri and Malenka, 2008).

Frischknecht et collaborateurs ont été les premiers a démontrer que la déplétion des PNNs dans
une culture de neurones hippocampiques facilite la mobilité des récepteurs AMPA et la plasticité a
court terme (Frischknecht et al., 2009). Une récente étude confirme ces données en précisant que le
brevican contenu dans les PNNs régule la localisation des récepteurs AMPA et des canaux potassiques
a la membrane des interneurones PV (Favuzzi et al., 2017). Enfin, les PNNs pourraient également
réguler la mobilité des récepteurs AMPA a la membrane par son interaction avec la molécule Nptx2
(O’Brien et al., 1999 ; Van’t Spijker et al., 2019).

Il est intéressant de noter que I'utilisation de chABC ou la délétion de Tn-R induit une réduction
de la LTP dans le CA1 de I’hippocampe (Bukalo et al., 2001 ; Saghatelyan et al., 2001). Il est cependant
possible de contrebalancer cette diminution de la LTP induite par la chABC, en bloquant la
transmission GABA (gamma-aminobutyric acid) a I'aide d’un antagoniste des récepteurs GABA-A, la

picrotoxine (Shi et al., 2019) (Figure 10).
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Figure 10 : Les PNNs hippocampiques régulent la plasticité synaptique via la transmission GABAergique.
La LTP induite par une stimulation « theta-burst » dans le CA1, n’est pas maintenue apres administration
de chABC. L'utilisation d’un inhibiteur des récepteurs GABA-A, la picrotoxine, permet de restaurer ce
déficit. Adapté de (Shi et al., 2019).
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Au contraire, I'injection de chABC dans le CA2 de I’hippocampe permet d’induire une LTP chez des
neurones habituellement résistants (Carstens et al., 2016). De plus, la digestion enzymatique des
CSPGs du CA1 diminue également la LTD (Bukalo et al., 2001). A I'inverse, les souris déficientes en
HaplInl ou la digestion des PNNs par la chABC facilite la LTD et entraine une augmentation des
performances mnésiques dans le cortex périrhinal (Romberg et al., 2013).

Toutes ces données laissent supposer que les différents effets des PNNs varient selon les régions
cérébrales et les réseaux neuronaux associés. De plus, il est important de noter que I'utilisation de
chABC ou la délétion de certains composants affectent non seulement la structure des PNNs mais

également la matrice interstitielle.

B) Régulation de I'activité neuronale

Plusieurs études montrent que les PNNs contrdlent I'activité des neurones qu’ils entourent. Les
résultats sont cependant contradictoires en fonction du modele d’étude utilisé. Dans des cultures
hippocampiques, la perte de PNNs n’affecte pas le nombre et la distribution des contacts des
interneurones GABA mais augmente néanmoins leur excitabilité (Dityatev et al., 2007). A I'inverse,
I'incubation de chABC sur des tranches corticales de souris réduit la fréquence des décharges des
interneurones PV (Balmer, 2016). In vivo, I'administration de chABC dans le CA1, induit 7 jours apres,
une réduction de I'intensité du marquage PV en lien avec une réduction de I'expression de I’ARNm de
la parvalbumine (Yamada et al., 2015). Dans le cortex préfrontal, la dégradation des PNNs diminue la
fréquence des courants inhibiteurs, ce qui a pour conséquence de lever une partie de I'inhibition des
cellules pyramidales (Slaker et al., 2015). Enfin, si la délétion des PNNs est réalisée durant la période
critique du cortex visuel, celle-ci empéche la maturité des récepteurs GABA retrouvés au niveau de la

couche IV (Liu et al., 2013).

1.5.2.2 En conditions pathologiques

A) Maladie d’Alzheimer

La maladie d'Alzheimer est une maladie neurodégénérative qui se caractérise par un déclin
progressif des fonctions cognitives, dont la mémoire. Cette pathologie est déclenchée par I'agrégation
de la protéine Tau et par I'accumulation de peptides amyloides-p (AB) en plagues neurotoxiques. De

maniére intéressante, il est possible de restaurer la perte de mémoire observée chez des souris
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transgéniques présentant une hyperphosphorylation de la protéine Tau, en dégradant les PNNs du
cortex périrhinal via une injection de chABC (Yang et al., 2015). Les souris transgéniques surexprimant
le peptide AB (souche APP/PS1) présentent, quant a elles, un déficit de mémoire émotionnelle ainsi
gu’un plus grand nombre de PNNs hippocampiques que leurs homologues sauvages. Néanmoins, une
administration de chABC au sein de I’hippocampe permet de restaurer les performances mnésiques
chez des souris APP/PS1 de 3 mois (Végh et al., 2014). Cependant, des analyses post-mortem des
cerveaux de patients atteints par la maladie d’Alzheimer ne révelent pas de modification du nombre
de PNNs dans les régions riches en plaques amyloides ou en présence de la protéine Tau (Baig et al.,
2005 ; Morawski et al., 2012b). Plusieurs études suggerent aussi que la présence des PNNs dans cette
pathologie serait neuroprotectrice face au stress oxydatif (Morawski et al., 2004), ou a I’exposition du

peptide AB comme le démontre une étude in vitro (Miyata et al., 2007).

B) Epilepsie et schizophrénie

L’épilepsie se caractérise par une sur-activation neuronale au sein du foyer épileptique en lien
avec une altération de la transmission GABAergique. En effet, I'activation optogénétique des
interneurones PV en périphérie du foyer épileptique permet de limiter la propagation de I'épilepsie
(Sessolo et al., 2015). L'induction d’une crise d’épilepsie dans des modeéles expérimentaux engendre
une diminution des PNNs enveloppant les interneurones FS-PV corticaux et hippocampiques (McRae
and Porter, 2012 ; Pollock et al., 2014). Tewari et collaborateurs prouvent que la survenue des crises
épileptiques dans un modéle tumoral est dépendante de la diminution des décharges rapides des
interneurones FS-PV, provoquée par la déplétion des PNNs autour de ces derniers (Tewari et al.,
2018). La perte de PNNs est associée a une augmentation de I'expression des métalloprotéinases
matricielles (MMPs). En effet, I'utilisation de la doxycycline, un inhibiteur des MMPs, empéche la
déplétion des PNNs ainsi que la survenue des crises épileptiques (Pollock et al., 2014 ; Dubeya et al.,
2017). Les patients souffrant de schizophrénie présentent une diminution du nombre de PNNs dans
I'amygdale et le cortex préfrontal (Mauney et al., 2013 ; Pantazopoulos et al., 2015). Cabungcal et
collaborateurs proposent que la perte des PNNs expose les interneurones PV au stress oxydatif

retrouvé chez les patients atteints de schizophrénie (Cabungcal et al., 2013).
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C) Lésions cérébrales

La déplétion des PNNs pourrait également étre bénéfique dans plusieurs pathologies impliquant
des lésions cérébrales. Ces maladies s’Taccompagnent par une mise en place d’une cicatrice gliale qui
s'avere bénéfique pour limiter I'extension de la lésion, préserver les tissus sains et moduler
I'inflammation (Rolls et al., 2009). Cependant, elle devient vite un obstacle a la pousse neuritique due
ala présence des CSPGs (Yiu and He, 2006 ; Pendleton et al., 2013 ; Lemarchant et al., 2014). Bien que
I’'administration de chABC promeuve la plasticité en facilitant la repousse axonale et la récupération
fonctionnelle suite a un traumatisme cranien (Harris et al., 2013) ou médullaire (Massey et al., 2006 ;
Galtrey and Fawcett, 2007 ; Lee et al., 2010), rien ne garantit que ces effets soient dus a la dégradation
des PNNs ou uniguement a celle de la cicatrice gliale.

Cependant, suite a un traumatisme cranien, la perte progressive de I'inhibition corticale survient
aprés une augmentation du stress oxydatif. Ces événements sont corrélés avec une diminution du
nombre de PNNs, suivie par celle des interneurones PV. L'ordre des événements suggere un effet
protecteur des PNNs face au stress oxydatif, mais qui s’avére insuffisant sur le long terme (Hsieh et
al., 2017). Dans un modéle de Iésion médullaire, le nombre de PNNs en périphérie de la lésion diminue
tandis que leur densité est accrue en s’éloignant (Lipachev et al., 2019). Cette hétérogénéité reflete

la capacité des PNNs a s’adapter a leur environnement.

La premiére étude de cette thése s’intéresse aux fonctions des PNNs dans la récupération
fonctionnelle aprés un AVC ischémique. Cette pathologie ainsi que les fonctions connues des PNNs
dans celle-ci seront détaillées dans la 4°™ partie de cette introduction (cf 4 Les accidents vasculaires

cérébraux).

1.6 Dégradation enzymatique des réseaux périneuronaux

Les réseaux périneuronaux sont des structures dynamiques en fonction de leur environnement
physiopathologique, et plus particulierement enzymatique. Outre la chABC qui permet la dégradation
des PNNs via le clivage des chaines CS-GAGs, plusieurs familles de protéases endogénes sont capables

de cliver directement le corps protéique des CSPGs.
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1.6.1 Les « metzincines »

Les protéases appartenant a la superfamille des « metzincines » se caractérisent par la présence
d’un domaine catalytique constitué d’une séquence commune de liaison au zinc (HExxHxxGxxH) suivie
d’un résidu méthionine conservé (Jones and Riley, 2005). Elles sont exprimées de facon ubiquitaire
sous une forme zymogeéne inactive en raison d’un pro-domaine qui empéche I'accés au domaine
catalytique. La suppression de ce pro-domaine est nécessaire a |'activation de ces protéases (Jones
and Riley, 2005 ; Wong et al., 2015 ; Rempe et al., 2016). Cette superfamille des « metzincines »
comprend les MMPs, les ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs)
ainsi que les ADAM. Parmi elles, plusieurs membres des MMPs et les ADAMTS sont largement décrits

pour cliver les CSPGs.

1.6.1.1 Les métalloprotéinases matricielles

La famille des MMPs comportent actuellement 24 membres connus qui peuvent soit étre sécrétés
dans la MEC, transmembranaires ou ancrés a la membrane grace a une attache GPI (Fujioka et al.,
2012). Au sein du SNC, les ARNm des MMPs-2, -3, -7, -9, -10, -11, -12, -13, -14, -15 et -24 ont été
détectés (Ulrich et al., 2005). Cependant, la majorité des études se concentre sur les MMPs-2, -3 et -9
car elles sont les plus faciles a détecter. Ces trois protéases sont exprimées par les neurones, les
astrocytes et la microglie (Gottschall and Deb, 1996). Elles peuvent cliver I'aggrecan sur différents
sites, le versican (les formes VO et V2) ainsi que le brevican (a I'exception de MMP-9) (Fosang et al.,
1992 ; Bittner et al., 1998 ; Nakamura et al., 2000 ; Ajmo et al., 2010 ; Howell and Gottschall, 2012).
Bien qu’un site de clivage ait été prédit pour le neurocan, il n’existe aucune évidence d’un clivage
invivo (Howell and Gottschall, 2012). Enfin, les MMPs peuvent également cliver la partie
extracellulaire du récepteur RPTPPB, ce qui laisse supposer gu’elles peuvent également cliver le
phosphacan (Chow et al., 2008).

Comme nous l'avons mentionné précédemment, I'utilisation d’un inhibiteur des MMPs (la
doxycycline) prévient la perte de PNNs et permet de restaurer la transmission inhibitrice dans un
modele d’épilepsie (Pollock et al., 2014). De plus, Alaiyed et collaborateurs ont récemment montré
qgue I'administration d’un antidépresseur (Venlafaxine) accroit I'expression de MMP-9 et atténue le
nombre de PNNs au sein de I"hippocampe de la souris. Les effets de cet antidépresseur ne sont

cependant pas retrouvés chez les souris déficientes en MMP-9 (Alaiyed et al., 2019). Les souris
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déficientes en Fmrl (un géne codant associé avec le syndrome de I'X fragile), présentent également
une augmentation de I'expression de MMP-9 associée a un retard de formation des PNNs autour des
interneurones PV dans le cortex auditif au cours du développement. Dans ce modele, la déficience
génétique de MMP-9 restaure la formation des PNNs (Wen et al., 2018). Finalement, une privation
monoculaire (MD) réalisée durant la période critique du cortex visuel, n’induit pas de diminution de
la densité des PNNs chez les animaux déficients en MMP-9. Ces animaux montrent également une

réduction de la plasticité de la dominance oculaire en réponse a la MD (Kelly et al., 2015).

1.6.1.2 Les désintégrines et métalloprotéinases a motifs thrombospondines

Parmi les 19 membres qui constituent la famille des ADAMTS (cf 2.1 Généralités), seuls ADAMTS-
1, -4, -5, -8, -9, -15, -20 peuvent cliver les CSPGs. Dans le SNC, ces protéases peuvent étre exprimées
par les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes (Sasaki et al., 2001 ; Cross et al., 2006a ;
Lemarchant et al, 2016b ; Pruvost et al, 2017). De maniére intéressante, une analyse
transcriptomique par single-cell Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) révele que
les protéases ADAMTS-8 et -15 sont spécifiquement exprimées par les interneurones FS-PV (Rossier
et al., 2015). Les ADAMTS peuvent cliver tous les lecticans ainsi que le phosphacan, sur des sites de
clivage distincts de ceux des MMPs (Matthews et al., 2000 ; Lemons et al., 2001 ; Sandy et al., 2001 ;
Tauchi et al.,, 2012 ; Dancevic et al., 2013). Les ADAMTS possedent pas moins de sept sites de clivage
différents sur le corps protéique de I'aggrecan (Lemons et al., 2001), ce qui suggére une plus grande
affinité par rapport aux MMPs.

L’expression d’ADAMTS-4 chez la souris adulte est la plus élevée comparée aux ADAMTS-1,-5 et -9.
Dans un modéle de sclérose latérale amyotrophique (SOD1%%%4), I'injection d’ADAMTS-4 dans les
ventricules cérébraux favorise la neurodégénérescence de la moelle épiniére ainsi que la déplétion

des PNNs enveloppant les motoneurones (Lemarchant et al., 2016b) (Figure 11).
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Figure 11 : ADAMTS-4 favorise la dégradation des PNNs dans la moelle épiniére.
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A) Immunohistochimie de PNNs marqués par la lectine WFA dans la moelle épiniére de souris sauvages,
SOD1%%%A et SOD1%%** plus une administration d’ADAMTS-4 au niveau des ventricules cérébraux.
B) Quantification du nombre de PNNs. Adapté de (Lemarchant et al., 2016b).

La premiére étude de cette thése s’intéresse aux fonctions d’ADAMTS-4 dans I'ischémie cérébrale
et notamment son réle dans la récupération fonctionnelle post-ischémique par la modulation
enzymatiqgue des PNNs. La protéase ADAMTS-4 sera détaillée dans le prochain chapitre de cette

introduction (cf 2 La désintégrine et métalloprotéinase a motifs thrombospondines de type 4).

1.6.2 Le plasminogéne et son activateur tissulaire

Le plasminogene est une glycoprotéine hépatique connue principalement pour son réle dans la
fibrinolyse (Raum et al., 1980) (cf 3.4.1.1 La fibrinolyse). Il correspond a la forme zymogéne inactive
de la plasmine. Le plasminogeéne comporte 791 acides aminés répartis en sept domaines comprenant
un peptide (Glu*-Lys’”) N-terminal, cing domaines kringles et un domaine catalytique a activité sérine
protéase C-terminal. Les domaines kringles 1 a 4 possedent des sites LBS (lysine binding site), facilitant
leurs interactions avec les résidus lysine de la fibrine. Le domaine kringle 5 posséde un site LBS modifié
qui reconnait spécifiquement les résidus lysine du peptide (Glul-Lys”’) permettant au plasminogéne
d’étre sous une forme fermée, le Glu-plasminogéne. Il existe également une forme ouverte dit Lys-
plasminogéne formée par le clivage du peptide (Glul-Lys’’) par la plasmine (Plawinski et al., 2011). Le
Glu-plasminogéne peut adopter une conformation ouverte en interagissant avec une surface

d’activation telle que la fibrine ou certains récepteurs membranaires. Cette configuration ouverte est
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nécessaire afin de permettre a I'activateur tissulaire du plasminogeéne (tissue plasminogen activator,
tPA) ou l'urokinase (urokinase-type plasminogen activator, uPA), l'accés au site de clivage
(Arg%1-Val®€?) et |a conversion du plasminogéne en plasmine. Suite a ce clivage, la plasmine présente
deux chaines reliées par deux ponts disulfures : une chaine lourde en N-terminal contenant au
minimum les cing domaines kringles ; et une chaine légere en C-terminal porteuse de I'activité

enzymatique (Law et al., 2013) (Figure 12).
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Figure 12 : Structure du plasminogeéne et de sa forme active en plasmine.

Afin de permettre la conversion en plasmine, le plasminogéne doit étre dans une configuration ouverte
permettant aux activateurs uPA/tPA d’accéder au site de clivage (Arg®®!-Val®®?). Cette configuration
ouverte est permise par I'interaction de la forme Glu-plasminogene avec une surface d’activation telle que
la fibrine, ou par le clivage du peptide (Glu!-Lys’’) par la plasmine pour générer la forme Lys-plasminogéne.
D’apres (Plawinski et al., 2011 ; Law et al., 2013).

Majoritairement sécrété dans le compartiment vasculaire, le plasminogéne est également
retrouvé dans le cortex, I"hippocampe, I'hypothalamus et le cervelet, ou il est exprimé par les
neurones pyramidaux et potentiellement par les interneurones PV (Tsirka et al., 1997 ; Basham and
Seeds, 2001 ; Taniguchi et al., 2011). Bien que les astrocytes n’expriment pas le plasminogeéne, ils sont

responsables de leurs clairance par endocytose et servent de surface d’activation pour faciliter leur
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conversion en plasmine (Briens et al., 2017). La plasmine posseéde de nombreux substrats comprenant
notamment la fibrine (Lijnen, 2001), les zymogenes des MMPs (Hahn-Dantona et al., 1999 ; Davis et
al., 2001 ; Monea et al., 2002), ainsi que plusieurs CSPGs retrouvés au sein des PNNs. En effet,
plusieurs études démontrent un clivage direct du neurocan, du versican (VO et V1) et du phosphacan
par la plasmine (Wu et al., 2000 ; Kenagy et al., 2002). Un site prédictif a également été suggéré pour
I"aggrecan, mais aucune donnée ne permet a ce jour de le confirmer (Kiani et al., 2002).

Suite a une MD réalisée durant la période critique du cortex visuel, les souris déficientes en
plasminogéne présentent une diminution de la plasticité de 'OD (Mataga et al., 2004). Des données
similaires sont retrouvées chez les souris déficientes en tPA, un des activateurs du plasminogene

(Figure 13). Néanmoins, il est possible de restaurer cette plasticité par une infusion de tPA

recombinant (Mataga et al., 2002).
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Figure 13 : Le tPA participe a la plasticité de la dominance oculaire.

A) L'induction d’une privation monoculaire de courte durée (4 jours), ou de longue durée (2 semaines)
durant la période critique du cortex visuel, induisent un décalage de I'OD chez des animaux sauvages (Wild
Type, WT). B) Cette plasticité de 'OD n’est pas retrouvée chez les animaux déficients en tPA (Knock-Out,
KO). Adapté de (Mataga et al., 2002).
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En réalité, I'induction d’'un MD dans la période critique induit une augmentation de I'activité du
tPA dans le cortex visuel de souris sauvages (Mataga et al., 2002). La privation des vibrisses deés la
naissance, induit, quant a elle, une augmentation de son expression dans le cortex somatosensoriel
(Chen et al., 2015). Au sein des régions corticales, le tPA semble donc étre régulé par les expériences

sensorielles.

L’ensemble de ces informations suggere que le systéme tPA/plasmine pourrait participer a la
dégradation des PNNs et, par conséquent, a la régulation de la plasticité cérébrale. Cette hypothése
fait d’ailleurs I'objet de la seconde étude de cette thése. Le tPA sera ainsi le sujet du 3™ chapitre de

cette introduction (cf 3 L’activateur tissulaire du plasminogéne).
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Pour résumer :

¢ Les PNNS sont des structures condensées de la MEC qui enveloppent le soma,
les dendrites, les synapses et parfois le segment axonal des neurones.

+ |lIs sont formés par I'agencement des lecticans (aggrecan, brevican, neurocan
et versican) et du phosphacan qui viennent se greffer sur 'AH a 'aide des
protéines de liaison. Les Tn-R participent a l'interaction des lecticans et du
phosphacan entre eux.

¢ lls enveloppent majoritairement les interneurones FS-PV ainsi que d’autres
populations de neurones excitatrices ou inhibitrices.

¢ Les PNNs sont distribués dans de nombreuses régions avec une forte proportion
pour les régions corticales.

¢ La maturation des PNNs permet de cloturer des périodes juvéniles hautement
plastiques, appelées les périodes critiques.

¢ Ladégradation des PNNS chez I’adulte restaure les périodes critiques.

+ Les PNNs peuvent a la fois inhiber et protéger les neurones qu’ils entourent.

Les PNNs constituent un intérét thérapeutique majeur dans différentes pathologies
cérébrales, puisque leur digestion enzymatique restaure la plasticité. Il existe de
nombreuses protéases endogénes capables de dégrader les composants des PNNS. Une
meilleure connaissance de ces mécanismes enzymatiques pourrait nous permettre de
moduler a facon la structure des PNNs et de surcroit la plasticité. Parmi toutes ces

protéases, nous avons fait le choix de nous intéresser a deux d’entre elles : ADAMTS-4

et le tPA. Ces deux protéases sont respectivement décrites dans le 1°" et le 26™ chapitre

de cette introduction.
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2. La désintégrine et métalloprotéinase a motifs thrombospondines de type 4
2.1 Généralités

La désintégrine et métalloprotéinase a motifs thrombospondines de type 4 (ADAMTS-4, a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type 4 en anglais) fait partie de la famille des
ADAMTS. Cette famille de métalloprotéinases est composée de 19 membres aux structures
semblables, que I'on peut classer en cinqg catégories selon la nature de leurs substrats (Kelwick et al.,

2015) :

- Les protéoglycanases : ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9, -15, -20

- Les pro-collagénases : ADAMTS-2, -3, -14

- Les protéases de la protéine matricielle oligomérique du cartilage (COMP) : ADAMTS-7, -12
- La protéase du facteur de Von-Willebrand (von Willebrand factor, VWF) : ADAMTS-13

- Les ADAMT orphelines : ADAMTS-6, -10, -16, -17, -18, -19

Les ADAMTS sont exprimées dans tout I'organisme et la diversité de leurs substrats les impliquent
dans de nombreux processus physiopathologiques tels que le développement (squelette, peau et
ceeur), I'ovulation, I'arthrose, les cancers (dont le gliome), I’hypertension, I'angiogenése, 'hémostase,

I"athérosclérose ainsi que plusieurs pathologies cérébrales (Stanton et al., 2011 ; Kelwick et al., 2015).

ADAMTS-4 a été initialement décrite en 1999 par Tortorella et collaborateurs, grace a
I'identification d’un nouveau site de clivage sur 'aggrecan. Au vu de sa fonction, Tortorella et
collaborateurs décidérent de la surnommer aggrecanase-1 (Tortorella et al.,, 1999). La plupart des
études menées a ce jour sur ADAMTS-4 concerne I'arthrose, une maladie chronique engendrée par la
perte progressive des composants qui forment la matrice articulaire, tels que I'aggrecan et le
collagéne. Dans le SNC, la découverte d’ADAMTS-4 remonte aux années 2000 (Matthews et al., 2000),

mais son étude a ce jour reste limitée.

2.2 Structure

Plus petit membre de sa famille, ADAMTS-4 est une protéoglycanase composée de 837 acides

aminés. Parmi tous les domaines communs a cette famille, ADAMTS-4 se distingue par un domaine
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spacer légérement plus court ainsi que par la présence d’un seul domaine a motifs thrombospondines.

Cette protéase est également la seule de sa famille a ne pas étre glycosylée (Stanton et al., 2011).

La structure d’ADAMTS-4 comprend sept domaines (Figure 14) :

- Un peptide signal permettant son adressage au réticulum endoplasmique.

- Un pro-domaine dont le role est de maintenir la protéase dans un état latent, en empéchant
I"accés du substrat au domaine catalytique. La suppression de ce domaine est nécessaire pour
assurer |'activité enzymatique (Tortorella et al., 2005), et ce grace a différents sites de clivage
(cf 2.3.3.1 Les activateurs endogénes). Il est aussi essentiel pour assurer le bon repliement de
la protéine.

- Un domaine catalytique correspondant a la région active permettant, aprés fixation,
I’hydrolyse protéique. Ce domaine possede une séquence de fixation au zinc (HELGHVFNMLH)
indispensable au maintien de I’activité catalytique. En effet, une mutation de I'acide glutamique
(E) entraine I'inactivation de cette région.

- Un domaine désintégrine dont le role reste inconnu. Cependant, une hypothése suggere qu'il
régule, de par son emplacement, 'activité protéolytique en fournissant une surface de liaison
aux substrats auxiliaires (Stanton et al., 2011).

- Un domaine a motifs thrombospondines de type | indispensable pour son interaction
protéique et sa spécificité. Il permet l'interaction aux GAGs retrouvés dans les protéoglycanes
(Tortorella et al., 2000).

- Undomaine riche en cystéine et un domaine spacer qui permettent sa localisation dans la MEC
ainsi que la reconnaissance de ses substrats. lls reconnaissent notamment les chaines de sucre
qui forment les protéoglycanes (Kashiwagi et al., 2004). Ces domaines participent également a
sa clairance par le récepteur LRP1 (low-density lipoprotein receptor-related protein) (Yamamoto

etal., 2014).

Il est intéressant de constater que chaque domaine contribue a réguler I'activité d’ADAMTS-4. Seul,
le domaine catalytique est inactif et semble dépendant du domaine a motifs thrombospondines pour
fonctionner (Tortorella et al., 2000 ; Gendron et al., 2007). De plus, la suppression des deux derniers
domaines entraine I'augmentation du nombre de substrats, confirmant leur fonction a réguler les

substrats présentés a ADAMTS-4 (Kashiwagi et al., 2004).
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Figure 14 : Structure d’ADAMTS-4 et de ses isoformes.

La forme latente (p100) comprend tous les domaines, la forme active (p68) est générée apres clivage du
pro-domaine. La forme p68 permet la formation de deux isoformes, par un clivage dans le spacer générant
la forme p53 ; ou dans le domaine riche en cystéines générant la forme p40. Toutes les isoformes
posseédent une séquence (HELGHVFNMLH) de liaison au zinc nécessaire pour |'activité protéolytique

d’ADAMTS-4.

Il existe plusieurs isoformes d’ADAMTS-4 : la forme latente (p100), la forme active (p60), une forme
tronquée dans le domaine spacer (p53) et une derniére tronquée dans le domaine riche en cystéines
(p40) (Figure 14). Les plus petites isoformes (p53 et p40) sont des produits post-traductionnels de la
forme active (p68) d’ADAMTS-4, générés par autoclivage ou par I'action de MMP-17. IIs possedent les
domaines nécessaires a l'activité protéolytique mais présentent néanmoins une moindre capacité a

se lier aux GAGs (Flannery et al., 2002). L'isoforme p53 semble étre limitée a la membrane plasmique

ou elle peut interagir avec le protéoglycane transmembranaire syndecan-1 (Gao et al., 2002).

2.3 Synthése d’ADAMTS-4

ADAMTS-4 est exprimée dans plusieurs tissus et structures, notamment le cartilage, les ovaires, le
pancréas, les poumons, les vaisseaux, la moelle épiniéere et le cerveau (Stanton et al., 2011 ; Kelwick

et al., 2015 ; Pruvost et al.,, 2017). Cependant, nous nous focaliserons spécifiquement sur son

expression dans le compartiment vasculaire et le SNC.
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2.3.1 Dans le compartiment vasculaire

ADAMTS-4 est exprimée dans le compartiment vasculaire et plus particulierement dans la paroi
artérielle (Sandy et al., 2001). L'expression du transcrit d’ADAMTS-4 est confirmée dans deux lignées
de cellules endothéliales : HUVECs (Human umbilical vein endothelial cells) et HUDMECs (Human
dermal microvascular endothelial cells). Les auteurs de cette étude suggérent que I'expression
d’ADAMTS-4 diminue la différenciation et la prolifération des cellules endothéliales par un mécanisme
dépendant de son interaction avec le VEGF (Vascular endothelial growth factor) (Hsu et al., 2012).

La concentration sanguine d’ADAMTS-4 est aux alentours de 47,5 ng/mL chez des patients sains,
mais atteint 100 ng/mL chez des patients souffrant d’athérosclérose (Zha et al., 2010 ; Chen et al.,
2011). Dans cette pathologie, ADAMTS-4 est exprimée par les macrophages et les cellules musculaires
lisses (Wagsater et al., 2008 ; Pelisek et al., 2015). Son expression semble d’ailleurs grandement liée
au développement des plaques d’athérosclérose (Dong et al., 2017). L'expression d’ADAMTS-4 par
ces deux types cellulaires a également été constatée chez des patients souffrant d’anévrisme aortique
thoracique ou de dissection aortique thoracique (Ren et al., 2013 ; Li et al., 2017). Finalement, des
études in vitro sur une lignée de monocytes (THP-1) démontrent que I’expression d’ADAMTS-4
augmente suite a la différenciation des monocytes en macrophages et aux traitements par l'interféron
gamma (IFN-y) ou au TNF (tumor necrosis factor) (Wagsater et al., 2008 ; Ashlin et al., 2013). Des
études indiquent que le TGF-B (transforming growth factor- 8) diminue le transcrit d’ADAMTS-4 alors
que d’autres suggérent qu’il augmente son expression protéique in vitro (Ashlin et al., 2013 ; Ren et

al., 2013).

2.3.2 Dans le systéeme nerveux central

Dans le SNC, I'expression d’ADAMTS-4 a été retrouvée dans plusieurs structures telles que le
cortex, I'hippocampe, le striatum, le corps calleux et la moelle épiniére (Krstic et al., 2012 ; Pelisek et
al., 2015 ; Lemarchant et al., 2016a ; Pruvost et al.,, 2017). Sa transcription connait une forte croissance
du 8%™e au 28°™ jour postnatal, avant de diminuer chez la souris I'adulte. Son expression restent
néanmoins 8 fois plus importante que celle des autres protéoglycanases (ADAMTS-1, -5, -9) présentes
dans le cortex et la moelle épiniere de souris adultes (Howell et al., 2012 ; Lemarchant et al., 2016b)
(Figure 15A,B). ADAMTS-4 peut étre exprimée par les neurones, les astrocytes, la microglie et les

oligodendrocytes.
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Figure 15 : Expression transcriptionnelle d'ADAMTS-4 dans le SNC en conditions physiopathologiques.
Quantification du transcrit d’ADAMTS-1, -4, -5 et -9 dans le cortex (A) ou la moelle épiniere (B) de souris
adulte par RT-PCR. C) Hybridation in situ aprés injection parenchymateuse de kainate chez le rat adulte.
Adapté de (Yuan et al., 2002 ; Lemarchant et al., 2016b).

2.3.2.1 Les neurones

Yuan et collaborateurs démontrent, par hybridation in situ, la présence d’ARNm d’ADAMTS-4 au
niveau des neurones pyramidaux et des neurones granulaires du gyrus denté. De plus, I'injection
parenchymateuse de kainate accroit considérablement I’expression de ce transcrit au sein du cortex,
de I'hippocampe, de I'amygdale et de I’hypothalamus (Yuan et al., 2002) (Figure 15C). Plus
récemment, une étude immunohistochimique rapporte une co-localisation d’ADAMTS-4 avec les

motoneurones dans la moelle épiniére de souris (Lemarchant et al., 2016b).

2.3.2.2 Les astrocytes

Plusieurs études rapportent la présence de ’ARNm d’ADAMTS-4 dans des cultures primaires
d’astrocytes (murins ou humains). Les cytokines pro-inflammatoires (TNF ou a I'interleukine 1 (IL-1)),
ainsi que le stress oxydatif induit par le peptide AR augmentent I'expression de son transcrit (Satoh et
al., 2000 ; Cross et al., 2006a ; Lemarchant et al., 2016b). Des études immunohistochimiques de la
moelle épiniere murine ont permis de constater la co-localisation d’ADAMTS-4 avec les astrocytes en
condition physiologique (Lemarchant et al., 2016b), mais aussi dans un modele d’encéphalite auto-
immune (Cross et al., 2006b). Des données similaires ont été obtenues sur des moelles épinieres post-
mortem de personnes atteintes de sclérose en plaques (Haddock et al., 2006). Enfin, Zamanian et
collaborateurs démontrent que I'expression de ’ARNm d’ADAMTS-4 par les astrocytes est stimulée

en réponse a une ischémie cérébrale. Cette augmentation de I'expression n’est cependant pas
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retrouvée suite a l'injection intrapéritonéale chez la souris d’une forte dose (5 mg/kg) de LPS
(Lipopolysaccharide), ce qui suggere que les processus inflammatoires retrouvés aprés une ischémie

ne sont pas responsables de I'augmentation du transcrit d’ADAMTS-4 (Zamanian et al., 2012).

2.3.2.3 La microglie

A ce jour, seule une étude transcriptionnelle sur des cultures de microglies de souris démontre

une expression d’ADAMTS-4 dans ce type cellulaire (Lemarchant et al., 2016b).

2.3.2.4 Les oligodendrocytes

Sharma et collaborateurs ont constaté dans une étude protéomique chez la souris, qu’ADAMTS-4
fait partie des protéines fortement exprimées par les oligodendrocytes (Sharma et al., 2015). Cette
expression oligodendrocytaire a également été retrouvée par hybridation in situ dans le cortex et
I"hippocampe de souris agées de 21 jours, ainsi que par immunohistochimie dans la moelle épiniere
de souris adultes (Levy et al., 2015 ; Lemarchant et al., 2016b). Au laboratoire, nous disposons de
souris exprimant de la B-Galactosidase sous le controle du promoteur d’ADAMTS-4. Des études
immunohistochimiques sur ces souris adultes, nous ont permis de déterminer que I'expression
d’ADAMTS-4 est fortement associée a la substance blanche du SNC et plus particulierement aux
oligodendrocytes matures myélinisants. Cependant, notre analyse ne révele pas d’expression

d’ADAMTS-4 par les autres types cellulaires en condition basale (Pruvost et al., 2017) (Figure 16).

Cellules endothéliales m Astrocytes Oligodendrocytes

Figure 16 : Expression indirecte d’ADAMTS-4 par les oligodendrocytes matures myélinisants.
L'expression de la B-Galactosidase est sous le contréle du promoteur d’ADAMTS-4. Immunohistochimie
dirigée contre la B-Galactosidase (en rouge) dans différents types cellulaires (en vert): les cellules
endothéliales (Col 1V), les neurones (NeuN), les astrocytes (GFAP), la microglie (lbal) et les
oligodendrocytes matures myélinisants (APC) (Echelle de 50 um). Adapté de (Pruvost et al., 2017).
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A I'exception des travaux de Levy et collaborateurs (Levy et al., 2015), nos données divergent de
celles précédemment mentionnées. Deux hypothéses permettent d’expliquer cette différence : 1) la
plupart des études se placent dans un contexte pathologique pour regarder |'expression protéique

d’ADAMTS-4 ; 2) les anticorps dirigés contre la protéine ADAMTS-4 murine manquent de spécificité.

2.3.3 Les régulateurs d’ADAMTS-4
2.3.3.1 Les activateurs endogénes

Comme nous l'avons précédemment mentionné, le clivage du pro-domaine en N-terminal est
nécessaire pour permettre I'activité enzymatique, passant de la forme inactive (p100) a sa forme
active (p68) (Tortorella et al., 2005) (Figure 14). Les différents sites de clivage retrouvés sur le pro-
domaine révélent que I'activation d’ADAMTS-4 est régulée par différentes protéases.

La furine est une sérine protéase dépendante du calcium dont I’expression est ubiquitaire. Toutes
les ADAMTS possedent au niveau de leur pro-domaine au moins un site de clivage a la furine (Kelwick
et al.,, 2015), et ADAMTS-4 ne fait pas exception, avec ses trois sites de clivage différents. Le clivage
par la furine est réalisé au niveau de |'appareil de Golgi. La furine est I'une des principales protéases
dans la régulation de I'activité enzymatique d’ADAMTS-4. Cependant, la présence de formes actives
d’ADAMTS-4 est observée dans une lignée de cellules déficientes en furine (RPE.40), suggérant
I'intervention d’autres protéases (Wang et al, 2004). Une étude menée par Tortorella et
collaborateurs permet l'identification de deux protéases capables de cliver ADAMTS-4 sur un site
commun a la furine, a savoir PACE4 et PC5/6. ADAMTS-4 posséde également des sites de clivage
dédiés a la trypsine et la MMP-9. ADAMTS-4 est capable de cliver elle-méme son pro-domaine en
milieu basique (pH 8-10) (Tortorella et al., 2005).

Le tPA, une autre sérine protéase, permet a forte concentration (150 nM), de cliver le pro-
domaine d’ADAMTS-4 indépendamment de la plasmine, augmentant ainsi son activité enzymatique
(Lemarchant et al., 2014) (Figure 17). En raison de sa faible activité en condition basale, le tPA
n’apparait pas comme un régulateur important d’ADAMTS-4. Cependant, en réponse a des situations
pathologiques, ou lors d’une fibrinolyse pharmacologique, le niveau d’expression/activité du tPA

augmente fortement, permettant ainsi une nouvelle voie d’activation d’ADAMTS-4.
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Figure 17 : Le tPA favorise la maturation de la forme inactive (p100) d’ADAMTS-4.

A) Augmentation de I'activité enzymatique d’ADAMTS-4 apres ajout de tPA sur des extraits protéiques
issus de moelle épiniere des souris. (B et C) Le tPA permet le clivage d’ADAMTS-4 a forte concentration
(Lemarchant et al., 2014).

2.3.3.2 Les inhibiteurs endogénes

Tous les membres de la famille des TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteinases) peuvent inhiber
I'activité protéolytique d’ADAMTS-4, mais TIMP-3 est la plus efficace (Hashimoto et al., 2001). TIMP-3
interagit avec le domaine a motifs thrombospondines d’ADAMTS-4 (Troeberg et al., 2009) avant de
chélater 'atome de zinc nécessaire a son activité protéolytique (Murphy, 2011). Il est intéressant de
noter que la présence d’aggrecan accroit l'inhibition de TIMP-3. Les chaines sulfatées CS-GAG
(principalement la forme 6S) d’aggrecan permettraient la formation d’un complexe augmentant la
fixation de TIMP-3 sur ADAMTS-4 (Wayne et al., 2007). Bien que le spectre d’inhibition de TIMP-3 ne
se limite pas a ADAMTS-4, une mutation de son domaine N-terminal accroit sa spécificité envers les
membres des ADAM et ADAMTS (Lim et al., 2010).

En dehors des TIMPs, l‘activité protéolytique d’ADAMTS-4 peut étre inhibée par I'alpha-2
macroglobuline, une glycoprotéine plasmatique. ADAMTS-4 peut cliver la région charniére de cette
glycoprotéine, induisant sa capture et son inhibition (Tortorella et al, 2004). Ce mécanisme
d’inhibition n’est cependant pas restreint a ADAMTS-4 puisqu’il est identique pour ADAMTS-5. La
fibronectine, une glycoprotéine matricielle, peut, quant a elle, inhiber I'activité enzymatique en

interagissant avec son domaine spacer (Hashimoto et al., 2004).
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2.4 Les substrats d’ADAMTS-4

Au vu des nombreux substrats d’ADAMTS-4 connus a ce jour (Tableau 3), cette protéase pourrait
réguler de nombreuses fonctions dans I’organisme. En condition physiologique, la grande majorité de

ces substrats est retrouvée dans le SNC, a I’exception des protéines COMP (cartilage oligomeric matrix

protein) et du fibrinogéene.

Tableau 3 : Liste des substrats d’ADAMTS-4 (1% partie).

. . Site(s) de clivage par e,
Substrats Fonctions principales ADAMTS-4 Références
Aggrecan Protéoglycanes principales de la MEC Glu373, Glu1545, (Tortorella et al., 2000 ;
Lectican interstitielle et des PNNs. Glul714, Glu1819, et Westling et al., 2004 ;
Glu1919 Galtrey and Fawcett, 2007)
Brevican Important pour la structure de la MEC ; | G(IIVIatthev(;/s etal, 202%%;
Lectican développement cérébral et les fonctions Glu395 a trT?LiEi eia;;lcitg'lz) 7
NErEEE BEEREIEES A e (Galtrey and Fawcett, 2007
. nd ; Tauchi et al.,, 2012 ;
Lectican Réle inhibiteur sur la pousse neuritique et Lemarchant et al,, 2014)
Versi la régénération axonale a I'exception de Vo : Glu405, Glu1428 (Sandy et al., 2001 ;
Ler:!can Versican V1 induit des effets opposés. V1: Gludsl Westling et al., 2004 :
ectican V2 : Glu4d05 Galtrey and Fawcett, 2007)
Phosphacan Versican V2 et Brevican sont fortement
CSPGs associés au niveau des nceuds de Ranvier. nd (Tauchi et al., 2012)
Rééline Neuro-développement Un site en N-term (Krstic et al,, 2012)
+ plasticité chez I'adulte + un site en C-term N
Bfll_\;:;n Asn149-Cys150 (Gendron et al., 2007)
PR Petits protéoglycanes riches en leucine.
Décorine . .
SLRP Interviennent dans la prolifération, la nd (Gendron et al., 2007)
Keratocan fibrose, I'inflammation et I'immunité.
esal-::a nd (Rees et al., 2009)
Module i i [lul I
Hevin odule |n:ceract|ons dels cellules avec la 358 Glu-Ala-Glu-Arg-
SPARC MEC. Réle dans le développement (Weaver et al., 2010)

neuronal.

SLRP (small leucine-rich proteoglycan).
SPARC (secreted protein, acidic and rich in cysteine).

Met-His-Ser 364



Tableau 3 : Liste des substrats d’ADAMTS-4 (2°™ partie).

Substrats

Matrilines

Peptide béta-
amyloide

Alpha-2
macroglobuline

Plasminogéne +
plasmine

Fibrinogene

COMP

Fonctions principales

Organisation de la MEC. Forment des
structures filamenteuses péri-cellulaires
en association avec le collageéne et les
protéoglycanes.

Peut s’accumuler pour former des plaques
dans le cerveau. Ces plaques sont une des
principales causes de la maladie
d’Alzheimer
Glycoprotéine inhibitrice plasmatique.
Réle dans la fibrinolyse.

Enzyme plasmatique impliquée dans la
fibrinolyse aprées sa conversion en
plasmine, notamment par le tPA.
Glycoprotéine plasmatique, constituée de
trois chaines peptidiques (a, B et y).
Impliquée dans la coagulation du sang, via
sa transformation en fibrine.
Glycoprotéine du cartilage, tendons et
ligaments. Role structurel de la MEC.
Leurs fragments sont associés a I'arthrite.

COMP (cartilage oligomeric matrix protein).

2.5 Fonctions d’ADAMTS-4 dans le SNC

2.5.1 En condition physiologique

2.5.1.1 La pousse neuritique
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Site(s) de clivage par
ADAMTS-4
Matrilin-2 : Asp851-
Leu852
Matrilin-3 : Glu435-
Ala436
Matrilin-4 : Glu571-
Gly572

AB4-x : Glu3-Phed

Met690

Plasminogéne : nd
Plasmine : nd

Site de clivage sur la
chaine alpha

nd

Références

(Hills et al., 2007 ; Ehlen et
al., 2009 ; Wang et al.,
2014)

(Walter et al., 2019)

(Tortorella et al., 2004)

Données non publiées du
laboratoire

Données non publiées du
laboratoire

(Acharya et al., 2014)

ADAMTS-4 participe activement a la pousse neuritique. Des études in vitro montrent que |’ajout

d’ADAMTS-4 recombinant dans des cultures de neurones corticaux ou de motoneurones de la moelle

épiniére améliore la pousse neuritique en réduisant I'inhibition des CSPGs via leur dégradation (Cua

et al., 2013 ; Lemarchant et al., 2014). Cua et collaborateurs suggérent qu’ADAMTS-4 participe plus

efficacement a la pousse neuritique que la chABC ou les MMPs pour deux raisons : 1) les corps

protéiques possedent des propriétés inhibitrices indépendantes des chaines CS-GAG (Lemons et al.,

2003), si bien que la déglycosylation des CSPGs provoquée par la chABC n’est pas autant efficace que

le clivage du corps protéique par les MMPs ou ADAMTS-4 ; 2) a la différence des MMPs, ADAMTS-4

préserve la laminine et n’induit pas de neurotoxicité (Cua et al., 2013). ADAMTS-4 peut également
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intervenir sur la pousse neuritique indépendamment de son activité enzymatique. Cet effet passe par
une activation de la voie kinase MAP/Erk 1/2 (Hamel et al., 2008). Les auteurs émettent I’hypothése
gue cette activation est dépendante de son domaine a motifs thrombospondines, en raison de sa
forte ressemblance avec la thrombospondine connue pour améliorer la pousse neuritique (O’Shea et
al., 1991). Ces deux mécanismes distincts d’activation de la pousse neuritique suggérent un roéle
important d’ADAMTS-4 dans le développement cérébral, notamment durant les premieres semaines
qui suivent la naissance ou son expression culmine (Howell et al., 2012). Cette idée est renforcée par
sa capacité a cliver la rééline, une protéine contrélant non seulement la migration des neurones mais

aussi leur croissance et leur maturation (Krstic et al., 2012).

2.5.1.2 La myélinisation et la motricité

Au sein du laboratoire, nous avons découvert qu’ADAMTS-4 est fortement exprimée dans la
substance blanche et plus particulierement par les oligodendrocytes matures myélinisants (Pruvost
et al., 2017). La délétion d’ADAMTS-4 engendre des problemes de myélinisation dans le corps calleux
de la souris. Ce phénotype se caractérise par des axones myélinisés moins nombreux et de plus gros
diametre, suggérant un retard dans la mise en place de la myélinisation en absence d’ADAMTS-4
(Pruvost et al., 2017). Une de nos hypotheses concernant ce processus est I'implication des CSPGs,
connus pour inhiber in vitro la croissance des oligodendrocytes et la myélinisation des axones via
I’activation du leur récepteur PTPao (tyrosine phosphatase sigma) (Pendleton et al., 2013).

De maniére intéressante, les souris déficientes en ADAMTS-4 présentent également un déficit des
performances motrices, caractérisé par une baisse de I'activité spontanée associée a des problémes
d’équilibre et de coordination (Pruvost et al., 2017). Ce phénotype pourrait étre la conséquence des
problémes de myélinisation retrouvés en absence d’ADAMTS-4. En effet, I'absence d’ADAMTS-4
conduit a une altération de I'activité électrique cérébrale (augmentation de I'amplitude de réponse a
des potentiels évoqués somesthésiques). Bien que I'origine exacte de ce phénotype moteur reste a
élucider, nous pouvons néanmoins exclure un probléme de cartilage, puisque des souris adultes agées
d’un an ne présentent aucune anomalie osseuse en absence d’ADAMTS-4 (Glasson et al., 2004).

Ainsi, I'existence de ces deux phénotypes en dépit de possibles mécanismes compensatoires par
les autres membres de la famille des ADAMTS, souligne I'importance d’ADAMTS-4 en condition

physiologique.
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2.5.2 En conditions pathologiques
2.5.2.1 Ll’inflammation

Comme décrit précédemment, I'expression transcriptionnelle macrophagique et astrocytaire
d’ADAMTS-4 est régulée par différentes cytokines (TNF, IFN-y, IL-1 et TGF-B) (Cross et al., 2006b,
2006a ; Wagsater et al., 2008 ; Ashlin et al., 2013 ; Ren et al., 2013). L'utilisation d’une chambre de
Boyden, révéele un réle d’ADAMTS-4 dans l'infiltration des macrophages (Ren et al., 2013). Cependant,
I'administration d’ADAMTS-4 exogene sur des cultures d’astrocytes ou microgliales, réduit
I'inflammation provoquée par un traitement au LPS, tandis que I'utilisation d’un ARN interférant
contre ADAMTS-4, permet au contraire d’exacerber les effets du LPS (Lemarchant et al., 2016b).
ADAMTS-4 semble donc pouvoir a la fois amplifier et réduire I'inflammation suivant les cellules

environnantes.

2.5.2.2 Le traumatisme médullaire

Comme abordé précédemment (cf 1.5.2.2 En conditions pathologiques), la mise en place d’une
cicatrice gliale s’avere bénéfique dans un premier temps, avant de devenir délétére notamment par
la présence inhibitrice des CSPGs (Yiu and He, 2006 ; Rolls et al., 2009 ; Pendleton et al., 2013).

Dans un modeéle de traumatisme médullaire chez le rat (par compression), I'injection d’ADAMTS-4
recombinant un jour aprés la lésion, induit une dégradation des CSPGs associée a une augmentation
de la croissance des fibres sérotoninergiques en dessous de la Iésion. Cette régénération améliore
ainsi la récupération fonctionnelle des animaux (Lemarchant et al., 2014). Des résultats similaires sont
obtenus dans un modéele de contusion de la moelle épiniére, soit par infusion continue d’ADAMTS-4
soit par injection d’'un AAV (adeno associated virus) codant pour ADAMTS-4 sous contrble d’'un
promoteur astrocytaire (GfaABC1D) (Tauchi et al., 2012 ; Griffin et al., 2020). Ainsi, ADAMTS-4 crée
un environnement propice a la régénération axonale par la dégradation des CSPGs et est une cible

thérapeutique de choix dans le traitement des traumatismes médullaires.
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2.5.2.3 La sclérose latérale amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative caractérisée par la
perte progressive des motoneurones. Des souris transgéniques SOD1%%A, modélisant la SLA,
présentent une diminution de I'expression d’ADAMTS-4 au niveau de la moelle épiniere. L'injection
d’ADAMTS-4 recombinant dans les ventricules cérébraux, en amont des premiers symptémes chez les
souris SOD15%A, accélére le développement de la maladie en augmentant la dégénérescence des
motoneurones lombaires. Ceci s"accompagne par la réduction d’expression du NGF (Nerve growth
factor) ainsi que par une déplétion des PNNs autour des motoneurones (Lemarchant et al., 2016b).
Cette perte de PNNs pourrait notamment faciliter la dégénérescence des motoneurones en les

exposant plus facilement au stress oxydatif (Morawski et al., 2004 ; Suttkus et al., 2014).

2.5.2.4 L’accident vasculaire cérébral ischémique

L’AVCischémique se caractérise par la mort du tissu cérébral due a une insuffisance en nutriments
provoquée par I'obstruction d’une artére cérébrale. Une augmentation du transcrit (6h et 24h) et
protéique (3, 5 et 8 jours) d’ADAMTS-4 est observée dans des modéles expérimentaux d’AVC
transitoire (par insertion d’un filament) et un permanent (par électrocoagulation) (Cross et al., 2006a
; Lemarchant et al., 2016a). Ces données sont corrélées avec la forte présence d’ADAMTS-4 dans des
tissus post-mortem de patients décédés d’'un AVC ischémique (Lemarchant et al.,, 2016a). Son
expression pourrait étre induite par des phénomenes excitotoxiques mis en place dans les premiéres
heures qui suivent I'occlusion (Yuan et al., 2002) et/ou par les astrocytes formant la cicatrice gliale
(Zamanian et al., 2012). Linjection intraveineuse d’ADAMTS-4 recombinant suite a I'induction d’un
AVC permanent, n’influence pas la taille de I'infarctus mais réduit la quantité d’astrocytes et de
macrophages en périphérie de celui-ci (3 jours aprés occlusion). L'injection d’ADAMTS-4 semble donc
réduire I'inflammation mise en place aprés un AVC ischémique (Lemarchant et al., 2016a).

Au laboratoire, des données internes montrent que I'injection intraveineuse d’ADAMTS-4 facilite
la fibrinolyse en présence de tPA (Pruvost et al. en préparation). D’un point de vue mécanistique,
ADAMTS-4 pourrait diminuer la formation du caillot en clivant le fibrinogene tout en contribuant a sa

dégradation par la conversion du plasminogéne en plasmine.
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Pour résumer :

+ ADAMTS-4 est une protéoglycanase interagissant avec de nombreux substrats
dont les principaux sont les CSPGs (les lecticans + le phosphacan).

+ Dans le SNC, elle est exprimée par différents types cellulaires.

+ Son activité protéolytique est régulée par différentes protéases dont le tPA.

¢ Elle participe a la pousse neuritique, la myélinisation et la motricité.

+ En conditions pathologiques, elle est aussi bien bénéfique que délétere.

+ Dans un modeéle d’étude de la SLA, son administration entraine la dégradation

des PNNs enveloppant les motoneurones.

Toutes ces caractéristiques font d’ADAMTS-4 une protéase importante dans la
physiopathologie cérébrale. Une grande partie de ses fonctions dépendent de son activité

enzymatique, elle-méme régulée par différentes protéases. Parmi ces dernieres, figure le

tPA, une protéase majeure dans la fibrinolyse mais aussi dans plusieurs fonctions

cérébrales, comme décrit dans le chapitre suivant.
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3. Ll'activateur tissulaire du plasminogene
3.1 Informations historiques

L’activateur tissulaire du plasminogéne est une sérine protéase historiquement décrite dans la
circulation sanguine. Sa découverte repose sur I’étude du systéme fibrinolytique, dans lequel elle joue
un role crucial en convertissant le plasminogéne en sa forme active, la plasmine, capable de dégrader
les caillots sanguins riches en fibrine.

Le tPA a été initialement découvert en 1947, grace aux travaux d’Astrup et Permin. Leurs
observations les menerent a caractériser une protéase responsable de la conversion du plasminogéne
en plasmine. lls nommeérent cette protéase fibrinokinase (Astrup and Permin, 1947). Le tPA f(t testé
pour la toute premiére fois chez 'Homme en 1981, afin de traiter deux patients souffrant de
thrombose de la veine rénale (Weimar et al.,, 1981). Deux ans plus tard, la méme équipe clona I’ADN
codant du tPA humain et I'exprima dans E. Coli puis dans des cellules de mammiféres (Pennica et al.,
1983). En 1995, le tPA est proposé comme agent thrombolytique afin de lutter contre les AVC
ischémiques (The National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group,
1995). A ce jour, le tPA est le seul traitement pharmacologique dans la prise en charge aigiie des AVC

ischémiques.

3.2 Structure

Le tPA est une glycoprotéine appartenant a la famille des sérines protéases, codé par le gene Plat
(Plasminogen activator tissue type) situé sur le chromosome 8. Il est synthétisé sous la forme d’une
chaine polypeptidique composée de 527 acides aminés, pour une masse moléculaire de 69 kDa. Le

tPA comporte 5 domaines différents (Figure 18) :

- Un domaine finger capable de se lier a la fibrine. Cette interaction est nécessaire pour former
un complexe ternaire avec le plasminogeéne (Kagitani et al., 1985). Il permet également la liaison
avec les récepteurs LRP et annexine Il (Bu et al., 1992 ; Hajjar et al., 1994), ainsi qu’a I'un de ses
inhibiteurs PAI-1 (Kaneko et al., 1992).

- Un domaine EGF-like qui possede une forte homologie avec le facteur de croissance
épidémique EGF avec lequel il peut se lier. La O-glycosylation de ce domaine intervient dans la

recapture et la clairance hépatique du tPA (Hajjar et al., 1994).
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- Un domaine kringle 1 dont la glycosylation permet la recapture hépatique du tPA par

I'intermédiaire des récepteurs au mannose situés au niveau des cellules endothéliales (Kuiper

et al., 1996). Ce domaine est dépourvu de site LBS a la différence du kringle 2 (Kim et al., 2003).

- Un domaine kringle 2 caractérisé par un site LBS primordial pour l'interaction du tPA avec le

plasminogéne, la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA (N-methyl-D-aspartate) ainsi que le

facteur de croissance PDGF-CC (platelet derived growth factor-CC) (Fredriksson et al., 2004 ;

Lopez-Atalaya et al.,, 2008). Ce domaine permet également de lier le PAI-1 mais uniquement
pour la forme double chaine du tPA (Kaneko et al., 1992).

- Un domaine catalytique permettant la conversion du plasminogéne en plasmine grace a une

triade catalytique (His 322, Asp 371, and Ser 478) (Pennica et al., 1983).
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Figure 18 : Structure des deux formes du tPA et leurs fonctions.

La forme tc-tPA (a droite) provient de la forme sc-tPA (a gauche) apres clivage de celle-ci par la plasmine
ou les kallikréines. Ces deux formes sont constituées de 5 domaines (finger, EGF-like, Kringle 1, Kringle 2
et un domaine catalytique) répartis en une chaine lourde et une chaine légere. Les deux formes du tPA
possedent 17 ponts disulfures ainsi que différentes glycosylations. Elles sont toutes les deux
protéolytiquement actives. Adapté de (Chevilley et al., 2015 ; Hébert et al., 2016).
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Les cing domaines sont répartis sur une chaine lourde comprenant les quatre premiers domaines
N-terminaux et une chaine légére formée uniquement par le domaine catalytique. Certaines
protéases telles que le plasminogene ou les kallikréines peuvent hydrolyser la liaison (Arg275-1le276)
située a l'intersection de ces deux chaines donnant ainsi naissance a une forme double chaine du tPA
(tc-tPA, two-chain tPA) (Wallén et al., 1982 ; Ichinose et al., 1984). Les deux chaines du tc-tPA restent
reliées par I'intermédiaire d’un pont disulfure et d’'un pont salin (Lamba et al., 1996). La forme non
clivée est dite forme simple chaine (sc-tPA). En présence de fibrine, les deux formes du tPA présentent
une activité enzymatique équivalente (Thelwell and Longstaff, 2007). Cependant en absence de
fibrine I'activité enzymatique du tc-tPA est 8 fois plus importante que celle du sc-tPA (Wallén et al.,
1982). Les deux formes possédent chacune 17 ponts disulfures leur permettant de maintenir leur

structure tridimensionnelle.

3.3 Synthese du tPA

L’expression du tPA est rapportée dans plusieurs structures telles que les ovaires, les testicules, les
poumons, le coeur, la prostate, le compartiment vasculaire ainsi que le SNC (Soreq and Miskin, 1981 ;
Rouf et al, 1996 ; Hébert et al, 2016). Comme pour la précédente partie, nous détaillerons

uniqguement I'expression de cette protéase dans le compartiment vasculaire et le SNC.

3.3.1 Dans le compartiment vasculaire

Le tPA est particulierement présent dans la circulation sanguine, avec une concentration
circulante d’environ 70 pM (Collen and Lijnen, 2009). Jusqu’a récemment, les cellules endothéliales
étaient considérées comme la principale source de tPA vasculaire (Levin and Del Zoppo, 1994), mais
une récente étude suggére qu’elle pourrait en fait étre hépatocytaire (Zheng et al., 2019). Au niveau
des cellules endothéliales, le tPA serait stocké au sein des corps de Weibel-Palade contenant du VWF
(Huber et al., 2002), et/ou dans des vésicules de plus petite taille (Emeis et al., 1997). Le tPA est libéré
de fagon constitutive ou en réponse a différents stimuli tels que la thrombine ou le VEGF, les forces
de cisaillement, ou encore I'"hyperoxie (Diamond et al., 1989 ; Levin et al., 1997 ; Huber et al., 2002).
Cette libération conditionnelle du tPA est cruciale afin de limiter la formation de caillots sanguins

(Osterlund et al., 2002). La demi-vie du tPA circulant est d’environ 6 minutes. Sa clairance s’effectue
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principalement par les hépatocytes et les cellules endothéliales du foie via des récepteurs au mannose
(Kuiper et al., 1996), des récepteurs LRP (Yepes et al., 2003) ou la voie dépendante des galectines
(Nagaoka et al., 2002).

3.3.2 Dans le systéme nerveux central

La présence de tPA dans le SNC a été initialement décrite par autoradiographie en 1981 (Soreq and
Miskin, 1981). Le tPA est majoritairement retrouvé dans le cortex, de I"hippocampe, I'amygdale,
I’hypothalamus et le cervelet (Louessard et al., 2016 ; Stevenson and Lawrence, 2018) (Figure 19). II
est exprimé par de nombreux types cellulaires comprenant les neurones, les astrocytes, la microglie,
les oligodendrocytes, les épendymocytes, les mastocytes ou encore les péricytes (Siao et al., 2003 ;

Hultman et al., 2008 ; Louessard et al., 2016).

Figure 19 : Localisation du tPA dans les différentes régions du SNC.

Visualisation indirecte du tPA chez des souris transgéniques exprimant la béta-galactosidase (en bleu) sous
contrdle du promoteur Plat : MS (medial septal nuclei), LS (lateral septal nuclei), BNST (bed nucleus of the
stria terminalis), HPF (hippocampal formation), TH (thalamus), CP (caudé/putamen), BLA (basolateral
nucleus of the amygdala), CeA (central nucleus of the amygdala), MeA (medial nucleus of the amygdala),
HY (hypothalamus), MB (midbrain), IPN (interpeduncular nucleus), P (pont), LC (locus coeruleus) ;
CB (cerebellum), MY (medulla). Adapté de (Stevenson and Lawrence, 2018).

3.3.2.1 Les neurones

Shin et collaborateurs démontrent dans des cultures hippocampiques, que le tPA est localisé au
niveau des dendrites et des synapses. La présence de I’ARNm du tPA au niveau synaptique, suggére
une synthése locale (Shin et al., 2004). Néanmoins, le tPA est aussi transporté le long des neurites et
des axones au sein de vésicules de sécrétion (Lochner et al.,, 1998). Ces derniéres sont VAMP-2

(Vesicle-associated membrane protein) positives et sont retrouvées aussi bien en présynaptique que
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en postsynaptique (Lenoir et al., 2019). Leur sécrétion se fait majoritairement au niveau dendritique
(Lenoir et al., 2019).

En raison de son transport vésiculaire le long des dendrites et des axones, la détection du tPA par
immunohistochimie est difficile. En utilisant de la colchicine afin de bloquer ce transport vésiculaire,
le laboratoire a réussi a démasquer la présence de tPA dans les neurones glutamatergiques dont les
neurones granulaires et pyramidaux. Cette expression est confirmée par single-cell RT-PCR en
patchant des neurones de la couche V du cortex (Louessard et al., 2016) (Figure 20), ainsi que par
I"'utilisation de souris transgéniques exprimant de la béta-galactosidase sous le contréle du promoteur

Plat au niveau de I’hippocampe (Stevenson and Lawrence, 2018).
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Figure 20 : Expression du tPA au sein des neurones excitateurs hippocampiques et corticaux.

A) Immunohistochimie révélant la présence de tPA dans les fibres moussues de I’hippocampe en condition
basale, ainsi que dans les neurones granulaires du gyrus denté de I’hippocampe et dans les neurones
corticaux Fox3 (en vert) aprés injection de colchicine. (B et C) Profil de décharge d’un neurone pyramidal
de la couche V corticale exprimant le tPA, et sa morphologie (en vert) aprés injection de biocytine (échelle
de 20um). D) Single-cell RT-PCR sur les neurones de la couche V du cortex, révélant I'expression du transcrit
du tPA avec ceux du transporteur au glutamate VGLUT1 (vesicular glutamate transporter 1) et de la
cholécystokinine (CCK). Adapté de (Louessard et al., 2016).

Outre les neurones excitateurs, quelques études immunohistochimiques ont révélé la présence
de tPA par les interneurones PV et VIP (vasointestinal peptide) (Chu et al., 2015 ; Fredriksson et al.,
2015). Les souris transgéniques Plat- béta-galactosidase révelent, quant a elles, une expression du tPA

par les interneurones a somatostatine (Stevenson and Lawrence, 2018).
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3.3.2.2 Les astrocytes

Des études in vitro et in vivo chez la souris, bien que controversées, ont montré une synthese
astrocytaire du tPA en condition physiologique (Toshniwal et al., 1987; Stevenson and Lawrence,
2018). Chez 'Homme, I'expression du tPA est retrouvée dans les astrocytes activés (Hultman et al.,
2008). En dehors d’une synthése, les astrocytes peuvent également capturer le tPA libéré au niveau
de la fente synaptique par les neurones, via leurs récepteurs LRP. Ces astrocytes peuvent alors libérer
le tPA par un mécanisme dépendant des récepteurs kainate qui servent de senseurs du glutamate
extracellulaire (Cassé et al., 2012). Ce recyclage astrocytaire sert a réguler la concentration de tPA a

la synapse et ses effets sur les récepteurs NMDA.

3.3.2.3 La microglie

En mesurant la conversion du plasminogéne en plasmine, des études ont pu mettre en évidence
la sécrétion de tPA par la microglie en culture (Rogove et al.,, 1999 ; Flavin et al., 2000). In vivo,
I’expression microgliale est démontrée dans un modeéle de lésion excitotoxique (Siao et al., 2003). En
condition inflammatoire, le tPA joue un rdle crucial dans I'activation de la microglie. Cet effet est
dépendant de l'interaction de son domaine finger avec le récepteur a I'annexine 2 et ne dépend pas

de son activité enzymatique (Siao and Tsirka, 2002).

3.3.2.4 Les oligodendrocytes

L'expression du tPA par les oligodendrocytes a été rapportée dans plusieurs études. Cette
expression semble cependant diminuer chez I'adulte (Correa et al., 2011 ; Louessard et al., 2016). Le
tPA oligodendrocytaire régule la migration des précurseurs des oligodendrocytes au niveau du
cerveau et de la moelle épiniére durant le développement mais également durant les phases de

remyélinisaton apreés lésion de la substance blanche (Leonetti et al., 2017).

3.3.3 Les inhibiteurs endogénes du tPA

Les inhibiteurs du tPA appartiennent a la famille des serpines (serine proteinase inhibitors), des
glycoprotéines de 350 a 500 acides aminés. Ces serpines possedent un domaine RCL (reactive center

loop) leur permettant de s’accrocher a différentes protéases telles que le tPA. Ce dernier se retrouve
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contraint de cliver ce domaine, ce qui entraine en retour son inhibition par la formation d’une liaison
covalente (Silverman et al., 2001). Au sein du SNC, I'inhibition du tPA peut étre réalisée par quatre

inhibiteurs : PAI-1 (plasminogen inhibitor), PAI-2, la neuroserpine et la protéase nexine-1 (PN-1).

PAI-1 (ou serpinE1) est présent en abondance dans le plasma grace aux cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses, les plaquettes (Sprengers and Kluft, 1987) et les hépatocytes (Bouton et
al., 2012). Dans la circulation, PAI-1 est présent en exces par rapport au tPA. La formation d’un
complexe entre ces deux protéines est tres stable, ce qui rend I'inhibition du tPA presque définitive
(Zhou et al., 2001a). PAI-1 peut inhiber les deux formes du tPA en fonction de son interaction, soit par
le domaine finger dans le cas du sc-tPA, soit le domaine kringle 2 pour le tc-tPA (Kaneko et al., 1992).
En présence de fibrinogene, PAI-1 posséde une plus grande affinité pour la forme sc-tPA ; cependant
en présence de fibrine, le PAI-1 inhibe les deux formes mais avec moins d’efficacité (Thelwell and
Longstaff, 2007). Au sein du SNC, PAI-1 est exprimé en faible quantité par les neurones et les
astrocytes (Hino et al, 2001). Néanmoins, sa synthése astrocytaire augmente dans un modéle
excitotoxique ou a la suite d’un AVC ischémique (Docagne et al., 1999 ; Sallés and Strickland, 2002).
Une récente étude estime que la quantité d’ARNm de PAI-1 est multipliée 237 fois apres un AVC
ischémique transitoire. Cette forte expression contribuerait alors a accroitre les dommages cérébraux

(Griemert et al., 2019).

PAI-2 n’est pas détectable dans le plasma en condition physiologique. Il y serait néanmoins libéré
pendant la grossesse par les cellules trophoblastiques et les macrophages (Astedt et al., 1998). PAI-2
est synthétisé dans le SNC apres un AVC ischémique, dans lequel il ne semble pas jouer de rdle

particulier (Griemert et al., 2019).

PN-1 (ou serpinE2) est a peine détectable dans le plasma, malgré son expression dans les trois
tuniques de la paroi vasculaire (cellules endothéliales, cellules musculaires lisses et fibroblastes) et
par certaines cellules sanguines (les plaguettes et les monocytes) (Bouton et al., 2012). PN-1 posséde
un large spectre d’inhibition, incluant le tPA, I'uPA, la plasmine et plus particulierement la thrombine
(Scott et al., 1985; Evans et al., 1991; Bouton et al., 2012). Elle posséde la capacité d’inhiber le tPA ou
la plasmine attachés a la fibrine (Boulaftali et al., 2011), ce qui lui confére un plus grand pouvoir

inhibiteur que PAI-1 en présence de thrombus. Les différents substrats de PN-1 lui permettent a la
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fois de réguler la formation des thrombus et leur dissolution (Figure 21). Dans le SNC, PN1 est

exprimée par les neurones et les cellules gliales (Simpson et al., 1994 ; Giau et al., 2005).

La neuroserpine est majoritairement exprimée dans le SNC, par les astrocytes et surtout par les
neurones (Docagne et al., 1999 ; Miranda and Lomas, 2006). La neuroserpine peut inhiber le tPA, 'uPA
et la plasmine, mais ne posséde aucune activité inhibitrice envers la thrombine a la différence de la
PN-1 (Osterwalder et al., 1998). A cause de I'instabilité du complexe tPA/neuroserpine et de sa rapide
dissociation, la neuroserpine est considérée comme une protéine inhibitrice transitoire du tPA
(Barker-carlson et al., 2002). Une étude par hybridation in situ a mis en évidence son expression
durant les phases tardives de la neurogenése et dans les régions plastiques chez I’adulte (Osterwalder

et al., 1996), suggérant un role dans les fonctions plastiques du tPA.

3.4 Fonctions du tPA
3.4.1 Fonctions vasculaires
3.4.1.1 La fibrinolyse

La fibrinolyse est un processus hautement régulé permettant la dégradation des caillots riches en
fibrine au sein des vaisseaux sanguins. L’acteur principal de ce mécanisme est une sérine protéase
hépatique, le plasminogene. Sa forme active, la plasmine, clive les chaines de fibrine permettant la
dissolution du caillot. La conversion du plasminogéne en plasmine est permise par ses activateurs : le
tPA ou I'uPA (Collen and Lijnen, 1991). En présence de fibrine, la conversion du plasminogéne en
plasmine par le tPA est cent fois plus efficace (Hoylaerts et al.,, 1982). Ce mécanisme permet ainsi au
tPA de réguler spécifiqguement l'activité de la plasmine au niveau du caillot de fibrine, tout en
empéchant a la plasmine d’étre trop rapidement inhibée par I’a2-antiplasmine et I'a2-macroglobuline
(Holmes et al., 1987 ; Thiebaut et al., 2018). Cette régulation inhibitrice est cruciale afin d’éviter une
perméabilisation de la barriére hématoencéphalique (BHE) engendrée par hyperfibrinolyse (Marcos-

Contreras et al., 2016) (Figure 21).
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Figure 21 : Mécanisme d’action de la cascade fibrinolytique.
Le tPA et I'uPA permettent la conversion du plasminogene en plasmine. Ce dernier dissout les caillots

sanguins en clivant les chaines de fibrine. Ce mécanisme est finement régulé par plusieurs protéines
inhibant I'activité du tPA ou de I'uPA (PAI-1 et PN-1), de la plasmine (a2-antiplasmine, a2-macroglobuline
et PN-1) mais aussi au niveau de la protéase permettant la conversion de fibrinogene en fibrine, la
thrombine (PN-1). Parmi ces protéines inhibitrices, PAI-1 et I'a2-antiplasmine se placent comme les
inhibiteurs principaux de la fibrinolyse (Longstaff and Kolev, 2015).

3.4.1.2 Ouverture de la BHE

La barriere hématoencéphalique participe au maintien de ’lhoméostasie cérébrale, en controlant
les échanges bidirectionnels entre le compartiment vasculaire et le parenchyme. La BHE est
constituée de cellules endothéliales maintenues entre elles a I'aide de jonctions serrées ou
adhérentes, de lames basales (composées de collagene de type IV, de laminine et de fibronectine),

de péricytes et des pieds astrocytaires (Weiss et al., 2009 ; de Wit et al., 2017) (Figure 22).

A I'heure actuelle, le tPA est I'unique traitement pharmacologique utilisé dans le traitement de la
phase aigiie des AVC ischémiques. Cependant, I'injection intraveineuse de tPA peut s’avérer délétéere
en augmentant les risques hémorragiques chez les patients (Tanne et al., 2002 ; Lansberg et al.,
2007). En absence d’ischémie, I'injection de tPA dans le liquide cérébro-spinal conduit a une

perméabilité de la BHE de maniere dose-dépendante. Ce déficit est bloqué par I'administration d’un
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antagoniste des récepteurs LRP dénommé RAP (receptor- associated protein), suggérant d’un

mécanisme dépendant de I'interaction du tPA avec les récepteurs LRP (Yepes et al., 2003).
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Figure 22 : La barriére hémato-encéphalique.

A) La BHE est composée de cellules endothéliales soutenues par des péricytes, des extrémités
astrocytaires et deux lames basales. Les cellules endothéliales sont scellées par des jonctions serrées et
des jonctions adhérentes. B) Microscopie électronique d’une coupe de cerveau de rat. Adapté de (Weiss
et al.,, 2009 ; de Wit et al., 2017).

Le tPA, par son interaction avec les LRP, peut accroitre I'expression de MMP-3 et MMP-9 in vitro
(Wang et al., 2003 ; Suzuki et al., 2009). Ces MMPs sont connues pour perméabiliser la BHE en
dégradant la laminine et le collagéne formant les lames basales (Lakhan et al., 2013). Le tPA intervient
via la conversion du plasminogéne en plasmine, dans l'activation de la forme mature des MMPs
(Lijnen, 2001), et participe a la dégradation de la laminine et du collagene (Liotta et al., 1981).

Une étude du laboratoire montre que le tPA est capable de traverser les cellules endothéliales par
un mécanisme de transcytose dépendant des LRP (Benchenane et al.,, 2005). Ce passage pourrait
permettre au tPA d’interagir avec les LRP situés au niveau des pieds astrocytaires. A la suite d’'un AVC
ischémique, cette interaction entraine le détachement des pieds astrocytaires conduisant a une
perméabilisation de la BHE (Polavarapu et al., 2007). La hausse d’expression des récepteurs LRP 6h et
24h apres un AVC ischémique pourrait faciliter tous ces mécanismes délétéres du tPA sur la BHE

(Polavarapu et al., 2007 ; Suzuki et al., 2009).
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Outre son interaction avec les LRP, le tPA peut également activer le PDGF-CC. Cette activation
entraine celle des récepteurs PDGFR-a (Platelet-Derived Growth Factor Receptor a) situés au niveau
des astrocytes, réduisant alors I'intégrité de la BHE (Su et al.,, 2008). En activant la plasmine, le tPA
intervient dans le clivage de MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), conduisant ainsi a la
perméabilisation de la BHE (Yao and Tsirka, 2011).

Dans des cultures de cellules endothéliales humaines traitées au TNF, la fixation du tPA sur le
récepteur NMDA endothélial engendre I'ouverture de la BHE (Mehra et al., 2020). Il est intéressant
de constater que bloquer I'interaction tPA/récepteur NMDA permet de réduire la perméabilisation
de la BHE suite a une ischémie cérébrale ou dans un modeéle de sclérose en plaques. Dans ce modeéle
de sclérose en plaques, la préservation de la BHE prévient I'infiltration des leucocytes et permet ainsi

de stopper la progression de la maladie (Macrez et al., 2011, 2016).

3.4.1.3 Le couplage neurovasculaire

Le couplage neurovasculaire correspond a la relation étroite entre I'activité neuronale locale et le
flux sanguin cérébral. Cipolla et collaborateurs ont été les premiers a démontrer que I'injection de tPA
dans la circulation sanguine réduisait la réactivité vasculaire lors d’'un AVC ischémique (Cipolla et al.,
2000). En condition physiologique, le tPA induit une vasodilatation des vaisseaux par un mécanisme
dépendant de la libération de NO (nitric oxide). Ce mécanisme de libération pourrait étre la raison des
déficits hémodynamiques retrouvés lors d’'une ischémie cérébrale aprés I'administration de tPA
(Armstead et al., 2004). Les souris déficientes en tPA présentent une diminution de la réponse
hémodynamique en réponse a une stimulation des vibrisses. L’application locale de tPA (au niveau de
la fenétre cranienne) permet de compenser ce déficit. Les auteurs suggerent que I'interaction du tPA
avec les récepteurs NMDA post-synaptiques influence la production de NO ce qui a pour conséquence
d’induire une vasodilation (Park et al., 2008). Cependant, de récents travaux du laboratoire montrent
que la réponse hémodynamique du tPA, aprés une stimulation des vibrisses, passe plutét par son

interaction avec les récepteurs NMDA endothéliaux (Anfray et al., 2019).
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3.4.2 Fonctions cérébrales en condition physiologique
3.4.2.1 Le neurodéveloppement

Friedman et collaborateurs, par une analyse par hybridation in situ, ont montré que I‘expression
du tPA coincide avec les stades de prolifération et de migration cellulaires (Friedman and Seeds,
1994). L'utilisation de souris déficientes en tPA, a alors permis de découvrir un retard de la migration
des cellules granulaires au niveau du cervelet (Seeds et al., 1999). En plus du cervelet, I'absence de
tPA induit également un retard de la migration des neurones corticaux. L'implication du tPA dans la
corticogenése semble liée a son interaction avec le récepteur NMDA situé au niveau de la glie radiaire
(Pasquet et al., 2019).

Cependant, d’autres mécanismes pourraient également participer au role du tPA dans la migration
neuronale. Le premier est bien entendu sa capacité a convertir le plasminogéne en plasmine. En effet,
I'inhibition enzymatique de la plasmine par I'eACA (e-amino caproic acid), ralentit la migration des
cellules granulaires (Moonen et al., 1982). Par son activité enzymatique, le tPA peut également cliver
la rééline (Trotter et al., 2014). Comme nous I'avons mentionné précédemment, la rééline est cruciale
dans la migration mais aussi dans la croissance et la maturation des neurones. Enfin, le tPA influence
in vitro et in vivo la migration des progéniteurs oligodendrocytes par un mécanisme dépendant des

récepteurs a I'EGF (Leonetti et al., 2017).

Plusieurs études se sont intéressées au role du tPA dans la pousse neuritique. Krystosek et
collaborateurs rapportent une sécrétion du tPA au niveau du cone de croissance dans des cultures de
neuroblastes (Krystosek and Seeds, 1981). La surexpression du tPA in vitro ou son administration dans
des cultures de neurones permettent de confirmer son role dans la pousse neuritique (Pittman and
DiBenedetto, 1995 ; Lee et al., 2007). Cet effet bénéfique peut étre contrebalancé par l'utilisation de
PAI-1, d’un inhibiteur exogeéne (le tPA stop) mais aussi par des ARN interférents dirigés contre le tPA
et contre les récepteurs LRP5/6 (Lee et al., 2014). Lee et collaborateurs démontrent ainsi que le tPA
agit sur la pousse neuritique par son activité enzymatique et son interaction avec les récepteurs
LRP5/6. Deux études permettent de démontrer que I'activité enzymatique du tPA dans la pousse
neuritique passe aussi par |'activation de deux protéases, la plasmine et/ou ADAMTS-4. Ces deux
protéases facilitent la pousse neuritique en dégradant les CSPGs présents dans la MEC (Wu et al.,

2000 ; Lemarchant et al., 2014) (cf 2.5.1.1 La pousse neuritique).
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3.4.2.1 La transmission glutamatergique

En tant que principal neurotransmetteur excitateur du SNC, le glutamate posséde un large
éventail d’actions physiopathologiques grace a ses différents récepteurs ionotropiques (NMDA, AMPA
et Kainate) et métabotropiques. En cas d’exces de glutamate au niveau de la fente synaptique,
I’entrée massive de Ca?* dans la cellule par les récepteurs NMDA devient neurotoxique (Arundine and
Tymianski, 2003) (cf 4.5.2.1 Excitotoxicité post-ischémique et vagues de dépolarisation).

En 2001, le laboratoire a démontré que le tPA peut cliver la sous-unité GIuN1 des récepteurs
NMDA. En présence de glutamate, cette modification structurelle conduit a une potentialisation de
I'influx calcique dans les neurones (Nicole et al., 2001). De maniére surprenante, seule la forme simple
chaine du tPA permet de potentialiser I'influx calcique dans les neurones (Parcq et al., 2012) (Figure
23). Le clivage de la sous-unité GIuN1 du récepteur NMDA dépend de son interaction avec le domaine
kringle 2 du tPA et est réalisé sur I’arginine 260 (Fernandez-Monreal et al., 2004 ; Lopez-Atalaya et al.,
2008). De fait, ce mécanisme permet au tPA d’agir comme un neuromodulateur en potentialisant la

transmission glutamatergique.
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Figure 23 : Seul le sc-tPA potentialise I'influx calcique en présence de NMDA.
Dans des neurones corticaux stimulés au NMDA, le sc-tPA potentialise I'entrée de calcium dans les
neurones a la différence du tc-tPA. Adapté de (Parcq et al., 2012).

Dans un contexte excitotoxique, le tPA favorise la mort neuronale induite par I'ajout de NMDA
(Nicole et al., 2001 ; Liot et al., 2004 ; Parcq et al., 2012) (Figure 24). L'utilisation d’un anticorps
bloquant spécifiguement l'interaction du tPA avec la sous-unité GIuN1l réduit les lésions
excitotoxiques induites par l'injection de NMDA (Benchenane et al., 2007) et par une ischémie

cérébrale (Macrez et al., 2010). De récents travaux de I'équipe expliquent que l'interaction du tPA
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avec la sous-unité GluN1 facilite la mobilité des récepteurs NMDA au niveau extra-synaptique. Ce

processus favoriserait la mort neuronale dans un contexte excitotoxique (Lesept et al., 2016).
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Figure 24 : Le sc-tPA accroit la mort neuronale en présence de NMDA.

A) La dépolarisation des neurones corticaux induite par un traitement au NMDA augmente la libération de
tPA in vitro. Cette libération n’est pas retrouvée avec les traitements AMPA, Kainate ou NMDA + un
inhibiteur (MK-801). B) La mort neuronale induite par NMDA est diminuée en présence de PAI-1. C) L’ajout
exogene de sc-tPA augmente de facon dose-dépendante la mort neuronale induite par le NMDA ; D) tandis
que le tc-tPA n’induit pas de modification. Adapté de (Nicole et al., 2001 ; Parcq et al., 2012).

Ce mécanisme de potentialisation de I'influx calcique dans les neurones par le tPA a été discuté.
En effet, Samson et collaborateurs montrent que le clivage de la sous-unité GluN1 du récepteur NMDA
est effectué par la plasmine, et non le tPA. lls proposent que la potentialisation du tPA sur la
signalisation des récepteurs NMDA passe par le recrutement des récepteurs LRP. L'ajout d’'un
antagoniste des récepteurs LRP dénommé RAP (receptor- associated protein) contrebalance I'influx
calcique permis par le tPA in vitro (Samson et al., 2008). Mannaioni et collaborateurs démontrent que
la plasmine permet bien la potentialisation de I'influx de calcium via les récepteurs NMDA. Cette

potentialisation serait néanmoins dépendante de [I'activation de PAR-1 (Protease-activated
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receptor-1) situé au niveau des astrocytes (Mannaioni et al., 2008). Enfin, la mort neuronale induite
par la plasmine dans un modeéle excitotoxique au kainate, est confirmée par I'injection

intraparenchymateuse d’a-2-antiplasmine (Tsirka et al., 1997).

3.4.2.2 L’apoptose

L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un mécanisme induisant la clairance des cellules
avec un minimum de dommages pour les tissus alentours. Ce processus est aussi bien crucial pour
débarrasser I'organisme des cellules non désirées au cours du développement, comme pour éliminer
des cellules trop endommagées pour étre réparées dans certaines pathologies (D’Arcy, 2019).

Les études cherchant a définir le réle du tPA dans I'apoptose neuronale sont contradictoires. Des
études suggerent que le tPA posséde des effets pro-apoptotiques dans des cultures de neurones
hippocampiques et des neurones corticaux traités au NMDA (Liu et al., 2004 ; Medina et al., 2005). A
I'inverse, Liot et collaborateurs démontrent un effet anti-apoptotique du tPA sur des neurones
corticaux privés en sérum, par un mécanisme non protéolytique dépendant de I'activation de la voie
de signalisation phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) (Liot et al., 2006). Cet effet anti-apoptotique
pourrait faire intervenir différents récepteurs tels que le récepteur a I'EGF (Bertrand et al., 2015 ;
Lemarchand et al., 2016), le récepteur annexine Il (Lee et al., 2007) ou encore le récepteur Grp78
(78 kD glucose-regulated protein) (Louessard et al., 2017). Dans des cultures d’oligodendrocytes, le
tPA exerce ses propriétés anti-apoptotiques grace a son interaction avec le récepteur a I'EGF (Correa
etal., 2011).

Le tPA peut également participer a I'apoptose par I'activation de la plasmine. Une étude dévoile
gue la conversion du plasminogéne en plasmine par le tPA provoque un détachement des neurones
et leur apoptose in vitro (Ho-Tin-Noé et al., 2009), un effet bloqué par PN-1 (Rossignol et al., 2004).
De maniére intéressante, une étude suggére que les cellules en apoptose expriment plus de sites de
liaison a la lysine, permettant a la cellule de servir de surface d’activation pour le plasminogéene et son
activateur (Mullane and Baker, 1998). Cette surface d’activation pourrait ainsi permettre d’accélérer

I’'apoptose cellulaire.
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3.4.2.3 La plasticité synaptique

Comme nous I'avons abordé précédemment, la LTP tardive se caractérise par la synthese de
nouvelles protéines (Baltaci et al., 2019), parmi lesquelles on se trouve le tPA. Qian et collaborateurs
ont été les premiers a décrire une augmentation de I’ARNm du tPA dans les neurones granulaires du
gyrus denté en réponse a l'induction d’'une LTP au niveau de I'hippocampe de rat (Qian et al., 1993)
(Figure 25A). Par la suite, I'utilisation de souris déficientes en tPA ou de différents inhibiteurs (PAI-1
et le tPA stop) a permis de découvrir I'implication du tPA en faveur des phases tardives de la LTP mais
sans affecter la phase précoce (Huang et al., 1996 ; Baranes et al., 1998 ; Pang et al., 2004).
Finalement, des travaux menés au laboratoire prouvent que seul le sc-tPA améliore la phase tardive
de la LTP (Parcq et al., 2012) (Figure 25B). Un mécanisme d’action potentiel du tPA sur la LTP serait
une nouvelle fois lié au recrutement des récepteurs LRP, présents en abondance au niveau des
neurones hippocampiques. En effet, 'application de RAP (antagoniste des récepteurs LRP) sur des
coupes d’hippocampe, permet de bloquer les effets potentialisateurs du tPA exogene sur la phase
tardive de la LTP (Zhuo et al., 2000).

La plasmine peut également intervenir dans la LTP par son activité enzymatique. Elle serait
capable de maintenir la phase tardive de la LTP en activant le pro-BDNF en BDNF (brain-derived
neurotrophic factor). Il est intéressant de constater que I'application de BDNF mature sur des coupes
organotypiques d’hippocampe, suffit a restaurer le déficit de LTP provoqué par la délétion de tPA
(Pang et al., 2004). Au contraire, la plasmine pourrait également perturber la LTP en dégradant la

laminine retrouvée dans la MEC (Nakagami et al., 2000).
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Figure 25 : Fonction du tPA et son expression dans la LTP.
A) Augmentation de I’expression de I’ARNm du tPA au niveau du gyrus denté de I’hippocampe en réponse
a une stimulation a haute fréquence. B) L’application seule de sc-tPA sur des tranches hippocampiques
améliore la phase tardive de le LTP, a la différence de son application avec un antagoniste des récepteurs
NMDA (APV) ou du tc-tPA. Adapté de (Qian et al., 1993 ; Parcq et al., 2012).
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Calabresi et collaborateurs ont constaté que la LTD induit également une augmentation de
I’expression de ’ARNm du tPA dans le striatum de rat (Calabresi et al., 2000). De plus, I'utilisation de
sc-tPA sur des coupes hippocampiques renverse les effets de la LTD (Parcq et al., 2012). Ces données

suggerent un rble du tPA dans le maintien de de la densité post-synaptique.

3.4.2.4 Les processus coghnitifs

Comme nous venons de le voir, le tPA module différentes formes de plasticité synaptique
nécessaire a I'apprentissage et la mémoire. Des études ont ainsi constaté que I'absence de tPA chez
la souris provoque un déficit dans la reconnaissance d’objet (Benchenane et al., 2007), ainsi que dans
la mémoire spatiale (Calabresi et al.,, 2000). Dans cette derniére, l'interaction du tPA avec les
récepteurs NMDA semble étre cruciale. En effet, I'immunisation systémique a I'aide d’un anticorps
bloquant spécifiguement cette interaction provoque des déficits de mémoire spatiale chez des souris
sauvages (Benchenane et al., 2007 ; Obiang et al., 2012). Des résultats similaires sont obtenus apres
injection de cet anticorps dans le cortex entorhinal (Hébert et al., 2017). Ainsi, la diminution de
I"activité protéolytique du tPA qui survient au cours du vieillissement dans I’"hippocampe et le cortex
entorhinal pourrait étre associée a ces déficits de cognition spatiale (Roussel et al., 2009 ; Hébert et
al., 2017). Il est intéressant de constater que I'environnement enrichi permet de contrebalancer cette

diminution de tPA en plus des déficits spatiaux chez la souris agée (Obiang et al., 2011).

Le tPA est fortement exprimé dans des régions cérébrales impliquées dans la régulation des
émotions telles que I'hippocampe, I'amygdale, I’hypothalamus et la strie terminale (Pawlak et al.,
2003 ; Matys et al., 2004, 2005 ; Louessard et al., 2016 ; Stevenson and Lawrence, 2018). Le tPA
semble, en effet, participer a la peur conditionnée (Calabresi et al., 2000). Les souris déficientes en
tPA présentent également un phénotype moins anxieux en réponse a un stress par rapport a leurs
homologues sauvages (Pawlak et al., 2003 ; Matys et al., 2004). Ces données sont confortées par le

phénotype anxieux retrouvé chez les souris déficientes en neuroserpine (Madani et al., 2003).



Introduction : L’activateur tissulaire du plasminogéne -

3.4.3 Fonctions cérébrales en conditions pathologiques
3.4.3.1 Altération de la substance blanche

Plusieurs études rapportent un réle bénéfique du tPA dans les lésions de la substance blanche par
différents mécanismes. En effet, I'injection de tPA dans le corps calleux suite a une ischémie cérébrale
diminue les Iésions de la substance blanche. Néanmoins, cet effet disparait avec une injection de tPA
muté sur son domaine d’interaction avec le récepteur a I'EGF (domaine EGF-like) (Correa et al., 2011),
suggérant un mécanisme protecteur du tPA dépendant de son interaction avec le récepteur a I'EGF.

Dans un modeéle de démyélinisation par injection de lysolécithine dans le corps calleux, les souris
déficientes en tPA présentent un retard de remyélinisation (Leonetti et al., 2017). La dégénérescence
axonale est généralement la conséquence d’une augmentation de I'inflammation provoquée par une
altération de la BHE. Dans ces conditions, des dépots de fibrine viennent se former autour des axones,
accentuant la dégénérescence axonale. Dans des modeéles de sclérose en plagues ou de lésion du nerf
sciatique, le tPA peut réduire les dommages axonaux en dégradant la fibrine via la conversion du
plasminogéne en plasmine (Akassoglou et al., 2000 ; Gveric¢ et al., 2003). Cette conversion améliore
également la régénération axonale en dégradant les CSGPs qui s’accumulent dans la cicatrice gliale
suite a un traumatisme médullaire (Bukhari et al., 2011). Quelques années plus tard, Lemarchant et
collaborateurs montrent des résultats similaires en proposant un mécanisme dépendant de
I'activation d’ADAMTS-4 (Lemarchant et al., 2014). Comme la plasmine, ADAMTS-4 dégrade les CSPGs
néfastes pour la régénération axonale dans un modeéle de traumatisme médullaire. Ainsi, le tPA peut

étre bénéfigue dans cette pathologie par deux mécanismes d’action.

3.4.3.2 Les AVC hémorragiques

Une des formes les plus sévéres des AVC sont les hémorragies intracérébrales spontanées. La
présence d’'un hématome étant néfaste pour le cerveau, plusieurs études se sont tournées vers une
thérapie fibrinolytique par injection de tPA recombinant (Altéplase) au niveau de I’'hématome, avant
de le drainer. Dans un modele d’hémorragie intracérébrale chez le cochon par injection de sang
hétérologue, Rohde et collaborateurs démontrent que le tPA est tout d’abord efficace pour réduire
I’'hématome avant de favoriser la formation d’cedeémes (Rohde et al., 2002). Des effets similaires sont

obtenus dans un modele d’hémorragie intraventriculaire chez le rat (Gaberel et al., 2014).
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Récemment, une étude clinique de phase 3 (MISTIE Ill) visant a étudier cette procédure fibrinolytique
couplée au drainage, s’est révélée infructueuse en n"améliorant pas la récupération fonctionnelle des
patients atteints par une hémorragie intracérébrale (Hanley et al., 2019).

Néanmoins, quelques études se sont tournées vers les propriétés pro-excitotoxiques du tPA liées
a son interaction avec les récepteurs NMDA. L'utilisation d’un anticorps bloquant cette interaction
améliore la récupération fonctionnelle dans un modeéle d’hémorragie par injection de collagénase
chez le rat (Gaberel et al., 2013). De plus, dans un modéle similaire a celui de Rohde et collaborateurs,
I'injection d’un tPA muté sur son site d’interaction avec le NMDA limite la mort excitotoxique des

neurones en comparaison avec I'Altéplase (Goulay et al., 2018).

Une des causes de I’AVC hémorragique est la rupture spontanée d’un anévrisme intracranien (Al)
qui se caractérise par une hémorragie sous-arachnoidienne. Au laboratoire, une étude a mis en
évidence une expression accrue de tPA au sein de la paroi anévrismale humaine, accompagnée par la
présence de plasminogéne/plasmine. Dans un modéle expérimental d’Al, I’'absence de tPA entraine
une augmentation de la survie des animaux en lien avec une diminution du nombre de souris formant
au moins un Al. Des résultats totalement opposés sont observés chez des souris déficientes en PAI-1,

suggérant un réle du tPA dépendant de son activité enzymatique (Labeyrie et al., 2017).

3.4.3.3 Les AVC ischémiques

Comme nous I'avons précédemment mentionné, le tPA est le seul traitement pharmacologique
utilisé a ce jour pour lutter contre les AVC ischémiques. Wang et collaborateurs ont montré que les
souris déficientes en tPA présentaient une réduction d’environ 50% des volumes de Iésion suite a une
occlusion transitoire de ’'ACM (insertion d’un filament) (Wang et al., 1998). Cela sera confirmé plus
tard dans un modele mimant la formation d’un caillot de fibrine a I'aide d’une injection de thrombine
dans l'artere cérébrale moyenne (ACM) (Macrez et al., 2011). Cependant, la thrombolyse peut
présenter des effets déléteres. En effet, I'injection tardive de tPA dans la circulation aggravent les
lésions aussi bien chez des souris sauvages et déficientes en tPA (Wang et al., 1998) (Figure 26).

Ces risques déléteres de la thrombolyse passent par la perméabilisation de la BHE mais aussi par
son effet pro-excitotoxique (Yepes et al., 2003 ; Macrez et al., 2011). Ces effets délétéres se traduisent

par la survenue de crises d’épilepsie chez des patients thrombolysés (Alvarez et al., 2013). En 2016,
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I’étude OPHELIE (Outcome of Patients Treated by IV Rt-PA for Cerebral Ischaemia According to the
Ratio Sc-tPA/Tc-tPA) démontra que les patients thrombolysés, a base d’une préparation d’Altéplase
contenant plus de sc-tPA, ont un plus grand risque de développer des crises épileptiques ; tandis que
les patients traités par une préparation contenant plus de tc-tPA présentent un risque accru

d’hémorragie cérébrale (Leys et al., 2016).
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Figure 26 : L'injection tardive de tPA accroit la taille de I’infarctus.
Injection réalisée 2 heures apres I'occlusion transitoire de I’ACM a I'aide d’un filament, chez des souris
sauvages (A) et déficientes en tPA (B). Adapté de (Wang et al., 1998).

Les risques de la thrombolyse expliquent en partie la faible durée de sa fenétre thérapeutique,
limitée a 4h30 apres le début des symptomes. Ainsi, seuls 5% des patients bénéficient d’un traitement
thrombolytique. Pour pallier a ce probleme, de nouvelles stratégies ont été mises en place dont le
développement de la ténecteplase, un tPA recombinant plus spécifique de la fibrine et qui possede
une demi-vie supérieure; ou la mise en place de la thrombectomie qui consiste a retirer
mécaniquement le caillot sanguin. Cette derniére s’avére particulierement bénéfique dans les gros
vaisseaux (Alberts et al.,, 2015). Une étude clinique s’est intéressée aux effets de la ténecteplase par
rapport a I'Altéplase avant thrombectomie. La ténecteplase permet dans un premier temps de
thrombolyser un plus grand nombre de patients comparée a Altéplase (22% vs 10%). Ce mutant

permet également une meilleure récupération fonctionnelle des patients (Campbell et al., 2018).
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Pour résumer :

¢ Dans le SNC, le tPA est synthétisé par de nombreux types cellulaires.

+ Son expression dans la circulation sanguine semble étre assurée par le foie.

¢ Le tPA permet la conversion du plasminogéne en plasmine, I'activation de la
protéase ADAMTS-4 et le clivage de la sous-unité GIuN1 des récepteurs NMDA.

¢+ Ces fonctions sont majoritairement dépendantes de son interaction avec le
plasminogéne, les récepteurs LRP et NMDA ainsi que ses inhibiteurs endogénes.

+ En condition physiopathologique, le tPA est aussi bien bénéfique que délétére.

¢ Le tPA peut dégrader les CSPGs via la plasmine.

Le tPA est le seul traitement pharmacologique utilisé a ce jour dans la prise en
charge des AVC ischémiques. Cependant, son utilisation est limitée en raison d’effets
déléteres non négligeables (excitotoxicité et ouverture de la BHE). Afin d’améliorer la
qualité de vie des personnes non traitées et souffrant de séquelles graves, plusieurs

études s’intéressent aux mécanismes régulant la récupération fonctionnelle post-

ischémique. Dans cette derniére partie, nous donnerons une description plus détaillée

des AVC ischémiques et feront le lien avec les réseaux périneuronaux.
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4, Les accidents vasculaires cérébraux
4.1 Généralités

En 2016, 13,7 millions de personnes dans le monde ont souffert d’un accident vasculaire cérébral
(AVC), dont 5,5 millions en sont morts. En France, on recense un peu plus de 130 000 nouveaux cas
par an, pour 40 000 décés (Johnson et al., 2019). A la suite d’un AVC, 40% des patients gardent des
séquelles neurologiques importantes qui se caractérisent généralement par des déficits moteurs, des
troubles du langage ou des troubles sensoriels. Enfin, 30% des patients tombent en dépression dans
I’'année suivant un AVC. Ainsi, ’AVC est considéré comme la premiere cause de handicap acquis chez
I'adulte, la deuxiéme cause de mortalité et la deuxiéme cause de démence dans le monde (selon les
données par I'Inserm).

On distingue deux formes d’AVC: les AVC hémorragiques et les AVC ischémiques. Les AVC
hémorragiques représentent environ 20% des cas et se caractérisent par une extravasation du sang
dans la boite cranienne. Les AVC ischémiques sont plus fréquents, avec environ 80% des cas et

résultent de I'obstruction d’une artére cérébrale par un caillot sanguin.

4.2 Les différentes formes d’AVC hémorragiques

Bien que moins fréquents, les AVC hémorragiques sont a I'origine de 50% des déces causés par un
AVC en 2016 (2,8 millions), ce qui font d’elles les formes les plus létales parmiles AVC (Johnson et al.,

2019). ll existe deux grands types d’AVC hémorragiques :

- Les hémorragies intra-parenchymateuses (environ 75% des cas). Elles s’accompagnent
généralement d’'un déversement de sang dans les ventricules cérébraux. Ces hémorragies
proviennent souvent de la fragilisation de petites artéres causées principalement par de
I’"hypertension artérielle chronique ou une angiopathie amyloide (Morotti and Goldstein, 2016).
La thrombolyse peut également étre a l'origine d’hémorragies intra-parenchymateuses
(cf 3.4.1.2 Ouverture de la BHE).

- Les hémorragies méningées ou sous-arachnoidiennes (environ 25% des cas). Les causes les
plus fréquentes sont la rupture spontanée d’un anévrisme intracranien a la surface du cerveau,

ainsi que les traumatismes craniens (Caceres and Goldstein, 2012).
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4.3 Les différentes formes d’AVC ischémiques

La classification de TOAST (Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment subtype classification)

permet de distinguer cing formes d’AVC ischémiques (Adams et al., 1993) :

- Les ischémies d’origine athéromateuse (30% des cas). La formation progressive des plaques
d’athérosclérose peut conduire a I'obstruction compléete des artéres. De plus, les plaques
instables peuvent se détacher et former des thrombus.

- Les ischémies d’origine cardio-embolique (25% des cas). Elles touchent principalement les
grosses arteres (souvent la carotide ou I’ACM) causant ainsi d'importantes Iésions cérébrales.

- Les occlusions des petites artéres (ou infarctus lacunaires) (20% des cas). Ces dernieres
forment des lésions de petites tailles (< 1,5 cm de diametre) et sont souvent localisées au niveau
des arteres pénétrantes qui irriguent les structures profondes du cerveau (Jackson and Sudlow,
2005).

- Les « autres étiologies ». Cette catégorie regroupe les causes rares telles que les dissections
artérielles (déchirure de la paroi artérielle dans laquelle le sang s’engouffre), les thrombophilies
(prédisposition aux thromboses, héréditaire ou acquise) ou I’hyperhomocystéinémie.

- Les ischémies d’origine inconnue (ou cryptogéniques).

Il existe également les accidents ischémiques transitoires (AIT), qui partagent les mémes causes et
les mémes symptomes que les AVC ischémiques, mais sans lésion apparente en imagerie
conventionnelle (Easton et al., 2009). Suite a un AIT, 5% des patients développent un AVC ischémique
dans les premiéres 48h et 10% sur les premiers 90 jours (Duca and Jagoda, 2016). Cette forme

représente donc un facteur de risque pour les patients.

4.4 Les facteurs de risques de I’AVC
4.4.1 Les facteurs de risques non modifiables

= Le vieillissement est le principal facteur de risque dans les AVC, avec une moyenne d’age a
62 ans dans le monde (O’Donnell et al., 2016). L'incidence des AVC ischémiques est doublée pour
chaque décennie aprés 55 ans ; tandis qu’elle augmente aprés 45 ans dans le cas des AVC

hémorragiques. Cependant, les récentes méta-analyses montrent toutes une augmentation
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significative des AVC chez des personnes jeunes ces derniéres années (Boehme et al., 2017 ; Feigin et
al., 2017).

=  Lesexe est également un facteur de risque. Les femmes d’un jeune age ont plus de risques de
développer un AVC que leur équivalent masculin. Ce risque est majoritairement lié a la grossesse, a la
dépression post-partum, ainsi qu’aux pilules contraceptives (Boehme et al., 2017). Néanmoins, les
hommes semblent présenter le plus de risque au cours du vieillissement, puisque ces derniers
représentaient 59,6% des AVC en 2016, tous ages confondus (O’Donnell et al., 2016).

=  L’ethnicité, avec un risque accru d’AVC pour les populations asiatiques. Aux Etats-Unis, les
populations afro-américaines et hispaniques sont les plus a risques et présentent le plus de mortalité
associée. Cependant, pour ces derniers, 'une des raisons est probablement le manque d’accés aux
soins (Morotti and Goldstein, 2016 ; O’'Donnell et al., 2016).

=  La génétique affecte également la formation des AVC. Les risques génétiques varient en
fonction de I’age, du sexe, de I'ethnicité. Plusieurs génes a risque ont été identifiés et sont pour la
plupart associés avec d’autres pathologies vasculaires (exemple : le géne PITX2 également impliqué

dans les fibrillations atriales) (Boehme et al., 2017).

4.4.2 Les facteurs de risques modifiables

Une méta-analyse réalisée entre 2007 et 2015, a comparé différents facteurs de risque modifiables
dans les AVC ischémiques et hémorragiques sur 26919 personnes provenant de 32 pays différents

(O’Donnell et al., 2016) :



- Introduction : Les accidents vasculaires cérébraux

Tableau 4 : % de risques attribuables pour les AVC.

% de RA* pour les AVC % de RA* pour les AVC
Facteurs de risques modifiables ischémigues hémorragiques
L’hypertension 45,7% 56,4%
Le tabac 15,1% 3,6%
Indice de masse corporel 20,4% 13,1%
L’alimentation 22,4% 24,5%
L’activité physique réguliére 33,4% 34,6%
La consommation d’alcool 4,6% 9,8%
Cholestérol (Apolipoprotéines B/A1) 34% 1,2%
Diabétes 7,5% 7%
Maladies cardiaques 11,4% 1,4%
Facteurs psychologiques 15,1% 24,7%
91.5% 87,1%

TOUS les facteurs modifiables

RA* : risque attribuable correspond a la proportion des cas qui seraient évités si le facteur de risque était absent

Cette étude permet de constater que 90% des AVC résultent de 10 facteurs de risques. Parmi eux,
I’hypertension est de loin le facteur de risque principal pour les deux formes des AVC. D’autres méta-
analyses proposent également des facteurs modifiables environnementaux (pollution de l'air et
exposition au plomb). Ces derniers sont particulierement dangereux dans les pays peu développés
(Feigin et al., 2016). Ainsi, bien que certains facteurs de risques modifiables possédent une
composante génétique, ces études permettent de conclure qu’une bonne hygiéne de vie permet de

grandement diminuer les risques de développer un AVC.

4.5 Physiopathologie de ’'AVC ischémique

D’origine locale (thrombose) ou périphérique (embolie), la présence d’un caillot sanguin entraine
une obstruction partielle voire compléete d’une artére. Si la fibrinolyse s’avere insuffisante pour
permettre la dissolution de ce caillot, dans les cas les plus graves, une ischémie cérébrale s’installe.
Cette derniére se caractérise par une chute importante du débit sanguin cérébral (DSC) conduisant a
des dommages cérébraux par différents mécanismes cellulaires (Khoshnam et al., 2017 ; Chen et al.,

2019).
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4.5.1 Lésion ischémique et débit sanguin cérébral

Dans les premiéres minutes qui suivent I'occlusion d’une artére, une lésion hétérogéne se forme
dans le parenchyme en fonction du DSC (estimé chez un adulte sain a 50-55 mL/min/100g de tissu).

Cette lésion peut étre divisée en trois régions (Kaufmann et al., 1999) (Figure 27) :

- Le foyer ischémique est la zone la plus impactée. Elle est située en aval de I'occlusion et
enregistre une importante chute de DSC (<10 mL/min/100g) qui entraine une mort cellulaire
rapide et irréversible.

- La pénombre ischémique entoure le foyer. La réduction du DSC est progressive et moins
importante (entre 10 et 20 mL/min/100g) et dépend notamment de la capacité des arteres
collatérales a compenser la perte de DSC. La pénombre est caractérisée par des cellules en
souffrance dont la survie dépend de la reperfusion. Ainsi, plus la thrombolyse sera réalisée
rapidement et plus grandes seront les chances de sauver la pénombre. Une fois que la |ésion
gagne toute la pénombre, la thrombolyse devient néfaste.

- Lazone d’oligémie subit une faible diminution du DSC (entre 20 a 40 ml/min/100g), insuffisante

pour entrainer des dommages.

| min

Oligémie

Zone d'infarctus

Figure 27 : Evolution de la lésion ischémique dans les premiéres heures.

Trois régions se distinguent en fonction du DSC : le foyer ischémique (en rouge), la pénombre (en bleu ciel)
et I'oligémie (en bleu foncé). Si la reperfusion du tissu est réalisée rapidement, il est possible de sauver
une partie de la pénombre, dans le cas contraire celle-ci devient |'expansion du foyer comme on peut le
voir avec les temps 1h, 2h et 3h (Von Diiring et al., 2015).
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4.5.2 Les mécanismes cellulaires

Immédiatement apres une ischémie cérébrale, les neurones sont incapables de maintenir leur
gradient ionique transmembranaire et leur homéostasie. Cela a pour conséquence de déclencher
plusieurs processus menant a la mort cellulaire : excitotoxicité, apoptose et inflammation. Ces
mécanismes sont liés entre eux, et se déclenchent mutuellement pour exacerber la mort des

neurones et des cellules gliales (Dirnagl et al., 1999 ; Khoshnam et al., 2017) (Figure 28).
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Figure 28 : Cascade des événements cellulaires délétéres prenant place suite a une occlusion artérielle.
En seulement quelques minutes, les neurones du foyer ischémique meurent par nécrose provoquée par
un mécanisme excitotoxique. Cette excitotoxicité se propage autour du foyer, facilitant I'apoptose des
neurones de la pénombre. Enfin, des phénomeénes inflammatoires prennent place en paralléle. Tous ces
processus sont étroitement liés et étendent la Iésion ischémique. Adapté de (Dirnagl et al., 1999).

4.5.2.1 Excitotoxicité post-ischémique et vagues de dépolarisation

Comme nous I'avons mentionné auparavant, la mort excitotoxique est causée par une libération
massive de glutamate dans la fente synaptique qui entraine une entrée importante et mortelle de
Ca?* dans le neurone post-synaptique (Arundine and Tymianski, 2003) (cf 3.4.2.1 La transmission
glutamatergique).

Suite a I'obstruction des arteres, I'absence d’oxygene et de glucose cause une perturbation de la
chaine mitochondriale et un arrét de la synthése d’ATP (adénosine triphosphate). En seulement
2 minutes, les réserves cellulaires d’ATP sont consommées et les pompes sodium-potassium (Na* /K*)
ATPases cessent alors de fonctionner. Ce dysfonctionnement empéche le potentiel de repos d’étre

rétabli et conduit a une dépolarisation excessive du neurone. Le manque énergétique prévient
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également les pompes Ca?* ATPase de maintenir une faible concentration de Ca?* dans la cellule. En
résulte une augmentation intracellulaire de Ca?* qui contribue au dysfonctionnement mitochondriale,
a l'activation de plusieurs systémes enzymatiques (lipases, protéases et endonucléases) et la
libération de radicaux libres (tels que le NO) (Dirnagl et al., 1999). La dépolarisation excessive conduit
a une libération importante de glutamate au niveau de la fente synaptique, propageant ainsi la
dépolarisation et amplifiant I'influx calcique intracellulaire. Enfin, I'amplification de I'influx sodique
par les récepteurs glutamatergiques entrainerait un cedéme cytotoxique, causé par une importante
entrée d’eau dans la cellule (Ayata and Ropper, 2002). La cellule finit par gonfler et éclater. Ainsi, tous
ces phénomenes excitotoxiques induisent une mort cellulaire par nécrose (Doyle et al., 2008 ;

Khoshnam et al., 2017) (Figure 29).
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Figure 29 : Mécanismes simplifiés prenant place suite a une ischémie cérébrale.

La défaillance énergétique conduit a la dépolarisation des neurones. Le glutamate libéré provoque une
entrée massive de Ca% et de Na* au sein du neurone post-synaptique, tandis que le K* est expulsé. L’entrée
massive de Ca** engendre un dysfonctionnement mitochondrial et active plusieurs systémes enzymatiques
(protéases, lipases, endonucléases...). Des radicaux libres sont générés contribuant aux dommages
mitochondriaux, a la dégradation de la membrane et a I'inflammation. La diffusion du glutamate et du K*
dans I'espace extracellulaire propage la dépolarisation neuronale jusqu’a la pénombre. L’entrée massive
de Na* finit par provoquer un cedéme et I'éclatement de la cellule (Dirnagl et al., 1999).
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Les neurones localisés au niveau de la pénombre recoivent des vagues de dépolarisation en
provenance du foyer ischémique (dépolarisation péri-lésionnelle). Ces vagues accélérent la
diminution des réverses énergétiques, déja amoindries par la chute du DSC et favorisent leur mort de

type apoptotique (Won et al., 2002) (Figure 29).

4.5.2.2 L’apoptose post-ischémique

L'ischémie cérébrale induit également la mort cellulaire par apoptose. Ce type de mort se met en
place plus tardivement notamment dans la pénombre ischémique, lieu olu I'énergie est encore
suffisante pour permettre d’induire la mort programmeée. Deux voies apoptotiques sont retrouvées
aprées une ischémie : la voie intrinséque et la voie extrinseque (Love, 2003 ; Broughton et al., 2009).

Dans la voie intrinseque, l'augmentation de calcium intracellulaire induit la libération de
cytochrome c ou de AIF (apoptosis-inducing factor) par la mitochondrie (Culmsee et al., 2005). Le
cytochrome ¢, en présence d’ATP, peut se lier avec le facteur d’activation de la peptidase
apoptotique 1 et la procaspase-9 pour former un complexe permettant |'activation de la caspase-9,
qui a son tour permet l'activation de la caspase-3. La caspase-3 active va cliver les enzymes de
réparations a I’ADN, induisant sa fragmentation (Namura et al., 1998). Le facteur AIF, quant a lui, est
transféré dans le noyau ou il promeut la fragmentation de I’ADN a grande échelle, mais
indépendamment des caspases (Culmsee et al., 2005). Enfin, les dommages de I’ADN induisent la
phosphorylation et I'activation de p53, un facteur de transcription qui facilite I'apoptose (Endo et al.,
2006).

Dans la voie extrinséque, la libération du ligand de Fas (Fibroblast Associated) permet son
interaction avec son récepteur Fas-R, ce qui induit le recrutement de la protéine FADD (Fas-Associated
protein with Death Domain) puis celle de la procaspase-8. Ce complexe FasL—Fas—FADD—procaspase-8
permet I'activation de la caspase-8. Cette derniére pourrait directement agir sur la mitochondrie pour
libérer du cytochrome c ou activer directement la caspase 3 (Scaffidi et al., 1998). Dans les deux cas,

les mécanismes rejoignent ceux décrits dans la voie intrinseque.
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4.5.2.3 L’inflammation post-ischémique

L'inflammation est un mécanisme majeur prenant place quelques heures apres le début de
I'occlusion et qui perdure dans le temps. La microglie est le premier médiateur de I'inflammation, et
pourrait étre activée en réponse aux neurones en souffrance. En effet, ces derniers auraient la
capacité de produire du TNF, une cytokine participant a la modification du phénotype de la microglie
en phénotype pro-inflammatoire (Janelsins et al., 2008). Ce profil pro-inflammatoire permet a la
microglie de libérer a son tour des cytokines (IL-1, IL-6 et TNF) et des radicaux libres. Ces cytokines
exacerbent I'activation des cellules endothéliales, au travers de I'augmentation de I'expression des
molécules d’adhésion, la rétractation des jonctions serrées et la synthése de chemokines. Ainsi, ces
processus facilitent I'infiltration des leucocytes dans le parenchyme cérébral (Simats et al.,, 2016 ;

Drieu et al., 2018) (Figure 30).
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Figure 30 : Mécanismes inflammatoires potentiels mis en place a la suite d’une ischémie cérébrale.
Dans les premiéres heures, les cellules inflammatoires contribuent aux dommages cérébraux, mais
finissent par étre bénéfiques sur le long terme en favorisant la récupération tissulaire. Adapté de (Simats
et al.,, 2016).
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Les premiers leucocytes a envahir le parenchyme sont les macrophages. Leur présence induit une
amplification de la réaction inflammatoire. Par la suite, les macrophages sont rejoints par les
neutrophiles puis les lymphocytes (Drieu et al., 2019). En plus d’exacerber les dommages cellulaires,
les cytokines et les radicaux libres produits par les cellules inflammatoires permettent I'expression
des MMP-3 et MMP-9, qui induisent I'ouverture de la BHE par la dégradation de la laminine. Cette
ouverture induit une entrée d’eau dans le parenchyme, créant un cedéme vasogénique. Cet cedeme
favorise les risques hémorragiques et contribue a son tour aux lésions neuronales (Gidday et al., 2005
; Yang and Rosenberg, 2016).

Finalement sur le long terme, I'inflammation est considérée comme bénéfique pour permettre
I’élimination des déchets et la régénération tissulaire via la neurogenése, I'angiogenése ou encore
I'oligodendrogenése. Ces effets bénéfiques passent notamment par la mise en place d’une cicatrice

gliale permettant de limiter la lésion (Rolls et al., 2009) (Figure 30).

4.6 Les réseaux périneuronaux post-ischémiques

Comme nous l'avons déja détaillé, la dégradation des réseaux périneuronaux dans plusieurs
pathologies s’avére bénéfique en promouvant la plasticité (cf 1.5 Fonctions associées aux réseaux
périneuronaux). Les PNNs constituent donc une piste intéressante pour améliorer la plasticité aprés
un AVC ischémique.

Dans un modele ischémique par injection corticale d’endothéline-1 (un agent vasoconstricteur)
chez le rat, les injections de chABC en périphérie de I'infarctus soit directement aprés I'occlusion (+ un
rappel une semaine aprés), soit deux semaines apres |'occlusion (+ un rappel une semaine aprés)
induisent une récupération fonctionnelle (Gherardini et al., 2015). Dans un modéle similaire chez des
rats agés de 16 mois, I'injection de chABC dans la moelle épiniere 3 jours aprés I'occlusion, permet
également d’améliorer la récupération fonctionnelle via une augmentation de la pousse neuritique
des fibres corticospinales (Soleman et al., 2012). Bien entendu, ces injections de chABC affectent aussi
bien les CSPGs contenus dans les PNNs que ceux de la matrice interstitielle, mais permettent
néanmoins de confirmer le rdéle inhibiteur de ces CSPGs sur la plasticité post-ischémique.

Karetko et collaborateurs ont été les premiers a observer une perte des PNNs en périphérie de
I'infarctus dans un modele ischémique permanent par photothrombose de ’ACM. La quantité des

PNNs WFA* diminue progressivement entre 4h et 24h apres la lésion avant d’augmenter entre 7 et



Introduction : Les accidents vasculaires cérébraux -

30 jours (dernier temps de I'étude), sans pour autant atteindre un niveau comparable au coté
controlatéral. Néanmoins, les PNNs Aggrecan* diminuent entre 24h et 7 jours, avant de retrouver un
niveau comparable au c6té controlatéral 30 jours apres I'occlusion (Karetko-Sysa et al., 2011). Par la
suite, cette déplétion des PNNs a été retrouvée dans plusieurs modeles expérimentaux d’AVC
ischémique réalisés chez différentes espéces (souris, rat et mouton) (Hobohm et al., 2005 ; Hartig et
al., 2017 ; Dzyubenko et al., 2018). Récemment, Dzyubenko et collaborateurs démontrent qu’une
hypoperfusion modérée induit un réarrangement structurel des PNNs qui persiste 10 jours apres la
chirurgie (Dzyubenko et al., 2018). Finalement, I'exposition des animaux a un environnement enrichi
pendant 5 jours dans un modele ischémique par photothrombose dans le cortex moteur, ne modifie
pas la taille de I'infarctus mais réduit le nombre de PNNs en périphérie de la lésion et améliore la
récupération fonctionnelle (Figure 31). Ces effets s’accompagnent d’'une augmentation de

I’expression de MMP-9 et du tPA dans le cortex somatosensoriel (Quattromani et al., 2017).
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Figure 31 : L’environnement enrichi réduit le nombre de PNNs en périphérie de la Iésion ischémique.
A) Quantification du nombre de PNNs en périphérie de la Iésion (7 jours post-ischémie) entre des animaux
controles et des animaux exposés ou non a un environnement enrichi durant 5 jours aprés une ischémie
cérébrale par photothrombose (B et C). Quantification réalisée par immunohistochimie avec des anticorps
dirigés contre I'aggrecan (en rouge) et contre les interneurones PV (en vert) (Quattromani et al., 2017).
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Pour résumer :

¢ Les AVC représentent la 2™ cause de mortalité dans le monde et la 1°" cause de
handicap acquis chez I’adulte.

+ 80% des AVC sont d’origine ischémique contre 20% d’origine hémorragique.

¢ Dans I'AVC ischémique, I'excitotoxicité, I'apoptose et l'inflammation sont les
principaux mécanismes responsables de la mort cellulaire.

+ La dégradation des PNNs en périphérie de la lésion, améliore la récupération

fonctionnelle suite a une AVC ischémique.

Les PNNs constituent une véritable cible thérapeutique afin de restaurer la plasticité

apres une ischémie cérébrale. Ainsi, il s'avere donc primordial de mieux comprendre les

mécanismes enzymatiques qui régulent leur dégradation.
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Les PNNs sont des structures uniques enrichies en CSPGs, qui se condensent autour du soma, des
dendrites et du segment axonal de certains neurones. lls sont trés largement distribués dans de
nombreuses régions cérébrales, dans lesquelles ils enveloppent majoritairement les interneurones
FS-PV. Leur mise en place durant le développement consolide les synapses nouvellement formées,
mais inhibe en retour la plasticité cérébrale. Néanmoins, leur dégradation enzymatique par une
protéase d’origine bactérienne, la chondroitinase ABC, restaure la plasticité cérébrale et ouvre
d’intéressantes perspectives thérapeutiques pour améliorer la récupération fonctionnelle dans
plusieurs pathologies. Il est donc primordial d’accroitre notre compréhension des mécanismes
enzymatiques modulant les PNNs.

Mes travaux de thése s’inscrivent dans cette problématique, en s’intéressant particulierement a
deux protéases endogenes susceptibles de réguler la structure des PNNs, en condition physiologique

ou durant la phase tardive des AVC ischémiques.

Etude 1: Implication ’ADAMTS-4 dans I’évolution de Iinfarctus cérébral : un lien dans la

dégradation enzymatique des PNNs ?

Cette premiére étude se base sur quatre éléments :

+ ADAMTS-4 clive tous les CSPGs retrouvés dans les PNNs (Howell and Gottschall, 2012).

¢ L'expression d’ADAMTS-4 est accrue apres un AVC ischémique (Cross et al., 2006a ; Lemarchant
etal., 2016a).

+ La déplétion des PNNs en périphérie de l'infarctus, aprés exposition des animaux a un
environnement enrichi, améliore la récupération fonctionnelle aprés une ischémie cérébrale
(Quattromani et al., 2017).

+ L'injection intraveineuse d’ADAMTS-4 est bénéfique en réduisant I'inflammation autour de

I'infarctus (Lemarchant et al., 2016a).

Cette premiere étude visait a répondre a trois questions :
%+ Peut-on moduler la plasticité cérébrale mise en place par la dégradation des PNNs en mimant
la rééducation physique des patients atteints par une ischémie ?
¢ Quel est le role d’ADAMTS-4 endogene lors des AVC ischémiques ?

¢ Est-ce qu’ADAMTS-4 influence la dégradation des PNNs dans I'ischémie ?
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Etude 2:Le tPA originaire des interneurones a parvalbumine contrdle le remodelage des

réseaux périneuronaux.

Cette seconde étude se base sur trois éléments :

* Le tPA semble étre exprimé par les interneurones FS-PV (Chu et al., 2015).

* Le tPA intervient durant les périodes critiques du cortex visuel (Mataga et al., 2002).

¢ Le substrat principal du tPA, la plasmine, peut cliver certains CSPGs (Wu et al., 2000 ; Kenagy et
al., 2002).

Cette seconde étude visait a répondre a deux questions :

*

%+ Peut-on identifier de nouveaux types cellulaires exprimant le tPA, par l'utilisation d’une
nouvelle approche moléculaire ?
O/

% Est-ce que le tPA régule la structure des PNNs en condition physiologique, si oui, par quel

mécanisme ?
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Etude 1 : Implication d’ADAMTS-4 dans I’évolution de I'infarctus cérébral : un lien

dans la dégradation enzymatique des PNNs ?

1. Présentation de I’étude

Contexte de I’étude

En 2016, les AVC ont touché 13,7 millions de personnes dans le monde (Johnson et al., 2019).
Représentant 80% des cas, I’AVC ischémique résulte d’une obstruction d’'une artéere cérébrale par un
caillot sanguin. A ce jour, les seules approches thérapeutiques utilisées sont la thrombolyse
pharmacologique par I'injection de tPA, et/ou mécanique par la thrombectomie. Cependant, un grand
nombre de patients ne bénéficie pas de ces procédures, soit a cause de la fenétre thérapeutique dans
le cas d’'une administration de tPA (Hacke et al, 2008 ; Lees et al., 2016), soit a cause de
I’'emplacement du caillot dans le cas de la thrombectomie (El Tawil and Muir, 2017).

Aprés un AVC, environ 45% des patients souffrent de séquelles neurologiques parfois lourdes et
invalidantes, comme des déficits moteurs, des troubles du langage ou des troubles sensoriels. Ainsi,
des programmes de rééducation fonctionnelle ont été mis en place afin de stimuler la plasticité
cérébrale. Plusieurs études démontrent que I'entrainement physique (course a pieds, marche, ...) ou
des technologies plus récentes comme les serious games et la réalité virtuelle, permettent d’améliorer
les performances motrices des patients. Ces améliorations sont d’autant plus efficaces quand les
exercices sont répétitifs ou de forte intensité (Langhorne et al., 2009 ; Mang et al., 2013 ; Noveletto
et al., 2020). Néanmoins, I'efficacité des programmes de rééducation varie considérablement d’'un
patient a un autre. Il est donc primordial de mieux comprendre les phénomeénes de plasticité mis en
place aprés un AVC ischémique.

Les réseaux périneuronaux (PNNs) sont des structures condensées riches en CSPGs, capables
d’inhiber la plasticité cérébrale. De fait, leur dégradation par une enzyme bactérienne restaure la
plasticité et promeut la récupération fonctionnelle (Pizzorusso et al., 2002, 2006). Dans un modele
expérimental d’AVC ischémique, I'exposition des animaux a un environnement enrichi réduit le
nombre de PNNs en périphérie de la lésion et facilite la récupération fonctionnelle. Ces effets
s’accompagnent notamment d’une augmentation d’activité de protéases matricielles (Quattromani

et al., 2017). La dégradation des PNNs apparait donc comme une piste prometteuse afin de



- Résultats de I’étude 1

promouvoir la récupération fonctionnelle aprés un AVC ischémique. Il serait donc intéressant
d’identifier des protéases endogénes capables de réguler les PNNs. Parmi ces protéases, ADAMTS-4
est en théorie capable de dégrader tous les CSPGs formant la structure des PNNs (Matthews et al.,
2000; Tortorella et al., 2000; Sandy et al., 2001; Tauchi et al., 2012). Son expression est également
augmentée a la suite d’'un AVC ischémique (Cross et al., 2006a; Lemarchant et al., 2016a). ADAMTS-4

pourrait donc faciliter la dégradation des PNNs dans un contexte ischémique.

Objectifs de I’étude

+» Dans cette étude, nous avons émis I'"hypothése qu’un entrainement physique faciliterait la
dégradation des PNNs ainsi que la récupération fonctionnelle dans un modéle d’AVC
thromboembolique chez la souris.

< Cette étude visait également a déterminer si ADAMTS-4 possede un role dans I’AVC ischémique

et si celui-ci passe par une dégradation enzymatique des PNNs.

Principales méthodes utilisées

Afin de déterminer le role d’ADAMTS-4 endogene dans I'ischémie cérébrale, nous avons débuté
cette étude en comparant les volumes de Iésion des souris Adts4*/* et Adts4” dans un modéle d’AVC
ischémique permanent par électrocoagulation de I'artere cérébrale moyenne (ACM). Puis, nous avons
utilisé un modéle thromboembolique plus proche de la pathologie humaine. Ce modéle permet la
formation d’un caillot riche en fibrine grace a une injection de thrombine au sein de '’ACM. Cette
expérience a été couplée a un protocole d’entrainement physique, visant a mimer les programmes de
rééducation fonctionnelle des patients. Cet entrainement physique consistait a faire courir les souris
6 fois par semaine, pendant 3 semaines sur un tapis roulant. Durant toute la durée du protocole, nous
avons comparé différents paramétres entre nos 4 groupes de souris (Adts4*/* et Adts4”-avec et sans

entrailnement) :

- Les volumes de lésion ont été déterminés par IRM 1 et 7 jours aprés I'ischémie.

- Larécupération fonctionnelle a été évaluée par les performances au Grip-test.

- Une quantification des PNNs a été réalisée dans les cortex somatosensoriel et moteur par
immunohistochimie (lectine WFA + anticorps anti-aggrecan) 21 jours apres ischémie. Ces

données ont ensuite été comparées a une analyse similaire réalisée en condition physiologique.
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Principaux résultats

=  ADAMTS-4 endogéene réduit les lésions ischémiques aprés occlusion permanente ou transitoire
de 'ACM.

= En présence d’ADAMTS-4, la récupération fonctionnelle tardive est améliorée.

= Le protocole d’entrainement physique choisi n"améliore pas la récupération fonctionnelle et ne
modifie pas le nombre de PNNs au sein des cortex somatosensoriel et moteur.

= |’absence d’ADAMTS-4 n’influence pas la quantité de PNNs dans les cortex somatosensoriel et

moteur, aussi bien en condition physiologique que 21 jours aprés une ischémie transitoire.
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2. Matériel et méthodes

Animaux

Les expériences ont été réalisées sur des souris Adts4*/* et Adts4” agées de 8 semaines (poids
compris entre 20 et 25g), de chez Jackson Laboratory. Brievement, le génome des souris Adts4”
(B6.129P2-Adamts4tm1Dgen/J) possede un géne bactérien LacZ au sein de I'exon 4, de telle sorte que
le promoteur endogéne d’ADAMTS-4 dirige I'expression de la B-Galactosidase (B-Gal). En raison d’'une
séquence NLS (nuclear localization signal) localisée en amont du géne LacZ, la protéine rapportrice
B-Gal reste localisée au sein des noyaux.

Les souris ont été hébergées au sein de notre animalerie conventionnelle locale (Centre
Universitaire de Ressources Biologiques, Université de Caen-Normandie, numéro d’agrément
E14 118 001), dans des conditions de température (21°+1C) et d’humidité controlées, avec un cycle
lumineux allant de 6h45 a 18h45. Les souris ont été placées par groupe de cing, dans des cages
standards en polypropyléne (Charles River, France), avec un acces libre a I'eau et a la nourriture.
Toutes les expériences ont été menées dans le respect du bien-étre animal, en accord avec les
réglementations frangaises (décret 2013-118) et aux directives du Conseil des Communautés
européennes (2010/63/UE). Les protocoles ont été approuvés par un comité d'éthique local et par le

ministére de la Recherche et de I'Enseignement Supérieur (numéro d’agrément : 02658.02).

Dans cette premiere étude, les animaux utilisés sont répartis en 3 cohortes :

o Cohorte 1 : induction d’une ischémie focale permanente par électrocoagulation de I’ACM.
o Cohorte 2: réalisation d’'un protocole d’entrainement physique a la suite d’une ischémie
cérébrale induite par I'injection de thrombine dans I’ACM (Figure 32).

o Cohorte 3 : analyse et quantification immunohistochimie des PNNs en condition basale.

Description du protocole d’entrainement physique post-ischémique

Dans ce protocole, les souris Adts4*/* et Adts4”- (Cohorte 2) ont été habituées durant 6 jours au
tapis roulant (8 cm/sec pendant 10min/jour). Un jour aprés la chirurgie, les souris ont été réparties

aléatoirement dans un groupe contrdle et un groupe entrainement (durant 30min, avec une vitesse
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maximale de 20cm/sec) (Endres et al, 2003). Ainsi, quatre groupes ont été formés : Adts4** et
Adts4” ; Adts4*’* + entrainement et Adts4” + entrainement. Les souris ont été entrainées durant
3 semaines, avec un jour de repos par semaine. Des acquisitions IRM (0), des mesures de Grip-test
(9) et un suivi pondéral (e) ont été réalisés a différents temps du protocole (Figure 32). Ces tests
ont été réalisés suivant un schéma journalier, en commencgant par le Grip-test et le suivi pondéral le
matin, I’entrainement physique en début d’aprés-midi et '|RM en fin de journée. Une fois le protocole
d’entrainement terminé (+21J), les cerveaux des souris ont été prélevés afin de réaliser des

quantifications du nombre de PNNs au niveau de la région lésée et en controlatéral.

Préléevement
des cerveaux
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Figure 32 : Protocole d’entrainement physique post-ischémique (Cohorte 2).

Exclusions : 5 souris ont présenté un cedéme de la patte arriere gauche dans les 72 heures qui
suivent I’occlusion. Suite a une nécrose de la patte arriére apres quelques jours, 3 souris ont dues étre
euthanasiées. Les deux derniéres ont, quant a elles, complétement récupéré apres la résorption de

I',edéme et sont incluses dans les analyses.

Occlusion de I’artére cérébrale moyenne (ACM)

Afin d’évaluer le r6le endogéne d’ADAMTS-4 dans lischémie cérébrale, deux modeéles
expérimentaux ont été utilisés chez les souris Adts4** et Adts4”" : un modéle permanent par
électrocoagulation et un modeéle thromboembolique développé au laboratoire (Orset et al., 2007)

(Figure 33). Ces deux modeles partagent une approche commune jusqu’au dégagement de I’ACM.
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Les souris ont été placées sous anesthésie générale induite par isoflurane (5% isoflurane dans un
mélange de 70%/30% de N,O/0O,, puis maintenues sous anesthésie générale (2% d’isoflurane dans un
mélange de 70%/30% de N,0O/03) dans un cadre stéréotaxique (Havard Apparatus). Durant toute la
procédure, les animaux ont été thermo-régulés a 37+0.5°C a I'aide d’une couverture chauffante, et
leur température corporelle a été suivie par une sonde rectale. La peau entre I'ceil et I'oreille du coté
droit a été incisée, le muscle temporal recouvrant I'os pariétal a été dégagé, et une craniotomie a été

réalisée au-dessus d’une bifurcation de ’ACM.

» Ischémie permanente par électrocoagulation : 'ACM a été électro-coagulée par des pinces
chirurgicales de coagulation (AESCULAPTyp TB 50 Electrosurgical Unit Bipolar Coagulator), avant
d’étre coupée par des micro-ciseaux pour valider I'occlusion permanente.

» Ischémie thromboembolique : une fois la dure-meére retirée, 1ul de thrombine murine (1,5 Ul/pl
; Enzyme Research Laboratories) a été injectée directement au sein de I'ACM via une
micropipette en verre (Figure 33). La pipette a été maintenue en place pendant 10 minutes afin
de garantir la stabilisation du caillot. Un laser doppler utilisant une sonde a fibre optique (Oxford
Optronix) a permis de suivre le débit sanguin cérébral avant et jusqu’a 45 minutes apres
I'occlusion afin de vérifier et d’exclure toutes les souris présentant une reperfusion spontanée.

Aucune souris n’a été exclue pour ce critere.
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Figure 33 : Description du modéle thromboembolique.

A) Approche chirurgicale schématique. B) L'injection de thrombine clive le fibrinogéne et active le facteur
XIIl pour générer un caillot de fibrine. C) Représentation de la formation du caillot au niveau de la
bifurcation de I’ACM lors de I'injection de thrombine. Adapté de (Orset et al., 2007).
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Imagerie par résonance magnétique (IRM)

Les souris ont été profondément anesthésiées par de l'isoflurane 5% puis maintenues avec de
I'isoflurane 1,5 a 2% (dans un mélange de 70%/30% de N,O/0O,). Les acquisitions ont été effectuées a
I'aide d’'une IRM 7T (Pharmascan, Bruker). Les Iésions ischémiques ont été détectées en utilisant une
séquence pondérée en T2 : TE = 11.377, TR=2351.676, avec une résolution de 0,07 x 0,07 x 0,5 mm.
Les volumes de lésions ont été quantifiés en aveugle en utilisant le logiciel Imagel. Toutes les souris
présentant a 24h, une lésion sous-corticale (5 souris dans la 2¢™® cohorte) ou inférieure 8 5 mm3

(4 souris dans la 2™ cohorte) ont été exclues de I'analyse.

Evaluation de la récupération fonctionnelle par le test d’agrippement (Grip-test)

Le Grip-test (BIOSEB, France) permet d’évaluer les fonctions neuromusculaires chez la souris en
déterminant la force de I'animal par rapport au réflexe de saisie de la patte avant. Avant le début du
test, les animaux ont été acclimatés a la piece expérimentale pendant 45 minutes. Pour évaluer la
force individuelle de chaque patte, la patte d'intérét a été positionnée au-dessus d'une clef Allen
connectée a l'appareil tandis que l'autre était positionnée au-dessus d'une clef non connectée. Une
fois que chaque patte a été saisie sur leur barre respective, une force est doucement appliquée au
niveau de la queue de la souris pour réaliser un essai. La force de saisie finale pour chaque patte est

une moyenne de quatre essais par animal, avec 30 secondes de repos entre chaque essai.

Protocole de rééducation physique par le tapis roulant

Un tapis roulant (BIOSEB, France) a été utilisé afin d’étudier les effets d’un entrainement physique
controlé sur la récupération fonctionnelle post-ischémique, en lien avec une modulation enzymatique
des PNNs entre des souris Adts4*/* et Adts4”. Les souris ont tout d'abord été familiarisées avec
I’appareil en utilisant une vitesse de marche de 8 cm/sec pendant 10min, durant 6 jours consécutifs.
Un jour aprés I'induction de thrombine dans I’ACM, les souris ont été divisées aléatoirement en deux
sous-groupes : un groupe entrainement et un groupe contréle. Les souris ont été entrainées 6 jours
consécutifs par semaine durant 3 semaines a une vitesse croissante (+ 2 cm/sec/min les 5 premiéres
minutes) afin d’atteindre une vitesse de course finale de 20 cm/sec maintenue durant 25 minutes
(Endres et al., 2003). Afin de minimiser le stress, aucun choc électrique n'a été utilisé durant tout le
protocole. Les souris du groupe contréle partageaient leur cage avec celles du groupe entrainement

et ont été dans la méme piece durant toute la durée des entrainements.
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Immunohistochimie

Les souris ont été profondément anesthésiées et perfusées par voie transcardiaque avec une
solution saline héparinée froide (15 ml) suivie de 100 ml de fixateur (PBS 0,1 M. pH 7,4 contenant 4%
de paraformaldéhyde). Les cerveaux ont été post-fixés durant 24h avant d’étre cryoprotégés
(saccharose 20% dans du PBS ; 24 h) puis congelés dans du Tissue-Tek (Miles Scientific). Des coupes
de cryostat de 10 um ont été collectées sur des lames Poly-Lysine et stockées a -80 ° C. Les coupes de
cerveaux ont par la suite été incubées une nuit entiere a température ambiante avec un anticorps
anti-Aggrecan (lapin, 1 : 1000, AB1031, Merck), la lectine WFA (Biotinylated Wisteria floribunda
Agglutinin, 1:1000, L1516, Sigma Aldrich) et du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole, 1 : 1000, D9542,
Sigma Aldrich) dans une solution de PBS contenant 0,25% de Triton. Les anticorps primaires ont été
révélés grace a des anticorps secondaires conjugués a des fragments Fab’2, dilués au 1: 800 (Jackson
Immunoresearch). Les acquisitions ont été réalisées a I'aide d’une caméra CoolSnap couplée au
microscope Leica DM6000.

Toutes les quantifications ont été effectuées sur le logiciel Imagel. La quantification des PNNs a
été réalisée manuellement et en aveugle, tandis que celle des noyaux a été réalisée automatiquement
par l'intermédiaire d’une macro. Chaque animal correspond a la somme des événements (PNNs ou

noyaux) quantifiés sur un minimum de 3 acquisitions, et ce pour chaque région d’intérét.

Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 8. Des
comparaisons entre échantillons indépendants ont été effectuées en utilisant un test de Mann-
Whitney (2 échantillons) ou un test de Kruskal-Wallis (4 échantillons) et son test post-hoc approprié
(Test de Dun). Un test de Wilcoxon a été utilisé pour comparer I'évolution longitudinale de la force
d’agrippement (Grip-test) et du poids. Un seuil de P <0,05 a été défini comme statistiquement
significatif. Les résultats sont présentés en tant qu’erreur standard (Standard error, SD). Le nombre

d'animaux utilisé est précisé dans chaque légende des figures.
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3. Résultats

Implication d’ADAMTS-4 endogéne dans l'ischémie cérébrale

Nous avons débuté cette étude en réalisant une ischémie permanente par électrocoagulation de
I’ACM chez des souris Adts4** et Adts4”". De maniére intéressante, les souris déficientes en
ADAMTS-4 présentent un volume de Iésion significativement plus élevé a 24h, que leurs homologues
sauvages (+54,5% ; Test de Mann-Whitney, p<0,05 ; n=10). En effet, les souris Adts4”- possédent un
volume de lésion moyen de 27 mm?3 contre 17,5 mm?3 pour les souris Adts4*/* (Figure 34). Ces résultats

montrent qu’ADAMTS-4 endogéne limite la progression de l'infarctus dans un modéle ischémique

permanent.
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Figure 34 : ADAMTS-4 endogéne réduit la taille de I'infarctus dans un modéle ischémique permanent.
A) Représentation schématique du modele d’électrocoagulation de I’ACM. B) Acquisitions IRM obtenues
par une séquence pondérée T2, représentant les volumes de Iésions moyens entre des souris Adts4** et
Adts4”, 24h aprés une ischémie permanente par électrocoagulation. C) Quantification de ces volumes de
lésions (Moyenne £ SD ; Test de Mann-Whitney, * : p<0,05 ; n=10 par groupe).

Nous avons ensuite utilisé un modéle d’AVC ischémique expérimental plus proche de la pathologie

humaine, dans lequel I'injection in situ de thrombine permet la formation d’un caillot riche en fibrine



I - Résultats de I'étude 1

dans 'ACM. Ce modele a été suivi ou non d’'un entrainement physiquement afin de mimer les
programmes de rééducation fonctionnelle chez ’'Homme (Figure 32).

Vingt-quatre heures aprés I'induction de 'AVC thromboembolique, les souris Adts4” possédent
un volume de Iésion significativement plus grand que les souris Adts4*/* (+53% ; Test de Mann-
Whitney, p<0,05 ; n=17). Dans ce modéle ischémique transitoire, les souris Adts4” ont un volume de
lésion moyen de 36,9 mm3 contre 24,1 mm?3 pour les souris Adts4*/* (Figure 35). Ces données

soulignent I'importance d’ADAMTS-4 endogéne pour limiter la progression de I'infarctus.
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Figure 35 : ADAMTS-4 endogéne réduit la taille de I'infarctus dans un modéle thromboembolique.

A) Représentation schématique du modeéle thromboembolique par injection de thrombine dans I’ACM.
B) Acquisitions IRM obtenues par une séquence pondérée T2, représentant les volumes de lésions moyens
entre des souris Adts4*/* et Adts4”", 24h aprés une ischémie thromboembolique. C) Quantification de ces
volumes de lésions (Moyenne + SD ; Test de Mann-Whitney, *** : p<0,001 ; n=17 par groupe).

Nous montrons ainsi par deux modeles expérimentaux, qu’ADAMTS-4 endogéne est protecteur

face aux infarctus cérébraux.
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Effet génotypique ou de I’entrainement physique sur la récupération fonctionnelle post-ischémique

Afin d’évaluer les effets de I'entrainement physique sur la récupération fonctionnelle, nous avons
réalisé des mesures de la force d’agrippement des pattes avant des souris, en amont et en aval de la
chirurgie. Les données obtenues par le Grip-test confirment que I'ischémie thromboembolique induit
bien un déficit au niveau de la patte avant gauche. En effet, I'ischémie réduit significativement la force
d’agrippement de la patte gauche dans nos deux souches de souris (-12,5% pour les Adts4*/* et -9,2%
pour les Adts4”"; Test de Wilcoxon, p<0,01 ; n=17). Nous ne retrouvons aucune différence entre nos

deux souches de souris, ainsi qu’au niveau de la patte droite (Test de Wilcoxon, p>0,05) (Figure 36).
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Figure 36 : L'ischémie thromboembolique induit un déficit de la patte avant gauche chez la souris.

Comparaison de la force d’agrippement basale (baseline) par rapport a celle retrouvée 24h aprés une
occlusion thromboembolique chez la souris. La force d’agrippement est mesurée par un dispositif de Grip-
test, (A) sur la patte avant gauche et (B) sur la patte avant droite (Moyenne + SD ; Test de Wilcoxon, ## :

p<0,01 ; n=17 par groupe).

Par la suite, les souris de nos deux souches ont été réparties aléatoirement afin d’obtenir
4 groupes : Adts4** et Adts4” ; Adts4*/* + entrainement et Adts4” + entrainement. Un suivi sur
3 semaines, révele que toutes les souris présentent une augmentation significative de leur force
d’agrippement par rapport au 1¢ jour post-ischémique, reflet d’'une récupération fonctionnelle.
Néanmoins, la vitesse de récupération entre les groupes différe entre les groupes. Elle débute le 3¢
jour post-ischémique pour les souris Adts4** (+11%), le 7¢™ jour post-ischémique pour les souris

Adts4** + entrainement (+22,4%) et Adts4” + entrainement (+12,2%) et le 14°™¢ jour post-ischémique
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pour les souris Adts4”- (+13,5%) (Test de Wilcoxon, p<0,05 et p<0,01; n=7 pour les groupes sans
entrailnement et n=10 pour ceux avec entrainement). De maniére intéressante, ADAMTS-4 améliore
la récupération fonctionnelle post-ischémique tardive. En effet, les souris Adts4*/* possédent une
force d’agrippement significativement plus grande que les souris Adts4”" au 21éme jour post-
ischémique (+17% ; Test de Dunn, p<0,05 ; n=7). Cependant, un entrainement physique quotidien
(tapis roulant) sur 3 semaines, naméliore pas la récupération fonctionnelle par rapport aux souris
controles (Test de Dunn, p>0,05 ; n=7 pour les groupes sans entrainement et n=10 pour ceux avec

entrailnement) (Figure 37A).

Nous avons également mesuré le pourcentage de résorption de I'cedéme entre le 7™ et le 1°" jour
post-ischémique. Nos analyses ne révelent aucun effet bénéfique de I'entrainement ou du génotype
sur ce parametre. En effet, tous nos groupes présentent une résorption de I'cedeme moyenne de 70%
(Test de Kruskal-Wallis p>0,05 ; n=7 pour les groupes sans entrainement et n=10 pour ceux avec

entrainement) (Figure 37B).
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Figure 37 : ADAMTS-4 améliore la récupération fonctionnelle post-ischémique tardive.

A) Pourcentage de la force d’agrippement de la patte gauche entre le 3eme, 7éme, 14eme et 21eéme post-
ischémique et le ler post-ischémique chez la souris. BT : Beginning of the training. (Moyenne + SD ; Test
de Dunn, * : p<0,05 ; Test de Wilcoxon, # : p<0,05, ## : p<0,01 (Adts4*"* et Adts4”") et § : p<0,05, §§ : p<0,01
(Adts4*/* + entrainement et Adts4” + entrainement) ; n=7 pour les souris Adts4*/* et Adts4”, et n=10 pour
les souris Adts4*/* + entrainement et Adts4” + entrainement). B) Pourcentage de résorption de I'cedéme
entre le 7°™ jour et le 1°" jour post-ischémique, calculé & partir d’acquisitions IRM (Moyenne + SD ; Test
de Kruskal-Wallis p>0,05; n=7 pour les souris Adts4*/* et Adts4”, et n=10 pour les souris Adts4*/* +
entrainement et Adts4” + entrainement).
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Le suivi pondéral, réalisé sur tous nos animaux durant la durée du protocole, ne montre aucune
variation provoquée par un effet du génotype ou de I'entrainement physique (Test de Kruskal-Wallis

p>0,05 ; n=7 pour les groupes sans entrainement et n=10 pour ceux avec entrainement) (Figure 38).
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Figure 38 : L’entrainement physique et le génotype n’induisent pas de variation pondérale.
Pourcentage pondéral entre 3¢, 7¢me, 14%me et 21%™¢ post-ischémique et le 1" post-ischémique chez la
souris. BT : Beginning of the training. (Moyenne % SD ; Test de Kruskal-Wallis p>0,05 ; n=7 pour les souris
Adts4*’* et Adts4”", et n=10 pour les souris Adts4** + entrainement et Adts4”"+ entrainement).

En conclusion, le protocole d’entrainement physique utilisé (tapis roulant) n’améliore pas la
récupération fonctionnelle dans un modéle thromboembolique. Néanmoins, les souris Adts4*/*
présentent une meilleure récupération que les souris Adts4”", ce qui conforte I'idée qu’ADAMTS-4 est

protecteur dans I’AVC ischémique.
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Effet génotypique ou de I’entrainement physique sur la dégradation des PNNs suite a une ischémie

Nous avons regardé si notre protocole d’entrainement physique induit une modification du
nombre de cellules et/ou de PNNs 21 jours aprés ischémie, et ce dans deux régions : le cortex
somatosensoriel qui correspond a la région affectée par I'ischémie et le cortex moteur qui est la région

la plus sensible a I'’entrainement physique.

Dans le cortex somatosensoriel, la comparaison du nombre de noyaux (révélés par le Dapi) montre
que seules les souris Adts4*/* (+/- entrainement) présentent une diminution significative du nombre
de cellules en ipsilatéral par rapport au coté controlatéral (-10,4% pour Adts4*/* et -9,7% pour les
Adts4*/* + entrainement ; Test de Mann-Whitney, #: p<0,05 (ipsilatéral vs controlatéral) ; n=4 par
groupe). La comparaison du nombre de PNNs (WFA* et/ou Aggrecan*) indique que tous les groupes
présentent une perte de PNNs dans la région |ésée par rapport au coté opposé (-26,7% pour les
Adts4**, -36,5% pour les Adts4*/*, -35,5% pour les Adts4*/* + entrainement et -39,8% pour les Adts4”
+ entrainement ; Test de Mann-Whitney, #: p<0,05 (ipsilatéral vs controlatéral) ; n=4 par groupe). De
maniére intéressante, les souris Adts4*/* tendent a perdre moins de PNNs que les souris déficientes
en ADAMTS-4. Néanmoins, nous n’avons pas observé d’effet de I'entrainement (Test de Kruskal-Wallis

p>0,05 ; n=4 par groupe) (Figure 39).

Dans le cortex moteur, I'entrainement physique et I'absence d’ADAMTS-4 n’induisent aucune
modification du nombre de cellules et de PNNs 21 jours aprés ischémie (Test de Mann-Whitney et

Test de Kruskal-Wallis p>0,05 ; n=4 par groupe) (Figure 40).
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Figure 39 : L’entrainement physique et/ou la délétion d’ADAMTS-4 n’entrainent pas de modification du
nombre de PNNs dans le cortex somatosensoriel 21 jours aprés ischémie.

Analyses du cortex somatosensoriel ipsilatéral et controlatéral, 21 jours aprés I'induction d’'un modele
thromboembolique chez la souris. A) Quantification du nombre de noyaux révélés par le Dapi.
B) Immunohistochimies des PNNs révélés par un anticorps anti-aggrecan (en magenta) et la lectine WFA
(en cyan). Echelle de 100um. AS : After stroke. C) Nombre de PNNs (WFA* et/ou Aggrecan*) rapporté au
nombre de noyaux (en %). D) Pourcentage de la perte des PNNs en ipsilatéral par rapport au coté
controlatéral (Moyenne + SD ; Test de Mann-Whitney, # : p<0,05 (ipsilatéral vs controlatéral) ; Test de
Kruskal-Wallis, p>0,05 ; n=4 par groupe).
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Figure 40 : L’entrainement physique et/ou la délétion d’ADAMTS-4 n’entrainent pas de modification du
nombre de PNNs dans le cortex moteur 21 jours apres ischémie.

Analyses du cortex moteur ipsilatéral et controlatéral, 21 jours aprés l'induction d’'un modele
thromboembolique chez la souris. A) Quantification du nombre de noyaux révélés par le Dapi.
B) Immunohistochimies des PNNs révélés par un anticorps anti-aggrecan (en magenta) et la lectine WFA
(en cyan). Echelle de 100um. AS : After stroke. C) Nombre de PNNs (WFA* et/ou Aggrecan®) rapporté au
nombre de noyaux (en %). D) Pourcentage de la perte des PNNs en ipsilatéral par rapport au coté
controlatéral (Moyenne + SD ; Test de Mann-Whitney p>0,05 (ipsilatéral vs controlatéral) ; Test de Kruskal-
Wallis p>0,05 ; n=4 par groupe).
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Nous avons réalisé une analyse immunohistochimique plus poussée, en comparant les différentes
populations de PNNs au sein de nos régions d’intéréts. Ces populations sont détectées par la lectine
WFA, un anticorps dirigé contre aggrecan ou les deux. Nos données montrent qu’il n’y a pas de
différence entre nos 4 groupes, suggérant que ni I’entrainement, nila présence d’ADAMTS-4 influence

la composition des PNNs 21 jours aprés ischémie (Test de Kruskal-Wallis p>0,05 ; n=4 par groupe)

(Figure 41).
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Figure 41 : L’entrainement physique et/ou la délétion d’ADAMTS-4 n’entrainent pas de modification
dans la proportion des différentes populations de PNNs dans le cortex somatosensoriel et moteur 21

jours post-ischémiques.

Pourcentage des différentes populations de PNNs marquées soit par la lectine WFA, soit par I'anticorps
anti-aggrecan ou les deux dans le cortex somatosensoriel ipsilatéral (A1) et controlatéral (A2) ; ainsi que
dans le cortex moteur ipsilatéral (B1) et controlatéral (B2), 21 jours apres I'induction d’un modeéle
thromboembolique chez la souris (Moyenne + SD ; Test de Kruskal-Wallis p>0,05 ; n=4 par groupe).

En conclusion, ni le protocole d’entrainement physique utilisé ni ADAMTS-4 endogéne ne
modifient le nombre de PNNs ou leur composition dans les cortex somatosensoriel et moteur,

21 jours aprés une ischémie thromboembolique.
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Implication d’ADAMTS-4 dans la digestion des PNNs en condition basale

Finalement, afin de déterminer I'implication physiologique d’ADAMTS-4 sur la dégradation des
PNNs, nous avons renouvelé notre analyse immunohistochimique en travaillant cette fois-ci sur des
souris Adts4*/* et Adts4” en condition basale. Nos données montrent que I'absence d’ADAMTS-4 dans
le cortex somatosensoriel n’induit pas de modification du nombre de cellules et de PNNs. De plus, le
pourcentage des différentes populations de PNNs, marqués soit par la lectine WFA, I’anticorps anti-
aggrecan ou les deux, est identique dans nos deux souches (Test de Mann-Whitney p>0,05 ; n=5 par

groupe) (Figure 42).
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Figure 42 : ’absence d’ADAMTS-4 ne modifie pas le nombre de PNNs dans le cortex somatosensoriel.

A) Immunohistochimie du cortex somatosensoriel, avec les noyaux révélés par le Dapi (en noir) et les PNNs
révélés par un anticorps anti-aggrecan révélés par un anticorps anti-aggrecan (en magenta) et la lectine
WFA (en cyan), en condition basale. Echelle de 100um. Quantification : (B) du nombre de noyaux; (C) du
nombre de PNNs rapportés a celui des noyaux (en %) et (D) des différentes populations de PNNs marquées
soit par la lectine WFA, soit par I'anticorps anti-aggrecan ou les deux (en %), dans le cortex somatosensoriel
de souris adultes en condition basale (Moyenne * SD ; Test de Mann-Whitney p>0,05 ; n=5 par groupe).
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De méme, les souris déficientes en ADAMTS-4 ne présentent pas de différence significative du
nombre de cellules, de PNNs ou dans le pourcentage des différentes populations des PNNs dans le

cortex moteur (Test de Mann-Whitney p>0,05 ; n=5 par groupe) (Figure 43).
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Figure 43 : L’absence d’ADAMTS-4 ne modifie pas le nombre de PNNs dans le cortex moteur.
A) Immunohistochimie du cortex somatosensoriel, avec les noyaux révélés par le Dapi (en noir) et les PNNs
révélés par un anticorps anti-aggrecan révélés par un anticorps anti-aggrecan (en magenta) et la lectine
WFA (en cyan), en condition basale. Echelle de 100um. Quantification : (B) du nombre de noyaux; (C) du
nombre de PNNs rapportés a celui des noyaux (en %) et (D) des différentes populations de PNNs marquées
soit par la lectine WFA, soit par I'anticorps anti-aggrecan ou les deux (en %), dans le cortex moteur de
souris adultes en condition basale (Moyenne + SD ; Test de Mann-Whitney p>0,05 ; n=5 par groupe).

En conclusion, I'absence d’ADAMTS-4 en condition physiologique ne modifie pas le nombre de
PNNs totaux ou leur composition dans les cortex somatosensoriel et moteur. Ces résultats rejoignent

ceux observés 21 jours apres une ischémie thromboembolique.
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Etude 2:le tPA originaire des interneurones a parvalbumine contréle le

remodelage des réseaux périneuronaux

1. Présentation de I’étude

Contexte de I’étude

Les PNNs sont des structures condensées de la MEC, qui enveloppent préférentiellement les
interneurones FS-PV (Kosaka and Heizmann, 1989 ; Lith et al., 1992 ; Rossier et al., 2015). La mise en
place des PNNs lors du développement, coincide avec la fermeture de périodes de haute plasticité
nommées les périodes critiques. Bien que les PNNs offrent une protection aux neurones qu’ils
entourent (Suttkus et al., 2014), ils constituent en retour un frein pour la plasticité. Néanmoins, leur
dégradation enzymatique restaure la plasticité cérébrale (Pizzorusso et al, 2002), ce qui offre
d’intéressantes perspectives thérapeutiques pour diverses pathologies. Il est donc nécessaire de
mieux comprendre les différents mécanismes enzymatiques qui régulent la structure des PNNs.

Le tPA est une sérine protéase intervenant dans de nombreuses fonctions physiopathologiques,
directement ou par la conversion du plasminogene en plasmine (Collen and Lijnen, 1991; Ho-Tin-Noé
et al., 2009; Bukhari et al., 2011). Au sein du SNC, le tPA est largement exprimé par de nombreux
types cellulaires, dont les neurones (Siao et al., 2003 ; Hultman et al., 2008 ; Louessard et al., 2016).
De maniére intéressante, le tPA semble étre exprimé par les interneurones FS-PV (Chu et al., 2015).
Durant la période critique du cortex visuel, la privation monoculaire accroit I'expression du tPA.
Néanmoins en son absence, les souris présentent une réduction de la dominance oculaire en réponse
a une privation monoculaire (Mataga et al.,, 2002). Au vu des liens étroits entre la privation
monoculaire et la modulation structurelle des PNNs (Kelly et al., 2015), le tPA apparait donc comme

un candidat potentiel dans la régulation des PNNs.

Objectifs de I'étude

¢ Cette étude avait pour premier objectif d’identifier de nouveaux types cellulaires exprimant le
tPA, par l'utilisation d’une nouvelle approche moléculaire.

¢ Le second objectif visait a déterminer si le tPA est un mécanisme de régulation des PNNs.
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Principales méthodes utilisées

Afin d’identifier de nouveaux types cellulaires exprimant le tPA, nous avons débuté cette étude
en injectant dans le cortex somatosensoriel, un AAV codant pour une GFP (Green Fluorescent Protein)
sous contréle du promoteur Plat (promoteur du tPA). L'expression du tPA a ensuite été confirmée par
de I'électrophysiologie couplée a de la single-cell RT-PCR, sur des neurones issus des couches IV et V
du cortex visuel.

Afin d’étudier le role du tPA endogene sur la modulation des PNNs in vivo, nous avons croisé des
souris tPA Flox** avec des souris exprimant de la Cre sous contrdle d’un promoteur spécifique a la
parvalbumine, afin de générer une souche conditionnelle de souris sélectivement déficientes en tPA
dans les interneurones PV (cKO : tPAFlox**; PV-Cre*"). La comparaison de ces souris a des souris
contrdles tPAFlox” ; PV-Cre*/, nous ont permis de réaliser une quantification immunohistochimique
du nombre d’interneurones PV et de PNNs, ainsi que I'intensité des PNNs marqués par la lectine WFA
dans le cortex somatosensoriel.

Afin de disséquer les mécanismes d’action du tPA, nous avons utilisé des cultures de neurones
enrichies en interneurones, en prélevant I'éminence ganglionnaire médiale sur des embryons (E14)
(Franchi et al., 2018). Aprés maturation, les interneurones PV sont entourés de PNNs in vitro. Sur des
cultures issues de souris sauvages ou déficientes en tPA, nous avons utilisé diverses approches
pharmacologiques pour définir le mécanisme d’action potentiel du tPA sur le PNN (tPA, plasminogéne,

plasmine, aprotinine et TIMP-3).

Principaux résultats

= Le tPA est exprimé par les interneurones FS-PV.

= Les souris spécifiquement déficientes en tPA dans les interneurones PV, présentent une
population de PNNs a la structure plus dense que leurs homologues sauvages.

= Le tPA régule la dégradation des PNNs, via la conversion du plasminogéne en plasmine.

= La plasmine permet la dégradation des PNNs, notamment par le clivage d’aggrecan.
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ABSTRACT

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

remodeling opens interesting insights into the control of brain circuitry and plasticity.

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

nets.

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

reverse transcriptase polymerase chain reaction.
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INTRODUCTION

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

While functional studies abound, clear and consensual descriptions on the cellular and subcellular
distribution of tPA in the CNS are lacking. So far, the expression of tPA by endothelial cells,
oligodendrocytes, and hippocampal neurons seems well admitted (Louessard et al., 2016; Leonetti et
al., 2017; Stevenson and Lawrence, 2018a). Microglia and astrocytes are discussed as sources of tPA
under physiological conditions but might be under pathological conditions (Adhami et al., 2008; Wang
et al., 2009). While hippocampal mossy fibers are easily immunostained for tPA, blocking axo-
dendritic transport with colchicine is necessary to reveal immunopositive cortical fibers (Louessard et
al.,, 2016). In addition, electrophysiological and transcriptional analyses have shown the expression of
tPA in a subset of pyramidal neurons in several cerebral cortices (Louessard et al., 2016). This confirms
a previous study showing tPA staining in neurons expressing neurogranin, a putative marker of
excitatory neurons (Chu et al., 2015). By using a transgenic mouse line expressing a tPA/cerulean-
fluorescent protein fusion protein, Stevenson and Lawrence (2018) reported the existence of a

subclass of somatostatin (Sst) interneurons with tPA positive somas in the stratum oriens-lacunosum
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moleculare of the hippocampus (Stevenson and Lawrence, 2018). This contrasts with Chu’s
observations who found no staining in Sst interneurons in the cortex (Chu et al., 2015). This last study
also suggested an expression of tPA by parvalbumin positive interneurons, but overall, convincing
data to determine which interneuron subpopulations express tPA are sparse.

Parvalbumin interneurons are the most abundant subtype of interneurons (Lim et al., 2018). They are
featured by a high discharge frequency of fast action potentials, explaining their name, fast-spiking
parvalbumin neurons (FS-PV). They sustain most of the axo-somatic inhibition of pyramidal neurons.
Another peculiarity of FS-PV is their experience-driven enwrapping by a specific form of extracellular
matrix (ECM), composed of chondroitin sulfate proteoglycans (CSPGs) organized into dense lattice-
like structures, termed perineuronal nets (PNNs) (Fawcett et al., 2019; Testa et al., 2019).
Understanding the metabolism of PNNs is crucial, as accumulating evidence show its impact on the
reciprocal control between pyramidal neurons and FS-PV. Indeed, up-regulation of PNNs or its
degradation profoundly affect synaptic plasticity during development or pathological conditions
(Pizzorusso et al., 2002; Bartoletti et al., 2004; Wang and Fawcett, 2012; Devienne et al., 2019; Murthy
et al., 2019; Shi et al., 2019; Alaiyed et al., 2020). PNN (re)modelings occur in plastic periods: their
formation/condensation closes developmental plastic periods, while their degradation reopens
plasticity. Monocular deprivation has been an extremely helpful paradigm to study PNNs remodeling
and to identify matrix metalloproteinase 9 (MMP9) as an endogenous protease involved in PNNs
plasticity (Kelly et al., 2015; Wen et al.,, 2018). The expression and activity of tPA increase after
sensorial deprivation and are thought to participate in plasticity in this process (Miller and Griesinger,
1998; Mataga et al., 2002, 2004; Chen et al., 2015). However, in these studies, no evidence link tPA-
driven plasticity to PNNs.

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

originating from FS-PV interneurons on PNNs plasticity.
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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 #10959 and Ce5/2012/062). All applicable international, national, and/or institutional
guidelines for the care and use of animals were followed. Experiments were performed on G42
transgenic mice (Jackson laboratories #007677, GAD67-GFP, Chattopadhyaya et al., 2004), 8 weeks
old male Swiss mice, tPAFlox*/* mice, tPAFlox*/*; PV-Cre*/- mice and their Control (tPAFlox”-; PV-Cre*/)
littermates (20-25g). Pregnant tPA Null mice and their WT littermates at gestational day 14 were used
for in vitro neuronal cultures.

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

tPA Null mice were generated by the Mouse Clinical Institute (ICS, lllkrich, France). Briefly tPAFlox*/*
mice (on a C57BL6J genetic background) in which exon 3 is flanked by loxP sites (see Pasquet et al.,
2018) were crossed with CMV-Cre mice to induce Cre-mediated excision of the third exon in germline.
Mice were genotyped by PCR analysis and southern blots, using tail genomic DNA samples, to detect
the presence/absence of loxP sequences. PV-Cre*’* female mice (Jackson laboratory # 0080609,
Pvalbtm1(cre)Arbr, Hippenmeyer et al., 2005) were crossed with tPAFlox** males mice to generate
tPAFlox**; PV-Cre*/- (cKO) and their control littermates tPAFlox”; PV-Cre*/. PCR genotyping using

primer to detect both loxP sites and Cre transgene.

Whole-Cell Recordings in Acute Slices:

G42 mice were deeply anesthetized with isoflurane. After decapitation, brains were quickly removed
and placed into ice-cold oxygenated artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing (in mM): 126 NacCl,
2.5 KCI, 1.25 NaH;POg4, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 26 NaHCOs3, 10 glucose, 15 sucrose, and 1 kynurenic acid
(Sigma). Coronal slices (300 um thick) containing the primary visual cortex were cut with a vibratome
(VT1000S; Leica) and allowed to recover at room temperature for at least 30min in aCSF saturated
with 02/CO3 (95 %/5 %). Patch pipettes (4—6 MQ) pulled from borosilicate glass were filled with 8 pl
of RNAse free internal solution containing in (mM): 144 K-gluconate, 3 MgCl;, 0.5 EGTA, 10 HEPES, pH

7.2 (285/295 mOsm). Whole-cell recordings were performed at room temperature using a patch-
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clamp amplifier (MultiClamp 700B, MDS). Membrane potentials were not corrected for liquid junction
potential. Data were filtered at 10 kHz and digitized at 20 kHz using an acquisition board (Digidata
1440, MDS). Cells were set at -60 mV by continuous current injection and submitted to current pulses

(800 ms, from —100 to 280 pA with 20 pA increments).

Cytoplasm Harvesting and scRT-PCR:

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

weight marker.

Unsupervised clustering:

To classify cells, unsupervised clustering was performed using 16 molecular parameters (VGlutl,
Gad65, Gad67, PV, Akrlc18, Sst, S100B, APC, Mybpc1, Ncan, Plat, Plau, Ptprr, Ptprz1, Sdc4, Sema3a).
The presence of a given gene was digitized by 1 and its absence was digitized by 0. Ward-linkage
hierarchical clustering (Ward Jr, 1963) was performed and plotted as a dendrogram using
‘scipy.cluster.hierarchy’ functions on Python 3.7. The final number of clusters was suggested by the

Thorndike procedure (Thorndike, 1953) as described previously (Cauli et al., 2000).
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Viral production:

Viral particles were provided by Gilles Bonvento and Alexis Bemelmans (INSERM U1169/MIRCen CEA,
Fontenay aux Roses 92265, France). The clone encoding for a GFP under the control of a 1.2-kb
sequence of the Human Plat promoter (spanning from -1035 to +207 bp from the transcription start
codon) was purchased from GeneCopoeia (pPlat-GFP; Catalog No.: HPRM12655-PF02). For the pPlat-
Cre-GFP, the cDNA encoding for the Cre recombinase was subcloned by fusion into the pPlat-GFP (In-
fusion HD cloning Kit Clontech-Takarabio). The pPlat-GFP and the pPlat-Cre-GFP were then subcloned
in the pDONR221 for AAV production. All the constructs were amplified in Escherichia coli JM109 cells
and purified by a Nucleobond endotoxin-free plasmid DNA PC 2000 kit (Macherey-Nagel) according
to the manufacturer's instructions. The vector used for this study was an AAV9 serotype. Self-
complementary AAV vectors expressing the Plat-GFP construct were produced by transfecting
HEK293 cells with the adenovirus helper plasmid (pXX6-80), the AAV packaging plasmid carrying the
rep2 and the cap8 genes, and the AAV2 shuttle plasmid containing the Plat-GFP transgene in a sc
genome. Recombinant vectors (rAAV) were purified by ultracentrifugation on a discontinuous
iodixaniol density gradient followed by dialysis against the formulation buffer of the vector stocks, 0.5
mmol/I MgCI2 and 1.25 mmol/I KCl in phosphate-buffered saline (PBSMK; five buffer changes, 3 hours
per round of dialysis). Physical particles were quantified by real-time PCR. Vector titers are expressed

as viral genomes per milliliter (vg/mL).

Stereotaxic injection of AAV virus:

Animals were deeply anesthetized with isoflurane 5 %, and maintained with 2 % isoflurane in a
70 %/30 % mixture of NO2/O; in a stereotaxic frame (Havard Apparatus). AAV9-Plat-GFP or AAV9-Plat-
Cre-GFP (1.25.10% vp/mL) were injected through a glass micropipette in the right hemisphere in a
volume of 0.5 uL at a rate of 0.2 puL/min. Coordinates (relative to bregma) according to the Paxinos
Mouse Brain Atlas were as follows: AP: -2 mm; ML: -1 mm; DV: -1.8 mm for the hippocampus and AP:
-0.25 mm; ML: -3.4 mm; DV: -0.4 mm and -0.8 mm for the somatosensory cortex. The needle was left
in position for a further 5 minutes and then removed slowly from the brain. After recovery from

surgery, mice were left undisturbed for 3 weeks for effective and stable transgene expression.
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Antibodies:

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

Immunohistochemistry:

Three weeks post-AAV injection, mice were deeply anesthetized with isoflurane 5 % in 70 %/30 %
mixture of NO,/O. A transcardial perfusion was performed with ice cold 0.9 % NaCl with 3 % heparin
followed by 150 ml of fixative solution containing 4 % paraformaldehyde (in PBS 0.1M, pH 7.4). Brains
were removed and cryoprotected in 20 % sucrose solution (in PBS 0.1M, pH 7.4) for 24h and frozen in
Tissue-Tek (Miles Scientific). Cryostat sections of 10 um were collected on Poly-Lysine slides and
stored at -80°C. Sections were incubated overnight at room temperature with primary antibodies.
Corresponding Fab’2-conjugated secondary antibodies were diluted at 1:800 (Jackson
Immunoresearch). Images were acquired using Leica DM6000 microscope-coupled CoolSnap camera,
visualized with Metamorph 7.0 software (Molecular Devices), and further processed were realized
using Imagel software. For 3D reconstruction, images were acquired using Leica TCS SP8
Confocal/STED 3 x microscope with an oil-immersion 40 x, 1.44-N.A. objective at a resolution of

512x512 pixels with 572 Hz speed and a step size of 0.22um.

Histological analysis:

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

was in the focal plane were classified. Analyses were performed blind to genotype.
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Primary cultures of interneurons:

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

In vitro treatments:

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

hours.

Immunocytochemistry:

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

intensity, gain and offset were maintained constant in each analysis.

PNNs quantification in vitro:

Confocal images were analyzed with the Image) software. Random PV-positive cells were imaged with

160 x 160 x 15 pum z-stack with 0.45 um step size. A threshold was applied to the WFA channel or
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aggrecan channel (range 0-255) and the area were quantified in 40 neurons from 4 independent

experiments.

Matrix degradation assay:

Recombinant human aggrecan core protein G1-IGD-G2 (156nM) (Biotechne) was incubated at 37°C
overnight with either 7.8 nM recombinant human ADAMTS4 protein (Biotechne), purified human
plasmin (Enzyme Research Laboratories), Human Glu-plasminogen (Enzyme Research Laboratories)
and/or tPA (Actilyse) in a buffer containing 50 mM Tris, 10mM CaCl2, 150 mM NaCl and 0.05 % Brij35
78 nM Aprotinin treatment was applied with either Glu-plasminogen + tPA treatment or plasmin
treatment. Digestion products were analyzed by SDS-PAGE on 10 % Tris-Glycine gel and stained with

GelCode Imperial Blue Stain Reagent (Pierce).

Plasmin activity assay:

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

Statistics:

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

corresponding legend.
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RESULTS

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

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

littermates. Thus, the AAV-Plat-GFP construct is thus a valid reporter of tPA expression in vivo.

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

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

Twenty-eight neurons from deeper layers (IV-V) of the mouse primary visual cortex were analyzed by
combining patch-clamp recordings and single cell RT-PCR (Cauli et al., 1997) for electrophysiological
and molecular characterization, respectively. The PCR protocol was designed to probe the expression

of different cell-type specific markers (VGLUT1, GAD65 and GAD67, PV, S1008, Sst, APC and Akr1c18),
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plasminogen activators (Plat and Plau) and extracellular matrix related genes (Ncan, Ptptrz1, Ptprr,
Sema3a, Sdc4 and Mybpcl) (Supplementary Table 1). Pyramidal cells (n=14) were identified by the
triangular shape of their soma and their regular spiking firing pattern characterized by broad spikes
and marked frequency adaption. FS-PV interneurons were first visualized by the fluorescence of GFP
they express in G42 mice (Chattopadhyaya et al., 2004). These neurons were characterized by low
input resistance and high rheobasic current (Kawaguchi, 1993). They typically, fired short duration
action potentials with sharp after hyperpolarizing potentials and were able to sustain high firing rate
with little or no spike frequency adaptation (Fig 3A). The molecular analysis of the FS-PV interneuron
shown in Figure 3B confirmed the expression of PV and GAD65/67, as well as SST, APC, Akr1c18, Plat,
Ncan, Ptprr and Sema3a.

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

p=0.663) confirming our previous observations (Louessard et al., 2016).

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

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

a higher percentage of neurons enwrapped with the highest degree of PNNs coverage in cKO mice
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(Fig. 4F). Overall, these observations support the idea that tPA released from PV interneurons
contributes to PNNs metabolism in vivo.

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

plasminogen + tPA (-28.4 %) were capable to cleave the core protein of aggrecan. Moreover as
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observed with WFA staining, immunolabelling of aggrecan in cell cultures revealed that tPA-

dependent activation of plasminogen degrades perineuronal CSPGs in situ (Fig. 6D-E).

DISCUSSION

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

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

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

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

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

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

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

Our findings show that in the presence of plasminogen, tPA released from FS-PV reduces PNNs. This
could result in an imbalance between GABAergic and glutamatergic neurotransmissions, in favor of
excitation. This could then impact on several functions associated with PNNs, including being a
physical protective barrier (Miyata et al., 2007; Frischknecht et al., 2009; Cabungcal et al., 2013), a
contributor to pathogenic pathways (Orlando et al., 2012; Madinier et al., 2014; Yutsudo and

Kitagawa, 2015; Lemarchant et al., 2016), a modulator of synaptic plasticity (Orlando et al., 2012;
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Carstens et al.,, 2016; Shi et al., 2019) and of learning/memory processes (Gogolla et al., 2009;
Romberg et al., 2013; Happel et al., 2014; Shi et al., 2019). In fact, several of these functions have also
been associated with tPA (Tsirka et al., 1997; Baranes et al., 1998; Madani et al., 1999; Bukhari et al.,
2011; Hébert et al., 2017; Pu et al., 2019). Future studies will help understanding the respective
contribution of tPA and PNNs in these functions.

Overall, we provide new knowledge on the plasticity of PNNs at the mechanistic level, which could

translate into new target to promote plasticity/recovery under pathological conditions.



Résultats de I’étude 2 -

A _
M AAV9 = PLAT promoter —‘—
{ L\

@
3
a
E
5l
3
°
a

2

T

tPA+ neuron

tPA Flox */*

Figure 1: Characterization of a tPA-reporter construct, for in vivo investigations — AAV9-Plat-GFP
(A) AAV-Plat-GFP was injected in the dentate gyrus of adult wild-type mice. Co-Immunohistochemistry
of the GFP reporter (green) with the neuronal marker NeuN (cyan) and tPA (magenta) in the
hippocampus 3 weeks after injection. Co-localization of GFP with tPA is observed in mossy fibers in
CA3. GFP reporter is also detected in dentate gyrus granular cells and mossy cells of the hilus. (B) AAV-
Plat-Cre-GFP was injected in the dentate gyrus of tPAFlox*’* mice and WT mice. Co-
immunohistochemistry of the GFP reporter (green) with the neuronal marker NeuN (cyan) and tPA
(magenta) in the hippocampus 3 weeks after injection. The GFP reporter colocalized with tPA in mossy
fibers projecting to CA3 in WT mice but is completely lost in tPAFlox*/* mice. Scale bar: 100 pm.
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Figure 2: tPA is expressed in parvalbumin interneurons enwrapped with PNNs

(A) AAV-Plat-GFP was injected in the somatosensory cortex of adult wild-type mice. Co-
Immunohistochemistry of the GFP reporter (green) with the neuronal marker NeuN (magenta), the
astrocyte marker GFAP (magenta) and the microglial marker Iba-1 (magenta) in the somatosensory
cortex of adult WT mice 3 weeks after AAV injection. AAV-Plat-GFP induces expression of GFP in
neurons but not in astrocytes or microglia (Scale bar: 100 um).(B-C) Co-localization of the Plat-GFP
reporter (green) with GABA (cyan) and parvalbumin (magenta) markers following injection of AAV-
Plat-GFP in the somatosensory cortex of WT mice (Scale bar: 100 um). Quantitative analysis of Plat-
mediated expression of GFP in relation to GABAergic positive neurons and parvalbumin interneurons
(C). Around 37 % of Plat-GFP positive neurons are GABAergic interneurons and 73 % of them co-
localized with PV marker (n=4 coronal sections from N=3 WT brains). (D) 3D reconstruction of a Plat-
GFP positive neuron (green), co-labeled with PV (magenta) and the PNNs marker Wisteria floribunda
agglutinin (WFA, yellow) (Scale bar: 10 um). (E) Quantification of Plat-GFP neurons double stained
with PV and WFA.
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Figure 3: Electrophysiological and molecular characterization of tPA expressing FS-PV interneurons
(A-B) Characterization of Plat-expressing FS-PV cells. (A) Current-clamp recordings of a Plat-expressing
FS-PV interneuron. Upper traces show voltage responses to current steps (bottom traces). This neuron
typically displayed a low input resistance, a high rheobasic current (120 pA, black trace first
depolarizing current step) and fired short duration action potentials with fast and large after
hyperpolarizing potentials. A strong depolarizing current (380 pA) evoked a high and sustained firing
rate with little or no spike frequency adaptation (shaded trace). (B) Agarose gel analysis of the RT-PCR
products of the same FS-PV neuron showing expression of VGlutl, GAD65, GAD67, PV, Akric18, Sst,
APC, Ncan, Plat, Ptprr and Sema3a. (C) Ward’s clustering based on the expression of 16 genes
performed on 28 cortical neurons (upper panel). The x axis represents individual cells and the y-axis
the average Euclidian within-cluster linkage distance. Pyramidal (grey) and FS-PV (magenta) cells were
segregated into two first-order clusters as suggested by Thorndike procedure (dotted line). Heatmap
of genes expression across the different cell clusters (bottom panel). For each cell, colored and white
squares indicate presence and absence of genes, respectively. Note the presence of VGlutl in
pyramidal cells and of PV in FS-PV cells. Plat-expressing FS-PV neurons (dotted box) displayed a similar
gene expression profile and were segregated together. (D) Histograms depicting a similar occurrence
of Plat in pyramidal and FS-PV cells.
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Figure 4: Specific deletion of tPA in PV interneurons affects PNN morphology

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

(A-B) MGE-derived WT interneuron cultures were treated at DIV14 with plasmin (200 nM),
plasminogen (100 nM), tPA (10 nM and 200 nM) and aprotinin (1.5 uM) and processed 24h later for
immunocytochemistry. (B, D) Representative images of immunocytochemical stainings for PV
(magenta) and WFA (yellow) 24h after treatment. (C) Quantification shows that plasmin, plasminogen
and plasminogen + tPA reduce WFA staining whereas tPA treatment has no effect in WT interneurons.
(D-E). Aprotinin reverses plasminogen + tPA-induced PNN-like degradation. Graph show mean + sem
(n=40 cells from 4 independent experiments). Kruskall-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test
for multiple comparisons; ###: p<0.001 (compared to Control), ***: p<0.001 (compared to PLG + tPA).
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(F-G) Plasmin activity was assessed by measuring the fluorescence emission of a plasmin substrate at
500 nm following treatments of neuronal cultures with plasmin (positive control), plasminogen (PLG),
tPA and aprotinin (Apro). Graph show means + sem (n=4 independent experiments; Kruskall Wallis
followed by Two-stage linear step-up procedure of Benjamini, Krieger and Yekutieli; #: p<0.05; ##:
p<0.01; ###: p<0.001: compared to Control; *: p<0.05; **: p<0.01; ***. p<0.001: compared to
respective aprotinin treatment. (H) Representative images of MGE-derived tPA Null interneuron
cultures stained for PV (magenta) and WFA (yellow) 24h after treatment with plasmin (200 nM),
plasminogen (100 nM) and tPA (10 nM). (I) WFA-positive area quantification reveals that plasmin
induces the degradation of PNN-like in PV cells from tPA Null cultures whereas plasminogen fails to.
Graph show mean * sem (n=40 cells from 4 independent experiments). Kruskall-Wallis test followed
by Dunn’s post-hoc test for multiple comparisons; ###: p<0.001 (compared to Control). Scale bar: 10
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Figure 6: In vitro degradation of aggrecan by plasmin

(A-C) Recombinant Human aggrecan G1-IGD-G2 (156 nM) was incubated with ADAMTS4 (positive
control), plasmin, plasminogen, tPA (7.8 nM for each protease) and aprotinin (78 nM) overnight. (B)
Degradation products were visualized in Imperial blue staining. Like ADAMTS4, plasmin and
plasminogen + tPA are able to cleave aggrecan G1-IDG-G2 in vitro. Aprotinin reverses plasmin-
dependent aggrecan degradation. One sample t-test (hypothetical value of 100); #: p<0.05; ##:
p<0.01; ###: p<0.001. (D) Representative images of MGE-derived WT interneuron cultures treated at
DIV14 with plasmin (100 nM), plasminogen (100 nM), tPA (10 nM and 200 nM) and co-stained with
aggrecan (cyan) and PV (magenta). (E) Quantitative analysis of aggrecan positive area shows that
plasmin, plasminogen and plasminogen + tPA reduce aggrecan staining whereas tPA treatment has
no effect in WT interneurons. Graph show mean + sem (n=40 cells from 4 independent experiments).
Kruskall-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test for multiple comparisons; ###: p<0.001
(compared to Control). Scale bar: 10 um.
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Supplementary Figure 1: Plat-GFP expression in the somatosensory cortex of LPS treated mice
AAV-Plat-GFP was injected in the somatosensory cortex of adult wild-type mice. Co-
immunohistochemistry of the GFP reporter (green) with the astrocyte marker GFAP (magenta) and
the microglial marker Iba-1 (magenta) in the somatosensory cortex of adult WT mice under
inflammatory conditions (LPS injection in the somatosensory cortex). Scale bar: 100 um.
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Supplementary Figure 2: Plat-GFP expression in excitatory neurons in the somatosensory cortex
AAV-Plat-GFP was injected in the somatosensory cortex of adult WT mice. Immunohistochemistry of
the GFP reporter (green) with the excitatory neuronal marker Tbrl (magenta) shows a colocalization
between Plat-GFP and excitatory neurons. Scale bar: 100 um.
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acc(e;:il(l)ilsno. First PCR primers Sll)zpe Second PCR nested primers Sll)z;’
VGIuT1* Sense, 597: CCCTTAGAACGGAGTCGGCT 592  Sense, 621: ACGACAGCCTTTTGCGGTTC 366
NM_182993.2 | Antisense, 1169: TATCCGACCACCAGCAGCAG Antisense, 968: CAAAGTAGGCGGGCTGAGAG
GAD65* Sense, 99: CCAAAAGTTCACGGGCGG 373  Sense, 219: CACCTGCGACCAAAAACCCT 247
NM_008078.2 | Antisense, 454: TCCTCCAGATTTTGCGGTTG Antisense, 447 : GATTTTGCGGTTGGTCTGCC
GAD67* Sense, 83: ATGATACTTGGTGTGGCGTAGC 253  Sense, 159: CAATAGCCTGGAAGAGAAGAGTCG 178
NM_008077.4 | Antisense, 314: GTTTGCTCCTCCCCGTTCTTAG Antisense, 314: GTTTGCTCCTCCCCGTTCTTAG
PV Sense, 104: GCCTGAAGAAAAAGAACCCG 191  Sense, 122: CGGATGAGGTGAAGAAGGTGT 163
NM_013645.3 | Antisense, 275: AATCTTGCCGTCCCCATCCT Antisense, 265: TCCCCATCCTTGTCTCCAGC
Akrlcl8 Sense, 290: GGTCAACTTCCCATCGTCCA 397 Sense, 374 : ATCTCATTCATTTCCCAGTGTCTC 259
NM_ 134066 | Antisense, 667 : GCACCATAGGCAACCAGAAC Antisense, 610 : GCTCTGGTTGAGATAAAGATGGC
Sst Sense, 1: ATGCTGTCCTGCCGTCTCCA 250 Sense, 41: GCATCGTCCTGGCTTTGGG 168
NM_009215.1 | Antisense, 231: GCCTCATCTCGTCCTGCTCA Antisense, 191:GGGCTCCAGGGCATCATTCT
S100beta Sense, 57: CGGGCGAGAGGGTGACAA 133 Sense, 57: CGGGCGAGAGGGTGACAA 93
NM_009115.3 | Antisense, 172: TCTTCGTCCAGCGTCTCCAT Antisense, 133: TGTCCACCACTTCCTGCTCC
APC Sense, 1598: GGACCAGGACAAAAACCCAATG 386 Sense, 1642: TCTGTCCTGCTGTGTGTGTTCT 207
NM_007462 Antisense, 1962:TGCTATTTACATCTGCTCGCCA Antisense, 1826: GGCAACATCTCCAAAGGTCAAG
Mybpcl Sense, 774: CGTAGGGAGGTGAAGCAGCA 247 Sense, 825: CTGCTGAAAAATGCCAACCC 168
NM_001252372 | Antisense, 1102: TCTGCCAACTCCACGACAAA Antisense, 974: TGCCTCCTTTATCCACCTGA
Ncan Sense, 159: TGCTGCTGTGGCTGCTTCTC 381 Sense, 193: TCAGGACACACAGGACACCA 309
NM_007789 Antisense, 521: CAGCGATACAGCCCAGAGTC Antisense, 383: CAGCAGAAGGGTAGCATTGG
Plat Sense, 157: CTGCTGCTTTGTGGACTGGC 327 Sense, 175: GCTTTCCCATTGCCTGACCA 293
NM_008872 Antisense, 464: ATGTCACAGCGTTTCCCTACA Antisense, 449: CCTACAAATCCATCAGGGCACT
Plau Sense, 974: GCACAGCCATCCAGGTCC 281 Sense, 1010: CCCCCAAGGTTTACTGATGCTC 191
NM_008873 Antisense, 1237: GTTACAGATAAGCGGTCCTCCA Antisense, 1180: CCGCAGCACACAGCATTTTA
Ptprr Sense, 543: AAGAAGAGCCTGGACATCGC 380 Sense, 582: AACTACCACTCCCCTTCCGAAG 213
NM_ Antisense, 903: TGCGTTTCTCCTGGTTTCCG Antisense, 774: AGATCCGAAGCAGGGTTATGTT
Ptprzl Sense, 421: TGTTGAAGAGATTGGCTGGTCC 406  Sense, 447: CAGGAGCACTAAATCAAAAAAA 368
NM_001081306 | Antisense, 806: CCTCAAAACTGGAAAATCTGTC Antisense, 794: AAAATCTGTCCGCATCAAAGCA
Sdc4 Sense, 222: TCTGGATGACACGGAGGAGC 344  Sense, 284: ATAACCACATCCCTGAGAATGC 233
NM_011521 Antisense, 546: GTCGTAACTGCCTTCGTCCTTC Antisense, 496: AGGAAAACGGCAAAGAGGAT
Sema3a Sense, 653: GGCTGGTTCACTGGGATTGC 401 Sense, 671: GCCTGTCTTTTCTGGGGTGT 306
NM_009152 Antisense, 1035: CCCAGTTCCACAGGCATACA Antisense, 957: ATCTTTTCCAGCCCATTTGC

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

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

Plasmin activity was monitored at different time point (+3h, +6h, +9h) following treatments of
neuronal cultures with plasmin (positive control), plasminogen (PLG), tPA and aprotinin (Apro).
Plasmin activity referred to the fluorescence emission of a plasmin substrate at 500 nm. Graph show
means + sem. (n=4 independent experiments). 2way Anova followed by Two-stage linear step-up
procedure of Benjamini, Krieger and Yekutieli. #: p<0.05; ##: p<0.01; ###: p<0.001: compared to
Control; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001: compared to respective aprotinin treatment. Scale bar:
10 um.
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Supplementary Figure 5: tPA/plasmin mediated PNN degradation is MMP-independent
MGE-derived WT interneuron cultures were treated at DIV14 with plasmin (200 nM) and TIMP3 (60
nM) and processed 24h later for immunocytochemistry. (A) Representative images of
immunocytochemical stainings for PV (magenta) and WFA (yellow) 24h after treatment. (B)
Quantitative analysis of WFA positive area show that plasmin reduces WFA staining whereas TIMP3
treatment has no effect on plasmin-dependent PNN degradation. Graph show mean * sem (n=30-40
cells from 4 independent experiments). Kruskall-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test for
multiple comparisons; ###: p<0,001 (compared to Control). Scale bar: 10 um.
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1. Implication d’ADAMTS-4 dans I’évolution de linfarctus cérébral : un lien dans la

dégradation enzymatique des PNNs ? (étude 1)

1.1 Effet de I'’entrainement physique

Dans cette premiére étude, nous avions émis I’hypothése qu’un entrainement physique intense
faciliterait la récupération post-ischémique en dégradant les PNNs en périphérie de la lésion. En effet,
les PNNs sont des structures dynamiques sensibles aux stimuli sensoriels. D’ailleurs, I'exposition des
animaux a un environnement enrichi aprés une ischémie, accroit la dégradation des PNNs en
périphérie de la Iésion ischémique (Quattromani et al., 2018) (Figure 31).

Dans notre étude, I'entrainement consistait a faire courir les animaux sur un tapis roulant, 6 jours
par semaine (20cm/sec en vitesse maximale), pendant 3 semaines. Ce protocole, réalisé avant
I'ischémie, s’est avéré protecteur en réduisant la taille de I'infarctus et les déficits neurologiques
mesurés par neuroscore (Endres et al., 2003). Nous montrons que, si ce protocole est réalisé aprés
I'ischémie, celui-ci naméliore ni la récupération fonctionnelle mesurée par le Grip-test, ni la
résorption de I'cedéme (Figure 37). De plus, nos souris entrainées ne présentent pas modification de
la densité ou de la composition des PNNs dans le cortex somatosensoriel (région |ésée) et moteur
(région la plus stimulée par I’entrainement) (Figure 39/39/40).

Une étude révele que I'entrainement physique forcé accroit le stress des animaux, par rapport a
une activité physique volontaire (Svensson et al., 2016). Or, nous savons que le stress est délétére
dans I'ischémie cérébrale, en favorisant la production de radicaux libres (Balkaya et al., 2011) et/ou
en augmentant I’hypertension (lida et al., 2005 ; Ruohonen et al., 2009). Ainsi, il est possible que les
potentiels effets bénéfiques induits par I'entrainement physique forcé soient contrebalancés par une
hausse du stress, a la différence de I’activité volontaire retrouvée au sein de I’environnement enrichi.
Afin de vérifier cette hypothése, il aurait été judicieux de mesurer le taux de corticostérone fécale
entre nos souris entrainées et non entrainées. Outre le stress, nous pouvons également imaginer que
I'intensité de notre entrainement physique n’était pas optimale pour induire un effet dans ce modele

ischémique transitoire.
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1.2 Effet protecteur d’ADAMTS-4 dans l'infarctus

L'objectif principal de cette étude était de déterminer I'implication d’ADAMTS-4 endogene dans
I'ischémie cérébrale. Nous montrons que I'absence d’ADAMTS-4 accroit la taille de I'infarctus a 24h
(+50%), aussi bien dans un modele d’ischémie focale permanente (Figure 34), que dans un modele
d’ischémie transitoire thromboembolique (Figure 35). Cet effet protecteur s"accompagne d’un retard
de la récupération fonctionnelle chez les souris déficientes en ADAMTS-4, par rapport a leurs
homologues sauvages (Figure 37). Néanmoins, ce retard n’est pas associé avec modification de la
densité ou de la composition des PNNs (Figure 39/39/40), une structure décrite pour inhiber la
récupération fonctionnelle (Pizzorusso et al., 2002, 2006 ; Madinier et al., 2014). Nous montrons ainsi
qu’ADAMTS-4 endogéne est protecteur dans l'ischémie cérébrale, en limitant la progression de
I'infarctus.

L'infarctus cérébral est causé par un cedeme cytotoxique (mort excitotoxique) (Ayata and Ropper,
2002), et un cedeme vasogénique provoqué par des processus inflammatoires, tels que I'infiltration
des macrophages (Gidday et al., 2005; Yang and Rosenberg, 2016 ; Drieu et al., 2019). Cependant,
I'injection intraveineuse d’ADAMTS-4 permet de réduire I'astrogliose et I'infiltration des macrophages
en périphérie de l'infarctus, dans un modéle ischémique permanent (Lemarchant et al., 2016a). De
maniére intéressante, Cross et collaborateurs montrent que I'ischémie cérébrale accroit le transcrit
d’ADAMTS-4 a 6 et 24h (Cross et al., 2006a). J’émets donc I'hypothése qu’ADAMTS-4 produit en
réponse a l'ischémie, réduit I'infarctus cérébral en limitant la réponse inflammatoire vasculaire et
parenchymateuse.

Afin de vérifier cette hypothese, il serait intéressant de réaliser une étude comparative du nombre
de leucocytes infiltrés a 24h, au sein et en périphérie de la lésion ischémique, entre des souris
sauvages et déficientes en ADAMTS-4. Cette analyse pourrait étre couplée a un suivi longitudinal de
I'inflammation par imagerie moléculaire. Cette méthode non invasive, repose sur la détection en IRM
de billes de fer couplées a un anticorps dirigé contre une molécule d’adhésion, telle qu’ICAM-1
(InterCellular Adhesion Molecule) ou VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) (Gauberti et al.,
2018). Afin de cibler plus spécifiquement le réle d’ADAMTS-4 sur l'infiltration des macrophages, nous
pourrions également injecter des billes de fer phagocytées par des macrophages a différents temps

post-ischémique, comme décrit par Drieu et collaborateurs (Drieu et al., 2019). Enfin, il est également
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possible d’étudier la perméabilité de la BHE en injectant du bleu Evans, ou un agent fluorescent
détecté par la suite en imagerie non invasive via le NIRF (Near Infrared Fluorescence).

Outre ces différentes idées d’expériences, nous avons débuté des analyses visant a mieux
caractériser les différents types cellulaires exprimant ADAMTS-4 dans un contexte ischémique, ainsi

gue les mécanismes responsables de cette expression.

1.2.1 Expression vasculaire d’ADAMTS-4

Au laboratoire, nous disposons de souris Adts4”" exprimant de la B-Galactosidase (B-Gal) sous le
contréle du promoteur d’ADAMTS-4. En raison de sa localisation nucléaire, la détection de cette
protéine rapportrice permet d’identifier indirectement les différents types cellulaires exprimant
ADAMTS-4. Ainsi, nous avons montré qu’en condition basale, seuls les oligodendrocytes expriment
ADAMTS-4 (Pruvost et al., 2017). Néanmoins, |'expression d’ADAMTS-4 est également observée par
les astrocytes apres une ischémie cérébrale (Zamanian et al., 2012) et les neurones dans un contexte
excitotoxique (Yuan et al., 2002). Nos observations préliminaires révelent la présence de B-Gal au sein
des vaisseaux de l'infarctus principalement entre 1 et 10 jours aprés une ischémie focale permanente
(Figure 44). La présence de B-Gal a également été observée dans quelques vaisseaux 12h apres
ischémie (données non montrées). Lischémie focale permanente pourrait donc induire une
expression vasculaire d’ADAMTS-4, entre 12 et 24h apres I'ischémie. Il serait pertinent de compléter
ces analyses pour quantifier la cinétique d’expression de la B-Gal dans la Iésion, et ceci dans nos deux
modeles d’ischémie.

De maniére intéressante, la B-Gal semble étre localisée dans les trois tuniques des vaisseaux,
suggérant une expression vasculaire d’ADAMTS-4 par différents types cellulaires (Figure 44). Ceci
serait cohérent avec I'expression du transcrit ou de la protéine ADAMTS-4 par des lignées de cellules
endothéliales et par les cellules musculaires lisses dans des tissus de patients atteints par de
I’athérosclérose (Hsu et al., 2012 ; Pelisek et al., 2015). Il serait donc intéressant de vérifier par
immunohistochimie, la présence de la B-Gal dans ces deux types cellulaires aprés une ischémie, sans

oublier I’étude d’autres types cellulaires dont les astrocytes, les neurones et la microglie.
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Figure 44 : Expression vasculaire d'ADAMTS-4 au sein de la Iésion ischémique.

A) Représentation schématique d’une souris Adts4”" exprimant de la p-Galactosidase sous le contréle du
promoteur d’ADAMTS-4. B) Immunohistochimies de la lésion ischémique quelques heures (3, 6, 12, et 24h)
et plusieurs jours (5 et 10 jours) aprés électrocoagulation de ’ACM chez la souris Adts4”; révélant la
B-Galactosidase (en rouge) et la lame basale des vaisseaux (Col IV, en bleu). Echelle de 50 pm.

1.2.2 Régulation de I'’expression vasculaire d’ADAMTS-4

Nos données préliminaires suggerent qu’ADAMTS-4 est exprimée par les vaisseaux de l'infarctus
cérébral. Cette expression pourrait étre régulée par deux grands mécanismes cellulaires de I'ischémie,
a savoir I'excitotoxicité et I'inflammation (Dirnagl et al., 1999 ; Khoshnam et al., 2017). En effet, Yuan
et collaborateurs démontrent que I’excitotoxicité, induite par une injection intraparenchymateuse de
kainate, accroit I'expression transcriptionnelle d’ADAMTS-4 dans plusieurs régions cérébrales, dont le
cortex (Yuan et al., 2002). De plus, nos travaux préliminaires suggerent qu’une injection de LPS
(1mg/ml) dans le péritoine accroit non seulement I'expression d’ADAMTS-4 dans le cortex, mais

conduit également a une expression vasculaire (Figure 45).



Figure 45 : L'inflammation induit I’expression vasculaire d’ADAMTS-4.

Immunohistochimies du cortex moteur, dirigées contre la B-Galactosidase (en rouge), la lame basale
(Col IV, en vert) et les fibroblastes des méninges (Vimentine, en cyan), 24 heures aprées injection
intrapéritonéale de sérum physiologique (contréle) ou de LPS (1mg/ml), chez des souris Adts4”". Les
fleches blanches désignent les différentes localisations de la B-Galactosidase au sein de la paroi vasculaire.
Echelle de 50 pm.

1.2.3 ADAMTS-4 et inflammation : une boucle de rétrocontréle potentielle ?

Précédemment, j’ai émis I’hypothése selon laquelle ADAMTS-4 endogéne limite la progression de
I'infarctus en réduisant l'infiltration des macrophages dans le parenchyme. De maniére intéressante,
nos données préliminaires confortent cette hypothese. En effet, nous venons de voir que
I'inflammation participe a I'expression vasculaire d’ADAMTS-4. Outre le LPS, plusieurs cytokines pro-
inflammatoires (TNF, IFN-y et IL-1) sont décrites pour augmenter I'expression d’ADAMTS-4, par les
macrophages et les astrocytes (Cross et al., 2006b, 2006a ; Wagséter et al., 2008 ; Ashlin et al., 2013
; Ren et al, 2013). Linflammation apparalt donc comme un mécanisme crucial pour accroitre
I'expression d’ADAMTS-4. Si mon hypothése est exacte, il pourrait exister une boucle de
rétrocontrole, dans laquelle I'inflammation régule I'expression d’ADAMTS-4, notamment vasculaire,

afin que cette derniére limite l'infiltration des macrophages au sein de la lésion ischémique.

1.2.4 Le versican vasculaire : une cible enzymatique d’ADAMTS-4 dans I'ischémie ?

A ce jour, le versican est le seul CSPG a avoir été observé au sein des vaisseaux (Stanton et al.,
2011). Dans un modele de sclérose en plaques, I'expression du versican (VO et V1) est accrue et facilite

Iinfiltration des leucocytes au sein de la moelle épiniére (Stephenson et al., 2018). Nous pouvons
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donc envisager qu’ADAMTS-4 limite I'infiltration des macrophages dans I'ischémie (Lemarchant et al.,
2016a), en dégradant le versican (VO et V1) des vaisseaux. Afin de vérifier cette hypotheése, nous
pourrions mesurer |'intensité de marquage de versican (VO et V1) au sein des vaisseaux de I'infarctus

entre nos deux souches de souris.

1.2.5 Un effet indépendant de la dégradation des PNNs ?

Nous avons voulu déterminer si ADAMTS-4 endogeéne, seule ou couplée a une rééducation
intensive, module la dégradation des PNNs dans la phase tardive des AVC ischémiques. En effet, les
effets de I'environnement enrichi sur la dégradation des PNNs aprés une ischémie, s’accompagnent
d’une augmentation de I'activité de protéases matricielles (Quattromani et al., 2018). Nos données
montrent que I'absence d’ADAMTS-4 ne modifie pas la densité et la composition des PNNs dans la
phase tardive des AVC ischémiques. Néanmoins, il est possible que notre analyse soit trop tardive
pour observer une dégradation des PNNs. En effet, Karetko et collaborateurs montrent que I'ischémie
cérébrale réduit le nombre de PNNs péri-lésionnels entre le 1°" et le 7°™ jour post-ischémique. Au-
deld du 7°™ jour, le nombre de PNNs augmente progressivement, suggérant alors la formation de
nouveaux PNNs (Karetko-Sysa et al., 2011). Il serait donc intéressant de comparer la densité des PNNs
péri-lésionnels sur les 7 premiers jours post-ischémiques, entre nos deux souches. Cette idée est
confortée par I'augmentation de I'expression protéique d’ADAMTS-4 a 3, 5 et 8 jours aprés une
ischémie cérébrale (Cross et al., 2006a ; Lemarchant et al.,, 2016a), ainsi que par nos données

préliminaires sur I’expression vasculaire d’ADAMTS-4 a des temps plus précoces.
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2. Implication d’ADAMTS-4 dans I’AVC hémorragique : les anévrismes intracraniens

Une étude du laboratoire montre que le tPA endogéene participe a la formation des anévrismes
intracraniens (Al), via son activité protéolytique. Des observations immunohistochimiques ont
également permis de révéler une forte présence de tPA au sein de la paroi anévrismale (Labeyrie et
al., 2017). Comme nous l'avons vu précédemment, a forte concentration, le tPA peut cliver la forme
zymogene d’ADAMTS-4 (Lemarchant et al., 2014). Au vu de nos données préliminaires sur I'expression
vasculaire d’ADAMTS-4 en condition inflammatoire, nous avons voulu déterminer si ADAMTS-4

participe a la formation et/ou la rupture des Al.

2.1 Présentation des Al

Les Al correspondent a des dilatations de la paroi artérielle, provoquées par une perte de la lame
élastique interne et par I'apoptose des cellules musculaires lisses qui forment la media. Touchant 2 a
5% de la population générale, la complication la plus redoutée des Al est leur rupture, souvent
associée a une hémorragie sous-arachnoidienne. Bien que la plupart des Al restent silencieux, la
rupture anévrismale conduit a une mortalité dans 50% des cas et une morbidité de 30 a 50% chez les
survivants (Texakalidis et al., 2019). A ce jour, les seules approches thérapeutiques sont
extravasculaires par la pose chirurgicale d'un clip ou endovasculaires en remplissant la poche
anévrismale de coils. Bien qu’efficaces, ces deux approches comportent également un risque non
négligeable de morbidité (Chalouhi et al., 2013 ; Taheri et al., 2015).

Les mécanismes a 'origine de la formation, la croissance et la rupture des Al restent encore mal
connus. Néanmoins, plusieurs études démontrent que l'inflammation serait le principal facteur
responsable de la pathogenése des Al (Frosen et al., 2004 ; Kanematsu et al., 2011). L’hypothese
générale suggére que I'inflammation est induite par les forces hémodynamiques qui agressent la paroi
vasculaire. L'inflammation permettrait alors la dégradation de la lame basale via les MMPs, tout en
favorisant I'apoptose des cellules musculaires lisses (Aoki et al., 2007 ; Chalouhi et al., 2013 ;

Texakalidis et al., 2019).

2.2 ADAMTS-4 : un effet bénéfique dans la formation et/ou rupture des Al ?

Afin d’étudier le role d’ADAMTS-4 endogene dans la pathogenése des Al, nous avons réalisé un

modele d’Al sporadique chez des souris sauvages et déficientes en ADAMTS-4. Ce modeéle consiste a
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dégrader la lame basale en injectant de I’élastase dans la citerne basale, et a augmenter
I’hypertension via I'implantation sous cutanée d’'une pompe osmotique remplie d’Angiotensine |l
(Nuki et al., 2009). Nos données montrent que I'absence d’ADAMTS-4 réduit significativement le taux
de mortalité provoquée par la rupture d’Al (-30%). De plus, le nombre de souris formant des Al est
nettement inférieur chez les souris déficientes en ADAMTS-4 par rapport aux souris controles (-51%).
Parmi les souris formant des Al, 80% d’entre elles présentent un Al rompu contre 20% de non rompu,
et ce, pour les deux souches. De plus, le nombre moyen d’Al formés entre nos deux souches est

identique (Figure 46). Ainsi, dans la pathologie anévrismale, ADAMTS-4 serait délétére en favorisant

la formation des Al.
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Figure 46 : L'absence d'ADAMTS-4 réduit la formation des Al.

A) Représentation schématique du modeéle d’Al chez la souris, qui consiste en une injection d’élastase dans
la citerne basale droite couplée a une implantation sous cutanée d’une pompe osmotique remplie
d’Angiotensine II. B) Pourcentage de mortalité provoquée par la rupture d’Al chez les souris Adts4*/* et
Adts4”". (Test de Mantel-Cox, * : p<0,05 ; n=14 pour les souris Adts4*/* et n=13 pour les souris Adts4”").
C) Acquisition IRM obtenue par une séquence pondérée améliorée pour le contraste T1 3D. Les fleches de
chaque couleur désignent 'emplacement d’un Al sacciforme dans 3 axes différents. D) Pourcentage du
nombre de souris Adts4*/* et Adts4” présentant une rupture d’Al, un ou plusieurs Al non rompus et aucun
Al sur 28 jours. E) Nombre moyen d’Al chez les souris avec au minimum un Al. (Moyenne % SD ; Mann-
Whitney, p>0,05 ; n=9 pour les souris Adts4*/* et n=4 pour les souris Adts4™).
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Afin de compléter nos résultats, nous pourrions évaluer la contribution d’ADAMTS-4 circulant en
augmentant son taux, en utilisant une méthode de transfection hydrodynamique avant d’induire le
modele d’Al. La transfection hydrodynamique permet de transfecter in vivo les hépatocytes par un
plasmide codant pour une protéine d’intérét, afin d’augmenter de maniére constante et stable la
synthése de cette protéine (Anfray et al.,, 2019). Nous pourrions alors vérifier si I'incidence des Al est
plus élevée chez les souris surexprimant ADAMTS-4 par rapport a des souris controles. Dans le méme
principe, nous pourrions charger nos pompes osmotiques avec de I’Angiotensine Il et de ’ADAMTS-4
recombinant. Cette méthode de diffusion d’ADAMTS-4 a déja été utilisée et s’est avérée efficace dans
un modele de traumatisme médullaire (Tauchi et al., 2012).

De maniére intéressante, I'effet délétere d’ADAMTS-4 endogéne dans la formation des Al est
similaire a celui de MMP-9. En effet, I'incidence des Al chez les souris déficientes en MMP-9 est réduite
de 57% par rapport a des souris sauvages. L'utilisation d’un inhibiteur a la large spectre de MMPs (la
doxycycline) réduit, quant a elle, I'incidence de 85% (Nuki et al., 2009). Nos données sont également
cohérentes avec celles de Ren et collaborateurs, qui montrent qu’ADAMTS-4 endogéne favorise le
développement des anévrismes aortiques en dégradant le versican des vaisseaux, en facilitant

Iinfiltration des leucocytes et en participant a I'lapoptose (Ren et al., 2017).

2.2.1 Un mécanisme d’action commun d’ADAMTS-4 pour tous les anévrismes ?

Au vu des résultats de Ren et collaborateurs, il serait judicieux de vérifier si les mécanismes
d’action d’ADAMTS-4 dans la pathogenése anévrismale aortique, s’applique aussi aux Al (Ren et al.,
2017). Afin de répondre a cette question, nous avons entrepris une analyse préliminaire visant a
observer I'expression d’un fragment vasculaire de versican (VO et V1) produit par le clivage des
ADAMTS-1, -4 et -5. Il est possible de cibler ce fragment en immunohistochimie, en utilisant un
anticorps dirigé contre la séquence d’acide aminée (DPEAAE) retrouvée en amont du site de clivage
des ADAMTS sur versican. Dans nos deux génotypes, cet anticorps révele une accumulation massive
du fragment de versican (VO et V1) dans la paroi anévrismale, reconnaissable par I'absence des

cellules musculaires lisses et I’altération de la lame basale (Figure 47).



- Discussion

100 pm

Control Artery

Aneurysm

100 pm

Figure 47 : Accumulation d’un fragment de versican dans la paroi vasculaire.

Analyses immunohistochimiques dirigées contre un fragment de versican (Versican neo, en rouge), les
cellules musculaires lisses (SMA, en vert), la lame basale (Col IV, en cyan) sur une artére cérébrale saine et
sur un Al chez la souris. Les noyaux sont révélés par le Dapi (en bleu). Echelle de 100 pm.

Il serait nécessaire de constituer une banque protéique d’artéres saines et d’Al, issus de souris
sauvages et déficientes en ADAMTS-4. Cette banque permettrait de confirmer les observations
immunohistochimiques et de comparer la quantité du fragment de versican (VO et V1) par rapport a
sa forme compléte. Ainsi, nous pourrions déterminer si cette accumulation du fragment est due a une
surexpression de la forme compléte de versican. En paralléle, nous pourrions également quantifier la
caspase-3 par immunoempreinte et réaliser un test TUNEL entre nos deux génotypes. Cette mesure
de I'apoptose nous permettrait d’avoir une idée de I'implication d’ADAMTS-4 dans la dégénérescence
des cellules musculaires lisses. Finalement, nous pourrions quantifier par immunohistochimie le

nombre de leucocytes au sein et en périphérie des Al entre des souris Adts4*/* et Adts4™-.

2.2.2 Expression d’ADAMTS-4 dans les Al

Nous nous sommes également penchés sur |'expression d’ADAMTS-4 dans la pathologie
anévrismale. En ciblant la B-Gal dans des Al formés chez des souris Adts4”-, nos données révélent pour
la premiére fois, la présence d’ADAMTS-4 au cceur et en périphérie des Al (Figure 48). Au sein des Al,
la B-Gal est retrouvée dans des cellules plates et allongées, caractéristiques des cellules endothéliales.

Malheureusement, l'utilisation de différents anticorps marquant les cellules endothéliales en
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conditions basales (VWF et CD31), s’est avérée inefficace pour confirmer cette expression
endothéliale. Nous observons également une expression périphérique de la B-Gal par les fibroblastes
reconnus ici par un anticorps anti-vimentine. Cette accumulation de fibroblastes témoigne de la mise
en place d’une fibrose (Marbacher et al., 2014). De maniéere intéressante, ce profil d’expression est

trés similaire a celui observé chez les souris injectées au LPS (Figure 45).
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Figure 48 : ADAMTS-4 est exprimée au cceur et en périphérie des Al.
Immunohistochimies dirigées contre le facteur de Von-Willebrand (VWF, en vert), les fibroblastes
(Vimentine, en cyan) et la B-Galactosidase (en rouge) sur des Al issus de souris présentant une rupture
d’Al. Les noyaux sont révélés par le Dapi (en bleu). Echelle de 100 pum.

Ruptured IA mice

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’action d’ADAMTS-4 dans la pathogenése
anévrismale, il serait intéressant d’identifier si I’expression vasculaire d’ADAMTS-4 précede celle des
Al, ousi a l'inverse, la formation des Al précede celle d’ADAMTS-4. En raison du caractére sporadique
et du faible nombre de souris Adts4”- formant des Al, nous n’avons pas réussi a trouver d’Al en
formation caractérisée par une prolifération des cellules musculaires lisses (Kosierkiewicz et al., 1994),
et ce, malgré des analyses immunohistochimiques sur les cerveaux de souris prélevés 2 et 5 jours

apres l'induction du modele d’Al.
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2.3 ADAMTS-4 : un marqueur prédictif des Al en clinique ?

Plusieurs études démontrent que la concentration sanguine d’ADAMTS-4 augmente chez des
patients victimes d’athérosclérose ou d’anévrismes aortiques thoraciques (Zha et al., 2010 ; Chen et
al.,, 2011 ; Ren et al., 2013 ; Li et al., 2017). Sachant qu’ADAMTS-4 est exprimée par les Al, nous nous
sommes demandés si le taux plasmatique d’ADAMTS-4 pouvait servir de biomarqueur dans la
détection des Al. Afin de répondre a cette question, une étude clinique a débuté au CHU de Caen,
grace au soutien financier de la Fondation Planiol. Cette étude vise a mesurer par ELISA le taux
plasmatique d’ADAMTS-4, de patients hospitalisés pour une prise en charge d’un Al. A ce jour, environ
25 échantillons plasmatiques ont été prélevés chez des patients présentant une rupture d’Al et

15 échantillons chez des patients présentant un ou plusieurs Al non rompus.

2.4 ADAMTS-4 : une protéase d’intérét pour les AVC

Mes travaux de thése montrent qu’ADAMTS-4 joue un réle a la fois protecteur et délétére pour
les AVC. En effet, nous venons de voir qu’un plus grand nombre de souris forme des Al en présence
d’ADAMTS-4. A 'inverse, sa présence durant la phase aigiie des AVC ischémiques réduit 'infarctus
cérébral. De maniere intéressante, I'inflammation semble jouer un r6le crucial dans I’expression et
les fonctions d’ADAMTS-4. En effet, tandis que Ren et collaborateurs montrent qu’ADAMTS-4 favorise
I'infiltration des leucocytes a la fois in vitro et dans un modéle d’anévrismes aortiques (Ren et al.,
2013, 2017), Lemarchant et collaborateurs montrent que I'injection intraveineuse d’ADAMTS-4 réduit
I'infiltration des macrophages et le nombre d’astrocytes en périphérie de la lésion ischémique
(Lemarchant et al., 2016a). L'ambivalence de ces effets place ADAMTS-4 comme une actrice clef des
AVC et I'étude de ses différents mécanismes d’action pourrait permettre le développement de

nouvelles stratégies thérapeutiques.
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3. Le tPA originaire des interneurones a parvalbumine contrdle le remodelage des

réseaux périneuronaux (étude 2)

3.1 Expression du tPA au sein du SNC
3.1.1 AAV-Plat-GFP : une nouvelle approche moléculaire pour étudier le tPA

Au sein du SNC, I'expression du tPA est originaire de divers types cellulaires, dont les neurones
(Siao et al., 2003 ; Louessard et al., 2016). En raison de son transport vésiculaire le long des dendrites
et des axones, la caractérisation des différentes populations neuronales impliquées dans la synthése
du tPA est compliquée et imprécise. A ce jour, les approches ayant permis de contourner cette limite,
ont consisté a bloquer le transport axonal du tPA via I’utilisation de colchicine, ou a utiliser des souris
transgéniques exprimant de la B-Galactosidase sous contréle du promoteur Plat (Louessard et al.,
2016 ; Stevenson and Lawrence, 2018).

Dans notre seconde étude, nous avons choisi d’utiliser une approche virale afin de caractériser les
populations neuronales exprimant le tPA. Ainsi, I'injection d’AAV-9 codant pour une protéine GFP
sous controle du promoteur Plat (AAV-Plat-GFP) dans le gyrus denté de I’hippocampe, révéele une
expression du rapporteur GFP par les cellules granulaires et les fibres moussues. Par ailleurs, nous
observons une co-localisation entre I'expression du rapporteur GFP et le marquage anti-tPA dans les
fibres moussues. Ces observations sont en accord avec les données de la littérature (Louessard et al.,
2016 ; Stevenson and Lawrence, 2018), validant la spécificité de notre AAV-Plat-GFP (Figure 1 de

I’article).

3.1.2 Expression du tPA par les interneurones PV enveloppés de PNNs

Nous avons cherché a caractériser les types cellulaires exprimant le tPA dans le cortex
somatosensoriel, une région dans laquelle la détection immunohistochimique du tPA n’est possible
gu’avec un traitement a la colchicine. Ainsi, I'injection des AAV-Plat-GFP dans cette région révele que
seuls les neurones expriment le rapporteur GFP. En effet, ni les astrocytes et ni la microglie
n’expriment le rapporteur GFP en condition physiologique ou suite a I'injection de LPS dans le cortex
somatosensoriel (Figures 2/S1 de I'article). Alves et collaborateurs montrent via un vecteur exprimant

de la GFP sous contréle d’un promoteur ubiquitaire, que seuls les neurones et les astrocytes peuvent
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étre infectés par les AAV-9 (Su et al.,, 2016). Ainsi, par cette approche, nous montrons que les
astrocytes n’expriment pas le tPA, a la différence des neurones.

Par la suite, nous avons cherché a identifier les sous-types neuronaux exprimant le tPA. Nos
analyses immunohistochimiques révelent que 37% des neurones infectés exprimant le rapporteur
GFP sont GABA positifs, dont 27% d’interneurones PV (Figures 2 de I’article). L’expression du tPA par
les interneurones PV a ensuite été confirmée par de I'électrophysiologie couplée a de la single-cell RT-
PCR, sur des neurones issus des couches IV et V du cortex visuel (Figure 3 de I'article).

En dehors des interneurones PV, la littérature rapportent que deux familles d’interneurones
expriment du tPA, a savoir les interneurones a somatostatine ou a VIP (Fredriksson et al., 2015 ;
Stevenson and Lawrence, 2018). En raison du manque de spécificité de nos anticorps, nous n’avons
pas pu vérifier si les 10% restants de neurones GABA positifs exprimant le rapporteur GFP
appartiennent a I'une ou l'autre de ces deux familles. En dehors des interneurones, nous observons
également une expression du tPA par des neurones excitateurs marqués par Thrl (Figure S2 de
I’article), en accord avec I'étude de Louessard et collaborateurs (Louessard et al., 2016).

Comme nous l'avons décrit auparavant, les PNNs enveloppent majoritairement les interneurones
PV (Kosaka and Heizmann, 1989 ; Lith et al., 1992 ; Rossier et al., 2015). Nous avons donc cherché a
déterminer si les interneurones exprimant le rapporteur GFP sont enveloppés de PNNs, et nous
montrons que c’est le cas pour 76% des neurones (Figures 2 de I’article). Ainsi, nos données montrent

pour la premiére fois que les interneurones enveloppés de PNNs expriment du tPA.

3.2 Le tPArégule la dégradation des PNNs, via la conversion du plasminogene en plasmine
3.2.1 Invivo

Afin d’étudier le réle du tPA endogéne sur la modulation des PNNs in vivo, nous avons généré une
nouvelle souche de souris transgéniques sélectivement déficientes en tPA dans les interneurones PV
(cKO : tPA Flox**; PV Cre*), en croisant des souris tPA Flox*/* avec des souris exprimant de la Cre
sous contréle d’un promoteur spécifique a la parvalbumine. En comparant cette nouvelle souche a
des souris controles (tPA Flox”" ; PV Cre*/"), nous observons dans le cortex somatosensoriel un nombre
identique d’interneurones PV entourés de PNNs. Nos analyses réveélent cependant une intensité plus

importante du marquage WFA, associée a la présence d’une population de PNNs a la structure plus
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dense chez les cKO, par rapport aux souris controles (Figure 4 de I'article). Ainsi, I'labsence de tPA
spécifiguement dans les interneurones PV affecte la structure des PNNs.

Pour observer les PNNs du cortex somatosensoriel, nous nous sommes servis de la lectine WFA.
Cette lectine reconnait spécifiguement les chaines CS-GAG des CSPGs, retrouvées au sein des PNNs
(Berretta et al., 2015). Néanmoins, il existe une variabilité importante du nombre de chaines CS-GAG
en fonction du CSPG, pouvant aller de trois chaines pour le brevican a cent chaines pour I'aggrecan
(Stanton et al., 2011) (Figure 4). Il serait donc intéressant de vérifier si la composition en CSPGs varie

en fonction des différentes populations de PNNs observées chez nos souris.

3.2.2 Invitro

Dans un modele de culture enrichie en interneurones, nous montrons que la plasmine et non le
tPA seul permet la dégradation des PNNs in vitro. Nous retrouvons des résultats similaires en présence
de plasminogéne. De maniéere intéressante, le plasminogene ne permet pas la dégradation des PNNs
dans des cultures issues de souris déficientes en tPA. Ainsi, ces données suggérent que le tPA produit
par les interneurones, régule la dégradation des PNNs en présence de plasminogéne (Figure 5 de

I'article).

3.2.2.1 La plasmine dégrade les PNNs par le clivage d’aggrecan

Par la suite, nous avons cherché a élucider ce mécanisme de dégradation. Nous avons pu mettre
en évidence au sein des PNNs in vitro, la présence de deux composants indispensables a leur structure,
a savoir I’AH et I'aggrecan (Figure S3 de I'article). De maniére intéressante, I'administration de
plasmine réduit le marquage d’aggrecan au sein des PNNs in vitro. Ces données sont confortées par
des tests caractérisant le clivage d’aggrecan recombinant. En effet, la plasmine clive le corps protéique
d’aggrecan entre les domaines G1 et G2 via deux sites de clivages différents (Figure 6 de I’article).
L'un des sites (générant les fragments de 65 et 55 kDa) semble correspondre au site prédictif proposé
par Kiani et collaborateurs (Kiani et al., 2002). Cette expérience a été réalisée grace a une protéine
recombinante d’aggrecan correspondant uniqguement a ses domaines G1-G2. Ainsi, il est donc

probable que la plasmine possede plus de deux sites de clivage pour aggrecan.
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Nous n’excluons pas la possibilité que cette dégradation passe également par le clivage des autres
CSPGs. En effet, il a été démontré que la plasmine clive aussi le neurocan, le versican (VO etV1) et le
phosphacan (Wu et al., 2000 ; Kenagy et al., 2002). De plus, tous ces CSPGs sont exprimés par les
neurones (Tableau 2). Il serait donc intéressant de vérifier la présence de ces CSPGs au sein de nos

PNNs in vitro en présence ou non de plasmine, par immunocytochimie.

3.2.2.2 Une dégradation directe et indirecte des PNNs par la plasmine ?

Afin de consolider nos données sur la dégradation des PNNs par la plasmine, nous avons cherché
a vérifier si ce mécanisme est (in)dépendant des MMPs. En plus d’étre exprimées par les neurones
(Gottschall and Deb, 1996), les MMPs sont également activées par la plasmine (Hahn-Dantona et al,,
1999 ; Davis et al., 2001 ; Monea et al., 2002). Dans nos cultures, la plasmine dégrade aussi bien les
PNNs en présence ou non de TIMP-3 (un inhibiteur a large spectre des MMPs et des ADAMTS)
(Figure S5 de l'article), suggérant un mécanisme de dégradation indépendant des MMPs et des
ADAMTS. Néanmoins, il est possible que la concentration de la plasmine soit trop élevée et masque
un effet des MMPs. Il serait donc intéressant de renouveler I’expérience de dégradation en présence
ou non de TIMP-3, en utilisant une concentration plus basse de plasmine.

Outre une expression neuronale, les MMPs peuvent aussi étre exprimées par les astrocytes
(Gottschall and Deb, 1996). Les astrocytes sont notamment décrits pour servir de surface d’activation
du plasminogéne en plasmine, et peuvent réguler la concentration de tPA par un mécanisme
d’endocytose et de libération (Briens et al., 2017). Afin de déterminer si la plasmine peut a la fois
dégrader les PNNs directement et indirectement via I'activation des MMPs, il serait intéressant de
réitérer nos expériences de dégradation en présence de TIMP-3, en utilisant cette fois-ci des cultures
mixtes de neurones et d’astrocytes.

En dehors des MMPs, les ADAMTS sont connues pour cliver les CSPGs (Howell and Gottschall,
2012). De maniére intéressante, le tPA, a forte concentration, clive la forme zymogéene d’ADAMTS-4
(Lemarchant et al., 2014). Ainsi, dans un contexte pathologique, le tPA pourrait réguler la dégradation
des PNNs par la plasmine (voie directe), qui elle-méme pourrait activer les MMPs (voie indirecte)

et/ou par I'activation d’ADAMTS-4 (voie indirecte) (Figure 49).
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Figure 49 : Systéme potentiel de régulation du tPA sur la dégradation des PNNs.

3.2.3 Expression du plasminogéne

Comme nous venons de le voir, le tPA produit dans nos cultures d’interneurones régule la
dégradation des PNNs, en convertissant le plasminogene en plasmine. In vivo, I'absence de tPA
spécifiguement dans les interneurones PV favorise la formation de PNNs a la structure plus dense. De
maniére intéressante, I'expression du plasminogéne est réalisée par les neurones pyramidaux et
potentiellement les interneurones PV (Lochner et al., 1998, 2006 ; Lenoir et al., 2019). Je pense donc
gu’en absence de tPA synthétisé par les interneurones PV, la conversion du plasminogéne en plasmine
est localement réduite, ce qui favorise la formation de PNNs aux structures denses. A I’heure actuelle,
nos données in vitro ne sont pas en faveur de cette hypothése. En effet, I'administration seule
d’aprotinine (un inhibiteur de la plasmine a large spectre) n’accroit pas le marquage des PNNs révélés
par la lectine WFA, aprés 24h d’incubation. Cet effet pourrait étre lié a la faible activité de la plasmine
retrouvée dans nos cultures d’interneurones (Figure 5 de I’article). Afin de vérifier si la source
d’expression principale du plasminogéene est les neurones pyramidau, il serait judicieux de comparer
I'activité enzymatique du plasminogéne dans nos cultures avec celle mesurée sur des cultures de

neurones corticaux enrichies en neurones excitateurs.
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3.3 Implication du tPA dans les fonctions physiologiques des PNNs
3.3.1 Plasticité cérébrale

Comme nous l'avons vu précédemment, plusieurs éléments montrent un réle dans tPA dans la
période critique du cortex visuel. En effet, I'absence de tPA dans le cortex visuel induit une réduction
de la dominance oculaire (OD), en réponse a une privation monoculaire (MD) (Mataga et al., 2002).
Des résultats identiques sont observés chez les souris déficientes en plasminogene (Mataga et al.,
2004). De maniére intéressante, une MD induit non seulement un remodelage (intensité et taille) des
PNNs (Kelly et al., 2015), mais accroit également I'activité du tPA (Mataga et al., 2002). Au vu de ces
informations, j"émets I’hypothése selon laquelle le tPA et la plasmine participe au remodelage des
PNNs immatures afin d’induire un décalage de I'OD en réponse a une MD. Il serait donc relevant
d’étudier la morphologie des PNNs dans le cortex visuel en réponse a une MD, chez des souris
sauvages, déficientes en tPA (KO) et cKO. La comparaison des souris KO et cKO permettrait alors
d’identifier I'implication du tPA synthétisé par les interneurones PV.

Chez I'adulte, les PNNs retreignent la plasticité cérébrale (Pizzorusso et al., 2002), en limitant
notamment la synaptogenése et la mobilité des épines dendritiques (Pyka et al., 2011 ; Orlando et al.,
2012 ; De Vivo et al., 2013). Nous montrons que les souris déficientes spécifiguement en tPA dans les
interneurones PV présentent une population de PNNs plus denses dans le cortex somatosensoriel que
leurs homologues sauvages. |l serait donc intéressant d’étudier par microscopie confocale la mobilité

des épines sur les interneurones PV chez des souris adultes issues de nos deux lignées.

3.3.2 Régulation de I'activité neuronale

De maniére intéressante, les PNNs régulent I'excitabilité neuronale en augmentant la fréquence
des décharges des interneurones PV (Slaker et al., 2015 ; Balmer, 2016). Cette régulation pourrait étre
liée aux propriétés polyanioniques des PNNs (Briickner et al., 1993). En effet, en raison de leur
structure riche en sucres chargés négativement, les PNNs pourraient agir comme des réservoirs a
cations favorisant la dépolarisation des interneurones FS-PV (Hartig et al., 1999). Il serait donc
intéressant de réaliser des enregistrements électrophysiologiques entre nos deux lignées de souris,
afin de vérifier si la fréquence de décharges des interneurones PV est accrue chez nos souris cKO

présentant une population de PNNs plus dense.
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3.3.3 Neuroprotection
3.3.3.1 Face au stress oxydatif

Outre des effets inhibiteurs, les PNNs pourraient étre neuroprotecteurs face au stress oxydatif
(Reinert et al., 2003 ; Morawski et al., 2004 ; Cabungcal et al., 2013). Suttkus et collaborateurs
montrent que la délétion de certains composants des PNNs accroit les Iésions induites par I'injection
de chlorure de fer (FeCls) (Suttkus et al., 2014). Ainsi, en injectant du chlorure de fer dans le cortex
somatosensoriel, nous pourrions déterminer si les souris cKO présentent des lésions réduites par
rapport a leurs homologues sauvages, suggérant alors que I'effet protecteur des PNNs dépend de la

densité de leur structure.

3.3.3.2 Face a I'excitotoxicité

Le laboratoire a montré que le sc-tPA (tPA simple chaine) est capable de cliver la sous-unité GluN1
des récepteurs NMDA, ce qui potentialise I'influx calcique au sein des neurones. Ainsi, dans des
modeles d’excitotoxicité par administration de NMDA, le sc-tPA accroit la mort neuronale induite par
I’administration de NMDA (Nicole et al., 2001 ; Parcq et al., 2012) (Figure 24). De récentes études
suggerent la présence de récepteurs NMDA sur les interneurones PV, avec un réle, par exemple, dans
la régulation des rythmes gamma (Carlén et al., 2012 ; Picard et al., 2019 ; Hudson et al., 2020). Dans
notre modeéle de cultures enrichie en interneurones, nous montrons la présence des récepteurs

NMDA au niveau des interneurones PV, en ciblant la sous-unité GIuN2B (Figure 50).

Figure 50 : Expression de la sous-unité GIuN2B des récepteurs NMDA dans les interneurones PV.
Immunocytochimie dirigée contre les interneurones PV (en magenta) et la sous-unité GIuN2B (en cyan)
sur des cultures d’interneurones a DIV14. Echelle de 10 pm.



- Discussion

Par la suite, nous avons cherché a déterminer si 'administration de tPA potentialise la mort
excitotoxique induite par du NMDA, dans nos cultures d’interneurones. L'influence des PNNs a
également été étudiée par I'ajout ou non de chABC. Nous montrons que I'administration de tPA
potentialise la mort excitotoxique induite par le NMDA (+33,33% en présence de PNNs et 65% sans
PNNs), sur des cultures d’interneurones. Néanmoins, nous n’observons pas de différence significative

entre la condition NMDA et celle prétraitée a la chABC (Figure 51).
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Figure 51 : Le tPA potentialise la mort excitotoxique dans des cultures d’interneurones.

Les cultures d’interneurones ont été pré-traitées a la ChABC pendant 24h. Les cellules ont ensuite été
rincées et traitées au NMDA (25 uM) et au tPA (300 nM) pendant 18h. A) Acquisitions des cultures
d’interneurones aprés administration des différents traitements. B) Quantification de la LDH (Lactate
déshydrogénase) a partir du milieu de culture (Moyenne + SD; Test de Dunn, ## : p<0,01, #i# :
p<0,001 (par rapport au contréle) et * : p<0,05 ; *** : p<0,001 (par rapport au traitement NMDA) ; n=20 a
partir de 5 expérimentations différentes).

En réalité, il est difficile de déterminer siles PNNs protegent ou non contre I’excitotoxicité in vitro.
En effet, nos cultures possédent différents sous-types d’interneurones comprenant au minimum des
interneurones a somatostatine (Franchi et al., 2018) et des interneurones PV (données de I'étude 2).
Ainsi, les interneurones PV enveloppés de PNNs ne représentent qu’une partie du nombre de cellules
mesurées par la LDH (Lactate déshydrogénase). Afin de compléter notre expérience, il serait
intéressant de mesurer I'influx calcique en fonction de nos différents traitements. Afin de cibler
précisément les interneurones PV en imagerie calcique, nous pourrions transfecter des cellules issues
de souris Pv-Cre** par un plasmide codant pour une sonde calcique (GCamp) inductible par le

recombinase Cre.
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3.4 Implication du tPA dans les fonctions pathologiques des PNNs

Comme nous l'avons vu, la dégradation des PNNs représente un intérét thérapeutique majeur
pour améliorer la récupération fonctionnelle dans diverses pathologies, dont les AVC ischémiques. En
effet, une déplétion des PNNs en périphérie de l'infarctus est observée dans plusieurs modeéles
expérimentaux (Hobohm et al., 2005 ; Hartig et al., 2017 ; Dzyubenko et al., 2018). Quattromani et
collaborateurs démontrent que I’environnement enrichi favorise la dégradation des PNNs en
périphérie de la |ésion et améliore la récupération fonctionnelle aprés un AVC ischémique. Ces effets
s’accompagnent notamment par une augmentation de I'expression de plusieurs protéases, dont le
tPA (Quattromani et al., 2018). Nous pourrions donc envisager d’étudier la contribution du tPA et de
la plasmine dans la dégradation des PNNs aprés une ischémie cérébrale, entre des souris déficientes
en tPA (KO) et sauvages. Néanmoins, en raison de I'expression de ces deux protéases dans le
compartiment vasculaire (Collen and Lijnen, 1991), une des limites que nous pourrions rencontrer est
I'influence du tPA et du plasminogéne vasculaire dans le cas d’une ouverture de la BHE. En réalité,
cette limite s’applique dans toutes les pathologies inflammatoires ou I'on observe une ouverture de
la BHE. Afin de nous affranchir de cette limite, il pourrait s’avérer intéressant d’utiliser des souris
déficientes en plasminogene spécifiquement dans le compartiment vasculaire.

Outre les AVC ischémiques, nous pourrions également nous intéresser au réle du tPA sur la
dégradation des PNNs, en réponse aux crises épileptiques. Dans une modeéle expérimental, I'induction
d’une crise épileptique provoque la déplétion des PNNs enveloppant les interneurones PV corticaux
et hippocampiques (McRae and Porter, 2012 ; Pollock et al., 2014). De maniere intéressante, les crises
épileptiques augmentent |’expression transcriptionnelle du tPA dans I’hippocampe (Qian et al., 1993).
De plus, I'absence de tPA accroit la résistance des souris a la survenue des crises épileptiques, induite

par I'injection de kainate ou de pentylénetétrazole (Tsirka et al., 1995).

3.5 Roéle du tPA exprimé par les interneurones PV

Afin d’identifier le réle du tPA exprimé par les interneurones PV, nous avons débuté une analyse
phénotypique entre des souris cKO (tPA Flox*’* ; PV Cre*/") et leur contrdles (tPA Flox” ; PV Cre*/"), via
I'open-field (anxiété et motricité) et le labyrinthe de Barnes (mémoire spatiale). Ces tests ont été

choisis en fonction des différents phénotypes observés chez les souris déficientes en tPA (KO)
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(Calabresi et al., 2000 ; Benchenane et al., 2007 ; Obiang et al., 2012) (cf 3.4.2.4 Les processus
cognitifs).

Nous montrons que les souris cKO parcourent, pour une méme durée, plus de distance que les
souris contrdles en périphérie de I'open-field. Nous n’observons néanmoins pas de différence sur le
labyrinthe de Barnes. Ainsi, nos données préliminaires suggérent que les souris cKO présentent
uniquement un phénotype anxieux (Figure 52). Cependant, ce phénotype devra étre confirmé par un

autre test mesurant I'anxiété, tel que la boite claire/sombre.
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Figure 52 : Caractérisation comportementale des souris cKO.

(A-D) Résultats obtenus pour le test de I'open-field chez les souris cKO (tPAflox*’*; PV-Cre*/) et leur
contrdles (tPA Flox” ; PV Cre*), montrant : (A) le temps passé, (B) la distance totale et (C) la distance au
centre et en périphérie. D) Des tracés représentatifs sont présentés pour les deux génotypes. E) Mesure
du temps passé dans les zones du labyrinthe et () du nombre d’erreurs (Moyenne + SD ; Test de Mann-
Whitney, * : p<0,05 (par rapport aux souris controles) ; Test de Wilcoxon, ## : p<0,01 (par rapport a la
condition Target) ; n=22 pour les souris controles et n=16 pour les cKO).
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Ces données pourraient suggérer que le tPA exprimé par les interneurones PV, favorise la
transmission glutamatergique. En effet, 'immunisation systémique a I'aide d’un anticorps bloquant
I'interaction du tPA avec les récepteurs NMDA, provoque un déficit de mémoire spatiale chez des
souris sauvages (Benchenane et al., 2007 ; Obiang et al., 2012). Il serait également intéressant de
vérifier si un lien existe entre ce phénotype et les PNNs, en quantifiant le nombre et la densité des
PNNs dans des régions impliquées dans l'anxiété, a savoir I'amygdale, I'hippocampe, le cortex
préfrontal et I’'hypothalamus (Tovote et al., 2015).

Il serait également intéressant de compléter cette caractérisation par un test de mémoire
émotionnelle comme le fear-conditioning. En effet, le nombre de PNNs augmente a la suite d’un
protocole de peur conditionnée et leur déplétion réduit les réponses de peur conditionnée lors d’'une

phase rappel du test (Banerjee et al., 2017 ; Shi et al., 2019).
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La premiere partie de ma theése a permis d’éclaircir le role d’ADAMTS-4 endogéne dans la phase
aiglie et tardive des AVC ischémiques. Nous montrons qu’ADAMTS-4 endogéene est protecteur dans
la phase aiglie de I'AVC ischémique, en limitant la progression de l'infarctus cérébral. Cet effet se
traduit par une amélioration de la récupération fonctionnelle tardive. Dans la phase tardive des AVC
ischémiques, ADAMTS-4, combinée ou non avec un entrainement physique intense, n’influence pas
la dégradation des PNNs dans la région lésée (cortex somatosensoriel), ainsi que dans la région la plus
stimulée par |'entrailnement physique (cortex moteur). Nous montrons dans cette étude,
qu’ADAMTS-4 endogene ne module pas la structure des PNNs dans la phase tardive des AVC
ischémiques, mais s’avere bénéfique dans la phase aiglie.

La deuxieme partie de mon travail de thése a permis de démontrer I'existence d’'un nouveau
mécanisme de régulation enzymatique des PNNs en condition physiologique. Nous montrons que le
tPA peut étre synthétisé par les interneurones PV enveloppés de PNNs. En absence de tPA
spécifiguement dans ce type cellulaire, les souris présentent une population de PNNs a la structure
plus dense. Nous montrons que I'administration de plasminogene exogéne permet la dégradation des
PNNs in vitro. Néanmoins, cet effet n’est pas retrouvé sur des cultures issues de souris déficientes en
tPA, suggérant que le tPA exprimé pas les interneurones in vitro régule la dégradation des PNNs par
la conversion du plasminogene en plasmine. De plus, nous montrons que la plasmine dégrade les
PNNs directement, en clivant le corps protéique d’aggrecan, un CSPG crucial a la structure et aux
fonctions des PNNs. Ces travaux démontrent que le tPA régule la dégradation des PNNs, via la
conversion du plasminogéne en plasmine.

Dans I'ensemble, ces travaux de thése permettent de mieux caractériser les fonctions de deux
protéases endogenes du SNC, en démontrant notamment I'existence d’'un nouveau mécanisme de

régulation des PNNs au fort potentiel thérapeutique.



- Conclusion générale



Autres travaux







Received: 21 February 2017

Revised: 6 July 2017

Autres travaux -

Accepted: 2 August 2017

DOI: 10.1002/glia.23207

RESEARCH ARTICLE

GLIA &
WILEY

ADAMTS-4 in oligodendrocytes contributes to myelination
with an impact on motor function

Mathilde Pruvost! |
Mikaéel Naveaul#4 |

Carine Alil |

Matthieu Lépine?! |
Véronique Agin! |

Evelyne Emery®5 |

Camille Leonettit | Olivier Etard23 |
Fabian Docagne! | Eric Maubert! |

Denis Vivien1.6

INormandie University, UNICAEN, INSERM, UMR-S 1237 Physiopathology and imaging of Neurological disorders, Cyceron, Caen 14000, France

2CHU de Caen, Laboratoire des Explorations Fonctionnelles du Systéme Nerveux, Avenue de la cote de Nacre, Caen F-14000, France

3Normandie Univ, UNICAEN, ISTS, 14000 Caen, France

4UMS 3408 Support Cyceron, CNR, Universite de Caen Normandie, CHU de Caen, GIP CYCERON, Caen, France

5Department of neurosurgery, CHU de Caen, Avenue de la cote de Nacre, Caen F-14000, France

$Department of clinical research, CHU de Caen, Avenue de la cote de Nacre, Caen F-14000, France

Correspondence

Denis Vivien, PhD, INSERM UMR-S 1237,
Physiopathology and imaging of Neurological
disorders, GIP CYCERON, University of Caen
Normandie, Bd Becquerel, BP 5229, 14074
Caen Cedex, France.

Email: vivien@cyceron.fr

Funding information

INSERM (French National Institute for
Health and Medical Research); Université
Caen-Normandie; the Foundation for
Medical Research, Grant/Award Number:
FRM/FDT20150532690; MESR (the French
Ministry of High Education and Research);
Agence Nationale de la Recherche, Grant/
Award Number: ANR-15-CE16-0010;
Fonds Européens de Développement
Economique et Régional (EU fundings—
FEDER) Normandie

Abstract

Myelination is a late developmental process regulated by a set of inhibitory and stimulatory fac-
tors, including extracellular matrix components. Accordingly, chondroitin sulfate proteoglycans
(CSPGs) act as negative regulators of myelination processes. A disintegrin and metalloproteinase
with thrombospondin motifs type 4 (ADAMTS-4) is an extracellular protease capable of degrading
CSPGs. Although exogenous ADAMTS-4 has been proven to be beneficial in several models of
central nervous system (CNS) injuries, the physiological functions of endogenous ADAMTS-4
remain poorly understood. We first used Adamts4/LacZ reporter mice to reveal that ADAMTS-4 is
strongly expressed in the CNS, especially in the white matter, with a cellular profile restricted to
mature oligodendrocytes. Interestingly, we evidenced an abnormal myelination in Adamts4 "/~
mice, characterized by a higher diameter of myelinated axons with a shifting g-ratio. Accordingly,
lack of ADAMTS-4 is accompanied by motor deficits and disturbed nervous electrical activity.
In conclusion, we demonstrate that ADAMTS-4 is a new marker of mature oligodendrocytes
contributing to the myelination processes and thus to the control of motor capacities.

KEYWORDS
behaviour, metalloproteinase, myelination, oligodendrocyte, white matter

Abbreviations: ADAMTS, a disintegrin and metalloproteinase  with 1 | INTRODUCTION

thrombospondin  motifs; APC, adenomatous polyposis coli; B-gal,
B-galactosidase; BOS, base of support; CNS, central nervous system; CollV,
type-IV Collagen; CSPGs, chondroitin sulfate proteoglycan; ECM, extracellular
matrix; GFAP, glial fibrillary acidic protein; Iba-1, ionized calcium-binding
adapter molecule-1; KO, knockout; MBP, myelin basic protein; OPC,
oligodendrocyte precursor cell; PDGFR-«, platelet-derived growth factor
receptor alpha; PLP, proteolipid protein; PTP6, receptor protein tyrosine
phosphatase o; SEM, standard error of the mean; SEP, somatosensory evoked
potentials; WT, wild type.

The myelin sheath, produced by oligodendrocytes in the central nerv-
ous system (CNS) enables energy-efficient saltatory conduction and is
necessary to maintain axonal integrity and survival (Lappe-siefke et al.,
2003). The alteration of myelin is well-known in white matter diseases,
such as multiple sclerosis, and is also associated to psychiatric disorders

(Fields, 2008) and neurodegenerative diseases such as Alzheimer's
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disease (Noble, 2004). Hence, many studies have focused on the under-
standing of the mechanisms underlying the oligodendrocyte mainte-
nance and ability to remyelinate after damages (Aguirre, Dupree,
Mangin, & Gallo, 2007; Arnett et al., 2004; Levine & Reynolds, 1999;
Nait-Oumesmar et al., 1999; Nakatani et al., 2013; Zawadzka et al.,
2010). However, the developmental regulation of myelination is not yet
fully understood. Myelination is a late developmental process that
remains dynamic throughout life, contributing to a precise distribution
of myelinated axons including the axonal diameter and the thickness
of the myelin sheath, also named g-ratio (Chang, Redmond, Chan,
Francisco, & Francisco, 2016). During development, oligodendrocyte
precursor cells (OPCs) migrate and differentiate to become mature
oligodendrocytes, which continue to myelinate later on, even late after
birth (Takebayashi & lkenaka, 2015). Several signalling pathways modu-
late the complex balance between OPC proliferation and differentiation.
For instance, myelination is controlled by a set of inhibitory or stimula-
tory signals derived from neurons such as growth factors, neurotrophic
factors and electrical activity (Bercury & Macklin, 2015). In the mean-
time, signals from oligodendrocytes to neurons also act to coordinate
myelin formation, especially through growth factors production and
axonal subdomains organization (Simons & Trajkovic, 2006). Extracellu-
lar matrix (ECM) proteins also play important roles in the control of mye-
lination. For instance, chondroitin sulfate proteoglycans (CSPGs) inhibit
morphological maturation and process outgrowth of oligodendrocytes,
as well as their myelination and remyelination capacities (Lau et al.,
2012; Siebert & Osterhout, 2011a). CSPGs constitute a family of large
macromolecules composed of a core protein on which one or more gly-
cosaminoglycan chains (GAG) are covalently attached. Many studies
have shown their importance in the organization of the ECM in the CNS
with critical roles during development and in the adult. From early
stages of development through adulthood, an important remodeling of
CSPGs contents throughout the CNS occurs, by expression changes as
well as regulated proteolysis. These changes contribute to the modula-
tion of major events of development such as neurogenesis, gliogenesis,
cell migration, neurite outgrowth, axonal pathfinding, synaptic modula-
tion, and structural plasticity (Bandtlow & Zimmermann, 2000; Bartus,
James, Bosch, & Bradbury, 2012; Oohira, Matsui, Tokita, Yamauchi, &
Aono, 2000). CSPGs also play important roles under pathological condi-
tions after injuries, such as spinal cord injury or traumatic brain injury,
and in several CNS pathologies such as multiple sclerosis (Kucharova,
Chang, Boor, Yong, & Stallcup, 2011; Larsen, Wells, Stallcup,
Opdenakker, & Yong, 2003), stroke (Bidmon et al., 1997; Hobohm et al.,
2005), Alzheimer’s disease (Dewitt, Silver, Canning, & Perry, 1993), and
epilepsy (Heck, Garwood, Loeffler, Larmet, & Faissner, 2004; Okamoto
et al, 2003). Under most of these pathological conditions, reactive
astrocytes express high levels of CSPGs of the lectican family (Barnett &
Linington, 2013; Camand, Morel, Faissner, Sotelo, & Dusart, 2004;
Chen et al., 2010; Dobbertin et al., 2003; Galtrey & Fawcett, 2007;
Garcia-Alias, Barkhuysen, Buckle, & Fawcett, 2009). The inhibitory
impact of such ECM components on axonal regeneration and neural
plasticity is well established (Galtrey & Fawcett, 2007; Gervasi, Kwok, &
Fawcett, 2008). It has been shown that the receptor protein tyrosine

phosphatase o (PTPa), the leukocyte common antigen-related phospha-
tase as well as the Nogo inhibitor receptors 1 and 3 represent neuronal
receptors of CSPGs (Dickendesher et al., 2012; Fisher et al., 2011; Shen
et al., 2009) that contribute to the inhibition of neurite outgrowth and
axonal regeneration, especially following CNS damages. Moreover, the
binding of CSPGs to PTPq, which is also present on oligodendrocytes,
limits myelination by preventing oligodendrocyte process outgrowth,
through the Rho kinase pathway (Pendleton et al., 2013). The inhibitory
effects of CSPGs can be reversed by degradation of CSPGs through
digestion of their GAG chains with the bacterial enzyme Chondroitinase
ABC (Bradbury et al., 2002; Moon, Asher, Rhodes, & Fawcett, 2001).
Thus, although the contribution of CSPGs during myelination processes
is well established, we know little about the endogenous extracellular
proteases that are responsible for the processing and turnover of
CSPGs. Among the possible candidates, a subset of a large family of
extracellular proteases, called a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs (ADAMTS), has been reported to contribute to
the cleavage of lecticans. 19 ADAMTS have been identified in Humans
and have been shown to act on tissue morphogenesis and their
pathophysiological modifications (Kelwick, Desanlis, Wheeler, &
Edwards, 2015; Porter, Clark, Kevorkian, & Edwards, 2005). ADAMTSs
are expressed throughout the CNS, including the spinal cord, hippocam-
pus, striatum, and cortex (Jungers, Le Goff, Somerville, & Apte, 2005;
Matthews et al, 2000; Mayer, Hamel, & Gottschall, 2005; Yuan,
Matthews, Sandy, & Gottschall, 2002). The ADAMTS proteases,
especially ADAMTS-1, —4, —5, and —9 play roles in the CNS such as
neuroplasticity, neuroregeneration, inflammation, and angiogenesis
(Gottschall & Howell, 2015; Lemarchant et al., 2013). Among them,
ADAMTS-4 (Tortorella et al., 1999) is of particular interest, as recombi-
nant ADAMTS-4 has been reported to degrade CSPGs and to promote
functional recovery after spinal cord injuries (Lemarchant et al., 2014;
Tauchi et al., 2012). In the mouse CNS, ADAMTS-4 has been described
to be at least eight times more expressed than other major ADAMTS
proteoglycanases (Lemarchant, Pomeshchik, et al., 2016). Interestingly,
ADAMTS-4 was recently reported to be enriched in the proteome of
the oligodendrocyte lineage (Sharma et al., 2015).

Here, we postulated that ADAMTS-4 may play a role during physi-
ological myelination and motor control. We therefore explored the pos-
sible in vivo influence of ADAMTS-4 in the normal CNS by using
heterozygous reporter mice (Adamts4~'*/LacZ*'"), homozygous
ADAMTS-4 knockout mice (Adamts4 '~ /LacZ*’*) and wild type mice
(WT). We identified ADAMTS-4, a protease well known to degrade
CSPGs, as a specific marker of mature oligodendrocytes. Moreover,
we demonstrated that the absence of ADAMTS-4 impairs axonal
conduction and induces motor deficits in adults, possibly as a conse-

quence of an abnormal myelination process.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Animals

Adamts4 ™/~ (B6.129P2-Adamts4™1Psen/ J) mice were obtained from
the Jackson Laboratory (https://www.jax.org/strain/005770) and were
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maintained on a C57BL/6J background. Adamts4 was inactivated by
Deltagen Inc. by homologous recombination in embryonic stem cells.
The bacterial LacZ gene was inserted into the gene (exon 4) such that
the endogenous gene promoter drives expression of B-galactosidase
(B-gal) with the following construct: LacO-SA-IRES-lacZ-Neo555G/Kan.
The cassette thus comprises a splice acceptor (SA) site with an internal
ribosome entry site (IRES) adjacent to the nuclear-targeted reporter
gene (LacZ) and allows to map the cellular site of gene expression.
Mice were bred to yield WT, Adamts4*’~ and Adamts4~'~ (KO)
genotyped by PCR using tail DNA. For the targeted allele, the forward
primer in neo 5-GGGTGGGATTAGATAAATGCCTGCTCT-3' and the
gene-specific reverse primer 5-GGACACGGGATGGACCCTCTAGA
TG-3' were used. For the endogenous allele, the gene-specific forward
primer 5'-ACATGGAGGACTCAGTGTGGCCCAC-3' and the gene-
specific reverse primer 5'-GGACACGGGATGGACCCTCTAGATG-3
were used. Additional details of the targeting strategy are available at
http://www.informatics jax.org/external/ko/deltagen/1231.html. Only
male mice were used in this study; age of mice is detailed in the figure
legends. All experiments were carried out in accordance with French
laws (act no. 87-848; Ministére de I'Agriculture et de la Forét)
and European Communities Council Directives of November 24, 1986
(86/609/EEC) guidelines, and have been approved by the national ethi-
cal committee (02658.02). All animals were housed in a 12 h light/12 h
dark cycle with food and water ad libitum. Mice used for behavioral
tests were maintained under a reverse light-dark cycle.

2.2 | Antibodies

The following antibodies were used in this study: Actin (1:1,000;
A2066, Sigma); APC [CC-1] (adenomatous polyposis coli, 1:800;
ab16794, Abcam); B-gal (1:2,000; ab9361, Abcam or 1:10,000;
8559761, MP Biomedical); GFAP (glial fibrillary acidic protein 1:800;
ab4674, Abcam); Iba-1 (ionized calcium-binding adapter molecule-1,
1:800; ab5076, Abcam); MBP (myelin basic protein, Immunohistochem-
istry 1:800; Western blot 1:1,250; ab40390, Abcam); NeuN (1:1,500;
MAB377, Millipore); Olig2 (1:800; AB9610, Millipore); PDGFRa (plate-
let-derived growth factor receptor alpha, 1:800; 558774, BD Pharmin-
gen); PLP (proteolipid protein, 1:1,000; ab105784, Abcam); S100-p
(1:500; ab52642, Abcam); CollV (Type IV-Collagen, 1:1,500; 1340-01,
Southern Biotech).

2.3 | Immunofluorescence and immunoblotting

For immunohistochemistry, mice were anaesthetized and transcardially
perfused with 0.9% NaCl heparinized followed by a mixture of 2%
paraformaldehyde and 0.2% picric acid in 0.1 M sodium phosphate
buffer, pH 7.4. Brains and spinal cord were removed, washed in veronal
buffer containing 20% sucrose, and frozen in Tissue-Tek (Miles Scien-
tific). Coronal sections (8-10 um) were cut on a cryostat, collected on
poly-p-lysine slides, and stored at —80°C. Permeabilized sections were
incubated with primary antibodies overnight at room temperature. Cor-
responding fluorescent secondary antibodies were used at 1:600 (Jack-
son ImmunoResearch). Sections were observed under a fluorescent
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microscope (Leica DM6000), recorded with MetaMorph 7.0 software
(Molecular Devices) and further analysed using ImageJ. For 3D recon-
struction, images were taken using a Leica SP5 confocal microscope
with a 100 oil-immersive objective (Leica Microsystems) at a 1,024 x
1,024 pixels resolution with a z-step of 0.45 um. The 3D structure was
reconstructed from confocal images using Imaris software (version 5.5,
Bitplane, Zurich, Switzerland). Volume and surface functions were used.

For immunoblotting, tissues or cell cultures were homogenized in
ice-cold TNT buffer (Tris-HCI, NaCl, Triton X-100 supplemented with
protease inhibitor cocktail). After centrifugation (12,0008, 4°C, 15 min)
protein content was assessed by the BCA method (Pierce). Samples
were resolved on 3-8% Tris-Acetate or 12% SDS-PAGE gel and trans-
ferred onto a polyvinlidene difluoride membrane. Membranes were
blocked with TBS (10 mM Tris; 200 mM NaCl; pH 7.4) containing
0.05% Tween-20, 5% BSA, and incubated overnight at 4°C with pri-
mary antibodies. After incubation with appropriate peroxidase-
conjugated secondary antibody, proteins were visualized with an
enhanced Chemiluminescence ECL-Plus detection system (Perki-

nElmer-NEN) and visualized using an ImageQuant"™LAS 4000 camera.

2.4 | Electron microscopy

Animals were deeply anesthetized and perfused transcardially with
100 mL of physiological saline, followed by 150 mL of fixative [3% para-
formaldehyde, 0.2% picric acid and 2% of glutaraldehyde in 0.1 M phos-
phate buffer (pH 7.4) at 4°C]. After perfusion, the brains were removed
from the skull and placed in 0.1 M phosphate buffer solution. Brains were
cut with a matrix and 3 mm sagittal sections were collected. Punch (1 mm
diameter) were performed on sagittal sections at the level of the corpus
callosum (Bregma-1, antero-posterior). Punches were post-fixed in 2%
osmium tetroxide diluted in phosphate buffer for one hour at RT. Speci-
mens were dehydrated in graded aqueous solution of alcohol replaced
finally by acetone (5, 40, 60, 80, 100%), infiltrated with a solution mixture
of 100% acetone and Epon overnight in capped vials at room tempera-
ture and polymerized at 60°C for 48 h. The embedded slices on the block
surface were trimmed on a Leica ultracut R ultramicrotome to obtain
ultrathin sections of 80 nm thickness from the area of interest and col-
lected on formvar-coated copper slot grids. The sections were counter-
stained with URANYLESS®© (Delta Microscopie, Mauressac, France) and
lead citrate before digital image acquisition at a magnification of 15,000
via an ORIUS 200 digital camera on a JEM 1011 transmission electron
microscope. Samples treatment and image acquisition were performed at
CMADbio3: Centre de Microscopie Appliquée a la Biologie, Biological
Microscopy Facility Center UFR des sciences, SF 4206 ICORE Université
de Caen Normandie. Ten non-overlapping electron microscopy images of
the corpus callosum of 4 WT and 4 Adamts4 ’~ mice were analysed for
axon number, axon diameter, and g-ratio. The g-ratios (axon diameter/
fiber diameter) were calculated with a g-ratio calculator plugin for ImageJ.

2.5 | Evoked potentials

Mice were anaesthetized with 5% isoflurane in a 65%/35% mixture of
Medical Air/O,. A subdermal needle electrode was placed on the



- Autres travaux

PRUVOST et AL

wss | WILEY GLIA @

vertex of the animal above the primary cortical area for recording, as
well as one on the nose and on the back for reference and ground,
respectively. Isoflurane was then reduced to 1% for stabilization of the
anesthesia over 25 min. Stimulation was performed through ring elec-
trodes (Intensity: 2 mA; duration: 0.04 ms; frequency: 2.7 Hz; Band
pass: 10-1,000 Hz; Sweep: 100) on the left forepaw. The somatosen-
sory evoked potentials were recorded using a dedicated Keypoint
system (Alpine biomed). Short latency response was analyzed. We
measured the latency of the positive response peaking at about 5.5 ms
and its amplitude relative to the previous negative peak. Body temper-

ature was monitored along the experiment and maintained at 37°C.

2.6 | Assessment of gait and motor performance

Actimetry; Spontaneous locomotor activity was measured over 30 min
using a rack of eight transparent individual actimetry cages equipped with
infrared beams located across the long axis of the cage (Imetronic®). The
number of horizontal movements (horizontal crossings) and vertical
movements (rearing behaviors) were determined by breaks in movement-
sensitive photo-beams that were then converted into locomotor activity
counts. Open field; Open field experiment was performed to measure the
distance travelled by mice in a square box of 31.5 X 31.5 cm. Each mouse
was placed in the box for 10 min. Distance was videotracked (DMK
21AF04, The Imaging Source®) and analysed with EthoVision XT 11.5
(Noldus). Additionally, a central region of 15 X 15 cm was defined in
order to measure anxiety-like behavior. Rodents typically spend more
time exploring the periphery of the arena by walking along the walls (thig-
motaxis) than the center area (Prut & Belzung, 2003). Therefore, the per-
centage of time spent in the center area was measured. Rotarod; The
Rotarod apparatus (LE8200, Bioseb) consisted of a rotating rod of 30 mm
diameter, accelerating from 8 to 40 rpm over 5 min. Each mouse was
given three trials with 15 min inter-trial interval. The time until the mouse
fell from the rod was measured automatically. Mean latency to fall over
the three trials was calculated. Catwalk; Gait analysis was performed using
the CatWalk XT automated gait analysis system (Noldus). The apparatus
consists of an enclosed walkway (130 % 68 X 152 cm) on a glass plate in
which the light of a fluorescent tube on its long side is completely inter-
nally reflected. The mouse traverses the corridor from one side to the
other as a green light enters on the long side of the plate. When a
mouse's paws make contact with the glass plate the light is scattered and
its footprints are captured. The training and testing procedures were con-
ducted as previously described (Hamers, Koopmans, & Joosten, 2006).
After training (5 min of exploration of the walkway the day before test-
ing), the mice were subjected to three consecutive compliant runs (<60%
of speed variation). The recorded data were analyzed using the CatWalk
XT 9.0 software. The data analyzed contain a comparably high number of
explanatory variables that may be able to result in a high number of false
positives. Conversely, the high correlation among the explanatory varia-
bles renders the test statistics obtained highly dependent. Therefore, we
proceeded to parameters selection prior to the analyses. More precisely,
four general parameters and five paw parameters were selected prior to
the experiment. Parameters are defined in the Supporting Information
Table S1.

2.7 | Statistical analyses

Numbers of experiments are indicated in figure legends. All graph data
are presented as the mean = standard error mean (SEM). Statistics
analyses were performed using Statview and distribution boxplots
were produced using the BoxPlotR web-tool (http://shiny.chemgrid.
org/boxplotr/). Comparisons between two independent samples were
performed using two-tailed Mann-Whitney U-tests or Student’s t-test
as reported in figure legends. A p-value <.05 is considered significant.

Cumulative frequency was analyzed with Kolmogorov-Smirnov tests.

3 | RESULTS

3.1 | ADAMTS-4 deficiency leads to motor deficits
and to abnormal electric nerve activity in adult mice

We investigated the functional impact of a lack of ADAMTS-4
(Adamts4 '~ vs. WT mice at eight weeks old) on motor performances
in four behavior assays: actimetry, open field, rotarod, and CatWalk.
Actimetry was first used to assess the global spontaneous locomotor
activity of the mice by counting their number of rearing and of horizon-
tal movements during 30 min. Actimetry analyses revealed a reduced
spontaneous vertical locomotor activity in Adamts4~'~ mice (n = 18;
threefold less than the WT animals, n=24; p = .0021; Figure 1a).
Additionally, horizontal activity was 1.5-fold smaller in Adamts4—'~
mice (n = 18 Adamts4 /"~ mice and n = 24 WT mice; p = .0001; Figure
1b). This reduced locomotor activity of Adamts4 deficient mice was
confirmed in an open field setup. The open field measures the general
activity and exploratory behavior of the mice by tracking their move-
ments into a square closed area during 10 min. In this assay,
Adamts4 /" mice (n = 18) walked on 22.32 + 5.6 m over 10 min com-
pared to 29.19 = 5.8 m for WT mice (n = 23; p = .0016; Figure 1c¢). Itis
also interesting to note that the percentage of time spent in the central
area did not significantly differ between Adamts4 ' and WT mice
(Figure 1d), suggesting no difference in the anxiety/exploratory behav-
ior between both genotypes. Motor coordination was assessed by the
rotarod test, in which mice are placed on a horizontal rod that rotates
with increasing speed over time. We observed that Adamts4 /~ mice
(n = 18) fell from the rotarod about 10 s earlier than WT mice (three
trials per animal, n = 19; p = .027; Figure 1e). Parallel gait analyses per-
formed using the CatWalk system confirmed the motor deficits
observed in Adamts4 '~ mice. The CatWalk method is an automated
and objective measurement of gait parameters. Several parameters
generated by the CatWalk system (detailed in Supporting Information
Table S1) were preselected for data processing: four general parame-
ters of the gait: run average speed, number of steps, regularity index,
run maximum variation; and five parameters more closely related to
the paws: stride length, base of support (BOS), print length, print width,
paw intensity. Over a trial, Adamts4 /~ mice displayed a decreased
average speed (22.73 =149 cm s * for Adamts4 /" mice, n =18 vs.
2888+199 cm s ! WT, n=22, p = .039; Figure 1f) and made a
higher number of steps (37.72 +1.12 steps by Adamts4 '~ mice,
n=18 vs. 3445+ 092 steps by WT mice; n=22, p = .030;
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FIGURE 1 Absence of ADAMTS-4 leads to motor deficits. (a, b) Actimetry. Spontaneous locomotor activity in Adamts4 '~ mice (KO,
n=18) compared to WT mice (n = 24) as measured in vertical movements (a, p = .0021; Mann-Whitney U-tests) and horizontal movements
(b, p = .0001; Mann-Whitney U-tests). (c, d) Open field experiment. Total distance travelled during 10 min of open field exploration for
Adamts4~’~ mice (KO, n = 18) compared to WT mice (¢, n = 23; p = .0016; Mann-Whitney U-tests). Representative sample traces showing
10 min of open field exploration. The percentage of time spent in the central area (grey) was measured and did not significantly differ
between Adamts4 '~ mice (KO, n = 18) and WT mice (d, n = 23; Mann-Whitney U-tests). (€) Rotarod. Mean latency to fall in Adamts4 /
mice (KO, n = 18) compared to WT (n = 19 mice; p = .027; Student’s t-test). (f-h) CatWalk gait analysis of Adamts4 '~ (KO, n = 18) and
WT (n = 22) mice. (f) Schematic representation of the CatWalk system and comparison table of the measurements of the general
parameters between the two genotypes; data were evaluated using Mann-Whitney U-tests. The run average speed (p = .039); the number
of steps (p = .030); the regularity index (p = .103) and the run maximum variations were measured (p = .187). (g) Comparison table of the
stride length measured for all four paws between the two genotypes (p = .005; .044; .034; .054 for the right front (RF), right hind (RH),
left front (LF) and left hind (LH) paws, respectively; Mann-Whitney U-tests). (h) Schematic representation of the paw parameters of
Adamts4 '~ mice (KO, red lines) and WT mice (black lines). The base of support of the front paws (BOS) is increased in Adamts4 '~ mice
(p = .004; Mann-Whitney U-tests). The print length (L) and width (W) of the front paws are decreased in Adamts4 ’~ mice (Length: RF,

p <.0001; LF, p = .0005; Width: RF, p <.0001; LF, p = .002; Mann-Whitney U-tests); the paw intensity of the hind paws is increased in
Adamts4~'~ mice (RH, p = 0.003; LH, p = 0.004; Mann-Whitney U-tests). Parameters detailed in Supporting Information Table S1. Mean
data of all paws detailed in the Supporting Information Table S2
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FIGURE 2 Absence of ADAMTS-4 leads to an altered nervous
electrical activity. (a) Somatosensory evoked potentials. After
stabilization of anaesthesia, one forepaw was stimulated and the
corresponding electrical response of the somatosensory pathway
recorded. The short latency positive response peaking at about 5.5
ms was measured, relative to the previous negative response. (b)
Mean amplitude of evoked potentials in Adamts4 /~ (KO) and WT
mice (n =5 in each group; p = .016; Mann-Whitney U-tests). (c)
Mean latency of evoked potentials in Adamts4 '~ (KO) and WT
mice (n =5 in each group, p = .835, Mann-Whitney U-tests)

Figure 1f). In the meantime, no difference in the run maximum variation
or in the regularity index were observed between the two genotypes
(Figure 1f). Regarding paw parameters, the stride length was decreased
in Adamts4~’~ mice (n = 18) compared to that of WT mice (n=22; p
= .005, .044, .034, .054 for the right front, right hind, left front, and
left hind paws, respectively, Figure 1g). Moreover, the distance
between the two mass mid-points of the front paws (BOS) was
increased in Adamts4 '~ mice (n=28; 1.55+ 0.03 cm) compared to
WT (n=22; 1.44 = 0.02 cm; p = .004) while the BOS of the hind paws
was unaffected (Figure 1h; data in Supporting Information Table S2).
Also, the two front paws of Adamts4 '~ mice (n = 18) showed a signif-
icant decrease in the width and length of the prints and the two hind
paws of Adamts4 '~ mice showed a higher paw intensity, compared to
WT (n=22; Length: RF, p<.0001; LF, p = .0005; Width: RF,
p <.0001; LF, p = .002; Paw intensity: RH, p = .003; LH, p = .004;
Figure 1h; mean individual paw data in Supporting Information Table

$2). No weight difference was observed between WT and Adamts4 /-
animals (Supporting Information Figure S1). Taken together, these data
reveal that the absence of ADAMTS-4 leads to significant motor defi-
cits, suggesting a role of ADAMTS-4 in the nervous system in relation
with motor functions. Since ADAMTS-4 could also act on cartilage
(Tortorella et al, 1999), we aimed to support our hypothesis on a

possible influence of ADAMTS-4 on motor functions by measuring
electrical activity of the somatosensory pathway. Therefore, we
recorded somatosensory evoked potentials (SEP) in Adamts4~’~ and
WT mice (Figure 2a). This assay allows measuring the electrical
response of the somatosensory pathway from stimulation of a fore-
paw. The electrical response is characterized by its amplitude (1V) and
its latency (ms). We observed a twofold higher mean amplitude of the
response in Adamts4 deficient mice when compared to WT mice
(Adamtsd /=, n=5, 19.66+3.41 pV; WT, n=5, 1091+ 34 pV;
p =.016; Figure 2b) with no difference in the latency (Adamts4 /'~
n=>5,4.75+0.56 ms; WT,n=5, 4.56 + 0.35 ms; p = .835; Figure 2c).
The difference in amplitude of the SEP objectifies a modified sensori-

motor integration in the Adamts4~’~ mice. Given the amplitude
ratio between the two populations, these results support a role for

ADAMTS-4 on the CNS.

3.2 | In the CNS, ADAMTS-4 is mainly present
in the white matter

To characterize in detail the expression of ADAMTS-4 in the CNS, we
used the B6.129P2-Adamts4'™P5¢"/) mouse line in which a bacterial
LacZ reporter gene, coding for B-gal, is inserted in the locus of
ADAMTS-4 (Figure 3a). Heterozygous mice (Adamts4~’"/LacZ"'")
were used to report the expression of ADAMTS-4 without possible
interference due to a lack of endogenous ADAMTS-4 (Figure 3b). 3-gal
immunohistochemistry showed that ADAMTS-4 is widely expressed in
the CNS, as detected in the hippocampus, corpus callosum, cerebellum
and spinal cord, with a positive staining extensively observed in the
white matter (Figure 3c).

3.3 | ADAMTS-4 is selectively expressed by mature
oligodendrocytes

As we observed a strong expression of ADAMTS-4 in the CNS, espe-
cially in the white matter we sought to determine if its expression was
associated with myelination during development. At prenatal stages
(E15 and E17), Olig2 positive cells were detected in the spinal cord of
Adamts4~""/LacZ"'~ heterozygous mice, while the ADAMTS-4
reporter gene B-gal staining was absent. After birth (P3 and P7), we
detected B-gal staining in Olig2 positive cells (Figure 4a). Notably, the
ADAMTS-4 reporter gene B-gal was colocalized with the presence of
MBP in the spinal cord of heterozygous mice at early post-natal devel-
opmental stages (P3 and P7; Figure 4b-c). To examine further the cel-
lular expression of ADAMTS-4, parallel co-immunohistochemistry
analyses were performed in adult brain tissues for neuronal, astrocyte,
endothelial, microglial, oligodendrocyte, and markers (Figure 5). No
3-gal staining revealing the presence of ADAMTS-4 was found in neu-
rons, astrocytes, endothelial cells or microglial, but was detected in
Olig2 positive cells (Figure 5a). As cells of the oligodendrocyte lineage
evolve through different stages of maturation, we sought to determine
at which stage(s) of their maturation ADAMTS-4 was expressed by
using additional co-immunostainings for PDGFRa (a marker of oligo-
dendrocyte progenitors), Olig2 (a general marker of oligodendrocytes,



PRUVOST et AL

Autres travaux -

(a)

Pro Caté!ytic [DisITS Cys
Protein
Zn++

O —0—On—0—
Gene

Lac0- SA IRES-lacZ- NeoSSSG/Kan
5 - NeoA 3
E R mRNA

(c)

Hippocampus

Corpus callosum

B-Gal

B-Gal / DAPI

GLIA @ WILEY | ¢

(b) 1 2 3
540 bp
325 bp
Genotype WT KO HT
Adamts4 +/+ /- +/-

LacZ -+ -+

Cerebelium Spinal cord

FIGURE 3 ADAMTS-4 is widely expressed in the CNS, especially in the white matter. (a) Scheme of the B6.129P2-Adamts4'™1P%"/) mice
construction strategy. The domain structure of ADAMTS-4 protein is shown at the top with the following domain abbreviations: SP, signal
peptide; Pro, propeptide; Dis, disintegrin-like domain; TS, thrombospondin motifs; Cys, cysteine-rich region. The gene scheme shows the
exon-intron structure of Adamts4 with the site of insertion of the IRES-LacZ-Neo cassette in the catalytic domain. The primers used for
genotyping by PCR are shown in relation to Adamts4 DNA; F: forward primer for the endogenous gene, R: reverse primer for the
endogenous gene and targeted gene; Neo: forward primer for the targeted gene. (b) Agarose electrophoresis pattern for mice genotypes.
Line 1: One band of 325 bp represent wild-type mice (WT); Line 2: one band of 540 bp represents homozygous Adamts4 /= mice (KO);
Line 3: one band of 325 bp and one band of 540 bp represents heterozygous (HT) genotype expressing both Adamts4 and LacZ
(Adamts4~'"/LacZ"’~) as summarized in the table below. (c) Immunohistochemistry raised against B-galactosidase (red, upper panel)
performed from coronal sections of Adamts4 ' */LacZ*’~ adult mice brain and spinal cord, merged with DAPI stainings (blue, used to reveal

nuclei; lower panel). Scale bar: 100 um

from progenitors and mature cells), and APC (a marker of mature oligo-
dendrocytes). At adult stage, a number of Olig2 positive cells were pos-
itive for ADAMTS-4, and none of the PDGFRa cells exhibited
ADAMTS-4 expression. Interestingly, ADAMTS-4 expression showed
strong colocalization with APC positive cells in the adult brain (Figure
5b). Similarly, in the mouse spinal cord at the early post-natal stage P7,
no B-gal was detected in neurons, astrocytes, endothelial cells or
microglia (Supporting Information Figure S2). The colocalization of
B-gal with Olig2 and APC positive cells support our findings of an
expression of ADAMTS-4 restricted to mature oligodendrocytes in the
CNS (Supporting Information Figure S2). In the adult corpus callosum,
the number of APC positive cells did not differ between WT and
Adamts4 '~ mice (n =3, p = .275; Figure 5d). Interestingly, we did not
observe an expression of ADAMTS-4 (3-gal positive immunostaining)
in S100-B positive Schwann cells of the peripheral nervous system
(Supporting Information Figure S3). Altogether, these finding demon-
strate that ADAMTS-4 is selectively expressed by mature oligodendro-
cytes of the CNS, with a possible role during the processes of

myelination.

3.4 | Absence of ADAMTS-4 leads to an abnormal
CNS myelination

To evaluate the role of ADAMTS-4 in myelination, we first performed
immunoblotting against MBP and PLP from Adamts4 ~/~ and WT litter-
mates brain tissues (corpus callosum). No difference in MBP levels (Fig-
ure 6a,b) and PLP levels (Figure 6c,d) was observed between the two
genotypes at P21 and in adult mice of eight weeks old. However,
when examining myelinated axons of the corpus callosum by using
electron microscopy, we found that Adamts4 /~ adult mice exhibit a
decreased number of myelinated axons (Adamts4 /~, n=4, 1.27 +
0.23 axons/um% WT, n=4, 1.67+0.07 axons/ym% p=.021,
Figure 7a,d), with no difference in the number of unmyelinated axons
in Adamts4 '~ mice (Adamts4 ', n= 4, 1.93 + 0.78 axons/um?; WT,
n=4,2.17 +0.39 axons/um?; p = .773; Figure 7b,d). Overall, no signif-
icant difference was observed in the total axon number between the
two genotypes (Adamts4~’~, n = 4, 3.85 = 0.17 axons/um?; WT, n = 4
320+ 042 axons/pmz: p = .312; Figure 7c,d).

Impaired axonal features were then revealed between WT and KO

animals. The overall diameter of myelinated axons is increased in
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FIGURE 4 ADAMTS-4 is expressed at early post-natal stages, along with myelination. (a) Co-immunohistochemistry in Adamts4 /" /LacZ"’

mice spinal cord with B-gal staining to detect ADAMTS-4 expression (magenta), and Olig2 antibody (general marker of oligodendrocytes,
green) at two late pre-natal stages (E15, E17) and two early post-natal stages (P3, P7). Scale bar: 100 um. (b) Co-immunohistochemistry
raised against B-galactosidase to reveal ADAMTS-4 positive cells (magenta) and MBP (cyan) performed from Adamts4~/*/LacZ*’~ mice spi-
nal cord at stages P3 and P7. Right panel single images are 3D reconstruction from confocal images at a higher magnification. Scale bar
from left to right panel: 100, 50, 10 um. (c) Schematic representation of ADAMTS-4 expression at the developmental stages E15, E17, P3,
and P7 along with myelin development at post-natal stages

Adamts4 '~ mice, as observed by a shift in the axon size distribution affecting axons with the smallest diameter (Figure 7g). Indeed, we
(Figure 7e) and by an increase of the mean axon diameter value (WT observed a mean g-ratio significantly higher in Adamts4 /= mice
0.58 = 0.15 pum vs. Adamts4 /=069 +0.19 um; P = 10e-5; Figure 7f). (0.80 + 0.05) compared to WT mice (WT 0.78 = 0.05; p = .047; Figure
Moreover, we observed a slight increase of the global g-ratio, mainly 7h). These results demonstrate that the absence of ADAMTS-4 in
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FIGURE 5 ADAMTS-4 is only expressed by mature oligodendrocytes. (a) Co-immunohistochemistry in Adamts4 /" /LacZ*’~ adult mice
(eight weeks) brain with B-gal staining (magenta) and cell-specific markers (cyan): NeuN, neurons; GFAP, astrocytes; CollV, vessels; Iba-1,
microglia; Olig2, oligodendrocytes; scale bar: 50 um. Higher magnification images are shown in the lower panel as separate layouts for cell
markers (cyan), B-gal (magenta), and DAPI (blue) and as merged; scale bar: 10 um. Representative images of the brain covering regions of
the forebrain, mibrain and hindbrain are shown. (b) Co-immunohistochemistry of Adamts4 /*/LacZ*’~ adult mice (eight weeks) corpus
callosum with B-gal staining (magenta) and oligodendrocyte-specific markers (cyan): PDGFRa for oligodendrocyte precursor cells (OPC),
Olig2 for oligodendrocyte (OL) lineage cells, and APC for mature oligodendrocytes (mature OL). Higher magnification images are shown in
the lower panel as separate layouts for cell markers (cyan), -gal (magenta), and DAPI (blue) and as merged; scale bar: 10 um. (c) Scheme
representing the expression pattern of ADAMTS-4 in mature oligodendrocytes. (d) Quantification of the number of APC positive cells per
mm? in the corpus callosum of Adamts4 ~/~ (KO) and WT adult mice (n = 3 per genotype; p =.2752, Mann-Whitney U-tests)
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FIGURE 6 Absence of ADAMTS-4 does not modify myelin protein levels at late development (P21) or in the adult stage. (a, b) Immunoblotting
(a) and quantification (b) of the protein levels of the 18 and 23 kDa isoforms of MBP, normalized to actin, in the corpus callosum of WT and
Adamts4~/~ (KO) at P21 (upper panel) and adult (eight weeks, lower panel) stages (n = 5 in each group, non-significant, Mann-Whitney U-tests).

(c, d) Immunoblotting (c) and quantification (d) of the protein levels of PLP,

normalized to actin, in the corpus callosum of WT and Adamts4 /

(KO) at P21 (upper panel) and adult (eight weeks, lower panel) stages (n = 5 in each group, non-significant, Mann-Whitney U-tests)

mature oligodendrocytes results in an affected myelination profile char-
acterized by a modified distribution of the myelinated fibers in number
and size, as well as an altered g-ratio.

In conclusion, we provide here unexpected data demonstrating
that the extracellular protease ADAMTS-4, exclusively expressed by
mature oligodendrocytes in healthy CNS, plays a critical role in the
myelination processes, controlling the pattern of myelinated fibers and

subsequent motor functions between healthy individuals.

4 | DISCUSSION

A functioning vertebrate nervous system needs fast electrical impulses
along axonal tracts. In the CNS, both axon caliber and myelin sheath are

critical for the speed of signal conduction. Indeed, it is generally admit-
ted that larger axons have a faster conduction rate and the insulating
myelin layer surrounding axons help improving conduction velocity. The
cell type responsible for myelin production and axon ensheathment in
the CNS is oligodendrocyte. While many studies have focused on the
impact of myelin destruction as in multiple sclerosis and how to pro-
mote remyelination (Crawford, Chambers, & Franklin, 2013), little is cur-
rently known about axon selection by oligodendrocytes and which
mechanisms control the final diameter of myelinated axons. The major
finding of our present study is that the extracellular ADAMTS-4, initially
characterized in the cartilage (Tortorella et al., 1999) is exclusively
expressed by myelinating oligodendrocytes in the normal CNS,
influences myelination processes, axonal conduction and finally motor
performances.
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FIGURE 7 Impaired myelination and increased axon radial size in Adamts4 ~/~ mice. (a) Number of myelinated axons per um? of corpus
callosum in Adamts4 "/~ (KO) and WT adult mice (p =.021, 10 images per animal, n =4 animals per genotype, Mann-Whitney U-tests). (b)
Number of unmyelinated axons per pm2 of corpus callosum in Adamts4~/~ (KO) and WT adult mice (p =.773, 10 images per animal, n=4
animals per genotype, Mann-Whitney U-tests). (c) Total axon number per um? of corpus callosum in Adamts4 /~ (KO) and WT adult mice
(p =.312, 10 images per animal, n = 4 animals per genotype, Mann-Whitney U-tests). (d) Electron microscopy images of the corpus callosum
of WT and Adamts4 ~/~ (KO) adult mice; Scale bar: 0.5 um. (e, f) Diameter of myelinated axons in the corpus callosum of Adamts4 '~ mice
(KO) compared to WT mice presented as the cumulative frequency distribution of axon diameter (e, 400 axons from four mice of each
genotype, p <.001; Kolmogorov-Smirnov tests) or as a box plot of the axon diameter in each genotype (f), boxes show the median (black
middle line) limited by the 25th and 75th percentiles as determined by R software; whiskers extend 1.5 times the interquartile range from
the 25th and 75th percentiles, white dots represent outliers (f; 400 axons from four mice of each genotype, p =.0001; Student’s t-test).(g,
h) g-ratio of myelinated axons in the corpus callosum of Adamts4 '~ and WT adult mice presented as a function of axon diameter (g) and
as a box plot of the g-ratio in each genotype (h), boxes show the median (black middle line) limited by the 25th and 75th percentiles as
determined by R software; whiskers extend 1.5 times the interquartile range from the 25th and 75th percentiles, white dots represent
outliers (h; 400 axons, axons from four mice of each genotype, p =.047 Student's t-test)

Our data revealed ADAMTS-4 as present in the white matter of
the CNS, only in mature APC positive oligodendrocytes. These data are
in agreement with recent studies that have reported the expression of
ADAMTS-4 in mature oligodendrocytes by in situ hybridization in the
developing telencephalon (Levy, Brooks, Chen, Su, & Fox, 2015) and by
immunohistochemistry of adult mouse spinal cord (Lemarchant,
Pomeshchik, et al., 2016). Notably, ADAMTS-4 protein was recently
described as highly enriched in oligodendrocytes by a proteomic analy-
sis (Sharma et al., 2015), among the well-known oligodendrocytes pro-
teins such as MBP, PLP, 2',3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase
and the transcription factor Sox10.

ADAMTS proteases constitute a family of 19 members, secreted
into the ECM. They can be classified into several groups, according to
their preference to cleave specific ECM macromolecules as follows
(Kelwick et al., 2015): proteoglycanases (ADAMTS-1, —4, —5, -8, -9,
—15, and —20), procollagen N-propeptidases (ADAMTS-2, —3, and

—14), cartilage oligomeric matrix protein-cleaving enzymes (ADAMTS-
7 and —12), von Willebrand Factor proteinase (ADAMTS-13) and a
group of orphan enzymes (ADAMTS-6, —10, —16, —17, —18, and 19).
ADAMTS proteoglycanases were initially described in the cartilage
where they play deleterious effect in arthritic diseases (Jones & Riley,
20005). It is only recently that their role in the CNS has been highlighted
(Lemarchant et al., 2013). Among the proteoglycanases present in the
CNS, ADAMTS-4 (Matthews et al., 2000) promotes the degradation of
the aggregating CSPGs that are well known inhibitors of axonal regen-
eration (Galtrey & Fawcett, 2007), oligodendrocyte process outgrowth
and myelination (Harlow & Macklin, 2014). Up to now, the role of
ADAMTS-4 in the CNS was mainly studied in conditions of injuries.
For instance, ADAMTS-4 under its mature form was reported to
promote axonal growth and functional recovery following spinal cord
injury (Lemarchant et al, 2014; Tauchi et al, 2012). Similarly,
ADAMTS-4 was proposed to play a role following ischemic stroke
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(Lemarchant, Dunghana, et al., 2016) and in an experimental model of
amyotrophic lateral sclerosis (Lemarchant, Pomeshchik, et al., 2016)
possibly by influencing, respectively, inflammatory and neurodegenera-
tive processes, two phenomena independent of its capacity to degrade
CSPGs. However, little is known about the function(s) of ADAMTS-4 in
the normal CNS. Because our data revealed ADAMTS-4 as a restricted
marker of mature oligodendrocytes without affecting the number of
APC positive cells itself, we focused our study on a possible effect of
ADAMTS-4 on the myelination processes. Also important to note, the
expression of ADAMTS-4 is limited to the myelinating cells of the CNS,
with no expression of the ADAMTS-4 reporter gene detected in the
peripheral nervous system (S100-g positive Schwann cells). We thus
revealed an unexpected role of ADAMTS-4 in myelination processes,
with its absence leading to an impaired pattern of myelinated axons
(i.e., a reduced number of myelinated axons, an increased g-ratio for
myelinated axons, especially for smaller diameter axons and an
increased diameter of myelinated axons) and possibly a subsequent
alteration of the sensorimotor integration at the adult stage. Accord-
ingly, we also highlighted an increased amplitude of the evoked poten-
tials in Adamts4 '~ mice. This phenomenon was reported in patients
with a deficiency in the inhibitory cortical processes (Ferlazzo et al.,
2014; Kobayashi et al., 2014; Shibasaki, Yamashita, Neshige, Tobi-
matsu, & Fukui, 1985). Since our results demonstrate alterations of the
corpus callosum fibers on one hand, and that there are inhibitory pro-
jections within the corpus callosum, conversely (Bloom & Hynd, 2005),
we could imagine that the sensorimotor integration observed in the
Adamts4 '~ mice results from a deficit of the callosal inhibition objecti-
fied by an increased amplitude of the evoked potentials in these mice.
Myelination is a complex sequence of events (Simons & Nave,
2015) in which ADAMTS-4 may contribute. A first hypothesis could be
an action through CSPGs which are the main targets of the proteolytic
activity of ADAMTS-4 (Matthews et al., 2000; Sandy et al., 2001; Tor-
torella et al., 2000; Westling et al., 2004). Indeed, CSPGs have been
shown to impair myelination through PTPo binding (Pendleton et al.,
2013). Moreover, CSPGs are present at the nodes of Ranvier in the
developing and adult CNS (Oohashi et al., 2002). Interestingly, a spe-
cific distribution of certain types of CSPGs in the perinodal ECM has
been related to axon diameter, such as brevican which is particularly
present in the nodes of Ranvier of larger axons (Bekku, Rauch, Nino-
miya, & Oohashi, 2009). During development, the largest axons are the
first to be myelinated within a specific region, as it was demonstrated
that the thickest fiber tracts in the spinal cord acquire myelin from P1,
while the smallest axons are myelinated after P20 (Hildebrand, Remahl,
Bjartmar, & Hospital, 1993). This finding supports our data regarding
the differential impairment of the g-ratio regarding axon size. Indeed,
despite an overall increase of the g-ratio of the myelinated fibers in the
corpus callosum of Adamts4/~ mice, we observed that larger axons
are less affected. This reinforces the hypothesis of a delayed myelina-
tion in the absence of ADAMTS-4. Other substrates of ADAMTS-4
have also been reported, such as Reelin (Krstic, Rodriguez, & Knuesel,
2012) which is also expressed by oligodendrocytes (Siebert & Osterh-
out, 2011b). In the peripheral nervous system, Reelin has been shown

to influence the caliber of myelinated axons (Panteri et al., 2006). Fur-
thermore, non-proteolytic roles for ADAMTS-4 have been suggested,
offering new targets to be identified (Hamel et al., 2008). Among its
five domains, ADAMTS-4 possesses a disintegrin-like domain. Up to
now, no role for this domain has been clearly identified in the family of
ADAMTS proteases while similar sequences in ADAM proteases are
known to interact with several kinds of integrin receptors, a set of
receptors also reported to control axons diameter (Camara et al.,
2009). Therefore, given data from the literature and our results show-
ing affected axonal features in Adamts4~’~ mice, we can hypothesize
for a role for ADAMTS-4 in axo-glial communication processes.

To the best of our knowledge, only few studies have reported a
motor phenotype due to a single gene deletion in the absence of injury.
Here, we demonstrate that the lack of a single protease within the
ECM is enough to influence the myelination pattern at the adult stage,
with a possible functional motor repercussion even in the absence of
injury. We can thus postulate that the endogenous levels of ADAMTS-
4 in oligodendrocytes may contribute to motor capacities. However,
because ADAMTS-4 expression has also been detected in other tis-
sues, such as the cartilage (Tortorella et al, 1999) and the heart
(Vistnes et al., 2014) we cannot exclude a contribution of ADAMTS-4
outside of the CNS in the observed motor deficits. Nevertheless, the
deletion of ADAMTS-4 showed no abnormality in skeletal growth or
remodeling (Glasson et al., 2004). Interestingly, in Humans, polymor-
phisms of the Adamts4 gene were reported, with possible association
with lumbar disc degeneration (Liu et al., 2016), and cardiovascular dis-
eases (Kozian et al., 2007).

In summary, we identify ADAMTS-4 as a new actor in myelination
processes. Our present investigations demonstrate, in vivo, that
ADAMTS-4 is exclusively expressed by mature oligodendrocytes in the
healthy CNS and is involved in processes that control myelination.
Accordingly, absence of ADAMTS-4 led to abnormal myelination proc-
esses and subsequent motor deficits. As such, our findings provide the
bases to open a new avenue of research in the field of myelination/
remyelination, focusing on ADAMTS-4.
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Impact of 12/15-Lipoxygenase on Brain Injury After
Subarachnoid Hemorrhage

Thomas Gaberel, MD, PhD; Clément Gakuba, MD, PhD; Yi Zheng, PhD; Matthieu Lépine, MSc;
Eng H. Lo, PhD; Klaus van Leyen, PhD

Background and Purpose—Subarachnoid hemorrhage (SAH) is a devastating form of stroke. Oxidative stress contributes
to brain injury, but the mechanisms have been poorly studied. Here, we evaluated the role of 12/15-lipoxygenase (12/15-
LOX), an enzyme known to cause cell death in ischemic stroke, on brain injury in a mouse model of SAH.

Methods—C57B16 wild-type mice and Alox 15 knockout mice were subjected to SAH using a direct blood injection technique.
In SAH wild-type mice, half received the 12/15-LOX inhibitor ML351 and half received vehicle. Immunohistochemistry,
brain edema, blood-brain barrier leakage and functional outcomes were assessed 1 and 3 days after SAH induction.

Results—SAH led to increased 12/15-LOX in macrophages of the brain parenchyma, adjacent to the subarachnoid blood.
Neuronal cell death after SAH was reduced by ML351 and in Alox/5 knockout mice. Similarly, SAH induced brain
edema, which was 12/15-LOX dependent. Finally, Alox15 gene knockout and inhibitor treatment in wild-type mice with

SAH led to an improved behavioral outcome.

Conclusions—12/15-LOX is overexpressed in macrophages after SAH in mice, and inhibition of the 12/15-LOX pathway
decreases brain injury and improves neurological outcome. This study suggests 12/15-LOX as a novel therapeutic target

to limit brain injury after SAH.

Visual Overview—An online visual overview is available for this article. (Stroke. 2019;50:520-523. DOI: 10.1161/

STROKEAHA.118.022325.)

Key Words: blood-brain barrier m brain injury m lipoxygenase m oxidative stress m subarachnoid hemorrhage

Aneurysmal subarachnoid hemorrhage (SAH) is a se-
vere form of stroke, which often leads to death and
disability.' Two phenomena lead to brain injury: early brain
injury (EBI) and delayed cerebral ischemia, frequently as-
sociated with cerebral vasospasm.? EBI refers to the effect
of transient global ischemia and toxicity of subarachnoid
blood, causing apoptotic neuronal cell death through sev-
eral mechanisms.” Mechanisms involved in EBI persist for
several days, and neuroprotection against EBI has to be de-
veloped.* 12/15-Lipoxygenase (12/15-LOX), an enzyme
involved in the oxidative pathway, has been identified as a
key target to prevent secondary brain injury after ischemic
stroke.>”” Here, we evaluated the role of 12/15-LOX in EBI
after SAH and the impact of a highly specific 12/15-LOX
inhibitor, ML351.#

Methods
Data supporting the findings of this study are available from the
corresponding authors on reasonable request. Detailed Materials
and Methods are deposited in the online-only Data Supplement.

Animal experiments were performed following protocols approved
by the MGH Institutional Animal Care and Use Committee in ac-
cordance with National Institutes of Health Guidelines. Briefly,
SAH was induced in 11 Alox/5 knockout mice and 80 geneti-
cally matched wild-type mice using an established direct blood
injection technique. Intraperitoneal injection of the 12/15-LOX
inhibitor ML351 (50 mg/kg)® or vehicle occurred 5 minutes after
induction of SAH. Immunohistochemistry was assessed 1 and
3 days later; and brain edema, blood-brain barrier leakage, and
functional outcomes were assessed 3 days later. The flowchart
of the study is described in the Figure I in the online-only Data
Supplement.

Results

12/15-LOX Is Overexpressed in Macrophages

After SAH

Blood was directly injected into the chiasmatic cistern
to establish SAH (Figure 1A). After sacrifice 1 day later,
immunohistochemistry revealed that 12/15-LOX is over-
expressed in SAH mice compared with sham-operated
mice (Figure 1B). This overexpression was restricted to
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Figure 1. 12/15-lipoxygenase (12/15-LOX) is overexpressed after subarachnoid hemorrhage (SAH). A, Schematic view representing the needle trajectory for
SAH induction, and the field of view used for the histological experiments. B, Representative immunohistochemistry images obtained 24 h after SAH induc-
tion, and corresponding quantification (n=4 per groups). SAH induces a major increase of 12/15-LOX compared with sham mice. Scale bar, 50 pm; *P<0.05
vs sham. C, Representative immunohistochemistry images obtained 24 h after SAH induction, showing that the cells expressing 12/15-LOX are CD68+,

so are activated macrophages. Scale bar, 50 pm. D, Representative immunohistochemistry images obtained 72 h after SAH induction, and corresponding
quantification (n=4 per groups). SAH still induce an increase of 12/15-LOX compared with sham mice. This phenomenon is partly reversed by the 12/15-LOX
inhibitor ML351, and absent in Alox15 knockout (ko) mice. Scale bar, 50 pm; “P<0,05 vs sham and **P<0.05 vs SAH+vehicle. CA indicates carotid artery; and

ON, optic nerve.

the brain parenchyma adjacent to the SAH. Cells express-
ing 12/15-LOX are CD68+, suggesting a central role for
activated macrophages in 12/15-LOX overexpression
(Figure 1C; Figure IT in the online-only Data Supplement).
Neither neurons nor astrocytes expressed 12/15-LOX 24
hours after SAH (Figures IIT and IV in the online-only
Data Supplement).

12/15-LOX Overexpression Increases

Brain Injury After SAH

To investigate the impact of 12/15-LOX on brain injury,
we induced SAH in Alox15 knockout mice, or injected the
12/15-LOX inhibitor ML351 to wild-type mice with SAH.
12/15-LOX expression remained slightly elevated in wild-
type mice 3 days after SAH, which was reduced by ML351
treatment, whereas Alox/5 knockout mice exhibited only
background staining for 12/15-LOX (Figure 1D). Next,
we detected widespread neuronal cell death surround-
ing the SAH area, as assessed by Fluorojade B staining
in SAH mice, compared with Alox/5 knockout mice and
mice receiving ML351 (Figure 2A and 2B). Moreover,
SAH mice developed cerebral edema, which was reduced
in Alox15 knockout mice but not by ML351 (Figure 2C).
We did not detect blood-brain barrier leakage in this model
(Figure 2D), suggesting that edema in this model is mainly
cytotoxic not vasogenic.

12/15-LOX Inhibition Improves the Short-

Term Functional Outcome After SAH

This model of SAH induces short-term neurological impair-
ments. SAH-associated weight loss was reduced in Alox/5
knockout mice (Figure 3A). Using a 4-point neuroscore, we
found that the neurological deficit caused by SAH is decreased
in mice receiving ML351 (Figure 3B). Little injury was detected
using a modified Garcia scale (Figure 3C). Finally, spontaneous
motor activity was decreased in SAH mice, which was reversed
by ML351 and in Alox/5 knockout mice (Figure 3D).

Discussion
In our study, 12/15-LOX was overexpressed in activated
macrophages after SAH, and blocking 12/15-LOX activity
decreased the level of brain injury and subsequently improved
the short-term neurological outcome in mice.

This result is in line with previous studies evaluating the
role of 12/15-LOX in ischemic stroke: 12/15-LOX is upregu-
lated in the peri-infarct area in mice and humans, contributing
to brain damage by causing both neuronal cell death and neu-
rovascular injury.>® Surprisingly, 12/15-LOX is here increased
predominantly in macrophages at 24 hours, rather than in neu-
rons and endothelial cells; the injury mechanism may thus dif-
fer. Fewer 12/15-LOX positive cells are present at 72 hours.
Considering the number of CD68+ cells after SAH is stable
within the first 7 days after SAH,” this suggests its expression
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Figure 2. 12/15-Lipoxygenase (12/15-LOX) plays a key role in neuronal cell death and brain edema after subarachnoid hemorrhage (SAH). A, Representative
pictures of FJB staining performed 72 h after SAH induction. SAH induces widespread FJB staining indicative of neuronal damage, a phenomenon limited in
12/15-LOX knockout (ko) mice or in mice receiving the 12/15-LOX inhibitor ML351. Scale bar, 200 pm. B, Corresponding quantification (n=4 per group). “P<0.05
vs sham and **P<0.05 vs SAH+vehicle. C, Brain edema measured using the dry/wet weight method in both hemispheres 3 days after SAH induction. SAH
induces brain edema, which is reduced in Alox15 ko mice (n=10 in wild-type [WT] mice groups, and 7 in the Alox15 ko mice group). *P<0.05 vs sham; **P<0.05
vs SAH+vehicle; and NS: nonsignificant vs SAH+vehicle. D, No opening of the blood-brain barrier is detected in the 2 brain hemispheres with Evans Blue (EB;
n=7 in sham and SAH+vehicle group, n=9 in SAH+ML351 group). NS: nonsignificant vs sham. CA indicates carotid artery; and ON, optic nerve.

is transient. The enzyme inhibitor ML351 further reduced the The role of oxidative stress in SAH has long been
amount of 12/15-LOX, possibly because of the vicious cycle known.'” Interestingly, baicalein administration in rats
of amplification of oxidative stress caused by 12/15-LOX.* with SAH decreased EBI, notably because baicalein is a
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Figure 3. Inhibition of 12/15-lipoxygenase (12/15-LOX) improves functional outcomes 3 days after subarachnoid hemorrhage (SAH). A, SAH leads to signifi-
cant weight loss. This phenomenon is reversed in Alox75 ko mice and decreased in animals treated with ML351 (n=20 in sham and SAH+ML351 mice, n=18
in SAH+Vehicle mice, and n=11 in Alox715 ko mice). *P<0.05 vs sham; **P<0.05 vs SAH+vehicle; and NS: nonsignificant vs SAH+vehicle. B, The 12/15-LOX
inhibitor ML351 improves neurological deficit after SAH, evaluated by a 4-point neuroscore scale (n=20 in the wild-type [WT] mice groups, n=11 in the Alox15
ko mice group). *P<0.05 vs sham; **P<0.05 vs SAH+vehicle; and NS: nonsignificant vs SAH+vehicle. C, No significant deficit in a modified Garcia scale (n=20
in the WT mice groups, n=11 in the 12/15-LOX ko mice group). NS: nonsignificant vs sham. D, Spontaneous activity is better preserved in mice treated with
ML351 compared with vehicle following SAH, and in Alox15 ko mice (n=20 in the WT mice groups, n=11 in the Alox15 ko mice group). *P<0.05 vs sham and
**P<0.05 vs SAH+vehicle.
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12/15-LOX inhibitor." Baicalein as a strong antioxidant is not
specific; however, and data focusing strictly on 12/15-LOX
were needed, particularly because the 12/15-LOX product
12-hydroxyeicosatetraenoic acid is elevated in the cerebro-
spinal fluid of SAH patients."”

Our study has several limitations. First, our study only
looked at short-term outcomes relevant to EBI and found
fewer neurological deficits than previously; a possible impact
of 12/15-LOX on cerebral vasospasm and delayed cerebral is-
chemia remains to be explored. Additionally, we have used
male mice, and effects of 12/15-LOX in females remain to be
determined. Moreover, future studies are needed to examine
the mechanisms of 12/15-LOX injury in more detail, focusing
on its activity in macrophages.
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Modulation enzymatique des réseaux périneuronaux par la désintégrine et métalloprotéinase a motifs
thrombospondines de type 4 (ADAMTS-4) et I'activateur tissulaire du plasminogene (tPA)

Les réseaux périneuronaux (perineuronal nets, PNNs) sont des structures de la matrice extracellulaire, qui enveloppent
préférentiellement les interneurones exprimant la parvalbumine (PV). lls régulent I'activité neuronale, protégent contre le
stress oxydatif et ferment les périodes critiques du développement. La dégradation des PNNs restaure la plasticité
cérébrale et améliore la récupération fonctionnelle dans différentes pathologies cérébrales. Une meilleure compréhension
des mécanismes enzymatiques modulant les PNNs peuvent conduire au développement de nouveaux outils
thérapeutiques. Nos travaux se sont donc intéressés a deux protéases endogénes pléiotropiques du cerveau. Nous avons
tout d’abord étudié I'implication de la désintégrine et métalloprotéinase a motifs thrombospondines de type 4 (ADAMTS-4)
dans I'évolution des dommages causés par I'ischémie cérébrale, en lien avec la modulation des PNNs. Dans une seconde
partie, nous avons étudié le potentiel réle de I’activateur tissulaire du plasminogéene (tPA), dans la dégradation des PNNs
en condition physiologique.

Nous montrons qu’ADAMTS-4 endogene, seule ou couplée a une rééducation intensive, accélere la récupération
fonctionnelle aprés une ischémie cérébrale, sans affecter la structure des PNNs. Nous démontrons également
qu'ADAMTS-4 est protecteur dans la phase aigué de I'ischémie cérébrale, en limitant la progression de l'infarctus. La
combinaison de l'immunohistologie, de [I'électrophysiologie et de la single-cell RT-PCR a permis d’identifier les
interneurones PV, comme une source de tPA in vivo. Nous observons que les souris spécifiquement déficientes en tPA dans
les interneurones PV, présentent des PNNs plus denses, suggérant un réle du tPA dans le remodelage des PNNs. Des
analyses in vitro confortent cette hypothése, en montrant que le tPA convertit le plasminogéne en plasmine, qui a son tour,
dégrade un des principaux composants des PNNs, I'aggrecan. Dans I'ensemble, ces travaux permettent de mieux
caractériser les fonctions de deux protéases endogénes du systéme nerveux central, en démontrant notamment I'existence
d’un nouveau mécanisme de régulation des PNNs.

Mots clés : PNNs, ADAMTS-4, ischémie cérébrale, tPA, plasmine

Enzymatic modulation of perineuronal nets by a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin
motifs 4 (ADAMTS-4) and the tissue plasminogen activator (tPA)

Perineuronal nets (PNNs) are extracellular matrix assemblies that preferentially enwrap interneurons expressing
parvalbumin (PV). PNNs development and maintenance regulate several processes within the central nervous system,
including neuronal activity, neuronal protection from oxidative stress, and closure of developmental critical period
plasticity window. Converging evidence indicate that PNNs degradation restores plasticity and improves functional
recovery in a variety of neurological disorders. Understanding PNNs enzymatic modulation may be essential for the
development of new therapeutic tools. Our work focused on two endogenous proteases with pleiotropic functions in the
brain. We first studied the involvement of a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs type 4
(ADAMTS-4) in the evolution of ischemic brain damages and dysfunctions, in relation to PNNs. In a second part, we
investigated the potential role of tissue-type plasminogen activator (tPA) in PNNs physiological degradation.

We established that endogenous ADAMTS-4, alone or coupled with intensive rehabilitation, accelerates functional
recovery after stroke, without modulating PNNs structure. In addition, we demonstrated that ADAMTS-4 is protective in
the acute phase of ischemic stroke, by limiting infarct progression. Combining immunohistology, electrophysiology and
single cell RT-PCR PCR allowed identifying PV interneurons as being a source of tPA in vivo. We found that mice specifically
lacking tPA in PV interneurons display denser PNNs, suggesting that endogenous tPA modulates PNNs structure. In vitro
analyses supported this hypothesis, and allowed the demonstration that tPA converts plasminogen into active plasmin,
which in turn, directly degrades aggrecan, a major chondroitin sulfate proteoglycans contained is PNNs. Overall, this work
allows to better characterize two endogenous brain proteases, notably by providing a new physiological mechanism
regulating PNNs remodeling.

Key words: PNNs, ADAMTS-4, ischemic stroke, tPA, plasmin



