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Avant-propos

Mon travail de these a été réalisé au sein de I'unité INSERM 1237, dirigée par le Pr. Denis
Vivien, et supervisé par la Pr. Carine Ali, du 01 octobre 2020 au 21 novembre 2023. Deux

grandes thématiques de recherches sont explorées au sein du laboratoire :

= Activateur tissulaire du plasminogene (tPA) et troubles neurovasculaires

= Meécanismes pathologiques et impact du mode de vie dans les troubles cérébraux
Au sein de la premiere thématique, trois axes sont développés

e Signalisation et nouvelles fonctions du tPA

e Recherches translationnelles neurovasculaires

e Imagerie cérébrale in vivo

Mes travaux de these s'inscrivent dans le premier axe de la premiere thématique et portent
sur les roles du tPA exprimé par les interneurones a parvalbumine dans la régulation des
réseaux périneuronaux post-ischémie, ainsi que sur les roles du tPA exprimé par des

neurones corticaux lors de la phase aigué des phénomenes excitotoxiques/ischemiques.

L'introduction de ma these comporte deux axes principaux : le premier concerne les
accidents vasculaires cérébraux (AVC), en particulier les AVC ischémiques ; le deuxieme
explore I'histoire, I'expression et les fonctions du tPA au sein du systeme vasculaire et du

parenchyme cérebral.

Les résultats de mes recherches seront présentés dans deux articles distincts. Le premier
article, dans lequel j'ai contribué en tant que troisieme auteur, a fait naitre mon premier
objectif de thése, qui sera présenté dans la discussion 1. Le deuxieme article, dont je suis
I'auteur principal, sera présenté, puis discuté dans la discussion 2. Enfin, chaque discussion
sera suivie d’'une conclusion générale.

Pour finir, un article sera inséré dans la partie « autres travaux », et concerne une

collaboration au sein du laboratoire.
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1. Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) ischémiques

11 Définition et épidémiologie

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC ou en anglais : stroke) sont un ensemble
d'atteintes neurologiques d'apparition soudaine, dont l'origine est une interruption de la
circulation sanguine, causée par une obstruction (AVC ischémique, 80-85% des cas) ou une
rupture (AVC hémorragique, 15-20% des cas) vasculaire (Figure 1). Bien que moins
fréquents, les AVC hémorragiques induisent une mortalité et des déficits plus séveres que

les AVC ischémiques.

Le terme AVC regroupe 5 pathologies : les infarctus cérébraux, les hémorragies cérébrales,
les accidents ischémiques transitoires, les hémorragies sous arachnoidiennes et les

thromboses cérébrales.

AVC ischémique AVC hémorragique

Obstruction de l'artére Rupture de l'artére

Conséquences tissulaires de COnSéquenceS tissulaires de
I'ischémie observées par IRM I’hémorragie observées par scanner

Figure 1 : lllustration des deux grands types d'AVC. A gauche, les AVC de type ischémique,

représentant 80-85% des cas et caracteérisés par la présence d'un caillot sanguin obstruant la
circulation sanguine vers le cerveau. A droite, les AVC de type hémorragique, caractérisés par
la rupture d'un vaisseau sanguin entrainant l'épanchement de sang dans le cerveau (Source :
Institut du cerveau et de la moelle épiniere).
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Les AVC représentent en France, la premiere cause de mortalité chez la femme ainsi que la
premiere cause de handicap acquis chez I'adulte. C'est eégalement la deuxieme cause de
démence. Au niveau national, on dénombre 150 000 cas d’AVC par an, dont pres d'un quart
sont mortels (données issues de I'ARS France) et, dans le monde, on déplore plus de 15
millions de cas par an, soit a peu pres un AVC toutes les 3 secondes (Feigin et al, 2022).
Cette pathologie représente un colt global estimé a 721 milliards de dollars américains soit
659 milliards d'euros (Owolabi et al, 2022). Au niveau géographique, il a été montré que
les pays au nord de I'équateur sont les plus touchés et notamment en Europe (Figure 2,

Campbell et al, 2019).

Incidence (per g
100,000 population) -

= 0-50 % '

>50-100 ‘.‘
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>150-200 '
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m >250-300
| >300-350

Figure 2 : Incidence de 'AVC ischémique dans le monde. Les pays au sud de l'équateur sont
moins touchés que les pays du Nord (Campbell et al., 2079).

1.2 Etiologie de I'AVC ischémigue

Les origines de la survenue d’'un AVC ischemique peuvent étre multiples et il a été decrit
plus de 150 causes. Les AVC ischémiques sont répertoriés selon la classification TOAST (en
anglais  Trial of ORG 10172 in acute stroke treatment subtypes classification (Figure 3, Adams

et al, 1993) qui se divise en 5 sous-types :
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- Les AVC das a l'athérosclérose de gros vaisseaux (macroangiopathie). Dans cette
catégorie, les patients présentent des sténoses (>50%) voire des occlusions totales de

certaines arteres intra- ou extra- craniennes, liées a I'athérosclérose.

- Les AVC d'origine cardioembolique représentent I'ensemble des ischémies résultant d’au

moins un évenement embolique d'origine cardiaque.

- Les AVC des petits vaisseaux (ou AVC lacunaires) concernent des patients présentant des
syndromes lacunaires cliniques traditionnels, avec une lésion du tronc cérebral ou de

I'hémisphere sous-cortical d'un diametre inférieur a 1,5 cm.

- Les AVC avec d'autres étiologies déterminées. Cette catégorie inclut les rares cas d’AVC

tels que des troubles hématologiques ou des vasculopathiques.

- Les AVC avec d'autres étiologies indéterminées. lls peuvent correspondre a des examens

incomplets ou alors qui n‘ont pas permis de diagnostiquer un AVC.

Subtype Classification

Large-artery atherosclerosis (embolus/thrombosis) Large artery
atherosclerosis
Small-vessel occlusion (lacune) 20%
30

Cardioembolism (high-risk/medium-risk)

Cardioembolism

Stroke of other determined etiology 0%

B W N =

Stroke of undetermined etiology

Small vessel disease
25%

(a) Two or more causes identified
(b) Negative evaluation

(¢) Incomplete evaluation

Figure 3 : Classification TOAST de ['étiologie des AVC ischémiques. 5 sous-catégories ont été
distinguées : Les AVC das a l'athérosclérose des larges arteres (20%), les AVC ischémiqgues
des petits vaisseaux (25%,), les AVC d'origine cardioembolique (20%), les AVC avec d'autres
étiologies déterminées (5%), les AVC avec d'autres étiologies indéterminées (30%,) (Adams et
al, 1993).
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1.3  Les symptomes de I'AVC ischémigue

Les symptomes des AVC ischémiques sont tres hétérogenes car ils dépendent de la
localisation de I'obstruction. Dans 50% des cas, le territoire vasculaire touche est celui de
I'artere cérébrale moyenne (ACM), ce qui engendre des atteintes motrices et cognitives (Ng

et al, 2007).

A la suite de l'occlusion vasculaire, les neurones sont rapidement en danger : on estime que
sans traitement, 2 millions de neurones, 14 milliards de synapses et 12 km d'axones
myéliniseés meurent par minute (Saver, 2006). La perte irréversible des cellules nerveuses

peut alors se traduire par les symptomes suivants (Figure 4) :

- Hémiplégie ou faiblesse musculaire du visage ou d'un membre,

- Complication brutale dans la parole et/ou géne dans la prononciation claire (aphasie),
- Vision floue unilatérale ou bilatérale,

- Equilibre douteus, vertige,

- Céphalées intenses, migraines.
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Figure 4 : lllustration des symptoémes de 'AVC ischémique, en fonction de la zone cérébrale
touchée. Une atteinte vasculaire de l'artere cérébrale moyenne (MCA) peut induire des lésions
des cortex moteurs et sensoriels et des aires de Broca et Wernicke, conduisant a des déficits
moteurs et sensoriels controlatéraux ainsi qu'a des aphasies expressives et réceptives. Les
atteintes peuvent également toucher la capsule interne, ce qui engendre des symptémes
purement moteurs de la face, des bras et des jambes. Une atteinte de l'artere cérébrale
antérieure (ACA) entraine des [ésions du cortex préfrontal et du lobule paracentral conduisant
respectivement a des changements de personnalité et de comportement ainsi qu'a des déficits
moteurs des bras et des jambes controlatéraux. Une atteinte de l'artere cérébrale postérieure
(PCA) induit des dommages des lobes temporaux inférieurs ainsi que du mésencéphale, du
thalamus et du cortex visuel. Des symptoémes tels que ['hémianopsie (perte de vision du coté
controlatéral a la lésion) ou des paralysies du nerf oculomoteur peuvent apparaitre
(lllustration issue de Soton Brain Hub, Université de Glasgow).

Dans cette pathologie ou le temps est compté, il est d'utilité publique de savoir identifier
clairement ces symptomes. C'est pourquoi, I'acronyme « FAST : face, arm, speech et time »
a été initialement mis en place dans les pays anglophones, afin de garder en mémoire les

signes cliniques évocateurs de I'AVC.

En francais, I'acronyme a retenir est « VITE » (Figure 5).
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LES SIGNES ET SYMPTOMES DE L'AVC
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Figure 5 : Campagne de sensibilisation aux signes cliniques des AVC. Les signes évocateurs
sont . visage paralysé, impossibilité de bouger un membre, troubles de la parole. Dans le cas
ou ces signes sont remarqués, il faut, en France, immédiatement appeler le 15 (illustration
issue de France AVC).

1.4 Physiopathologie de I'AVC ischémigue

Comme nous l'avons écrit précédemment, I’AVC ischémique est caractérisé par un arrét ou
une forte perturbation du flux sanguin cérébral. Ce phénomene prive les cellules du
parenchyme (neurones, astrocytes, oligodendrocytes...) d'oxygene et de glucose. Trois

zones vont alors se distinguer (Figure 6) :

Le coeur ischémiqgue, est la région ou l'atteinte est la plus sévere. Le débit sanguin cérebral

(DSQ) y est inféerieur a 10 mL par minute pour 100 grammes de tissu. Les cellules nerveuses
subissent des dommages irréversibles, et meurent rapidement par nécrose (Heiss & Rosner,

1983).

La pénombre ischémique est la zone critique dans le contexte des AVC ischémiques. Elle

est caractérisée par une diminution du DSC variant entre 10 et 20 mL par minute, pour 100
grammes de tissu (Furlan et al, 1996). C'est la zone cible des traitements des AVC
ischéemiques, qui conditionne le devenir des cellules en souffrance (Chalet et al, 2022). Sa

taille peut étre estimée par imagerie cérébrale.
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L'oligémie ou zone périphérique est le territoire caractérisé par un DSC compris entre 20 et

50 ml/min/100 g de tissu (Bandera et al, 2006). L'hypoxie cérébrale y est compensée par
une augmentation du taux d'extraction d'oxygene, permettant d'assurer la viabilité du tissu

(Adhami et al., 2006).

1.4.1  Le désequilibre ionique

L'occlusion cérébrale entraine la rapide diminution de I'apport en oxygene et en glucose.
Ce déficit énergétique entraine des dysfonctions mitochondriales conduisant a la production
d'especes réactives de I'oxygene induisant des dommages cellulaires (Andrabi et al,, 2020).
Le manque d'oxygene et de glucose entraine également la défaillance de synthese d'ATP
induisant la dysfonction de la pompe Na*, K*-ATPase. Cette défaillance contribue au
désequilibre ionique affectant les niveaux de sodium (Na*), de potassium (K*) et de calcium
(Ca®"), entrainant une dépolarisation cellulaire irréversible et la libération excessive de
glutamate (Figure 6). Cette surabondance de glutamate dans la fente synaptique va sur-
activer ses récepteurs ionotropiques (en particulier de type N-methyl-D-aspartate, NMDA),
induisant alors une toxicité neuronale, par un phénomene appelé excitotoxicité (Doyle et al,

2008).

14.2 L'excitotoxicité

Il'y a pres de six décennies, des études ont mis en évidence les effets toxiques du sodium
de L-glutamate par le biais d'injections systémiques, démontrant ainsi que ce dernier
pouvait degrader les couches internes de la rétine (Lucas & Newhouse, 1957). Ce concept
d'excitotoxicité (toxicité des acides aminés excitateurs), formulé par John Olney, se produit
également dans l'encéphale (Olney, 1969). Effectivement, l'injection sous-cutanée de

monosodium de glutamate induit chez des souriceaux de la nécrose neuronale dans
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plusieurs régions du cerveau. Plus tard, il a été dévoilé que |'excitotoxicité peut aussi résulter
de la libération excessive et incontrlée de glutamate endogene, entrainant une mort
cellulaire de type nécrotique, classiquement observée dans les situations aigués telles que
les traumatismes cérébraux et les AVC (Bicknell & Cohen, 1995 ; Dong et al, 1997 ; Dirnag|
et al, 1999).

De fait, I'excitotoxicité est le méecanisme par lequel une stimulation excessive des récepteurs
ionotropiques du glutamate, NMDA essentiellement mais aussi AMPA (en anglais . a-
amino-3-hydroxy-5methyl-isoxazolepropionic acid) ou Kainate, entraine une accumulation
d'eau et de calcium intracellulaire et la libération de radicaux libres, conduisant
iremédiablement a la mort nécrotique excitotoxique (Shen et al,, 2022). Ce type de nécrose
cellulaire se caractérise par une augmentation du volume cellulaire, un gonflement des
organites, ainsi qu’une rupture des membranes nucléaires et cytoplasmiques, la dégradation

aléatoire de I'ADN par des endonucléases, et une protéolyse massive (Dong et al.,, 1997).

A la suite d'un AVC ischémique, ce phénomene excitotoxique serait le premier induisant des
dommages neuronaux, par formation d'un cedeme cytotoxique (Martinez-Coria et al., 2021

;' Verma et al, 2022).

Il apparait que la composition et/ou la localisation des réecepteurs NMDA pourrait étre
responsable d'effets différentiels. Par exemple, les récepteurs NMDA contenant la sous unité
GluNZB seraient déclencheurs d'excitotoxicité et d'apoptose neuronale alors que les
recepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2A seraient protecteurs (Zhu et al, 2018).
Ces effets bénéfiques passeraient notamment par I'activation de la voie PI3K/Akt
(Downward, 1999), l'activation de ERK (en anglais : extracellular signal-requlated kinase)
conduisant a la phosphorylation de CREB (Wu et al, 2001) et a I'activation du gene codant
pour le facteur neurotrophique dérivé du cerveau, BDNF (en anglais : brain-derived

neurotrophic factor) (Ghosh et al., 1994).

La distribution des récepteurs NMDA au niveau synaptique ou extrasynaptique a également

une importance dans le devenir excitotoxique (Seillier et al., 2022).
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En 2002, il avait été mis en évidence que I'activation des récepteurs NMDA synaptiques avait
des effet anti-apoptotiques, contrairement a I'activation des récepteurs extrasynaptiques,
conduisant a une perte des potentiels membranaires mitochondriaux et une mort cellulaire
(Hardingham et al, 2002). Plus récemment, il a été mis en évidence que I'activation seule,
des récepteurs NMDA synaptiques ou extrasynaptiques, était non toxique et que le degré
d'excitotoxicité était lie a I'ampleur et la durée de la co-activation de ces récepteurs (Zhou

et al, 2013).

1.4.3 Les processus inflammatoires et la neuroinflammation

La mort neuronale excitotoxique instaure de I'inflammation conduisant a la libération de
DAMPs (en anglais : damage-associated molecular patterns), tels que HMGB1 (en anglais :
high mobility group-box-1) ou S1000A8 (MRPS, calgranulin A), et de cytokines pro-
inflammatoires, comme le TNF (en anglais : tumor necrosis factor) ou bien les interleukines
telles que IlL-1B ou IL-6, qui sont des protéines servant de messager entre le systeme
immunitaire et les leucocytes (lymphocytes T-helper 1ou 2 puis lymphocytes B, par exemple)
(Figure 6). Egalement, I'expression des molécules d’adhésion vasculaires telles que les
VCAM-1 (en anglais : vascular cell adhesion molecule) ainsi que des sélectines E et P
augmente. Ces moléecules d'adhésion permettent de faciliter le passage des leucocytes du
sang vers le parenchyme, aggravant ainsi linflammation et perméabilisant la barriere

hémato-encéphalique (BHE).

Dans le parenchyme, certains DAMPS et cytokines vont activer les récepteurs a la surface
des cellules immunitaires du parenchyme telles que les astrocytes ou la microglie, on parle
alors de la neuroinflammation. De plus, quelques macrophages résidents peuvent aussi
s'activer (Gelderblom et al, 2009 ; ladecola & Anrather, 2011). Aussi, de par la détérioration
de la BHE, ces mémes cytokines et DAMPS peuvent induire une réponse immunitaire

systémique a plus long terme.
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Figure 6 : [llustration chronologique simplifiée d'une partie de la physiopathologie de 'AVC
[schémique. L'obstruction d'un vaisseau cérébral conduit a un manque doxygene et de
glucose pour les cellules du parenchyme en particulier pour les neurones. Ces derniers ne
peuvent plus produire d’ATP et ne peuvent plus gérer 'homéostasie ionigue intracellulaire
conduisant a une libération exacerbée du glutamate suractivant les récepteurs ionotropiques
NMDA. Ce phénomene est appelé excitotoxicité et conduit a la libération de signaux tels que
des cytokines ou des DAMPs, déclenchant les phénomenes inflammatoires. Ces derniers sont
meédiés, d'une part, par l'activation des astrocytes et de la microglie présents dans le cerveau
ainsi que par l'ouverture de la BHE facilitant linfiltration des leucocytes du sang vers le
parenchyme (Qin et al.,, 2022).
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1.4.4 |'ouverture de la BHE

L'« ouverture » de la BHE est également facilitée par une augmentation de l'expression et
de l'activite des métalloprotéases matricielles (MMPs) et en particulier des MMP9 allant
directement dégrader la lame basale des vaisseaux (Rosenberg & Yang, 2007). Le
décrochement des pieds astrocytaires des vaisseaux va également participer a I'ouverture
de la BHE contribuant a I'inflammation cérébrale (Figure 6). Les différentes hypotheses dans
I'ouverture de la BHE seront expliquées plus en détails dans la partie 2 intitulée : I'activateur

tissulaire du plasminogene (tPA), réles dans l'intégrité de la BHE.

L'ouverture de la BHE est aussi permise par I'activation des cellules endothéliales ainsi que
des péricytes (Liebner et al, 2018) provoquant un cedeme vasogénique ainsi qu'une forte
expression d’AQP4 (aquaporine 4) au niveau astrocytaire (Badaut et al, 2007). L'cedeme
vasogénique a lieu dans un second temps, dans les 48 heures post-occlusion.
L'accumulation anormale de liquide entraine une augmentation de la pression
intracranienne qui peut engendrer des déficits neurologiques tels que des céphalées

notamment (Hornig et al, 1993).

1.4.5 L'apoptose

L'apoptose fait réference a une mort cellulaire programmée, ayant lieu a la phase subaigué
de 'AVC ischémique. Elle requiert en général de I'énergie afin d'étre activée, c'est pourquoi
elle se produit majoritairement dans la zone de pénombre (Martin et al, 1998). L'apoptose
peut étre activee durant lischémie selon deux voies: la voie intrinseque et la voie

extrinseque.

La voie intrinseque est déclenchée par une élévation du calcium intracellulaire, entrainant la
libération du facteur inducteur de I'apoptose (en anglais : apoptosis-inducing factor, AlF) et

du cytochrome C dans le cytoplasme. Le cytochrome C se lie ensuite au facteur d'activation
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de la procaspase-9 pour la convertir en caspase-9, qui a son tour active la caspase-3 (Love,
2003). Une fois activée, la caspase-3 favorise la fragmentation de I'ADN et la formation de

corps apoptotiques, aboutissant a la mort de la cellule (Elena-Real et al,, 2018).

La voie extrinseque, pour sa part, implique des facteurs libérés en dehors de la cellule, tels

que le Fas-L (Ligand Associé aux Fibroblastes). Lorsque ce ligand se lie au récepteur Fas,
cela conduit a la formation d'un complexe contenant la protéine FADD (protéine associée
a la mort avec domaine de mort) qui interagit ensuite avec la procaspase-8. Ce complexe
nouvellement forme, connu sous le nom de DISC (complexe de signalisation inducteur de
la mort), permet |'activation de la caspase-8, qui est ensuite libérée dans le cytoplasme pour
amorcer le processus de clivage de la caspase-3. Par la suite, des mécanismes similaires a

ceux de la voie intrinseque sont mis en marche (Radak et al, 2017).

1.4.6 L'autophagie

L'autophagie, quant a elle, est un processus par lequel la cellule peut renouveler son
matériel cytoplasmique, dans le but de se maintenir en vie. Elle se caractérise par la synthese
d'une structure membranaire a double couche appelée autophagosome, qui contient des
cargaisons ciblées pour la dégradation. Les autophagosomes fusionnent ensuite avec les
lysosomes pour former des autolysosomes, entrainant la dégradation de leur contenu. La
principale voie de régulation de ['autophagie implique la kinase mTOR (en anglais :

mammalian target of rapamycin) (Thiebaut et al, 2019).

Le réle de I'autophagie dans I'AVC est débattu (Kasprowska et al, 2017 ; Ni et al, 2018). Il a
par exemple été demontré que I'autophagie était un mécanisme protecteur en degradant

les produits de la mort cellulaire (Carloni et al., 2017).

D'un autre cOté, I'equipe a mis en évidence que I'activation de I'autophagie augmenterait
la mort neuronale (Thiebaut et al., 2022). Lors de I'ischémie, I'autophagie affecte aussi bien

les neurones (Tian et al, 2010) que les astrocytes (Qin et al,, 2010).
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15 Les facteurs de risque de I'AVC ischémigue

Les facteurs de risque associés a I'AVC ischémique sont nombreux et de plus en plus
impactant avec I'age. Cependant, nous pouvons en différencier deux catégories : d'une part,
les facteurs de risque modifiables et, d'autre part, les facteurs de risque non-modifiables
(Boehme et al, 2017). Parmi les données qui vont suivre, la plupart sont issues de I'étude

INTERSTROKE regroupant pres de 22 pays (O'Donnell et al., 2010).
Les facteurs de risque modifiables :

- L'hypertension est le facteur de risque le plus important et il existe un lien tres fort entre
une pression artérielle élevee et le risque de faire un AVC (Chobanian et al,, 2003). Le risque
d'étre atteint d'un AVC ischémique double a chaque augmentation de la pression artérielle

systolique de +20 mmHg et +10 mmHg en diastolique.

- La consommation courante de tabac, d'alcool et d'autres substances. Le risque d’AVC
chez les fumeurs quotidiens est tres présent (deux fois plus de risque) et il est directement
corréelé au nombre de paquets consommés par anneée. Il est estimé que pres de 15% de tous
les déces liés aux AVC sont dus au tabagisme (données issues d'une cohorte Coréenne de
plus de 470 000 hommes suivis pendant 20 ans, Song & Cho, 2008). La consommation
d'alcool est davantage liee a I'apparition d’AVC hémorragiques. Pour I'AVC ischemique, il a
éte demontré puis remis en question que la consommation légere a modérée (moins de 2
verres d'alcool par jour pour les hommes et moins de 1 pour les femmes) était plutot
protectrice. En revanche, la consommation sévere était associée a un risque augmenté
(Wannamethee & Shaper, 1996). Enfin, la consommation de substances telles que I'héroine,
la cocaine ou la méthamphétamine est également associée a un risque accru d’AVC

ischémique (Ho et al, 2009).

- Le diabete. Les patients diabétiques ont un risque doublé de faire un AVC ischémique.

Aussi, leur taux de mortalité est de 20% (Banerjee et al, 2012).
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- Les causes cardiaques sont également des facteurs de risque importants pour I'AVC,
notamment avec le vieillissement de la population. Par exemple, la fibrillation auriculaire
(FA) est souvent a I'origine de la formation de caillots qui migrent de |'oreillette gauche vers
le cerveau. Ces dernieres années, le nombre d'AVC chez les patients FA a presque triplé

(Yiin et al,, 2014).

- Un indice de masse corporelle (IMC) élevé, une inactivité physique et la sédentarité, une
mauvaise alimentation ainsi que de l'inflammation ou des infections sont également des

facteurs de risque modifiables, responsables de la survenue d’AVC.

Il est important d'identifier ces facteurs de risque, car une bonne prise en charge
(pharmacologique et/ou en changeant d'hygiene de vie) a un impact positif sur le risque de

survenue d'un AVC ischémique (Figure 7) (Suk et al, 2003).

Diet Exercise
- Mediterranean, DASH, AHA or USDA diets |- Moderate to intense exercise 3-4 times per
- Decreased sodium intake week
- Decreased intake of simple sugars

- Daily caloric intake

Behavioral Modification
Efforts for the Prevention of
Stroke

Weight Control ‘ Smoking Cessation
- If obese, goal is for BMI <30 kg/m? ‘ Behavioral therapy , counselling and
‘ - Nicotine replacement with or without

- If overwight, goal is for <25 kg/m?

- A healthy BMI of 18.5-25 kg/m? should be |- Bupropion or varenicline

maintained

Figure 7 : lllustration des pratiques liées a un mode de vie sain pour une meilleure santé
cardiovasculaire. Des modifications dans les comportements et les habitudes de vie peuvent
prévenir la survenue des AVC. A : L'alimentation est un facteur pouvant étre modifié et
diminue de 20% la prévalence des AVC. Les comportements a adopter seraient . un régime
méditerranéen (principalement basé sur les aliments d'origine végétale et donc faible en
matieres grasses), diminuer la prise de sel et de sucre et controler le nombre de calories
ingérées. B : La pratique d'exercice physique 3 a4 fois par semaine serait également a prendre
en compte. C : Le controle du poids basé sur l'IMC est également a prendre en consideération
en appliguant des limites. D : L'arrét de la consommation de tabac est également tres
important car apres 5 ans d'arrét, le risque de survenue d'un AVC est égal a celui d'un non-
fumeur. Plusieurs thérapies peuvent étre mises en place (lllustration adaptée de Boehme et
al, 2017).
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Les facteurs de risques non modifiables :

Les facteurs de risque non modifiables sont moins nombreux. Parmi eux, on retrouve :

- L'age. En effet, plus I'on vieillit, plus on est susceptible de faire un AVC ischémique. Il a été
démontré que l'incidence augmentait avec I'age mais aussi qu'elle doublait tous les 10 ans
apres 55 ans (Roger et al, 2012). En 2005, I'age moyen de survenue d'un AVC ischémique
était de 69,2 ans. Aujourd’hui, avec I'augmentation de la malnutrition et de la sédentarité
due notamment aux évolutions technologiques ainsi que I'amélioration de la détection des

symptoémes mineurs, I'age moyen se rapproche de 50 ans.

- Le sexe est eégalement un facteur de risque a prendre en compte, bien qu'influencé par
I'age. Effectivement, chez les patients jeunes, l'incidence est en défaveur des femmes (Kapral
et al, 2005). De maniere générale, les femmes sont les plus touchées par les AVC

ischémiques car leur espérance de vie est plus élevée que celle des hommes.

- L'ethnicité a également fait I'objet de recherche et, par exemple, les afro-américains ainsi
que les hispano-américains ont deux fois plus de risque de déclarer un AVC ischémique

(Cruz-Flores et al., 2011).

- Des facteurs génétiques sont également présents dans la survenue des AVC ischémiques.
Cependant, il est compliqué d'associer des mutations précises a la survenue d'AVC tant
I'hétérogéneéité de la pathologie est vaste. Certains genes ont été tout de méme ciblés
comme le gene NOTCH3, dont la mutation entraine une artériopathie cérébrale
autosomique dominante pouvant engendrer des AVC lacunaires (Tournier-Lasserve et al,
1991). Des études ont également mis en évidence que des antécédents familiaux d’AVC
augmentaient le risque de déclarer une ischémie de 30% (Flossmann et al, 2004). Enfin,
cette méme étude a mis en lumiere que les jumeaux monozygotes ont 1,65 fois plus de
risque de faire un AVC ischémique que des jumeaux dizygotes. De plus, I'avancée des
techniques de séquencages genomiques (Bycroft et al, 2018) et les récentes données issues
des études pangenomiques (en anglais : Genome wide association study, GWAS) ont

apporté de nouveaux éléments dans la génétique de 'AVC.



Introduction : Les accidents vasculaires cérébraux ischémiques

Ces études ont notamment permis de mettre en avant 35 loci indépendants, impliqués dans

la survenue d'AVC (Dichgans et al., 2019).

1.6 Prise en charge et traitements de I'AVC ischémique

Avant toute prise en charge, il est majeur d'établir un diagnostic fiable de I'AVC ischémique,
qui repose sur I'imagerie, dans l'idéal, par IRM (Imagerie par résonnance magnétique), ou,

a défaut, par scanner.

Pour faciliter et améliorer la prise en charge des AVC a la phase aigUe, il a été créé, dans
les plus gros centres hospitaliers francais, des unités neurovasculaires (UNV) spécialisées.
Ces unités permettent de réduire de pres de 17% le risque de déces (données issues de la

Haute Autorité de Santé, HAS).

A I'heure actuelle, seulement deux approches thérapeutiques d'urgence sont approuvées

en clinique :

- le traitement pharmacologique (la thrombolyse par injection intraveineuse de la forme
recombinante de l'activateur tissulaire du plasminogene, r-tPA ou altéplase®, (NINDS,

1995).
- I'approche mécanique (la thrombectomie, Fransen et al, 2014).

Actuellement, deux modeles de prise en charge sont comparés : le modele Drip-and-Ship
(DS : transport vers le centre de référence apres un premier accueil en périphérie) et le
modele Mothership (MS : transport direct vers le centre spécialisé). Le modele MS se
caractérise par l'acces a la neuroimagerie de pointe et la présence de neurocliniciens
specialisés pouvant notamment réaliser la thrombectomie mécanique. Le modele DS, quant
a lui, inclut la redirection des patients vers des centres spécialises si nécessaire. Certaines
études montrent que le modele MS serait associé a un meilleur devenir neurologique a

moyen terme (Mohamed et al,, 2021), alors que pour d'autres, il n'y aurait pas de différence
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en termes d'indépendance fonctionnelle a 90 jours entre les deux modeles. Le modele DS
serait cependant associé a un risque accru d'hémorragie intracranienne symptomatique

(D'Anna et al, 2023).

En dehors de cette prise en charge aigue, la rééducation physique et/ou cognitive vise a
limiter les déficits post-AVC. Bien sUr, la prévention (primaire ou secondaire) est aussi

majeure pour réduire les risques d’AVC et de déficits associés.

1.6.1 La thrombolyse par injection intraveineuse de tPA recombinant (r-tPA,
Altéplase®)

L'objectif a atteindre dans la lutte contre les AVC ischemiques est la désobstruction du ou
des vaisseaux occlus dans le but de rétablir un flux sanguin cérébral au plus vite. Pour ce
faire, la thrombolyse par injection intraveineuse de r-tPA est recommandée dans la phase
aigle des AVC ischemiques (NINDS, 1995). Elle est prescrite dans une fenétre temporelle
relativement courte (<4h30) et va détruire les caillots, via la conversion du plasminogene en
plasmine active par le r-tPA. Ce phénomene est appelé « fibrinolyse » et sera détaillé dans

la partie 2 : roles du tPA dans la fibrinolyse.

Malheureusement dans certains cas, notamment lorsque la fenétre thérapeutique est
dépassee, ce traitement peut s'avérer inefficace et peut méme engendrer des effets
secondaires néfastes tels que de la neurotoxicite ou encore des transformations
hémorragiques (Polavarapu et al, 2007 ; Yaghi et al, 2017). De plus, il a été démontré que
la localisation du caillot impactait I'efficacité du traitement et les chances de reperfusion. La
thrombolyse est plus efficace lorsque le caillot blogue un vaisseau relativement accessible
et de petite taille. Cependant, si le caillot est situé dans un vaisseau plus important ou
profondément dans le cerveau, il peut étre difficile pour le r-tPA d'atteindre le site de

I'occlusion et de dissoudre completement le caillot (Sillanpaa et al., 2013).

Cela souligne l'importance d'un diagnostic rapide et précis pour déterminer si la

thrombolyse est une option appropriée pour un patient donné.
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Ce traitement possede également d'autres limites importantes, notamment dues a la
composition du caillot sanguin (Jang et al, 1989). Effectivement, les caillots dits riches en
fibrine (protéine importante dans la coagulation sanguine) sont sensibles a la thrombolyse
par le r-tPA, contrairement aux caillots riches en plaquettes (Figure 8, Martinez de
Lizarrondo et al, 2017). Plusieurs hypotheses peuvent expliquer cette différence et
notamment la faible capacité du tPA a se lier a la fibrine ce qui diminue sa capacité a
convertir le plasminogene en plasmine (Rijken et al, 1982). De plus, les plaquettes ont la
capacité de secréter en forte quantité des inhibiteurs du tPA tels que PAI-1 (en anglais :
Plasminogen activator inhibitor type T) ou encore PN-1 (en anglais : protase nexin-1), ce qui

logiquement, réduit son activitée (Boulaftali et al, 2011).
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Figure 8 : Les thrombi riches en plaquettes sont résistants d la thrombolyse intraveineuse par
injection de r-tPA. A : Immunohistochimie représentative de thrombi apres 20 minutes
d'occlusion de l'artere cérébrale moyenne (ACM) réalisée par injection de thrombine ou de
chlorure de fer (FeClz). Les thrombi induits par la thrombine sont riches en fibrine (marqueur
Fn-Fg, rouge) alors que les thrombi induits par le FeCls sont riches en plaguettes (marqueur
CD41, vert). B et C . Le traitement dans la phase précoce (early) de lischémie par le r-tPA
réduit le volume de lésion uniquement dans le modele thrombine, présentant des caillots
riches en fibrine. Cependant, il est inefficace dans la phase plus tardive, quelle que soit la
composition du thrombus Figure adaptée de Martinez de Lizarrondo et al., 2017).
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A lI'heure actuelle, de nouvelles recherches évaluent I'efficacité d'autres formes de tPA, muté,
qui permettraient de limiter au maximum les effets secondaires indésirés (Thiebaut et al,
2018). C'est le cas, par exemple, du Tenecteplase (TNK ou métalyse®), un tPA muté ayant
une affinité 15 fois plus importante pour la fibrine, une demi-vie 6 fois plus longue (autour
de 25 minutes) ainsi qu'une affinité pour son inhibiteur circulant principal PAI-1, 80 fois
moins importante (Tanswell et al, 2002). Les récents essais cliniques ont également

démontré l'efficacité du TNK (Alamowitch et al., 2023).

1.6.2 Lathrombectomie

En 2015, l'essai clinigue MR CLEAN recrute pres de 500 participants sur 16 centres
hospitaliers hollandais et met en évidence l'efficacité et la sireté de la thrombectomie dans
les 6 heures apres occlusion dans la circulation cérébrale antérieure (Berkhemer et al,, 2015).
Aujourd’hui, les données suggerent que la thrombectomie s'avere efficace jusqu’a 24h apres

la survenue de 'AVC (Nogueira et al, 2018 ; Pirson et al, 2021).

La thrombectomie meécanique consiste au retrait du caillot sanguin par l'insertion d'un
cathéter fémoral remonté jusqu'a I'artere obstruée, sous contréle radioscopique. Le cathéter
dispose en son extrémité d'un maillage en nickel et titane, permettant I'accroche et le retrait
du caillot afin de rétablir un DSC normal. Aussi, une récente étude clinique (SWIFT DIRECT)
incluant 407 patients dans 42 centres hospitaliers a été mise en place dans le but de tester
I'effet combiné de l'injection intraveineuse de tPA associee a une thrombectomie (Figure 9,
Fischer et al, 2022). L'évaluation fonctionnelle via I'échelle modifiée de Rankin a 3 mois
post-AVC indique une non infériorité de la thrombectomie seule par rapport a 'association
avec l'injection de r-tPA, en termes de dépendance fonctionnelle a 3 mois. Cependant, il a
également été montré que les taux de reperfusion post-interventionnelle étaient plus éleves

chez les patients bénéficiant de la double intervention.
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Figure 9 : Résultats de ['étude clinigue SWIFT DIRECT testant ['efficacité de l'association du
traitement par injection 1V de r-tPA a la thrombectomie. Les scores modifiés sur ['échelle de
Rankin a 90 jours vont de O (absence de symptoéme) a 6 (déces). La ligne en noir foncé montre
le seuil de l'indépendance des patients, ce seuil a été atteint chez 57 % des patients assignés
a la thrombectomie seule contre 65 % pour les patients assignés a la double thérapie (Fischer
etal, 2022).

1.6.3 La rééducation et la réadaptation : accompagnement a long terme des
patients

Comme nous l'avons vu préecedemment, I'AVC ischémique est la premiere cause de
handicap acquis chez I'adulte. Les séquelles, qui peuvent persister pendant des mois, voire

des années, doivent étre prises en charge de maniere spécifique (Figure 10).
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Figure 10 : Processus de récupération post-AVC (Kuriakose & Xiao, 2020).
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Méme si elle est probablement variable selon les individus, la plasticité céerébrale doit étre
stimulée par une rééducation adaptée, par des professionnels du domaine tels que des
kinésithérapeutes ou des ostéopathes (données issues de la HAS). La HAS préconisait par
exemple une rééducation intensive d'au moins 45 minutes par jour pendant 5 a 7 jours par
semaine, mais ceci a eté remis en cause par la suite. Il a été développé des outils afin d'aider
les patients a une rééducation autonome. C'est le cas par exemple du biofeedback par
électromyogramme (Langhorne et al,, 2009), grace auquel de petites électrodes placées sur
les muscles vont générer un signal sonore ou visuel, indiquant I'activite musculaire.
L'utilisation du biofeedback combinée a des soins de physiothérapie standards améliorerait
significativement la recupération des patients (Woodford & Price, 2007). D'un point de vue
sensoriel, la reéducation concerne les aspects liés a la perception du corps dans l'espace ou
bien la sensibilité de la peau. Les ergothérapeutes ont egalement un réle important a jouer
dans la réadaptation des patients aux taches de la vie quotidienne. Les orthophonistes
interviennent quant a eux, pour les troubles du langage. Les troubles cognitifs et la
dépression post-AVC étant fréquents, l'intervention de psychologues ou de psychiatres peut
étre nécessaire. L'ensemble de ce suivi a plus long terme est tres important pour le devenir

physique, psychologique ainsi que pour prévenir au maximum les risque de dépendance.

L'héminégligence est une sequelle qui peut étre observée chez certains patients apres un
AVC ischémique. Elle correspond a une perte de la perception d'une moitié de
l'environnement et/ou de son corps. Des études ont démontré que la rTMS (en anglais :
Repetitive Transcranial Magnetic Stimulation), qui consiste a stimuler de maniere spécifique
et répétitive une région corticale avec une haute ou basse fréquence, permettait de réduire
ces symptomes (Fisicaro et al., 2019). De plus, une récente étude clinique vient de démontrer
qu’une rééducation motrice intensive de 3 a 12 mois post-AVC, améliorait la déficience
clinique, les fonctions motrices ainsi que la qualité de vie. Cependant, un protocole de rTMS

a 1Hz, n'était pas un traitement efficace au sein de I'échantillon étudié (Edwards et al., 2023).
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Résumé

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) peuvent étre de type ischémique (80% des cas)
ou de type hémorragique (20% des cas). Ils se caractérisent respectivement par 'obstruction
ou la rupture d'un vaisseau sanguin. L'AVC ischémique représente la seconde cause de
mortalité et la premiere cause de handicap acquis chez l'adulte. C'est une pathologie
d'urgence, avec une fenétre thérapeutique tres courte (<4h30) pour I'administration de son

traitement pharmacologique, la thrombolyse par injection intraveineuse de r-tPA.

Les AVC ischémiques conduisent a des phénomenes en cascades provoqués par
I'obstruction d'un vaisseau et ainsi la diminution de I'apport en oxygene et en glucose pour
les cellules nerveuses du parenchyme. Ce déficit énergétique induit des déséquilibres
ioniques provoquant des dépolarisations neuronales irréversibles et continues conduisant a
I'exocytose démesurée de glutamate (acide aminé et neurotransmetteur excitateur). Ce
dernier présent en trop grande quantité dans I'espace synaptique sur-active les récepteurs
ionotropiques NMDA, conduisant a la mort neuronale par nécrose excitotoxique. La mort
des neurones est accompagnée de signaux induisant I'inflammation, I'ouverture de la BHE
et la création d’'un cedéme vasogénique. Des phénomenes autophagiques et apoptotiques

accompagnent cette cascade ischémique.

Comme nous allons le voir dans la seconde partie de cette introduction, le tPA, endogene
ou exogene, serait capable d'influencer I'évolution des lésions ischémiques, en agissant a

de nombreux niveaux de ces processus ischemiques.
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2. L'activateur tissulaire du plasminogéne (tPA)

Le tPA est une sérine protéase, principalement connue pour ses propriétés fibrinolytiques,
via la conversion du plasminogene en plasmine active. Mais ses fonctions ne s'arrétent pas
au systeme vasculaire et cette protéine joue des roles importants au sein du systeme

nerveux central (SNC).

2.1 Historique

En 1761, Giovanni Battista Morgagni, un anatomiste italien, recueillit plus de 600 cas de
maladies, toutes retranscrites dans un célebre ouvrage nommeé « De sebidus et Causis
Morborum per Anatomen Indagatis » (des siecles et des causes des maladies explorées par
I'anatomie). Parmi ses observations, il décrivit qu’en cas de déces soudain, le sang des
patients ne coagulait pas (Figure 11, Morgagni, 1761). Plus tard, en 1838, Prosper Sylvain
Denis fit I'observation inverse de la dissolution spontanée du sang (Denis, 1838). En 1845,
Gabriel Andral (considéré aujourd’hui comme |'un des peres de I'nématologie) remarqua
que le sang coagulé pouvait se liquéfier et évoqua sans le savoir le concept connu
aujourd’hui sous le nom de « fibrinolyse » (Andral, 1845). C'est & la fin du 19°™ siecle que
Denys et de Marbaix mentionnerent pour la premiere fois la présence d'une enzyme
impliquée dans la fibrinolyse (Denys & De Marbraix, 1889). Le terme de fibrinolyse vit
officiellement le jour en 1893 grace au physiologiste francais Albert Dastre (Dastre, 1893).
Au début du 20°™ siecle, Hedin observa une activité protéolytique dans les globulines de
sérum (Hedin, 1903) et en 1945, Christensen et Macleod identifierent dans ces mémes
globulines, le plasminogene, protéine soluble du sang et précurseur inactif de la plasmine,

enzyme responsable de la degradation des caillots de sang (Christensen & Macleod, 1945).
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Par la suite, les chercheurs tenterent d'isoler cette protéine fibrinolytique et c'est en 1952,
qu'Astrup et Stage y parvinrent en utilisant des agents chaotropes (capables de dégrader
des protéines ou des acides nucléiques). La protéine fut alors nommée « fibrinokinase »
(Astrup & Stage, 1952). En 1979, une purification et une caractérisation de la « fibrinokinase »
furent réalisées a partir de tissus du systeme sanguin de cadavre (Binder et al, 1978) et
d'utérus (Rijken et al, 1979). Deux années plus tard, la « fibrinokinase » fut renommee
« activateur tissulaire du plasminogene ou tPA » par Rijen et Collen a la suite de leurs travaux
visant a purifier le tPA dans le surnageant de mélanome humain (Figure 11, Rijken & Collen,
1987). La premiere utilisation du tPA chez I'humain eu lieu la méme année par Weimar, chez
des patients souffrant de thrombose veineuse rénale (Weimar et al, 1981). En 1983, Pennica
et ses collaborateurs réeussirent a cloner le gene codant pour le tPA et ainsi commencerent
la production de tPA par des bactéries E. coli (Pennica et al, 1983). Grace aux avancées des
techniques de production, le tPA recombinant a pu étre produit sous forme d'un
médicament, I'Altéplase ®, qui reste a ce jour le seul agent pharmacologique approuvé pour
le traitement de la phase aigué de l'ischémie cérébrale (National Institute of Neurological

Disorders and Stroke r-tPA Stroke Study Group (NINDS, 1995).
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Figure 11 : Histoire du tPA a travers les siecles. Des premieres observations post-mortem, aux
premieres hypotheses sur la fibrinolyse, l'anciennement baptisé « fibrinokinase » voit
aujourd'hui sa forme recombinante (r-tPA ou Altéplase®) étre le seul traitement
pharmacologique pour le traitement de la phase aigue des AVC ischémiques (d'apres la These
de Jonathane Furon).

Il 'est important de mentionner I'existence de I'uPA (en anglais : urokinase plasminogen
activator) qui, comme le tPA, est une sérine protéase (Crippa, 2007) capable de convertir le
plasminogene en plasmine active, sans nécessairement la présence de fibrine. Elle est
principalement libérée dans la circulation sanguine par les cellules endothéliales. L'uPA a
aussi été testé en clinique pour les AVC ischémiques mineurs (étude clinique TRUST, Zhao

etal, 2022).
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2.2 Structures du tPA

Le tPA est codé par le gene PLAT (Plasminogen Activator Tissue type), retrouvé sur le
chromosome 8 chez I'homme (Figure 12) ainsi que chez la souris (Mus musculus) (Yang-

Feng et al, 1986).
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-

Figure 12 : Hybridation des sondes dADN complémentaire du tPA humain. Grdce a la
technique d'autoradiographie en grain d'argent, nous voyons les sondes d'’ADNc du tPA,
localisées en position 8p12 et 8q11.2, du chromosome 8. (Yang-Feng et al., 1986).

Le tPA humain est produit sous la forme d'un monomere bicaténaire constitué de 527 acides
amineés et ayant une masse moléculaire de 69 kilos daltons (kDa) (Pennica et al,, 1983). Sous
sa forme mature, il est constitué de 5 domaines structurels/fonctionnels, 17 ponts disulfures
et 4 sites de glycosylation. La chaine A ou chaine lourde contient les domaines « Finger »
(résidus 1 a 43), « EGF-like » (En anglais : Epidermal Growth Factor), (résidus 44 a 91),
« Kringle 1 » (résidus 92 a 173) et « Kringle 2 » (résidus 174 a 275). La chaine B ou légere
contient le domaine « sérine protéase » (résidus 276 a 527), responsable de I'activité

catalytique du tPA (Figure 13, adaptéee de Chevilley et al,, 2015 ; Hébert et al,, 2016).
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Figure 13 : Structure du tPA et fonctions associées. lllustration montrant le tPA dans ses deux
configurations : simple chaine ou sc-tPA (a gauche) et double chaine ou tc-tPA (a droite),
mettant en avant les 5 régions ou domaines distincts, associés a des fonctions propres (Finger,
EGF-Like, Kringlel, Kringle2 et sérine protéase). Présence des 17 ponts disulfures, ainsi que du
site de clivage du sc-tPA en tc-tPA (double fleche) par la plasmine ou les kallikréines ou le
facteur Xa (Figure adaptée de Chevilley et al., 2015 ; Hébert et al., 2016).

- Le domaine Finger tire son nom de sa forte similarité avec le premier domaine finger de
la fibronectine de type 1 (Banyai et al, 1983). Il est un acteur de I'action fibrinolytique du
tPA et car il possede une forte affinité a la fibrine et y permet donc sa liaison. Le tPA, via
son domaine Finger, en se fixant a la fibrine peut former un complexe tertiaire avec le
plasminogene. Ce domaine permet aussi la fixation avec d'autres récepteurs tels que les
récepteurs aux lipoprotéines de faible densité (en anglais : Low Density Lipoprotein
Receptor-related Protein, LRP) et les récepteurs a I'annexine-Il (Hajjar et al, 1994). De
plus, le domaine Finger est également responsable de la liaison avec I'un de ses
inhibiteurs : PAI-T (en anglais : plasminogen activator inhibitor type 1) (Kaneko et al,

1992).
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- Le domaine EGF-like tire également son nom de sa forte similarité avec le facteur de
croissance épidermique. Il permet la fixation du tPA aux récepteurs EGF (Hurtado et al,
2007). Sa O-glycosylation permet au tPA d'étre recapturé et clairé par le foie (Hajjar &
Reynolds, 1994).

- Le domaine Kringle 1 (K1) possede un site de forte affinité pour la lysine (Lysine Binding
Site, LBS). Il est composé de deux acides aminés aromatiques (Tryptophane 242 et
Tryptophane 253) et reste fonctionnellement peu connu. Il est tout de méme décrit dans
la littérature I'importance de sa glycosylation dans sa recapture par le foie, par le biais

des récepteurs au mannose, presents sur les cellules endothéliales (Kuiper et al., 1988).

- Le domaine Kringle 2 (K2) tout comme le domaine K1 possede un méme domaine LBS
mais cette fois-ci fonctionnel. La fonctionnalité de ce domaine LBS permet au tPA, via
son domaine K2, d'interagir avec plusieurs substrats connus tels que le plasminogeéne,
le facteur de croissance dérivé des plaquettes (en anglais : platelet-derived growth factor-
CC, PDGF-CQ) (Fredriksson et al, 2004). Aussi, via son domaine K2, le tPA peut se lier a
la sous-unité GIuNT des récepteurs N-methyl-D-aspartate (NMDA) (Lopez-Atalaya et al.,
2008 ; Samson et al., 2008) ce qui, comme nous allons le voir, participe a de nombreux

processus neurobiologiques.

- Le domaine Sérine protéase (SP) est donc le seul domaine composant la chaine B (ou
légere) du tPA. Il s'agit du domaine catalytique, contenant la triade catalytique histidine
en position 322, acide aspartique en position 371 et sérine en position 478 (Pennica et

al., 1983).
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2.2.1 Les deux formes du tPA

Le tPA existe sous deux formes (Figure 13). Tout d'abord, la forme simple chaine (en anglais :
single-chain, sc-tPA) est la forme sécrétee, native. Contrairement aux autres sérines
protéases dont la forme simple chaine dite « zymogene » est inactive, le sc-tPA possede la
particularité d'étre actif en se liant avec la fibrine (Rijken et al, 1982). Le sc-tPA peut étre
converti en forme double chaine (en anglais two-chain, tc-tPA) par hydrolyse de la liaison
peptidique reliant I'arginine en position 275 et l'isoleucine en position 276 (Ichinose et al,
1984). Cette hydrolyse peut étre faite par d'autres sérines protéases telles que les kallikréines,
le facteur Xa ou encore la plasmine. Les deux parties nouvellement formées sont toujours
liées entre elles par un pont disulfure entre la cystéine en position 299 (chaine A) et la
cystéine en position 430 (chaine B) ainsi que par un pont salin nouvellement créé entre

I'arginine en position 302 et I'acide glutamique en position 445 (Lamba et al., 1996).

Tout comme la forme sc-tPA, la forme tc-tPA possede la fonction de liaison a la fibrine et,
en présence de cette derniere, les deux formes préesentent le méme niveau d'activité
catalytique. Cependant, en I'absence de fibrine, le tc-tPA aurait une activité catalytique

supérieure a celle du sc-tPA (Petersen et al, 1988).

De nombreux chercheurs ont tenté de comprendre les effets différentiels des deux formes
du tPA. Par exemple, I'equipe d'accueil a montré au sein du parenchyme cérébral, que la
forme sc-tPA était capable de promouvoir I'activité du récepteur NMDA (augmentation du
flux calcique et induction de neurotoxicité) contrairement a la forme tc-tPA (Parcq et al,
2012). Il a recemment été montré que le tc-tPA (mais pas le sc-tPA) modulait la mort
neuronale via l'interaction avec le récepteur C-MET, conduisant au recrutement et a la
dégradation par le protéasome, des recepteurs NMDA possédant la sous-unité GIuNZ2B

(Hedou et al, 2021).
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Egalement, une étude clinique réalisée en 2016 dans 13 centres francais, a montré qu'il n'y
avait pas d'association statistique entre le ratio sc-tPA/tc-tPA, administré lors du traitement
des AVC ischémiques, et la survenue de handicap, de dépendance ou le déces a 3 mois.
Cependant, une corrélation a été observée entre un ratio élevé de sc/(sc + tc) r-tPA et la

présence de crises épileptiques précoces (Leys et al., 2016).

2.3 Les Inhibiteurs du tPA

Comme évoqué plus haut, afin de reguler I'activité du tPA, il existe des inhibiteurs et en

particulier les serpines : la neuroserpine (NS), PAI-1, et la protéase nexine 1 (PN1).

2.3.1 La neuroserpine (NS)

La neuroserpine est une protéine de 429 acides aminés ayant une masse moléculaire de
presque 55 kDa. On la retrouve préférentiellement dans certains organes tels que le coeur
et ou les reins (Schrimpf et al, 1997) mais egalement au sein du SNC ou sa libération est
effectuée par les neurones ou les astrocytes (Osterwalder et al, 1996 ; Yepes & Lawrence,
2004). La NS inhibe le tPA en se liant a son domaine catalytique et forment des complexes
peu stables, ayant une durée de vie inférieure a 10 minutes ce qui réduit I'efficacité
d'inhibition (Miranda & Lomas, 2006). Malgré cela, des études ont déemontré un effet
supérieur de la neuroserpine sur 'inhibition de la forme tc-tPA, formant un complexe plus

stable (Hastings et al, 1997).

La NS n'est pas retrouvée dans la circulation sanguine, n‘ayant alors aucun effet inhibiteur

sur le tPA vasculaire (Docagne et al., 1999).
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2.3.2 PAI-1

Le deuxieme inhibiteur tres étudié du tPA est la protéine PAI-1, appelée également SERPINE
1. Elle est retrouvée dans la circulation sanguine, étant synthétisée par les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses ainsi que les plaquettes (Sprengers & Kluft, 1987).
Comme nous l'avons précédemment évoqué, l'interaction entre le PAI-1 et les domaines
Finger et Kringle 2 du tPA réprime sa capacité a se lier a la fibrine et ainsi inhibe son action
protéolytique (Kaneko et al, 1992). Au sein du parenchyme cérébral, toutes les études ne
sont pas consensuelles mais certaines ont montré en condition basale, I'expression de PAI-
1 par les neurones et les astrocytes, mais en faible quantité (Buisson et al, 1998 ; Hino et al,
2001). En conditions pathologiques, telle que Iischemie, Docagne et ses collaborateurs ont
mis en évidence une augmentation de PAI-1 au sein des astrocytes (Docagne et al,, 1999). Il
a été rapporté dans la littérature un lien entre le niveau de PAI-1 cérébral et des maladies
psychiatriques, notamment des patients atteints de dépression majeure présentant des taux
plus importants (Jiang et al, 2016). Il a également été démontré au sein du laboratoire
d'accueil que des souris déficientes en PAI-1 (PAI-1 KO) présentaient des phénotypes

dépressifs ainsi qu'une résistance aux antidepresseurs (Party et al, 2019).

Aussi, il a eté démontré que PAI-1 inhibait I'activité du tPA mais aussi, bloquait I'activation
de ERK1/2 dans des cultures de cellules PC12, altérant la croissance des neurites. Dans les
cellules de Schwann, PAI-1 bloque également I'activation de ERK1/2 par le tPA et ainsi la
migration cellulaire et dans les macrophages, PAI-1 empéche la capacité du tPA a initier la
phosphorylation de IkBa et ainsi I'expression des cytokines (Gonias et al, 2018). De plus, le
knockout ou l'inhibition pharmacologique de PAI-1 par I'anticorps monoclonal MAI-12,
empéche l'inhibition du tPA, ce qui en augmente les capacités fibrinolytiques dans des

modeles expérimentaux de thromboses (Levi et al., 1992).

Enfin, il a été demontre en 2020 des données tres importantes concernant les variations des

niveaux circulants de PAI-T au cours de la journée (Figure 14, Carmona et al, 2020).
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Figure 14 : Oscillations circadiennes de la protéine PAI-1. A : Chez ['Homme, les niveaux de
PAI-T augmentent en phase de repos avec un pic au début de la journée et une diminution
au cours de la journée. B : Chez la souris, nous pouvons observer une augmentation du
niveau circulant de PAT-1 en quittant la phase repos et le niveau au plus haut durant la phase
d'activité (Carmona et al., 2020).

Chez la souris, les niveaux de PAI-1 sont faibles durant les périodes de repos (le jour) et plus
élevés durant les périodes d'activité (la nuit). Ces données sont a prendre a considération
lors d'études sur le tPA, et soulignent I'importance du choix dans I'hébergement des
animaux (cycle normal versus cycle inverse). Chez 'Homme, le pic de présence de PAI-1 au

petit matin pourrait expliquer la survenue d’AVC du réveil.

2.3.3 La protéase nexine 1 (PN-1)

La protéase nexine-1 est une serpine présente dans la paroi des vaisseaux et exprimée par
les plaquettes, les leucocytes ou les monocytes (Bouton et al, 2012). PN-1 est I'inhibiteur
principal de la thrombine mais également du tPA et de la plasmine, notamment au sein du
systeme nerveux. Il a d'ailleurs été rapporté que des souris déficientes en PN-1 avaient un
temps d'occlusion vasculaire réduit ainsi qu’un taux de recanalisation supérieur aux souris

WT (Boulaftali et al, 2011). PN-1, normalement produit en grandes quantités par les
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plaquettes au sein des thrombi induits par le Chlorure de Fer (FeCls), diminue l'efficacite de

la thrombolyse au r-tPA dans ces modeles.

2.4  Expression périphérigue du tPA

L'expression, ainsi que l'activité protéolytique du tPA, ont été détectées en conditions
physiologiques en dehors du compartiment vasculaire, notamment dans la prostate, les
testicules, les ovaires, le coeur ou encore les poumons (Rouf et al, 1996). Les fonctions du

tPA ne sont donc pas restreintes au maintien de la fluidité sanguine.

2.5 Expression du tPA au sein du systeme vasculaire

Chronologiquement, le tPA a, dans un premier temps, été identifié dans le sang (Binder et
al, 1978), sécrété par les cellules endothéliales. Pendant plusieurs anneées, il a été admis que
le tPA était stocké dans des vésicules denses appelées corps de Weibel-Palade et co-
localisait avec le facteur von Willebrand (Weibel & Palade, 1964). Cependant, selon Knipe et
ses collaborateurs, il semblerait que le tPA soit stocké dans des petits granules, différents de

ceux contenant le facteur von Willebrand (Knipe et al., 2010).

Le tPA peut étre libéré dans le sang de plusieurs fagons : de maniere constitutive (Angles-
Cano et al, 1985) ou bien en réponse a des stimuli divers tels que la thrombine, I'hyperoxie
ou un stress mécanique (Levin et al, 1997). Quel que soit son mode de libération, son réle
est de veiller a la bonne fluidité sanguine. Majoritairement libéré par les micro-vaisseaux
(<100 um de diametre), le tPA est libéré dans le compartiment sanguin sous forme simple
chaine, et circule a une concentration de 70 pico molaire (pM) ; sa demi-vie est estimée a 6
minutes et il est tres rapidement converti en forme tc-tPA (Rijken & Lijnen, 2009). Sa

concentration plasmatique diminue avec I'age (Tomadesso et al,, 2022).
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Pour rappel, I'activité du tPA au niveau vasculaire est également régulée par la présence
constante de son inhibiteur, PAI-1 (Chandler et al, 1997). Il a aussi été mis en évidence que
le tPA circulant était également synthétisé par les hépatocytes (Zheng et al,, 2019). Ainsi, les
hépatocytes et les cellules endothéliales établiraient les niveaux de tPA circulant, en

conditions physiologiques (Gonias, 2019).

Le tPA est en grande partie clairé par le foie : grace aux hépatocytes, via l'interaction entre
le domaine Finger du tPA et les récepteurs LRP ou les récepteurs de la voie des galectines
(Figure 15, Nagaoka et al, 2003) et grace aux récepteurs au mannose des cellules

endothéliales auxquels le domaine K1 du tPA peut se lier (Kuiper et al, 1988).

\
. Récepteurs au mannose

Hépatocytes

Figure 15 : Le tPA peut étre éliminé par les hépatocytes, via les interactions entre le domaine
Finger du tPA et les récepteurs LRP ou aux galectines. Il peut aussi étre clairé par les cellules
endothéliales du foie via l'interaction entre le domaine K1 du tPA et les récepteurs au mannose
(Figure adaptée de Nagaoka et al., 2003).

2.5.1 R&les du tPA vasculaire dans la fibrinolyse

Comme énoncé précédemment, le tPA est principalement connu pour sa capacitée a
convertir le plasminogene en plasmine active, une protéase ciblant notamment la fibrine
(Collen & Lijnen, 1991). Le tPA se lie au plasminogene via son domaine Kringle 2 et permet
sa conversion par sa région catalytique présente sur son domaine SP. Il est d'ailleurs bien

connu qu'en absence de fibrine, le tPA n'est pas un bon activateur du plasminogene et



Introduction : L'activateur tissulaire du plasminogene (tPA)

qu'en présence de fibrine, sa capacité a convertir le plasminogene en plasmine est

augmentée de 100 fois (Rijken et al,, 1982).

Ce phénomene de fibrinolyse endogene permet une bonne fluidité sanguine (Figure 16).
Cette propriété fibrinolytique a permis a la forme recombinante du tPA de révolutionner la
prise en charge de pathologies thrombotiques, en particulier celles des AVC ischémiques

(NINDS, 1995).
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Figure 76 : Processus de la fibrinolyse endogene. Les cellules endothéliales libéerent le tPA dans
le flux sanguin. Le tPA circulant peut convertir le plasminogene en plasmine active, a proximité
des caillots de fibrine. Une fois active, la plasmine dissout ces caillots de fibrine et refluidifie le
sang. La régulation de la fibrinolyse se fait, d'une part, par l'action de PAI-1 sur le tPA, et,
d'autre part, par l'o-2 anti-plasmine sur la plasmine (Figure issue de la These de Sophie
Lenoir).

Au-dela de son réle dans la fibrinolyse, le tPA est impliqué dans d'autres processus au sein

du systeme vasculaire.
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2.5.2 R&le du tPA vasculaire dans le couplage neurovasculaire

Le couplage neurovasculaire, ou hypérémie fonctionnelle, désigne le fait que lorsque
I'activité neuronale locale augmente, cela nécessite un plus grand apport en oxygene et en
nutriments, se traduisant par une augmentation du DSC. Ce phénomene est assuré par un
changement physique vasculaire, induit de diverses manieres (Zhu et al, 2022). Plusieurs

études montrent que le tPA participe au contréle de cette réponse vasculaire.

Par exemple, Armstead et ses collaborateurs ont mis en évidence que la libération de
monoxyde d'azote induisait une vasodilatation et que ceci était dépendant du tPA et de
'uPA  (Armstead et al, 2004). In vivo, un modele courant d'étude du couplage
neurovasculaire est la mesure du DSC dans le cortex somatosensoriel en réponse a la
stimulation des vibrisses. L'utilisation d’animaux transgéniques a permis une meilleure
compréhension de l'action du tPA endogene sur le couplage neurovasculaire : en 2008,
I'équipe du Pr. ladecola a montré un déficit du couplage neurovasculaire chez des souris
déficientes en tPA (tPA KO), déficit compensable par I'application de tPA au niveau du cortex
somatosensoriel. Ce déficit n'existe pas chez les souris déficientes en plasminogene,
suggérant un mécanisme indépendant du plasminogene ou de plasmine (Figure 17, Park et

al., 2008).
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Figure 17 : Le tPA est un acteur clé du couplage neurovasculaire. A : Les animaux tPA KO
présentent un déficit de couplage neurovasculaire (contrairement aux animaux sauvages et
aux animaux plasminogene KO), ne présentant pas d'augmentation du DSC dans le cortex
somatosensoriel associé aux vibrisses stimulées (B). C : L'application locale de tPA permet de
prévenir cet effet chez les animaux tPA KO. D : l'application de l'inhibiteur principal du tPA,
PAI-1, attenue l'hyperémie fonctionnelle uniquement chez les animaux sauvages (Park et al,
2008).

En 2020, notre équipe a mis en évidence que l'interaction entre le tPA vasculaire et les
récepteurs NMDA des cellules endothéliales permettait le couplage neurovasculaire. En
effet, le blocage des récepteurs NMDA par des agents pharmacologiques tels que des
antagonistes (MK-801) ou des anticorps empéchant l'interaction avec le tPA, que nous ne
détaillerons par la suite, empéche I'augmentation du couplage neurovasculaire dans le
cortex somatosensoriel suite aux stimulations des vibrisses (Anfray et al,, 2020). Notre équipe
a confirmé ce déficit de couplage neurovasculaire sur une nouvelle souche de souris
déficientes en tPA, désignées tPANUL De plus, des animaux déficients en sous unité GIUNT
des récepteurs NMDA uniquement sur les cellules endothéliales (GluN1-flox™* / Vascular
Endothelial Cadherin-Cre) présentent le méme phénotype (Furon et al, 2023). Ces résultats
confirment ainsi I'importance de linteraction entre le tPA et les récepteurs NMDA des

cellules endothéliales dans les phénomenes de couplage neurovasculaire.
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2.5.3 Role du tPA vasculaire dans le maintien de la BHE

Toujours au sein du systeme sanguin, le tPA intervient dans un autre meécanisme tres
important : la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE). Cette barriere
physique au niveau des capillaires, protege le parenchyme, en filtrant spécifiguement
certaines cellules ou molécules, nécessaires ou dangereuses pour les cellules nerveuses
(Gosselet et al, 2011). Elle est composee de plusieurs types cellulaires (Figure 18, Abbott et

al., 2006).

- Les membranes basales astrocytaires, ou glia limitens, sécrétées par les astrocytes et
permettant I'ancrage des pieds astrocytaires aux vaisseaux.

- Les astrocytes et surtout les pieds astrocytaires recouvrant certains des vaisseaux et
impliqués dans les échanges de molécules d'eau a travers la BHE via les aquaporines de
type 4 (AQP4).

- Les péricytes, intégrés dans la membrane de la lame basale et intervenant dans la
stabilité physique de la BHE.

- La membrane basale de I'endothélium, composée de laminine, collagene de type IV et
de fibronectine.

- Les cellules endothéliales, reliées entre elles par des jonctions serrées appelées zonulae
occludens, responsables de la perméabilité de le BHE, et par des jonctions adhérentes

formées notamment par des cadhérines endothéliales.
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Figure 18 : Schéma illustrant les différents composants de la barriere hémato-encéphalique
(BHE). Nous retrouvons notamment les pieds astrocytaires, les péricytes ainsi que les cellules
endothéliales. Ensemble, ces éléments assurent ['homéostasie cérébrale en jouant un réle de
barriere sélective entre le sang et le cerveau (Abbott et al., 2006).

Comme cité précédemment, la forme recombinante du tPA est utilisée dans le cadre du
traitement des AVC ischémiques. Cependant, il peut aussi avoir des effets indésirables sur
la BHE, surtout lorsqu'il est injecté en dehors de la fenétre thérapeutique de 4 heures 30. En
conditions physiologiques, il a éte démontré in vivo et in vitro que le tPA pouvait traverser
la BHE via un mécanisme de transcytose médie par les récepteurs LRP des cellules
endothéliales (Benchenane et al, 2005) ainsi qu'étre internalisé par les plexus choroides via
LRP1 (Zuba et al, 2022). En conditions ischemiques, l'interaction du tPA avec les récepteurs
LRP des cellules endothéliales, induirait la séparation des pieds astrocytaires, provoquant
une perméabilisation de la BHE et conduirait a la survenue de transformations
hémorragiques (Polavarapu et al, 2007) ou a I'entrée de tPA dans le parenchyme (Yepes et
al, 2003). Il a également eté mis en évidence le role du tPA dans I'augmentation de
I'expression des metalloprotéinases matricielles de type 9 (en anglais: Matrix
Metalloproteinases ou MMPs) provoquant la permeéabilisation de la BHE. En effet, ces
dernieres sont responsables de la dégradation de protéines des lames basales de la BHE

tels que la laminine et le collagene (Lakhan et al, 2013).
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En outre, le tPA a la capacité de stimuler le PDGF-CC, qui, a son tour, peut interagir avec le
récepteur a du facteur de croissance plaquettaire (en anglais : Platelet-Derived Growth
Factor Receptor, PDGFR-o), localisé au niveau des astrocytes, entrainant une

permeéabilisation de la BHE (Su et al, 2008).

Il a également été mis en évidence que le tPA pouvait interagir avec les recepteurs NMDA
des cellules endothéliales et induire une perméabilisation de la BHE dans un modele de
sclérose en plaques (Macrez et al, 2016). De maniere intéressante, il a été démontré que
cette interaction pouvait étre empéchée par l'utilisation d'un anticorps : le glunomab,
empéchant l'interaction du domaine Kringle 2 du tPA avec la région du domaine Amino-
terminal (ATD) de la sous-unité GIuN1 des récepteurs NMDA (Fernandez-Monreal et al,
2004 ; Macrez et al, 2011). De plus, il a été démontré que le tPA était impliqué dans la
diapédese monocytaire et induisait de l'inflammation en perméabilisant la BHE (Lopes
Pinheiro et al, 2016 ; Reijerkerk et al., 2008). En 2010, il a été démontré que c'est notamment
I'interaction du tPA avec les recepteurs NMDA et notamment la sous-unité GluN1, qui était
responsable de la transmigration des monocytes a travers la BHE vers le parenchyme

(Reijerkerk et al, 2010).

2.6 Expression du tPA au sein du systeme nerveux central (SNC)

La présence de tPA au sein du cerveau a été mise en évidence par autoradiographie en
1981 par Soreq et Miskin. Leurs recherches avaient suggéré que le tPA parenchymateux était
produit par les neurones ainsi que les cellules épithéliales du cervelet et des méninges
(Soreq & Miskin, 1981). lls avaient également émis I'hypothese que les fonctions du tPA
cérebral ne se limitaient pas a la thrombolyse, mais serait impliqué aussi dans des processus

cérébraux au cours du développement ainsi qu’a I'age adulte.

Quelques années plus tard, il a été montré chez I'homme, par le biais d'analyses

transcriptionnelles (hybridation in situ), que le tPA était présent dans plusieurs régions du
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SNC telles que la moelle épiniere, le thalamus ou le cortex cérébral (Teesalu et al, 2004).
Chez la souris, son activité protéolytique (mesurée par zymographie in situ) a également
été localisée dans de nombreuses régions, dont I'hippocampe, I'hypothalamus, le cortex et
le cervelet (Figure 19, Sappino et al, 1993). La présence de tPA au sein du SNC a depuis été
confirmée par de nombreuses etudes (par exemple, Louessard et al, 2016 ; Stevenson &

Lawrence, 2018).

Figure 19 : Localisation de l'activité protéolytique du tPA dans le SNC chez la souris, détectée
par zymographie : in situ (A) et sur gel (B). Figure adaptée de (Sappino et al, 1993).

2.6.1 Expression du tPA par les astrocytes

L'expression de tPA par les astrocytes en conditions basales reste discutée (Louessard et al,
2016 ; Stevenson & Lawrence, 2018 ; Toshniwal et al, 1987). Certains auteurs ont rapporté
I'expression du tPA au sein des pieds astrocytaires en contact avec la lame basale des
vaisseaux (Polavarapu et al, 2007) ainsi que dans les extensions astrocytaires au niveau des

synapses (Jeanneret et al., 2016).

I'a d'ailleurs été mis en évidence que la libération de tPA depuis les pieds astrocytaires
induisait une permeabilisation de la BHE (Polavarapu et al, 2007) et pouvait moduler les

fonctions synaptiques (Gravanis & Tsirka, 2005).

La présence de tPA dans les astrocytes actives est documentée de maniere plus

consensuelle et serait notamment régulée par I'acide rétinoique ou encore la protéine
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kinase C (PKC) (Hultman et al, 2008). Elle pourrait refléter une expression endogéne et/ou
résulter d'une recapture du tPA sécrété via les LRP présents sur les astrocytes (Fernandez-
Monreal et al, 2004) . Ce tPA va pouvoir étre recyclé, permettant a la fois de réguler sa

concentration synaptique et astrocytaire (autorégulation) (Figure 20, Cassé et al, 2012).

tPASS | GFAP

Figure 20 : Recapture in vivo du tPA par les astrocytes. Le tPA couplé a un Alexa fluor 555
injecté dans le cerveau de souris est retrouvé colocalisé avec le marqueur des astrocytes
activés, GFAP (Cassé et al., 2012).

2.6.2 Expression du tPA par les cellules microgliales

Tout comme pour les astrocytes, il n'y a pas de consensus concernant I'expression de tPA
au sein de la microglie en conditions basales (Louessard et al, 2016). Selon Rogove et
collaborateurs, le tPA serait exprimé par la microglie et serait impliqué dans I'activation
microgliale puisque des souris déficientes en tPA présentent une capacité d'activation
réduite par rapport aux souris sauvages (Rogove et al, 1999). Apres un stress excitotoxique
induisant de la neurodégénérescence, in vitro, 'ARN messager du tPA a été retrouve au
sein des cellules microgliales (Tsirka et al, 1997). Quelques années plus tard, Siao et Tsirka
ont démontré in vitro que des neurones en culture peuvent relarguer du tPA apres
stimulation au lipopolysaccharide (LPS) et ainsi activer la microglie. Ces auteurs ajoutent que
ceci serait dépendant de l'interaction entre le domaine Finger du tPA et les récepteurs

Annexine Il de la microglie (Siao & Tsirka, 2002).



Introduction : L'activateur tissulaire du plasminogene (tPA)
2.6.3 Expression du tPA par les oligodendrocytes

Concernant les oligodendrocytes, c'est en 2011 qu'il a été mis en évidence pour la premiere
fois I'expression de tPA (Correa et al,, 2011). En effet, le tPA a été retrouvé dans la région du
corps calleux, ou les oligodendrocytes sont dits matures (capables de myeéliniser), et son
expression diminue au cours du vieillissement. De plus, le tPA présent dans les
oligodendrocytes est impliqué dans la migration des précurseurs oligodendrocytaires ainsi
que la régénération de la myéline suite a une atteinte de la substance blanche (Leonetti et
al, 2017). De réecents travaux de l'équipe montrent également un défaut dans la
différenciation des oligodendrocytes ainsi que la compaction de la myéline chez des souris

déficientes en tPA (Delaunay et al, données non publiées).

2.6.4 Expression du tPA par les neurones

Depuis les années 1980, plusieurs études se sont intéressées a l'expression neuronale de
tPA. Par exemple, il a été démontré in vitro que le tPA pouvait étre sécrété par les neurones
granulaires du cervelet (Krystosek & Seeds, 1981b) et que cette sécrétion pouvait étre issue
du corps cellulaire ou du cone de croissance (Krystosek & Seeds, 1981a). Toujours in vitro
dans un modele de culture de neurones hippocampiques, il a été visualisé la présence de
I'ARN messager et de la protéine tPA, colocalisée avec la synaptophysine I, au niveau des
dendrites et des synapses (Shin et al,, 2004). Parmer et collaborateurs ont demontré que le
tPA était stocké dans des vésicules catecholaminergiques, capables de naviguer dans le sens
antérograde et rétrograde des axones ainsi que des dendrites (Parmer et al, 1997). Par la
suite, il a été démontré que le tPA était stocké dans des vésicules a coeur dense, positives
pour la sécrétogranine I, transportant également des hormones ou encore des
neuropeptides (Figure 21, Lochner et al, 2006). De plus, cette étude a démontré que

I'exocytose du tPA était dépendante de la concentration calcique extracellulaire.
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Figure 21 : Le tPA est exprimé par les neurones, stocké dans des vésicules a cceur dense dans

les épines dendritiques. A gauche, visualisation du tPA-GFP (vert) colocalisant avec le
marqueur de protéine dendritique MAPZ (bleu). Au centre, image du tPA-EYFP (jaune) dans
les épines dendritiques des neurones hippocampiques en culture (DIV14) apres 24 heures
d'expression d'ECFP (bleu), barre d'échelle = 20 um. A droite, visualisation d'une synapse
isolée a DIV17 (17 jours in vitro), avec en jaune le tPA-EYFP et en bleu 'ECFP. Visualisation en
immunohistochimie (IHC) de la synapsine Il en rouge, barre d'échelle = T um (Figure adaptée
de Lochner et al., 2006).

Notre équipe a mis en évidence le réle neuromodulateur du tPA. Il a été mis en évidence
que les neurones corticaux pouvaient exprimer du tPA, et qu'une dépolarisation neuronale
induisait la libération de tPA, par un processus d'exocytose dépendante du calcium. De plus,
I'équipe a montré que le tPA neuronal libéré, modulait la signalisation des récepteurs NMDA
et que les astrocytes pouvaient recapter ce tPA nouvellement libéré, via un mécanisme

dépendant des récepteurs LRP (Nicole et al, 2001 ; Fernandez-Monreal et al., 2004).

Encore plus récemment, deux études du laboratoire ont mis en évidence d'une part que le
tPA était emmagasiné dans des vésicules VAMP-2 positives (en anglais : vesicle-associated
membrane protein 2) (Lenoir et al, 2019) et d'autre part, que |'exocytose de ces veésicules
positives au tPA conduisait conjointement a I'exocytose d'autres veésicules telles que les
vésicules VGlutl (en anglais : Vesicular Glutamate transporter type 1) positives, contenant du

glutamate (Varangot et al,, 2023).

L'ensemble des éléments cités ci-dessus suggerent que le tPA exprimé par les neurones

possede de nombreuses caractéristiques communes aux neurotransmetteurs.
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C'est une protéine synthétisée au niveau présynaptique, stockée dans des vésicules a coeur
dense, libérée dans la fente synaptique suite a une stimulation, agissant sur des récepteurs
post-synaptiques (comme nous le verrons plus tard) et pouvant étre recaptée de la fente
synaptique par les astrocytes. En revanche, il ne possede pas un récepteur post-synaptique
propre et doit étre considéré comme un neuromodulateur, impliqué dans un nombre

important de fonctions cérébrales/cognitives.

L'immunodétection du tPA avec les anticorps disponibles et les protocoles « classiques » de
fixation/révélation ne sont étonnamment pas toujours adaptés pour les neurones corticaux.
Par exemple, alors que I'on détecte aisément la protéine du tPA dans les fibres moussues
hippocampiques, les neurones corticaux ne présentent pas d'immunomarquage (Figure 22,
Louessard et al, 2016). Ainsi, de nouvelles techniques de biologie moléculaire ont dd étre

développées pour pallier ce manque.
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Figure 22 : Immunodeétection du tPA dans ['hippocampe et le cortex chez la souris adulte. A
et B : Immunomarquage positif au sein des fibres moussues hippocampiques et absence
d'immunomarquage dans le soma des neurones hippocampiques Fox3 positifs (étoiles). C :
Immunomarquage négatif au tPA au sein des neurones corticaux Fox3 positifs (étoiles) (Figure
adapteée de Louessard et al, 2016).

Comme expliqué precédemment, alors que le tPA neuronal est stocké dans des veésicules
qui transitent en permanence le long des neurites, Louessard et ses collaborateurs ont
bloqué ce transport axo-dendritique, grace a la colchicine, avec l'idée qu'une accumulation
des vésicules néosynthétisées et non libérées favoriserait la détection du tPA. Ainsi, couplée

a des analyses immunohistochimiques, transcriptionnelles et électrophysiologiques (en
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anglais : single-cell reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR), cette approche
a permis de mettre en évidence la présence de tPA dans 10 a 15% des neurones corticaux

excitateurs (Figure 23, adaptée de Louessard et al,, 2016).
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Figure 23 : Détection du tPA au Sein des neurones corticaux chez la souris, avec ou sans
traitement a la colchicine. A : Neurones Fox3 positifs, immuno-négatifs au tPA sans traitement
a la colchicine. B : Présence de tPA au sein du soma des neurones corticaux Fox3 positifs
(étoiles) et au sein des prolongements neuronaux (fleches), apres blocage du transport des
vésicules positives au tPA, par la colchicine (Figure adaptée de Louessard et al., 2076).

Cette étude ne s'était pas particulierement intéressée aux neurones inhibiteurs et peu
d'autres études ont demontré I'expression de tPA par les neurones GABAergiques (en
anglais : gamma-aminobutyric acid). Il a tout de méme été mis en évidence la présence de
tPA au sein de certains types d'interneurones spécifiques tels que ceux exprimant la
somatostatine (SST), la parvalbumine (PV) ou le peptide vasointestinal (en anglais :
vasointestinal peptide ou VIP) (Chu et al, 2015 ; Fredriksson et al, 2015 ; Stevenson &

Lawrence, 2018).

En 2022, j'ai contribué a apporter de nouvelles connaissances concernant I'expression du

tPA au sein des neurones chez la souris (Lépine et al., 2022).

Nous avons utilisé une approche moléculaire innovante : un virus adéno-associé (en
anglais : adeno-associated virus) dont le sérotype possede un tropisme spécifique pour les
neurones et les astrocytes et codant pour une protéine fluorescente, la GFP (en anglais :
green fluorescent protein), sous le contréle d'une partie du promoteur du tPA (en anglais :
plasminogen activator tissue type, Plat). Cette construction « rapporteur » une fois injectée

dans le cortex somatosensoriel de souris sauvage, nous a permis de visualiser, parmi les
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cellules transduites par les AAV9 Plat GFP, celles qui peuvent exprimer du tPA (Figure 24).
Couplée a des analyses immunohistochimiques de differents marqueurs (anti-GFP, anti-
GABA, anti-parvalbumine), cette technique a mis en évidence que parmi les cellules
transduites (GFP positives), 37% expriment le GABA, dont pratiquement les % expriment la

parvalbumine (PV).
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Figure 24 : L injection de virus adéno-associes (AAV9) dans le cortex somatosensoriel primaire
(S1BF) de souris _adultes dévoile ['expression de tPA par des neurones inhibiteurs
GABAergiques. A : injection d'’AAV9 codant pour une protéine fluorescente (GFP) sous le
controle du promoteur du tPA (Plat). B : Analyses quantitatives de ['expression du marqueur
des neurones inhibiteurs (GABA) et des interneurones parvalbuminergiques (PV), parmi les
cellules GFP positives. C : images représentatives d'une analyse en microscopie confocale
permettant la co-deétection de la GFP (vert), du marqueur des interneurones PV (bleu) et du
marqueur des réseaux péerineuronaux (en anglais : Perineuronal Nets : PNNs) avec la lectine
Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA, rouge). Fusion de ['ensemble des marquages (merge).
(Figure adaptée de Lépine et al., 2022).

Comme nous le détaillerons dans la premiere partie des résultats 1, intitulée "Contexte
bibliographique de 'étude”, les interneurones a Parvalbumine présentent une particularité :
ils sont entourés de structures matricielles appelées réseaux périneuronaux (PNNs). Nous
verrons alors que le tPA exprimé par les interneurones PV, est impliqué dans la régulation

des PNNs.
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2.7 Les fonctions du tPA au sein du SNC

Depuis le debut des annees 1980, de nombreuses fonctions ont éte attribuees au tPA au
sein du systeme nerveux central. Ces fonctions s'étendent des aspects les plus

cellulaires/moléculaires aux aspects plus cognitifs/comportementaux.

2.7.1 Implication du tPA dans le développement cérébral et la migration
cellulaire

Le tPA est un acteur clé du développement cérébral et en particulier de la mise en place
des circuits neuronaux. La premiere preuve a été faite dans le cervelet au début des années
1980 par Krystosek et Seeds, qui ont mis en évidence que le prolongement des cellules
granulaires était capable de synthétiser du tPA lors du développement, en particulier durant
les premieres semaines apres la naissance (Krystosek & Seeds, 1981b). lls ont également mis
en évidence la présence d’ARN messager du tPA en concomitance des pics de migration
cellulaire, notamment au 7™ jour post-natal, jour trés important dans la migration
cellulaire. De plus, il a été montré qu'une fois la migration effectuée, cette quantité de tPA

revenait a un niveau inférieur (Freidman & Seeds, 1995).

De maniere intéressante, les auteurs ont observé que les souris tPA KO ont un retard de
migration des cellules granulaires, se traduisant par une accumulation de cellules dans la

couche moléeculaire du cervelet (Figure 25, Seeds et al,, 1999).
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Figure 25 : Migration des cellules granulaires du cervelet chez des souris sauvages (A) et des
sourts n'exprimant plus le gene codant pour le tPA (B) (Seeds et al.,, 1999).

Au niveau neuronal, le tPA est également impliqué dans la migration durant la
corticogénese, période durant laquelle les neuroblastes migrent de la zone ventriculaire vers
la plaque corticale, en utilisant la glie radiaire pour se déplacer. En effet, les souris tPA KO,
présentent un retard ainsi qu'une accumulation anormale de neuroblastes lors de leur
migration, par l'intermédiaire des récepteurs NMDA présents sur la glie radiaire, et

notamment de la sous-unité GIuNT1 (Figure 26, Pasquet et al,, 2019).
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Figure 26 : Role du tPA et des récepteurs NMDA dans la migration des neuroblastes pendant
la_corticogénese. A et B : Photos et quantifications des progéniteurs neuronaux dans les
différentes couches corticales chez souris sauvages et retard de migration de ces progéniteurs
neuronaux observés chez les souris déficientes en tPA (tPA KO) a 16 jours de vie embryonnaire
(ET6). L'électroporation in utero du plasmide pCAG-RFP a ET14 permet de suivre les
progéniteurs neuronaux (rouge). C et D : Photos et quantifications de limportance de
l'interaction entre le tPA et la sous unité GIuNT des récepteurs NMDA présents sur la glie
radiaire, dans la migration des neuroblastes. La mutation de la sous-unité GIuNT empéchant
cette interaction avec le tPA induit une accumulation des progéniteurs dans la zone
ventriculaire (VZ) (Figure adaptée de Pasquet et al., 2079).

2.7.2 tPA et substance blanche

Comme cité précédemment, le tPA peut étre exprime au niveau des oligodendrocytes, et
donc étre présent de maniere basale dans la substance blanche et pourrait influencer la
physiopathologie de la lignée oligodendrocytaire. Ainsi, Correa et collaborateurs ont montré
que la liaison du domaine EGF-Like du tPA aux récepteurs a I'EGF des oligodendrocytes

permet d'empécher I'apoptose des oligodendrocytes en condition d'ischémie (Correa et al,
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2011). De plus, en 2017, Leonetti et collaborateurs ont montré un effet du tPA dans la

migration des oligodendrocytes (Leonetti et al., 2017).

En effet, I'interaction entre le domaine EGF-Like du tPA et les récepteurs a I'EGF permet la
migration des progéniteurs des oligodendrocytes. Le role du tPA dans la substance blanche
a été largement étudié au sein de la sclérose en plaques, méme s'il a été suggeré que sa
contribution dans I'encéphalomyélite allergique expérimentale (EAE, un modele de sclérose
en plaques) était limitée, au vu de 'augmentation importante de PAI-1dans la lésion (Gveric
et al, 2001). Cependant, des souris déficientes en tPA (tPA KO) présentent des symptomes
plus séveres, une latence de récupération physique plus importante ainsi qu'une
inflammation exacerbée par rapport a des souris sauvages (Figure 27, East et al., 2005). De

plus, des souris déficientes en PAI-1 montrent les résultats opposés (East et al, 2008).
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Figure 27 : Implication du tPA dans la physiopathologie de la sclérose en plaques chez la
souris. A les souris déficientes en tPA ont un développement de la maladie de la sclérose en
plaques plus sévere et plus prolongé que les souris sauvages. B : La présence de macrophages
(marqueurs F4/80), synonyme d'infiltration monocytaire et d'inflammation, est plus important
chez les souris déficientes en tPA (Figure adaptée de East et al., 2005).

Plus récemment, il a été retrouvé des résultats inverses. En effet dans un modele d'EAE, les
souris tPA KO avaient des symptomes moins importants que les souris WT (Hélie et al.,

2027).
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2.7.3 tPA, traumatismes médullaires et lésions nerveuses

En 2011, il a été démontré dans un modele de traumatisme médullaire que I'utilisation de la
chondroitinase ABC (une enzyme d'origine bactérienne) pouvait dégrader les CSPGs
(Chondroitin sulfate proteoglycan), et en particulier leurs chaines de sucre, afin de
promouvoir une récupération motrice et sensitive suite a des lésions de la moelle épiniere.
Cette étude s'est également intéressée au réle du tPA dans ces processus et a démontré
que des souris dépourvues en tPA (tPA KO) présentaient une diminution de la croissance
des neurites et une récupération sensorielle et motrice atténuée malgré le traitement a la
ChABC. Ces decouvertes suggerent que la cascade tPA/plasmine agit en aval de ChABC
pour permettre une amélioration synergique de la récupération sensorielle et motrice

(Bukhari et al, 2011).

Toujours dans un modele de traumatisme médullaire, il a eété demontré que le tPA activait
la pro-ADAMTS-4 (en anglais : A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin
motifs 4) en sa forme active, celle-ci étant alors capable de dégrader les CSPGs, favorisant
ainsi la repousse des axones et la récupération fonctionnelle des souris (Lemarchant et al,

2014).

Dans un modele de lésion du nerf sciatique, le tPA a la capacité de dégrader les depots de
fiorine se formant au sein de la lésion, responsables de linflammation et de la
dégénérescence axonale (Akassoglou et al, 2000). Une autre expérience a montré que la
régénération axonale était bien dépendante du tPA mais indépendante de son domaine

catalytique et de ses fonctions fibrinolytiques (Minor et al., 2009).
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2.7.4 tPA et cognition

Le tPA des régions corticales ou limbiques joue également des réles importants dans
certains processus cognitifs tels que la mémoire ou l'anxiété. Par exemple, une étude de
I'équipe a mis en évidence un réle du tPA dans les processus de mémoire spatiale car les
souris déficientes en tPA présentaient des déficits lors de tests évaluant I'exploration ou la
mémoire spatiale (Benchenane et al, 2007). Sur le plan mécanistique, l'interaction entre le
tPA et la sous unite GIuNT des récepteurs NMDA est responsable de ce phénotype
mnésique. Pour montrer cela, les auteurs ont administré un peptide correspondant a la
région NTD de la sous unité GluNT des récepteurs NMDA a des souris sauvages, chez qui
cette immunisation active reproduit le phénotype déficitaire des souris (Benchenane et al,
2007). L'expression du tPA au sein du systeme limbique et notamment de I'hippocampe, a
également fait I'objet d'études pour ses réles dans des phénomenes émotionnels. En 2003,
Pawlak et ses collaborateurs ont mis en évidence que les souris KO pour le tPA sont moins
anxieuses que les souris sauvages (Pawlak et al, 2003). De maniere intéressante, une autre
équipe a mis en évidence que des souris déficientes en neuroserpine sont plus anxieuses

que leurs homologues sauvages (Madani et al., 2003).

Il'a également été mis en evidence que le tPA d'origine hippocampique était impliqué dans
les mécanismes de peur conditionnée car les souris déficientes en tPA présentaient un

conditionnement de peur reduit par rapport aux souris sauvages (Calabresi et al, 2000).

Plus recemment, une étude du laboratoire a mis en évidence un role du tPA originaire des
neurones inhibiteurs GABAergiques PKC-Delta au sein de I'amygdale dans le controle de
I'anxieté (Douceau et al, 2022). La delétion conditionnelle du tPA dans I'amygdale centrale
induit une hyperactivité locomotrice évaluée en openfield (un environnement anxiogene),

se traduisant par une diminution de la réponse anxieuse (Figure 28, Douceau et al., 2022).
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Figure 28 : Le tPA originaire de ['amygdale centrale est impliqué dans [hyperactivité et
Lanxiété. A : Injection bilatérale d'’AAV9-Cre-GFP chez des souris tPA flox ** (cKO) ou flox 7~
(WT). B : Immunohistochimie anti-GFP (vert) et anti-DAPI (bleu) dans la zone d'injection
(amygdale centrale). C : L'activité protéolytique du tPA mesurée en zymography diminue chez
les souris deélétées en tPA (cKO). D-F : La délétion du tPA dans 'amygdale centrale induit une
hyperactivité locomotrice mesurée par Openfield (vélocité et distance parcourue). G-J : La
délétion du tPA induit une diminution de la réponse anxieuse. Les souris cKO passent plus de
temps et parcourent plus de distance au centre de ['openfield (Figure adaptée de Douceau et
al, 2022).

2.7.5 tPA et plasticité synaptique

Aussi, le tPA est impliqué dans les phénomenes de plasticité et de consolidation synaptique,
notamment dans la potentialisation a long terme (en anglais : long term potentiation, LTP)
(Qian et al, 1993) et la dépression a long terme (en anglais : long term depression, LTD)
(Collingridge et al., 2010). Ces phénomenes ont majoritairement été étudiés dans les régions
hippocampiques et notamment le gyrus denté, dans lesquelles le tPA est tres fortement
exprime (Sappino et al, 1993 ; Louessard et al, 2016). Qian et ses collaborateurs ont observée
un pic de synthese d’ARN messager du tPA au niveau des neurones hippocampiques, 1
heure apres des stimulations électriques intenses et répétees (Figure 29, Qian et al, 1993).
Ce résultat n'était plus retrouve lorsque les récepteurs NMDA étaient inhibés
pharmacologiquement par du MK-801, suggérant que l'effet de LTP était médié par les

récepteurs NMDA d'une part et par le tPA d'autre part.
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Figure 29 : lllustration de [l'‘augmentation rapide de l'expression d'ARN messager du tPA.
Hybridation in situ contre les ARN messagers du tPA apres T heure de stimulation électrique
(60 Hz pendant 1 seconde avec des impulsions de T ms a 500 uA) qui a induit une moyenne
de 34 s de décharge totale) (Qian et al., 1993).

Le role du tPA dans le développement de la plasticité synaptique a également été retrouvé
au niveau du cervelet et des cellules de Purkinje chez des rats soumis a des taches
d'apprentissage moteur (Seeds et al, 1995). Il apparait aussi que I'effet du tPA sur la LTP

serait davantage lié a la forme simple chaine du tPA (Parcq et al., 2012).

En 1998, Baranes et ses collaborateurs ont démontré que la LTP in vitro est reversée par
I'ajout d'inhibiteurs du tPA (synthétique : tPA stop ou recombinant: PAI-1), mais
potentialisee par I'ajout de tPA dans les cultures (Baranes et al, 1998). Ces mémes résultats
ont été observés in vivo chez des souris tPA KO, qui perdent leur capacité a générer de la
LTP. Au contraire, les souris surexprimant le tPA ont une LTP augmentée (Madani et al,
1999). Ces effets du tPA sur les phénomenes de LTP peuvent faire intervenir plusieurs
mécanismes autres que ceux dépendants du récepteur NMDA. Par exemple, en
convertissant le plasminogene en plasmine active, le tPA favorise la dégradation des
protéines de la MEC et ainsi renforce les connexions au niveau synaptique (Plow et al., 1995).

La formation de plasmine par le tPA peut également aboutir a la conversion du pro-BDNF
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en BDNF mature, un facteur de croissance impliqué dans le développement de synapses
(Pang & Lu, 2004). Aussi, le tPA peut interagir avec les LRP (en particulier les LRP1) afin
d'initier des cascades moléculaires impliquant la protéine Kinase A. L'ajout de bloqueurs de
I'interaction tPA/LRP inhibe les phénomenes de LTP (Zhuo et al,, 2000). Enfin, il apparait que
la plasticité synaptique peut étre liee a la capacité du tPA a cliver la rééline, cette derniere

participant a la consolidation synaptique (Trotter et al,, 2014).

Encore une fois, a travers ces exemples, nous pouvons voir que le tPA peut, via ses différents
domaines, interagir avec différents récepteurs et jouer des roles importants dans des

fonctions cellulaires/moléculaires et cognitives variées.

2.7.6 tPA, inflammation et neuroinflammation

Rogove et ses collaborateurs ont démontré que I'activation microgliale et la mort neuronale
sont moins importantes chez des souris tPA KO comparées a leurs homologues WT, a la
suite d'une injection hippocampique de kainate (Rogove et al, 1999). La stimulation au LPS
de neurones ou de microglie induit la libération de tPA in vitro. Le tPA via son domaine
Finger peut interagir avec les récepteurs a I'’Annexine Il présent sur les cellules microgliales
et ainsi les rendre actives (Siao & Tsirka, 2002). Alors, le tPA libéré par les neurones ou par
d'autres types cellulaires peut agir telle une cytokine (c'est-a-dire indépendamment de son
activité protéolytique) afin d'activer la microglie, dans un contexte inflammatoire. Il a été
démontré dans un modele d’AVC par occlusion de I'artere cérébrale moyenne (en anglais :
middle cerebral artery occlusion, MCAo0) que les souris déficientes en tPA ou en LRP1 sur les
cellules microgliales présentent une activation microgliale amoindrie comparativement aux
souris WT (Zhang et al, 2009). De plus, le volume de lésion est réduit chez ces animaux

déficients en récepteurs LRPT microgliaux.

Le tPA est impliqué dans I'ouverture de la BHE provoquant ainsi la diapédese leucocytaire.

Plusieurs voies ont été étudiées : par exemple, il a été démontré que la sous-unité GIluNT
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des récepteurs NMDA endothéliaux regulait la transduction du signal induit par le tPA, et
controlait le passage des monocytes a travers la BHE, du sang vers le parenchyme
(Reijerkerk et al, 2010). Ces premieres découvertes ouvrent des perspectives prometteuses
pour le traitement de l'inflammation (Macrez et al, 2016). Le tPA, via la génération de la
plasmine, pourrait également cliver la protéine chémoattractive monocytaire (en anglais :
monocyte chemoattractant protein 1, MCP1) et ainsi induire le recrutement des monocytes
ou de la microglie sur le site de lésion dans des modeles d'ischémie ou d'excitotoxicité(Yao

& Tsirka, 2011).

Le tPA pourrait agir directement sur la migration des neutrophiles vers le cerveau, par une
action non protéolytique et par I'activation des voies PI3K et Akt, aboutissant a la libération
de MMP-9 (Mehra et al, 2016). Aussi, par une action protéolytique en convertissant le
plasminogene en plasmine ou en interagissant avec les récepteurs LRP, cette derniere serait
capable de convertir la forme immature de la MMP-9 en sa forme active. Ces MMP-9 vont
ensuite dégrader des protéines de la lame basale des vaisseaux ou induire le détachement
des pieds astrocytaires et ainsi augmenter la permeabilité de la BHE. Le tPA peut egalement
directement activer les mastocytes qui, en retour, permeéabilisent la BHE (Figure 30, Mehra

et al, 2016).
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Figure 30 : Implication du tPA dans linflammation par ses effets sur la BHE. Le tPA peut
interagir avec les récepteurs LRP présents a la fois sur les cellules endothéliales (orange) et les
astrocytes (vert). Les récepteurs LRP sont clivés ce qui induit le recrutement du facteur de
transcription inflammatoire NF-kB (en anglais : nuclear factor-kappa B) conduisant a la
libération de MMP-9. Ces dernieres vont agir sur le BHE en augmentant sa perméabilité,
induisant le passage des cellules immunitaires du sang vers le parenchyme. Sur les cellules
endothéliales, le tPA pourrait cliver le récepteur NMDA et recruter la voie Erkl/2. Par ailleurs,
l'activation protéolytique du facteur de croissance dérivé des plaquettes PDGF-CC en PDGF-
C actif par le tPA peut également contribuer a détacher les pieds astrocytaires en activant le
récepteur PDGFR-o des astrocytes. Cette activation du PDGF-CC est effectuée par
l'interaction du tPA avec les récepteurs LRP des astrocytes (Figure issue de Mehra et al., 2016).

De plus, I'équipe a montré que les souris tPA KO développent une EAE moins sévere que
leurs homologues WT et avec une migration réduite des cellules lymphoides (lymphocyte
T, B et NK (en anglais : Natural killer) et myéloides (neutrophiles ou monocytes) au sein de
la moélle épiniere. Cet article a également mis en évidence que le tPA, via la génération de

plasmine, augmente |'activation des lymphocytes T (Hélie et al., 2027).
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2.7.7 tPA et apoptose

La littérature sur le réle du tPA dans I'apoptose n'est pas consensuelle. Une premiere étude
in vitro a démontre que les cellules microgliales une fois activées, peuvent libérer du tPA, et
favoriser la mort apoptotique des neurones hippocampiques (Flavin et al, 2000). Cette
étude a egalement mis en évidence que I'ajout de tPA exogene dans les cultures exacerbait
la mort neuronale. Cet effet était reversé par I'ajout d'inhibiteurs (naturel, PAI-1, ou
synthétique, tPA-stop) du tPA. Toujours dans l'idée que le tPA serait pro-apoptotique, Liu
et ses collaborateurs ont mis en avant in vitro sur des cultures de cellules endothéliales et
de neurones traités au NMDA, que le tPA potentialisait 'apoptose en activant la caspase-8,
activant a son tour la caspase-3 (Liu et al, 2004). Cette étude a également démontré in vivo
dans un modele d'occlusion transitoire de l'artere cérébrale moyenne (45 minutes
d'occlusion) que le tPA exacerbait le volume de lésion ainsi que le déficit neurologique, et

que ceci était reverse par un inhibiteur de la caspase-8.

A l'inverse, I'équipe a montré que le tPA aurait plutot un effet anti-apoptotique dans un
modele de sevrage en sérum sur des neurones corticaux in vitro (Figure 31, Liot et al,, 2006).
Cet effet anti-apoptotique serait dépendant d'une réduction du clivage de la caspase-3

active.
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Figure 31 : Le tPA protege les neurones de l'apoptose dans un modele in vitro d'apoptose. A :
lllustration des cultures en condition de sevrage en sérum (SD) avec ou sans tPA, coloré au
bleu de trypan et a l'iodure de propidium (les fleches indiquent la fragmentation de '/ADN).
La mort neuronale diminue avec la dose de tPA ajoutée dans les cultures. B : Immunoblots
montrant que la quantité de caspase-3 clivée (active) diminue avec l'‘augmentation de la
concentration de tPA (Liot et al., 2006).

Il a également été mis en évidence que le tPA protégeait les oligodendrocytes de 'apoptose
a travers un effet « cytokine like » médié par l'interaction avec son domaine EGF-like et
I'activation de la voie phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) / Akt (Correa et al, 2011). Aussi,
Liang et ses collaborateurs ont révélée qu'un pré-traitement des neurones au tPA diminuait
I'apoptose comparativement aux neurones non traités (Liang et al, 2016). Dans un modele
de traumatisme cranien chez la souris, il a également été prouvé que l'inhibition du tPA

endogene aggrave I'apoptose neuronale ainsi que les lesions axonales (Zhao et al, 2020).

Plusieurs réecepteurs pourraient étre impliqués dans I'effet du tPA lors de I'apoptose, tels
que les recepteurs NMDA comme nous le verrons plus tard (Echeverry et al, 2010), les
récepteurs a I'EGF (Bertrand et al, 2015 ; Lemarchand et al, 2016) ou encore les récepteurs

a l'annexine Il (Lee et al, 2007).
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2.7.8 tPA, récepteurs NMDA, transmission glutamatergique et excitotoxicité

Tsirka et ses collaborateurs découvrent que la neurodégénérescence normalement induite
par l'injection de kainate dans I'hippocampe n'est pas retrouvée chez des souris déficientes

en tPA (Figure 32, Tsirka et al., 1995).

EZ G

Kainate

[ Total loss
[ Partial loss
W Spared

Figure 32 : Les souris déficientes en tPA (tPA KO) sont résistantes a la mort neuronale
excitotoxique induite par l'injection de kainate. Coloration au crésyl violet de coupes coronales
d'hippocampes issues de souris WT et de souris tPA KO, 5 jours apres l'injection de kainate.
Histogrammes représentant le pourcentage de la longueur de ['hippocampe présentant une
perte neuronale totale (gris), partielle (blanc) ou pas de perte (noir) chez les souris tPA KO et
WT. Les souris déficientes en tPA ne présentent pas de perte neuronale comparées aux souris
sauvages (Figure adaptée de Tsirka et al., 1995)

Une année plus tard, ces mémes auteurs montrent qu'en plus du tPA endogene, I'ajout de
tPA exogene chez des souris sauvages, aggrave ce type de nécrose neuronale excitotoxique
(Tsirka et al, 1996). Ainsi, ces études ont proposé que le tPA endogene ou exogene serait

pro-neurotoxique dans des modeles d'excitotoxicité (Tsirka et al, 1997).

Dans notre équipe, il a été demontre que le tPA était impliqué dans les mécanismes de
nécrose excitotoxique induite par la sur-activation non pas des récepteurs kainate, mais des

récepteurs NMDA.
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Les récepteurs du glutamate de type NMDA sont ionotropiques, c'est-a-dire qu'ils
permettent le passage de cations monovalents (Na*, K*) et de calcium (Ca®*). Au repos, ils
sont blogués par I'ion magnésium (Mg?*) de maniére dépendante du voltage (Hogan-Cann
& Anderson, 2016). Ce sont des hétérotétrameres aux propriétés electrophysiologiques
dépendantes de leur composition. lls sont constitués par I'association obligatoire de deux
sous-unités GluN1 (codée par le gene Grinl) avec deux sous-unités GIuUNZ2 (codée par 4
genes, Grin2A a Grin2D) ou GIuN3 (codée par 2 genes, Grin3A et Grin3B) (Traynelis et al,

2010). Toutes les sous unités sont organisées en quatre domaines :

- Le domaine amino-terminal (ATD), extracellulaire et impliqué dans la fixation des

modulateurs allostériques.

- Le domaine de liaison du ligand (en anglais : Ligand Binding Domain, LBD) sur lequel peut

se fixer des ligands tels que le glutamate ou la glycine.

- Le domaine transmembranaire (en anglais : Trans-Membrane Domain, TMD) composé de

4 fragments transmembranaires permeables aux ions.

- Le domaine carboxy-terminal intracellulaire (en anglais : Carboxy-Terminal Domain, CTD)

impliqué dans le trafic et notamment |'ancrage des récepteurs.

L'équipe a déemontré que linteraction entre le tPA et les récepteurs NMDA a des
conséquences tres importantes sur la signalisation glutamatergique. Des 2001, il a été
démontré in vitro que le tPA pouvait potentialiser l'influx de Ca®* dans les neurones, induit
par I'application de NMDA et que cet effet était empéché par I'utilisation d'AP5, un inhibiteur
réversible des réecepteurs NMDA (Figure 33, Nicole et al, 2001). De plus, les auteurs ont
montre par immunoprécipitation que le tPA interagit physiquement avec GIuNT puis clive
cette sous-unité dans son domaine ATD. Cette étude a donc suggeré pour la premiere fois
que le tPA, en se liant a, puis en clivant la sous unité GluN1, potentialise I'activite des

récepteurs NMDA, jusqu’a des niveaux potentiellement neurotoxiques.
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Figure 33 : Le tPA potentialise l'influx calcique induit par le NMDA. A et B : L'application de
NMDA (25 uM) dans les cultures neuronales augmente le calcium (Ca®*) intracellulaire (deux
premiers pics avant traitement). Le traitement au r-tPA a une concentration de 20 ug/ml
augmente cet influx calcique intracellulaire, sauf s'il est co-incubé au méme moment que
'AP5 (Nicole et al., 2001).

Ces résultats ont été ré-evalués par une autre équipe, selon laquelle le tPA agirait
indirectement, via la génération de plasmine, qui elle, réaliserait la protéolyse de GIuNT

(Matys & Strickland, 2003).

Quelques années plus tard, Fernandez-Monreal et ses collaborateurs ont confirmé que le
tPA interagissait avec la partie ATD de la sous-unité GIuN1. De plus, leurs analyses de
mutations ponctuelles ont mis en évidence que I'arginine en position 260 était responsable
du clivage de la sous unité GIuNT par le tPA (Fernandez-Monreal et al, 2004). Des
expériences de microscopie calcique ont montré que le tPA ne potentialisait plus I'influx
calcique induit par le NMDA dans des cultures cellulaires contenant une mutation de
I'arginine 260. Comme déja évoquée dans ce manuscrit, le tPA, via son domaine Kringle 2, a
la possibilite de se lier a la sous unité GIuNT des récepteurs NMDA, en particulier au niveau

de 'arginine en position 260 (Lopez-Atalaya et al,, 2008).

La constitution des récepteurs NMDA ainsi que la forme du tPA a également des effets
différentiels sur la signalisation NMDA. En 2010, une étude a démontrée que le tPA clivait
préférentiellement les récepteurs NMDA contenant la sous unité GIuN2B (Baron et al., 2010).
Par ailleurs, seule la forme simple chaine est capable de potentialiser I'influx calcique induit

par la stimulation au NMDA. A contrario, le traitement avec la forme tc-tPA induit une
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diminution de l'influx calcique induit par la stimulation au NMDA (Hedou et al,, 2021 ; Parcq

et al, 2012).

A la suite de ces études novatrices, plusieurs travaux ont ensuite développé des outils afin

de bloquer l'interaction entre le tPA et la sous unité GIuN1 des récepteurs NMDA.

La premiere étude de l'equipe date de 2007 et Benchenane et ses collaborateurs ont
expérimenté des approches d'immunisation active. Pour cela, des souris ont été immunisées
avec le domaine ATD recombinant (rATD-GIuNT1). L'immunisation a permis de réduire
significativement les lésions induites par injection striatale de NMDA ainsi que celles induites
par l'ischémie cérébrale. De plus, I'altération de la mémoire spatiale retrouvee chez les souris
tPA KO a egalement été observée chez les souris immunisées, soulignant I'importance de
I'interaction entre le tPA et la sous-unité GIuNT des récepteurs NMDA dans ces fonctions

cognitives (Benchenane et al, 2007).

En 2010, toujours au sein de I'unité d'accueil, la méme stratégie d'immunisation active a été
utilisée et les animaux ont été soumis un an apres au modele d'AVC ischémique
thromboembolique. Ici, 'AVC joue le réle de «rappel vaccinal », et démontre bien
I'existence du clivage de GIuNT et I'effet pro-excitotoxique du tPA in vivo : I'hypothese est
que I'"AVC provoque une libération de tPA, et que ce dernier va cliver les sous-unités GIuN1
des récepteurs NMDA, libérant de I'ATD, alors reconnu par le systeme immunitaire comme
étranger et induisant la production rapide d'anticorps anti-ATD. Cette étude a également
démontré que les animaux immunisés avec la partie rATD-GIuNT avaient toujours des
anticorps dans le plasma, un an apres immunisation, ce qui permettait de diminuer les
dommages ischémiques apres thrombolyse par r-tPA en dehors de la fenétre thérapeutique

de 4 heures chez la souris (Macrez et al., 2010).

Plus tard, I'équipe a utilisé une stratégie d'immunisation passive, en injectant cette fois-ci les
immunoglobulines produites chez des souris immunisées en parallele contre I'ATD. Ces
anticorps polyclonaux, en injection intraveineuse unique, diminuaient les lésions

ischémiques ainsi que la perméabilisation de la BHE, tout en améliorant les scores
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neurologiques dans un modele d'AVC ischémique et en augmentant la fenétre
thérapeutique du traitement au r-tPA (Macrez et al,, 2011). Par la suite, I'équipe a produit un
anticorps monoclonal, appelé glunomab, ayant montré son efficacité dans divers modeles
précliniques d'excitotoxicite, d’AVC ou de sclérose en plaques (Lesept et al, 2016 ; Macrez
et al, 2016 ; Mehra et al, 2016 ; Wagnon et al, 2020 ; Louet et al, 2022) encourageant le
lancement d'essais cliniques a I'horizon 2025 ('humanisation de I'anticorps est en cours,

avec la société Lys Therapeutics).

Il a aussi eté demontré en 2008 que l'injection de tPA dans la substance noire de rats
induisait une déegenérescence des neurones dopaminergiques, a l'exception de ceux
exprimant le GABA, ainsi que la dégradation de la BHE, I'activation de la microglie et
I'augmentation de I'expression des recepteurs NMDA (Villaran et al, 2009). Ces données
sont intéressantes car elles suggerent qu'il existerait des populations de neurones moins

sensibles que d'autres, face a ces phénomenes excitotoxiques...

2.7.9 tPA endogene : neurotoxique ou neuroprotecteur ?

Nombreuses sont les études a s'étre intéressées aux roles du tPA exogene dans les
phénomenes excitotoxiques/ischémiques. Concernant le role du tPA endogene, les études
n'ont pas trouvé de consensus et une nouvelle fois, le tPA peut avoir des réles neurotoxiques
ou bien neuroprotecteurs, selon les études, les modeles utilises, ou encore le type cellulaire
source. L'ensemble des arguments seront répertoriés dans les tableaux présents dans la

partie « contexte bibliographique de I'étude » en partie résultats 2.
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Résumé

Nous avons pu voir que I'activateur tissulaire du plasminogene (tPA) est une sérine protéase
ayant des réles pléiotropes, au-dela de sa propriété fibrinolytique, a l'origine de son
utilisation en clinique, encore seul traitement pharmacologique de la phase aigte des AVC

ischémiques.

Grace a ses cing domaines structuraux, le tPA interagit avec divers récepteurs, tels que les
LRP, I'annexine II, les recepteurs a I'EGF, les recepteurs au mannose et aux galectines (Kringle
1), les récepteurs au PDGF-CC ou encore les récepteurs NMDA. Cette diversité explique les

multiples actions possibles du tPA dans le SNC.

L'équipe a découvert une proprieté majeure du tPA: elle se comporte comme un
neuromodulateur de la transmission glutamatergique, par sa capacité a interagir avec les
récepteurs NMDA. Cette propriété est impliquée dans divers processus neurobiologiques

majeurs : corticogénese, plasticité synaptique, émotion, anxiété, survie neuronale...

Comme nous allons I'expliquer par la suite, malgré une littérature relativement abondante,
il subsiste des interrogations quant aux sources et aux roles du tPA dans le systeme nerveux.

Certaines de ces interrogations ont fait I'objet de mon travail de these.
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Objectifs

Le tPA est une protéase dont l'expression dans le cerveau, et notamment dans les
neurones du cortex, reste techniqguement difficile a étudier. Grace, entre autres, a |'utilisation
des vecteurs viraux adéno-associés (AAV), nous avons pu mettre en évidence que le tPA est

exprimeé par des neurones inhibiteurs, et en particulier ceux exprimant la parvalbumine.

Ainsi, mon premier objectif de ce travail de these a été de contribuer a I'étude du(des) role(s)

du tPA exprimé par les interneurones a parvalbumine (PV) dans la régulation des réseaux

périneuronaux (PNNs).

Tel que nous I'avons évoqué dans l'introduction, le tPA endogene aux neurones est
impliqué dans de nombreuses fonctions. Cependant, les études concernant ses roles dans

les phénomenes excitotoxiques n'a jamais été consensuel. Mon deuxieme objectif de thése

a été d'étudier, a l'aide d'outils innovants, le(s) role(s) du tPA endogene aux neurones dans

la phase aigue de |'excitotoxicité et de l'ischémie.
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Résultats article 1: contexte bibliographique

Contexte bibliographique de I'étude 1

Le tPA est principalement connu pour sa capacité a convertir le plasminogene en plasmine
active, une protéase ciblant notamment la fibrine (Pennica et al, 1983). Cette propriété
fibrinolytique a permis a la forme recombinante du tPA de révolutionner la prise en charge

des AVC ischémiques (NINDS, 1995).

Outre cette fonction vasculaire, le tPA régule de nombreux processus céerébraux
physiologiques, tels que la migration neuronale, la transmission glutamatergique, le
couplage neurovasculaire, la plasticité synaptique mais aussi le devenir neurologique lors
d'atteintes du SNC (pour revue, Thiebaut et al, 2018) Chaque fonction du tPA dépend
notamment de ses cibles moléculaires et cellulaires, mais aussi de son origine et de son
domaine protéique impliqué. Il est donc important d'identifier précisément les sources
cellulaires de tPA dans le SNC. Cependant, les anticorps disponibles et/ou techniques
d'immunodétection classiques ne permettent pas de répondre entierement a cette

problématique.

Au sein du parenchyme, plusieurs études ont démontré I'expression de tPA dans les
neurones excitateurs (Hultman et al, 2008 ; Louessard et al, 2016 ; Siao et al, 2003 ;
Stevenson & Lawrence, 2018), mais peu se sont intéressées aux neurones inhibiteurs. Il a
cependant été suggere que le tPA pourrait étre exprimé dans les interneurones a

parvalbumine (PV) (Chu et al, 2015).

On décrit aujourd’hui au sein du cortex cérébral une cinquantaine de types d'interneurones
GABAergiques, aux propriétés morphologiques, moléculaires et électrophysiologiques
specifiques. De maniere simplifiée, on en distingue trois classes, selon leur profil d'expression
de marqueurs spécifiques (Figure 34, Lim et al, 2018). La premiere (majoritaire) est
caractérisee par la présence de parvalbumine (PV), la deuxieme par la présence de
somatostatine (SST) et la derniere, tres hétérogene, par la présence du réecepteur a la

sérotonine 5HT3a (Lim et al, 2018).
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Figure 34 : Schéma représentant les trois principales classes d'interneurones au sein du
néocortex chez la souris : interneurones a parvalbumine (PV), a somatostatine (SST) ou aux
récepteurs d la sérotonine 5HT3ar (Lim et al., 2018).

Les interneurones a PV représentent plus de 50% des interneurones du cerveau et sont
nommeés ainsi en raison de la protéine de liaison au Ca®* qu'ils expriment : la parvalbumine.
lls sont généralement retrouvés dans les couches 2 a 6 (majoritairement dans la couche 4)

du cortex cérébral ou dans I'hippocampe (Rossier et al, 2015).

Ces interneurones sont dits « fast-spiking » (a décharge rapide) car ils sont caractérises par
des potentiels d'action a haute fréquence pouvant atteindre plusieurs centaines de Hz et
sont capables de se repolariser tres rapidement. lls interviennent dans la régulation de
I'activité des neurones pyramidaux excitateurs, via leurs contacts somatiques ou axonaux
(Lewis et al, 2012). lls permettent ainsi le contrdle et la synchronisation des oscillations
gamma (ondes retrouvées notamment lors de processus cognitifs élevés de perception ou
d'attention). Pour ce faire, les interneurones a PV utilisent différents modes d'inhibition. Le
plus connu est le feedback inhibiteur, ou les cellules pyramidales excitatrices émettent des
potentiels d'action (PA) pour activer ces interneurones a PV et ainsi étre inhibées en retour

(Roux & Buzsaki, 2015).
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Le dialogue entre les interneurones a PV et les neurones pyramidaux n'est pas uniquement
un jeu de libération synaptique de neurotransmetteurs. Comme nous le détaillerons par la
suite, il existe un intermédiaire matriciel entre ces deux populations neuronales, capable de
réguler le tonus inhibiteur/excitateur et de s'y adapter : c'est le Perineuronal Net (PNN).
Grace a la chémogeénétique, Devienne et ses collaborateurs (2019) ont montré que
I'inhibition de l'activité des interneurones a PV ou des cellules pyramidales excitatrices

environnantes réduit la quantité de PNNs associés (Devienne et al,, 20271).

A l'inverse, on sait que la densité de PNNs module elle-méme I'efficacité synaptique des
interneurones PV et des cellules pyramidales (Wang & Fawcett, 2012). Il convient donc
probablement de parler de communication tripartite plutét que de dialogue interneurone
PV/neurone pyramidal. Du fait de cette communication intime entre ces différents acteurs,
il est compréhensible que des pathologies neurologiques ou développementales telles que
I'épilepsie, la schizophrénie ou encore les troubles du spectre autistique puissent se
manifester dans les cas ou ces systemes de contréle sont modifiés (Hashemi et al, 2017). Il
a, par exemple, été montré que l'inhibition des interneurones a PV du cortex préfrontal

médian induit des effets néfastes sur les processus attentionnels (Kim et al., 2016).

La particularité des interneurones PV : les réseaux périneuronaux (PNNs)

Décrits en 1893 par Camillo Golgi, les PNNs sont des structures matricielles spécifiques,
retrouvées majoritairement autour des interneurones a PV (Karetko & Skangiel-Kramska,
2009). lls sont distribués dans plusieurs régions du cerveau tels que le cervelet, les noyaux
gris centraux, I'nypothalamus, I'hippocampe ou encore le cortex visuel ou somatosensoriel.
Les PNNs sont composeés d'acide hyaluronique (HA), synthétise et amarré a la membrane
plasmique par les Hyaluronates Synthétases (HAST a HAS3) (Figure 35). L'HA constitue le
squelette général du PNN, sur lequel d'autres protéines vont se lier, grace a des protéines
de liaison (les HAPLNs (hyaluronan and proteoglycans link proteins) ou les Tenascines). Les

protéines de liaison permettent la stabilisation des PNNs et la formation de cette structure
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condensée (Kwok et al, 2011). Les PNNs sont composés de proteoglycanes, en particulier

de chondroitine sulfate protéoglycanes (CSPGs).

Parmi eux, on retrouve la famille des lecticans, composée de I'aggrecan, le neurocan, le
versican et le brevican. L'aggrecan est indispensable a la formation des PNNs (Kwok et al,

2017).
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Figure 35 : Structure des PNNs. Les HAS (Hyaluronates synthases) présentes a la surface du
neurone synthéetisent 'HA (acide hyaluronique). Les Lecticans (Aggrecan, Versican, Neurocan
et Brevican) font partie de la famille des CSPGs et se lient aux HA pour former le complexe
PNN. Ce dernier est consolidé par des protéines de liaisons telles que les HAPLNSs (hyaluronan
and proteoglycans link proteins) et/ou les Tenascines (Kwok et al., 2011).

Les PNNs se forment progressivement autour des neurones et leur maturation s'effectue a
des temps différents selon leur localisation. Les PNNs immatures pourraient initier les
premiers liens entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire pour former les futurs PNNs
matures (Karetko & Skangiel-Kramska, 2009). Leur maturation est ensuite fortement
dépendante de I'activité cérébrale puisque des expériences visant a bloquer les canaux
sodium dépendants du voltage ou a élever des chatons dans I'obscurité (privant ainsi de
stimuli lumineux) ont montré une inhibition de la formation des PNNs dans le cortex visuel

(Kwok et al, 201). La fonction la plus étudiée des PNNs est la plasticité, en particulier lors
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d'une fenétre temporelle, appelée période critique (Sorg et al, 2016). C'est une période a
haut potentiel plastique durant laquelle par exemple, les expériences sensorielles stabilisent
petit a petit les réseaux synaptiques, jusqu’a les « figer », notamment par la synthese de

PNNs.

Selon Sorg et ses collaborateurs en 2016, les PNNs pourraient limiter la plasticité selon trois

mécanismes (Figure 36, Sorg et al,, 2016).

- lls formeraient une barriere physique empéchant de nouvelles connexions
synaptiques avec les cellules environnantes.

- Certains composants des PNNs pourraient capter des molécules inhibitrices de la
plasticité (comme la sémaphorine A3).

- lls moduleraient la mobilité des récepteurs de neurotransmetteurs (dont les
récepteurs glutamatergiques AMPA) a la membrane des interneurones a PV et

modifieraient ainsi les échanges ioniques.

Les PNNs sont des structures dynamiques pouvant étre modulées, ce qui représente un
enjeu thérapeutique de taille. Par exemple, I'utilisation d'une enzyme bactérienne, la
chondroitinase ABC (ChABC), déegrade les PNNs et permettrait un retour de la plasticite
chez l'adulte (Pizzorusso et al, 2002). La ChABC a ainsi montré son effet
benéfique/réparateur dans divers modeles, dont des modeles de lésion de la moelle
épiniere (Bradbury et al, 2002) ou encore dans des modeles murins de pathologie Tau

(Yang et al, 2015).

Cela dit, a l'inverse, les PNNs peuvent constituer une barriere protectrice contre des
élements neurotoxiques comme le peptide amyloide (Lemarchant et al, 2014). Plusieurs
données suggerent que certaines protéases extracellulaires sont responsables de cette
dégradation des PNNs. Par exemple, en 2015, Kelly et ses collaborateurs ont rapporté une
diminution significative de la dégradation des PNNs suite a une privation monoculaire chez
des souris MMP-9 KO (n'exprimant plus la MMP-9) (Kelly et al, 2015). En parallele, il a

également été montré que ces expériences de privation monoculaire induisent une
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augmentation de I'activité protéolytique du tPA, indiquant également un potentiel role de

cette protéase (Mataga et al,, 2002).
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Figure 36 : Roles des PNNs dans linhibition de la plasticité via trois mécanismes et
rétablissement de la plasticité via un traitement par Ch-ABC. A : Formation d'une barriere
physique empéchant de nouvelles entrées synaptiques. B - Capteur de molécules inhibitrices
de la plasticité. C : Modulation de la mobilité des récepteurs AMPA a la surface du neurone
(Sorg et al,, 2016).

L'ensemble de ces données ainsi que la déecouverte de l'expression du tPA au sein des
interneurones a PV nous ont pousses a formuler I'nypothese que le tPA en tant que protéase
pouvait étre impliqué dans la régulation des PNNs (Lépine et al, 2022). En effet, il pourrait
étre impliqué dans la régulation des réseaux périneuronaux via l'activation de certaines
protéases matricielles telles que la MMP-9 (Kelly et al, 2015). En prenant en compte le fait
que les pro-MMP-9 peuvent étre activées par la plasmine et qu'une augmentation d'activité
du tPA a été observée lors de protocole de privation monoculaire (Mataga et al., 2002) nous
pourrions imaginer que la libération de tPA dans I'environnement du PNN (par les
interneurones a PV et/ou les neurones pyramidaux) favorise la formation de plasmine, puis

de MMP-9, conduisant a la dégradation du PNN.
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Principaux outils utilisés

Tout d'abord, pour identifier les neurones capables d'exprimer le tPA, nous avons utilisé une
technique basée sur des virus adéno-associés (AAV) possédant le sérotype 9, connu pour
cibler les neurones. Nos AAV exprimaient la GFP (en anglais : Green Fluorescent Protein),

sous le contréle du promoteur du gene codant pour le tPA (PLAT).

Dans le but d'étudier le role du tPA exprimé par les interneurones a PV dans la régulation
des PNNs, nous avons généré une souche de souris transgéniques présentant une
déficience en tPA sélective des interneurones a PV. Pour cela, nous avons croisé des souris
tPA flox™* (cKO) ou tPA flox”" (WT, Ctrl) avec des souris exprimant la recombinase Cre sous
le contréle d'un promoteur spécifique de la parvalbumine : tPA flox™* PV Cre* (cKO) ou

tPA flox”" PV Cre*/ (WT, Ctrl).

Enfin, pour mieux comprendre les mécanismes régissant l'interaction entre le tPA et les
PNNS, nous avons réalise des cultures cellulaires d'interneurones en prélevant I'éeminence
ganglionnaire médiale d'embryons agés de 14 jours (Franchi et al, 2018). Des approches
pharmacologiques ont été utilisees sur les cultures provenant d'embryons de souris WT ou

cKO afin d'explorer les mécanismes sous-jacents.

Principaux résultats obtenus

+ Les interneurones GABA a PV expriment du tPA.

+ Les souris sélectivement déficientes en tPA dans les neurones a PV ont des PNNs
plus denses que leurs homologues WT.

4+ Le tPA, en convertissant le plasminogene en plasmine, dégrade les PNNs et en

particulier le CSPG Aggrecan
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tissue-type plasminogen activator shapes
perineuronal net structure
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Abstract

Background: Perineuronal nets (PNNs) are specialized extracellular matrix structures mainly found around fast-
spiking parvalbumin (FS-PY) interneurons. In the adult, their degradation alters FS-PV-driven functions, such as brain
plasticity and memory, and altered PNN structures have been found in neurodevelopmental and central nervous
system disorders such as Alzheimer's disease, leading to interest in identifying targets able to modify or participate in
PNN metabolism. The serine protease tissue-type plasminogen activator (tPA) plays multifaceted roles in brain patho-
physiclogy. However, its cellular expression profile in the brain remains unclear and a possible role in matrix plasticity
through PNN remodeling has never been investigated.

Result: By combining a GFP reporter approach, immunohistology, electrophysiology, and single-cell RT-PCR, we
discovered that cortical FS-PV interneurons are a source of tPA in vivo. We found that mice specifically lacking tPA in
FS-PV interneurons display denser PNNs in the somatosensory cortex, suggesting a role for tPA from FS-PV interneu-
rons in PNN remodeling. In vitro analyses in primary cultures of mouse interneurons also showed that tPA converts
plasminogen into active plasmin, which in turn, directly degrades aggrecan, a major structural chondroitin sulfate
proteoglycan (CSPG) in PNNS.

Conclusions: We demonstrate that tPA released from FS-PV interneurons in the central nervous system reduces PNN
density through CSPG degradation. The discovery of this tPA-dependent PNN remodeling opens interesting insights
into the control of brain plasticity.

Keywords: Tissue-type plasminogen activator, Plasminogen, Parvalbumin interneurons, Perineuronal nets, Aggrecan

Background

Perineuronal nets (PNNs) are a specific form of extra-
cellular matrix (ECM), in which chondroitin sulfate
proteoglycans (CSPGs), hyaluronan, link proteins, and

"Matthieu Lépine, Sara Douceau, Carine Ali and Denis Vivien contributed tenascin-R are Organized into dense lattice-like structures
equally to this work. [26, 86]. In the cerebral cortex, PNNs mainly enwrap fast-
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chondroitinase ABC (ChABC) strongly affects neuronal
excitability and influences brain plasticity [2, 11, 30, 42,
62, 70, 76]. In the brain, endogenous proteases such as
A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombos-
pondin Motifs (ADAMTS) or matrix metalloprotein-
ases (MMPs) may regulate PNN functions through the
cleavage of their CSPGs, including aggrecan, neurocan,
versican, and brevican [34, 86]. Paradigms of sensory
deprivation have demonstrated the critical implication of
PNN remodeling during periods of heightened plasticity,
as well as the involvement of endogenous MMP9 in PNN
plasticity [37, 59, 60, 66]. Interestingly, it has been shown
that the expression and activity of the serine protease,
tissue-type plasminogen activator (tPA) increase after
sensory deprivation. Furthermore, tPA is thought to par-
ticipate in plasticity-related mechanisms [16, 52, 53, 58].
However, a direct link between tPA-driven plasticity and
PNNs remains unestablished.

In the (neuro-)vascular clinical community, tPA is well
known as being the major enzymatic activator of plasmi-
nogen, thus promoting vascular fibrinolysis. Besides, tPA
also has prominent effects in the central nervous system
(CNS). As reviewed recently [87], many actions of tPA
in the CNS rely on its proteolytic activity. Some func-
tions occur independently of plasmin(ogen), via different
receptors and binding partners which include laminin,
low-density lipoprotein receptor—related proteins (LRPs),
N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR), or some
growth factor precursors. Via these multiple targets, tPA
is a key player in CNS physiological and pathological
processes (for recent reviews see [87, 98]). For instance,
during development, tPA controls neuronal migration
[64] and promotes axonal growth/synaptic plasticity
[4, 67, 68, 82]. Later in life, tPA modulates learning and
memory processes [5, 32, 48] and anxiety-related behav-
iors [54, 65]. Under pathological conditions, tPA controls
neuronal death [44, 45, 61, 94], neuro-inflammation, and
blood-brain barrier permeability [47, 55, 77, 81].

Consensual descriptions of the cellular distribution of
tPA in the CNS are lacking. So far, most literature agrees
that tPA can be released in the extracellular space by
endothelial cells, oligodendrocytes, and hippocampal
neurons [43, 46, 80]. Microglia and astrocytes are uncer-
tain sources of tPA under physiological conditions but
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might be under pathological conditions [1, 91]. In the
CNS, tPA is easily detected (mRNA and protein) in hip-
pocampal mossy fibers [46, 74, 85], but its immunohis-
tological detection in cortical neurons is only available
through its somatic accumulation after the blockade of
axo-dendritic transport with colchicine. Interestingly,
immunohistological (after colchicine injection), electro-
physiological, and transcriptional analyses revealed the
expression of tPA in a subset of excitatory neurons [46,
84]. tPA expression has also been suggested in some
GABAergic interneurons in different brain areas [17, 28,
80].

In the present study, using a viral reporter construct,
electrophysiology, and single-cell RT-PCR in mice, we
found that cortical GABAergic neurons, mainly FS-PV
interneurons, express tPA. Using conditional mice pre-
senting a depletion of tPA restricted to PV cells, as well
as primary culture of interneurons, we show that tPA
originating from PV cells controls PNN turnover through
plasmin. This regulation occurs through the cleavage of
a component crucial for PNN structural integrity, the
CSPG aggrecan,

Results

tPA is expressed by cortical fast-spiking parvalbumin
interneurons in vivo

We sought to identify the cell subtypes expressing tPA
in the somatosensory cortex of adult mice. We used a
viral reporter construct encoding for green fluorescent
protein (GFP) under the control of the human tPA (Plat)
promoter (AAV-Plat-GFP, Fig. 1A). This construct was
first validated in the dentate gyrus (DG; Additional file 1:
Fig. S1A-B), a brain structure in which tPA expression is
well described [46, 80]. After injection of the AAV-Plat-
GFP in the somatosensory cortex, immunohistochemi-
cal analyses revealed that the GFP reporter was only
detected in NeuN-positive neuronal cells but neither in
GFAP-positive astrocytes nor in Iba-1-positive micro-
glia (Fig. 1A; these three cell types are potential targets of
AAV9-driven infection [50, 56]). Even under inflamma-
tory conditions (lipopolysaccharide treatment), neither
reactive astrocytes nor reactive microglia expressed GFP,
excluding the expression of tPA in these cell types (Addi-
tional file 1: Fig. S2).

(See figure on next page.)

Fig. 1 tPAis expressed by parvalbumin intereurons 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 somatasensory 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 pm). 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. € Around 37 % of
Plat-GFP positive neurons are GABAergic interneurons and 73 9% 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 PNN 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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Confirming our previous findings [46], a subset of tPA-
GFP+ neurons were excitatory glutamatergic neurons, as
they expressed Tbrl (Additional file 1: Fig. $3). In addition,
we found that 36.9 % of Plat-GFP+ neurons were positive
for GABA (Fig. 1B,C). Among these Plat-GFP GABAergic
interneurons, the majority (72.7 %) were parvalbumin+-
(Fig. 1B,C) and 76.1 % of these parvalbumin+ neurons
were enwrapped with PNNs (stained with WFA; Fig. 1D,E).
In situ hybridization confirmed the presence of tPA mRNA
in PV interneurons, and more precisely those enwrapped
by PNNs (Additional file 1: Fig. S4).

We also performed electrophysiological and molecular
characterizations of 28 neurons from deeper layers (IV-V)
of the mouse primary visual cortex by combining patch-
clamp recordings and single-cell RT-PCR [13]. The PCR
protocol was designed to probe the expression of different
cell type-specific markers (VGLUT1, GAD65 and GAD67,
PV, S100B, Sst, APC, and Akrlcl8), plasminogen activa-
tors (Plat: tPA gene and Plaw: urokinase), and extracel-
lular matrix-related genes (Ncan, Ptptrzl, Ptprr, Sema3a,
Sdcd, and Mybpcl; Additional file 1: Table S1). Pyrami-
dal cells (#n=14) were identified by the triangular shape of
their soma and their regular spiking firing pattern charac-
terized by broad spikes and marked frequency adaption.
FS-PV interneurons of G42 mice (PV-expressing reporter
mouse) [15] were characterized by low input resistance
and high rheobase currents [36]. FS-PV interneurons fired
short-duration action potentials with sharp post-hyper-
polarizing potentials and were able to sustain a high firing
rate with little or no spike frequency adaptation (Fig. 2A).
The molecular analysis of the FS-PV interneuron shown in
Fig. 2B confirmed the expression of PV and GAD65/67, as
well as SST, APC, Akrlcl8, Plat, Ncan, Ptprr, and Sema3a.

Analyzed neurons were grouped together according to
their overall molecular similarity using Ward’s clustering
[14], yielding two main groups (Fig. 2C). All neurons in
the left cluster were pyramidal cells expressing VGLUT1
but none in either cluster expressed GADs or PV. By con-
trast, all neurons in the right cluster expressed PV and
were identified as FS-PV interneurons. A sub-cluster of
two FS-PV interneurons (dotted box, Fig. 2C) displayed
a similar molecular profile with expression of Sst, Plat,
Ncan, Plat, and Ptprr. Plat mRNA was detected in 14.3 % of
FS-PV cells (n=2 of 14 cells, Fig. 2D), a proportion similar
to that observed in pyramidal cells (21.4 %, n=3 of 14 cells,
p=0.663) and confirming our previous observations [46].

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

To assess the effect of tPA expressed by PV cells on the
remodeling of PNNs, we generated a conditional knock-
out mouse strain lacking tPA in PV cells by crossing
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tPAFloxt'* mice with PV-Cre*’~ mice (tPAFlox™/~ ;
PV-Cre™™ mice were used as controls, Additional file 1:
Fig. S5). In both genotypes, the total number of PV
interneurons, as well as the number of PV interneurons
enwrapped with PNNs, was similar (Fig. 3A-C). How-
ever, the overall intensity of WFA was higher in cKO
mice than in WT mice (+14.4 %, Fig. 3D). A semi-quanti-
tative analysis based on a qualitative grading PNN stain-
ing intensity around PV soma, from very low to very high
WFA staining (Fig. 3E), revealed a slightly higher per-
centage of neurons enwrapped with the highest degree
of PNN coverage in cKO mice (Fig. 3F). Overall, these
observations support the idea that tPA released from PV
interneurons can contribute to PNN turnover in vivo.

To dissect the potential underlying mechanism of this
effect, we used a model of primary murine interneu-
ron cultures ([27]; Fig. 4). Immunocytochemistry con-
firmed the presence of PNN-like structures (displaying
WFA labelling and expressing aggrecan and hyaluronic
acid, two major components of PNN; Additional file 1:
Fig. S6A) that were sensitive to ChABC (Additional
file 1: Fig. S6B). We assessed PNN integrity in response
to treatment with tPA alone or in combination with
its conventional substrate plasminogen, plasminogen
alone, or active plasmin (Fig. 4A,B). After 24h expo-
sure, we observed a significant PNN degradation with
plasmin treatment (—87.3%) or with the combination
of plasminogen+tPA (—87.6%), while tPA alone did not
alter PNN turnover (Fig. 4A,B). This suggests that tPA
might not directly promote PNN degradation. Accord-
ingly, aprotinin, a blocker of plasmin proteolytic activity,
prevented plasminogen + tPA-induced PNN degrada-
tion (Additional file 1: Fig. S7A-B) demonstrating that
tPA promotes PNN degradation via a plasmin-dependent
mechanism. We found that plasminogen alone could also
induce PNN degradation (—88.4 %; Fig. 4A,B), suggest-
ing that endogenous tPA released by interneurons con-
verts extracellular plasminogen into plasmin. To confirm
this, a fluorescent assay of plasmin activity revealed the
actual conversion of plasminogen in active plasmin in the
absence of exogenous tPA treatment (Additional file 1:
Fig. S7C-D). We also exposed cultured interneurons from
tPA Null mice to plasminogen, plasmin, or plasminogen
+ tPA during 24 h (Fig. 4C,D). Although plasmin and
plasminogen + tPA significantly reduced WFA staining
(—88.2 % for plasmin; —91.5 % for plasminogen + tPA),
plasminogen alone did not (Fig. 4C,D), confirming that
PNN degradation depends on endogenous tPA produced
by interneurons. We also found that plasmin-depend-
ent degradation of PNNs in vitro was not sensitive to
TIMP3 [90], suggesting that MMPS or ADAMTS are not
downstream effectors in this pathway (Additional file 1:
Fig. 58). To understand how plasmin promotes PNN
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Fig. 2 Electrophysiclogical 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) evaked 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 F5-PV
neuron showing expression of VGIut1, GADSS, GAD67, PV, Akr1¢18, 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 F5-PV (magenta) cells were segregated into two first-order clusters as suggested by Thorndike
procedure (dotted ling). Gene expression profile 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 VGIut1 in pyramidal cells and of PV In FS-PV cells.
Plat-expressing F5-PV neurans (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

{See figure on next page.)

Fig. 3 Specific deletion of tPA in PV interneurons affects PNNs morphology. A Representative images of PV cells (magenta) and PNNs (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 genatypes. 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 (V=5 animals; =4 coronal sections per animal). Mann-\Whitney test; *: p<0.05




Article 1

Lépine et al. BMC Biology =~ (2022) 20:218 Page 6 of 15

A B
‘ WAoo i -~ 23 O  Ctrl (tPAFlox™; PV-Cre*)
L S o O KO (tPAFlox™*; PV-Cre™)

s , x A X

180
150

120

PV* cells/mm?
w [«)] [{=]
T Y

C D E
" v

180 1254
NE 150_ §,100_ _;:D
€ 2 T
% 1204 s
> € 754
2 90+ <
s S 50+
; 60- Y -
-5 o
o 30 °\° 254

0- 0-
F

60— \
3
2 40-
=z
o
'
5]
S 204
£
b=
=

| -

Fig.3 (See legend on previous page.)




Lépine et al. BMC Biology ~ (2022)20:218

degradation, we incubated a fragment of the aggrecan
core protein (corresponding to G1-1GD-G2) with plasmi-
nogen, plasmin, tPA alone or in combination, and with or
without aprotinin (Fig. 4E-G). ADAMTS-4 was used as
a positive proteolytic control. Aggrecan core protein was
efficiently cleaved by plasmin (51% loss in the signal of
the core protein) and plasminogen + tPA (28.7 % loss in
the signal of the core protein), leading to two fragments
(55 and 65 kDa) which were similarly obtained with the
control treatment with ADAMTS4 (—66%). Plasmin
treatment also leads to two products of 90 and 30 kDa
due to a second cleavage site. Moreover, as observed with
WFA staining, a significant decrease of aggrecan stain-
ing around PV cells in vitro revealed that tPA-dependent
activation of plasminogen degrades this perineuronal
CSPG in situ (Fig. 4H,1).

Discussion
The present study provides the first demonstration that
tPA expressed by FS-PV interneurons regulates PNN
remodeling, through the conversion of plasminogen into
plasmin. This remodeling results from the cleavage of a
major component of PNNs, the CSPG aggrecan.

tPA expression was previously reported in excitatory
pyramidal neurons using in situ hybridization techniques,
immunohistochemistry, and single-cell PCR coupled
with patch-clamp recordings [46, 75]. Sparse and incon-
sistent studies have also reported tPA expression in some
subtypes of GABAergic interneurons. Immunchistologi-
cal studies [28] have reported tPA expression in VIP-pos-
itive, but not in SST-positive perivascular interneurons.
Using a reporter mouse line, Stevenson and Lawrence
discovered the specific expression of tPA in SST-posi-
tive oriens-lacunosum moleculare interneurons, a sub-
population of hippocampal interneurons responsible
for synaptic plasticity in Shaffer collateral synapses [80].
Furthermore, the presence of tPA in PV-positive neu-
rons but not in SST-positive neurons has been proposed
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in the somatosensory cortex, although the specificity of
the staining is not entirely clear [17]. One of our main
findings is the demonstration by molecular, electrophysi-
ological, and single-cell RT-PCR approaches that tPA is
expressed by GABAergic interneurons, including FS-PV
interneurons. These FS-PV interneurons are fundamen-
tal for several behavioral responses and their dysfunction
participates in several diseases, including schizophrenia
and autism [35, 73]. Interestingly, their activity is at least
in part under the control of a specialized ECM that sur-
rounds them, the PNNs. PNNs are dynamic structures,
not only during experience-driven plastic developmen-
tal periods [51, 83, 96], but also in adults. For instance,
modification of PNN density with the diurnal-nocturnal
cycle, or their enzymatic degradation may have a poten-
tial impact on memory processing [30, 63, 78]. In line
with this, memory-related diseases (Alzheimer’s disease,
drug addiction), but also many other pathological condi-
tions (schizophrenia, epilepsy, depression, multiple scle-
rosis, stroke, Huntington's disease) may to some extent
involve or impact PNN integrity and function [12, 23, 86,
93].

CSPGs, the major components of PNNs, are sensi-
tive to endogenous processing by proteases of the MMP
and ADAMTS families [34, 86]. FS-PV interneurons and
pyramidal cells express an array of proteases that could
thus process PNNs from both sides [21, 71]. Previous
studies have shown that the tPA/plasmin system can
degrade several CSPGs found in PNNs, such as neuro-
can, versican, and phosphacan [38, 95] and can activate
pro-MMPs and pro-ADAMTS4 into their mature form
[19, 41]. Interestingly, the tPA/plasmin system can also
increase ChABC-mediated axonal regrowth after spinal
cord injury through CSPG degradation [9]. However, the
direct evidence of PNN degradation by the tPA/plasmin
system has never been provided. Here, we show that the
conditional deletion of tPA in FS-PV interneurons in vivo
leads to a moderate increase in PNN density in the

(See figure on next page.)

Fig. 4 Endogenous tPA controls the remodeling of PNNs through plasmin-dependent aggrecan cleavage. A,B MGE-derived WT

interneuron cultures were treated at DIV14 with plasmin (200 nM), plasminogen (100 nM), tPA (10 and 200 nM), and processed 24h later for
immunocytochemistry. A Representative images for PV (magenta) and WFA (yellow) stainings. B Quantification shows that plasmin, plasminogen,
and plasminogen + tPA reduce WFA staining, whereas tPA has no effect. € 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). D WFA-positive
area quantification reveals that plasmin induces the degradation of PNN in PV cells from tPA Null cultures whereas plasminogen fails to (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 plasminogen + tPA). Scale bar: 10 um. E-G Human aggrecan G1-G2 (156 nM) was incubated

with ADAMTS4 (positive control), plasmin, plasminogen, tPA (7.8 nM for each protease), and aprotinin (78 nM) overnight. F,G Degradation products
were visualized by Imperial blue staining. Like ADAMTS4, plasmin, and plasmincgen + tPA can cleave aggrecan G1-G2 in vitro. Aprotinin reverses
plasmin-dependent aggrecan degradation. N=4 independent experiments. One-way ANOVA, Fisher’s LSD post hoc test; #: p<0.05; ##: p<0.07; #it#:
p<0.001 (compared to Agg G1-G2). H Representative images of MGE-derived WT interneurcn cultures treated with plasmin (100 nM), plasminogen
(100 nM), and tPA (10 and 200 nM) and co-stained with aggrecan (cyan) and PV (magenta). | Quantitative analysis of aggrecan positive area shows
that plasmin, plasminogen, and plasmincgen + tPA reduce aggrecan staining whereas tPA treatment has no effect in WT interneurons (mean =+
sem; =40 cells from 4 independent experiments). Kruskall-Wallis test followed by Dunn's post hoc test for multiple comparisons; ###: p<0.001
(compared to Control). Scale bar: 10 pm
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somatosensory cortex, which is indicative of a cell-auton-
omous regulation of PNN plasticity under physiological
conditions. Thus, the histological modifications observed
in vivo under basal conditions could reflect modifica-
tions of the dynamic balance between CSPG synthesis
and their degradation. However, using in vitro experi-
ments, by combining cell imaging and pharmacology, we
demonstrate that tPA indeed promotes PNN degradation
around PV interneurons through plasminogen conver-
sion into plasmin. The latter can be blocked by aprotinin
and is independent of MMP or ADAMTS activation,
since a broad-range inhibitor (TIMP3) did not reverse
the effects of plasmin, Overall, our study shows that tPA/
plasmin can exert a cell-autonomous effect on PNN deg-
radation when expressed by PV interneurcns. Moreover,
since tPA was described to be induced as an immediate
early gene following seizure or long-term potentiation
[68], we can hypothesize that its expression may be also
triggered in PV cells under certain conditions to promote
PNN remodeling. In addition, considering that tPA is
also expressed in the brain by various cell types includ-
ing pyramidal cells [46] or oligodendrocytes [43], it could
also probably drive PNN degradation through a non-cell
autonomous manner when released in the extracellular
space.

The consequence of PNN degradation on FS-PV cell
function has been the subject of several studies, some-
times with contradictory results [2, 22, 24, 25, 31]. For
instance, PNN digestion induced by chondroitinase ABC
was shown to reduce [2] or increase the excitability of
interneurons [22]. However, these discrepancies could be
explained by the experimental approaches used. Indeed,
genetic removal of specific PNN components might affect
the development of neuronal networks, which is not the
case when PNN are acutely digested in the adult brain.
Additionally, in vitro models cannot reflect the complex-
ity of neuronal networks. It would be relevant to perform
fine electrophysiological studies to determine the impact
of tPA-driven degradation of PNN on PV cell functions.
Furthermore, it has been described that the activity of PV
cells and the density of PNNs influence fear memory and
social behaviors [3, 6, 8, 18, 69, 79]. Therefore, it would
also be interesting to investigate the consequence of PNN
degradation by the tPA/plasmin, using PV-Cre x tPA flox
mice, on these behavioral responses.

Finally, we also demonstrate that tPA-mediated PNN
degradation can occur through the cleavage of the core
protein of aggrecan. However, we cannot exclude that the
plasminogen activator system may also promote PNN
degradation through the cumulative cleavage of differ-
ent CSPG as previously mentioned [38, 95]. Neverthe-
less, given that aggrecan is one of the main component
of PNNs, we can hypothesize that plasmin is more likely
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to influence PNN remodeling by acting on this particu-
lar CSPG. Indeed, aggrecan was shown to play a crucial
role in PNN structure since its conditional knockout in
the brain results in complete PNN loss in the cortex and
the reactivation of juvenile plasticity [72]. Interestingly,
both tPA and plasmin are also involved in plasticity-
related mechanisms such as ocular dominance shift and
dendritic spine remodeling during the critical period [52,
53]. In view of these results, we hypothesize that PNN
degradation by the tPA/plasmin system could promote
the restoration of juvenile plasticity under pathological
conditions.

Conclusions

In summary, our findings show that in the presence of
plasminogen, tPA released from FS-PV cells reduces
PNN density through CSPG degradation. This could
affect several PNN properties, including balancing
GABAergic and glutamatergic neurotransmissions [2,
22, 42,70, 76, 78], being a physical protective barrier [10,
29, 57], a contributor to pathogenic pathways [40, 49, 62,
97], and a driver of synaptic plasticity and behavioral out-
come [11, 29, 70, 76]. Overall, we provide unanticipated
mechanistic insights in the regulation of PNNs with rel-
evance to neuronal function, which could translate into
new targets to promote plasticity/recovery under patho-
logical conditions.

Methods
Animals
All experiments were conducted in accordance with
the French ethical law (Decree 2013-118) and the Euro-
pean Communities Council guidelines (2010/63/EU).
Protocols were approved by our local ethics commit-
tee dependent on the French Ministry of Research and
Higher Education (agreement numbers Cenomexa
#25267 and Ce5/2012/062). All applicable international,
national, and/or institutional guidelines for the care and
use of animals were followed. Electrophysiological exper-
iments were performed on G42 transgenic mice (Jack-
son laboratories #007677, GAD67-GFP, 50). Histological
analyses were performed on 8-week-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 ges-
tational 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 Clini-
cal Institute (ICS, Illkrich, France). Briefly tPAFlox*'*
mice (on a C57BL6NTac genetic background) in which
exon 3 is flanked by loxP sites (see 3) were crossed with
Rosa®-Cre mice [7] to induce Cre-mediated excision
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of the third exon in germline, Mice were genotyped
by PCR analysis and southern blots, using tail genomic
DNA samples, to detect the presence/absence of loxP
sequences. PV-Cre™~ female mice (Jackson laboratory
# 008069, Pvalbtml(cre)Arbr, [33]) were crossed with
tPAFlox*'* male mice or tPAFlox™/~ male mice to gen-
erate tPAFlox™/*; PV-Cre*/~ (cKO) and their control lit-
termates tPAFlox™'~; PV-Cre™~. Mice were genotyped
by PCR for the presence of 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 cerebrospi-
nal fluid (aCSF) containing (in mM): 126 NaCl, 2.5 KCl,
1.25 NaH,PO,, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 26 NaHCQ,, 10 glu-
cose, 15 sucrose, and 1 kynurenic acid (Sigma). Coronal
slices (300 pum thick) containing the primary visual cortex
were cut with a vibratome (VT1000S; Leica) and allowed
to recover at room temperature for at least 30 min in
aCSF saturated with O,/CO, (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-clamp amplifier (Mul-
tiClamp 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 cur-
rent 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 content of the pipette was expelled into a
test tube and RT was performed in a final volume of 10
pL, as described previously [39]. 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-step
amplification was performed essentially as described
[13, 20]. Briefly, cDNAs present in the 10 pL reverse
transcription reaction were first amplified simultane-
ously using all external primer pairs (Additional file 1:
Table S1). 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. Sec-
ond rounds of PCR were performed using 1 pl of the first
PCR product as a template. In this second round, each
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amplicon was individually re-amplified using its specific
nested primer pair (Additional file 1: Table S1) by per-
forming 35 PCR cycles as described above. Ten micro-
liters of each individual PCR product was 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, Akrlcl8, Sst, S100p, APC, Mybpcl, Ncan, Plat, Plau,
Ptprr, Piprzl, Sdc4, Sema3a). The presence of a given
gene was digitized by 1 and its absence was digitized by 0.
Ward-linkage hierarchical clustering [92] was performed
and plotted as a dendrogram using “scipy.cluster.hierar-
chy” functions on Python 3.7. The final number of clus-
ters was suggested by the Thorndike procedure [88] as
described previously [14].

Viral production

Viral particles were provided by Gilles Bonvento and
Alexis Bemelmans (INSERM U1169/MIRCen CEA, Fon-
tenay 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 4207 bp from the transcription start
codon) was purchased from GeneCopoeia (pPlat-GFP;
Catalog No.. HPRM12655-PF02). The pPlat-GFP was
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 adenovi-
rus helper plasmid (pXX6-80), the AAV packaging plas-
mid 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 den-
sity gradient followed by dialysis against the formulation
buffer of the vector stocks, 0.5 mmol/l MgCl, and 1.25
mmol/l KCl in phosphate-buffered saline (PBSMK; five
buffer changes, 3 h per round of dialysis). Physical par-
ticles 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 % mix-
ture of NO,/O, in a stereotaxic frame (Havard Appara-
tus). AAV9-Plat-GFP (1.25.10"® vp/mL) were injected
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through a glass micropipette in the right hemisphere in a
volume of 0.5 yL at a rate of 0.2 pL/min, Coordinates (rel-
ative to bregma) according to the Paxinos Mouse Brain
Atlas were as follows: 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 min and
then removed slowly from the brain. After recovery from
surgery, mice were left undisturbed for 3 weeks for effec-
tive and stable transgene expression.

Antibodies

The following antibodies, lectins, and biotinylated pro-
tein were used: 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-ionized calcium-binding adapter molecule-1
(Iba-1) (1:1000, 019-19741, Fujifilm); rabbit anti-GABA
(1:500, A2052, Sigma Aldrich); anti-parvalbumin (rab-
bit, 1:3000, ab 11427, abcam or guinea pig, 1:500, GP72,
Swant); rabbit anti-aggrecan (1:1000, AB1031, Merck);
or Biotinylated Wisteria floribunda Agglutinin (WFA)
(1:1000, L1516, Sigma Aldrich).

Immunohistochemistry

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 % hepa-
rin 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 pm were col-
lected on Poly-Lysine slides and stored at —80°C. Sec-
tions were incubated overnight at room temperature
with primary antibodies. Corresponding Fab'2-conju-
gated secondary antibodies were diluted at 1:800 (Jack-
son Immunoresearch). Images were acquired using Leica
DM6000 microscope-coupled CoolSnap camera, visual-
ized with Metamorph 7.0 software (Molecular Devices),
and further processed were realized using Image]
software.

For 3D reconstruction, images were acquired using
Leica TCS SP8 Confocal/STED 3 x microscope with an
oil-immersion x40, 1.44-N.A. objective at a resolution
of 512x512 pixels with 572 Hz speed and a step size of
0.22pm.

Histological analysis

To estimate the percentage of each Plat-GFP cell, all
transfected cells were quantified (1090.3 £ 58.9 Plat-GFP
cells/brain, from four sections per brain, 3 WT mice).
For PNN/PV cells quantification, 2 images per section
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were acquired to cover all layers of the somatosensory
cortex with a good resolution (four sections per brain,
five mice per condition). PNN intensity was calculated
as the intensity of WFA staining through the entire sec-
tion of the somatosensory cortex. The overall intensity of
WFA staining considers the high WFA staining around
the soma and proximal dendrites and low WFA staining
found around dendrites. PNN morphology was evaluated
using a qualitative classification, ranging from High+
(strong WFA staining) to Low— (faint WFA staining).
Only cells of which the soma was in the focal plane were
classified. Analyses were performed blind to genotype.

Primary cultures of interneurons

GABAergic interneurons derived from the medial gan-
glionic eminence (MGE) were prepared from fetal mice
(embryonic day 14) as previously described [27]. Medial
ganglionic eminences were dissected in HBSS (Hanks’
Balanced Salt Solution, Gibco) /HEPES 10mM, incu-
bated 15 min at 37°C in HBSS/HEPES with trypsin (0.05
%, Gibco) and DNAse I (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 (0.02mg/mL, Gibco) in Neurobasal medium
(Life Technologies) containing 2 % B27 supplement (Life
Technologies) and 1 % Glutamax (Life Technology).
Cytosine [-D-arabinofuranoside hydrochloride (5 pM,
Sigma Aldrich) was added at DIV3, and fresh medium
was added at DIV7.

In vitro treatments

Cells were treated at DIV14 with either 100 nM Human
Glu-plasminogen (Enzyme Research Laboratories, HPg
2001), 200 nM Human Plasmin (Enzyme Research Lab-
oratories, HPlasmin), or 10 nM or 200 nM Human tPA
(Actilyse®, Boehringer Ingelheim) for 24 h.

Immunocytochemistry

Cells were fixed during 10min in 0.1 M PBS containing
4 % paraformaldehyde. After PBS washes, cells incubated
for 1h 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 x40, 1.44-N.A. objective. Confocal images
were taken at a resolution of 1024x 1024 pixels with 400
Hz speed and a step size of 0.45um. Laser intensity, gain,
and offset were maintained constant in each analysis.
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PNN quantification in vitro

Confocal images were analyzed with the Image] soft-
ware. 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 aggrecan
channel (range 0-255), and the area was quantified in 40
neurons from 4 independent experiments.

Enzymatic degradation assays

Recombinant human aggrecan core protein G1-IGD-G2
(156 nM) (Biotechne) was incubated at 37°C overnight
with either 7.8 nM recombinant human ADAMTS4
protein (Biotechne), purified human plasmin (Enzyme
Research  Laboratories), Human Glu-plasminogen
(Enzyme Research Laboratories), and/or tPA (Actilyse)
in a buffer containing 50 mM Tris, 10mM CaCl,, 150
mM NaCl, and 0.05 % Brij35. Then, 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).

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 sam-
ples were performed using two-tailed Kruskal-Wallis test
and appropriate post hoc test (Dunn’s test). Mann—Whit-
ney U test was used for the comparisons of two inde-
pendent 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-way ANOVA fol-
lowed by Fisher’s LSD test. The intensity of the 120-kDa
band was compared between Agg G1-G2 and protease-
treated conditions. 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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Figure S1: Characterization of a tPA-reporter construct, for in vivo investigations —

AAV9-Plat-GFP

(A) We engineered a viral reporter construct encoding for green fluorescent protein (GFP)
under the control of the human tPA (Plat) promoter (-1035 to +207 from the transcription start
site; AAV-Plat-GFP; see Methods section). The construct was first injected in the dentate gyrus
(DG), a brain structure in which tPA immunostaining is well described [42,44]. Co-
Immunohistochemistry of the GFP reporter (green) with the neuronal marker NeuN (cyan) and
tPA (magenta) were performed in the hippocampus of adult wild type mice, 3 weeks after
injection. The GFP staining was observed in the granular cells of the DG, in mossy cells of the
hilus and in mossy fibers in the CA3 sub-region of the hippocampus. Hippocampal GFP signals

in mossy fibers co-localized with signals from immunostaining for a tPA-specific antibody [42].

(B) To validate the specificity of the Plat-GFP construct, tPAFlox™* mice [24] were injected in
the DG with an AAV-Plat-Cre-GFP construct (See Methods section). Co-
immunohistochemistry of the GFP reporter (green) with the neuronal marker NeuN (cyan) and
tPA (magenta) in the hippocampus 3 weeks after injection. As expected, Cre-GFP was detected
in both granular cells of the DG and in the corresponding mossy fibers , 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 Plat-GFP construct is a

valid reporter of tPA expression in vivo. Scale bar: 100 pum.
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Figure S2: 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 pum.
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Figure S3: 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 localization of Plat-GFP in excitatory neurons. Scale bar: 100 um.
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Fig. S4
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Figure S4: tPA mRNA is expressed in parvalbumin interneurons enwrapped with PNNs

(A-B) In situ hybridization against tPA mRNA (Plat; green dots) in the somatosensory cortex
of WT mice, revealing tPA mRNA detection in parvalbumin interneurons (magenta) and in
neurons enwrapped by PNNs (WFA, yellow). (C) Immunohistochemistry in the somatosensory
cortex, revealing PNN marker (WFA) mostly around parvalbumin positive cells. Scale bar: 100

pm.
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Figure SS: Endogenous tPA mRNA is expressed by PNN positive cells in WT mice but not

in mice with a selective deletion of tPA in PV.

(A) Representative images of RNAscope positive control POL2RA mRNA (yellow) and
negative control dapB mRNA (yellow). (B) Quantification of the number of mRNA dots found
in each condition. N=17 DAPI+ cells per condition. Mann Whitney test; p<0.001. (C)
Representative images showing Plat mRNA dots (yellow) in PNN+ cells (inagenta) in control
mice and cKO mice. Note that Plat mRNA dots are still present in PNN- cells in cKO condition.
(D) Quantification of the number of Plat mRNA dots found in Control and ¢cKO mice. Control:
N=18 PNN+ cells from 3 control mice; cKO: N= 25 PNN+ cells from 3 ¢cKO mice. Mann
Whitney test; p<0.001. (E) Quantification of the percentage of cells per score in control mice
and cKO mice. N=3 mice per genotype. Two-way ANOVA (score*genotype: p<0.01); Sidak

post-hoc test: score 2: p<0.05; score 0: p<0.01. Scale bar = 50 pm. Graph show mean + sem.
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Figure S6: PNN-like structures express aggrecan and hyaluronic acid and are sensitive
to ChABC treatment

(A) Neurons at DIV14 stained for WFA (yellow) aggrecan (cyan), HABP (Hyaluronic acid
binding protein; white) and PV (magenta). (B) Chondroitinase ABC (ChABC) treatment during
24h enables 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 pm.
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Fig. S7
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Figure S7: Endogenous tPA controls the remodeling of PNNs in a plasmin- dependent

manner

(A-B) MGE-derived WT interneuron cultures were treated at DIV14 with plasminogen (100
nM), tPA (10 nM) and aprotinin (1.5 pM) and processed 24h later for immunocytochemistry.
(A) Representative images of immunocytochemical stainings for PV (magenta) and WFA
(yellow) 24h after treatment. (B) 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).(C-D) 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-stages 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.
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Figure S8: tPA/plasmin mediated PNNs degradation is MMP-independent

MGE-derived WT interneuron cultures were treated at DIV 14 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 PNNs 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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Table. S1
Genes Size Size,
accesion no. First PCR primers bp Second PCR nested primers bp

VGIuT1* Sense, 597: CCCTTAGAACGGAGTCGGCT 592 Sense, 621: ACGACAGCCTTTTGCGGTTC 366
NM_182993.2 | Antisense, 1169: TATCCGACCACCAGCAGCAG Antisense, 968: CAAAGTAGGCGGGCTGAGAG
GADBS* Sense, 99: CCAAAAGTTCACGGGCGG 373 Sense, 219: CACCTGCGACCAAAAACCCT 247
NM_008078.2 | Antisense, 454: TCCTCCAGATTTTGCGGTTG Antisense, 447 : GATTTTGCGGTTGGTCTGCC
GAD6T* Sense, 83: ATGATACTTGGTGTGGCGTAGC 253 Sense. 159: CAATAGCCTGGAAGAGAAGAGTCG 178
NM_008077.4 | Antisense, 314: GTTTGCTCCTCCCCGTTCTTAG Antisense, 314: GTTTGCTCCTCCCCGTTCTTAG
pPV* Sense, 104: GCCTGAAGAAAAAGAACCCG 191  Sense, 122: CGGATGAGGTGAAGAAGGTGT 163
NM 0136453 | 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
Piprzl 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
Scma3a Sense, 653: GGCTGGTTCACTGGGATTGC 401  Sense, 671: GCCTGTCTTTTCTGGGGTGT 306
NM_009152 Antisense, 1035: CCCAGTTCCACAGGCATACA Antisense, 957: ATCTTTTCCAGCCCATTTGC

Table S1: Sequences of first and second PCR primers
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Supplementary materials and methods

Viral production:

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-Cre-GFP was
then subcloned in the pDONR221 for AAV production. All 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.

Stereotaxic injection of AAV virus:

Animals were deeply anesthetized with isoflurane 5 %, and maintained with 2 % isoflurane in
a 70 %/30 % mixture of NO»/O- in a stereotaxic frame (Harvard 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 puL at a rate of 0.2 pLL/min. Coordinates (relative to bregma)
according to the Paxinos Mouse Brain Atlas were as follows: AP: -2mm; ML: £1mm; DV: -
1.8mm for the dentate gyrus (0.5 puL/site) 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 5 minutes and then
removed slowly. After recovery from surgery, mice were left undisturbed for 3 weeks for

effective and stable transgene expression.
Antibodies:

The following antibodies were used: rabbit anti-tPA (1:3000; generous gift from R. Lijnen,
Leuven); chicken anti- T-box brain 1 (Tbrl) (1:250, AB2261, Merck). Lectin WFA (1:1000,
L1516, Sigma Aldrich). and Biotinylated Hyaluronic Acid Binding Protein (HABP) (1:200,

385911, Merck) were used to stain PNN.
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In vitro treatments:

Cells were treated at DIV14 with either 0.1 U/mL Chondroitinase ABC (Merck, C2905), 1.5
uM Aprotinin (Sigma Aldrich) or 60 nM recombinant Human TIMP3 (Origene, TP762069) for

24 hours.

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.

In situ hybridization:

For fresh tissues: 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
and the brain was frozen in isopentane. Cryostat coronal sections of 10 um were collected on
Poly-Lysine slides and dried at least 1 hour at — 20°C. Slides were fixed 30 min with a solution
containing 4 % paraformaldehyde (PBS 0.1M, in DEPC water, pH 7.4), then digested 15 min
by protease-3. Plat probes were hybridized and amplified (RNAscope®). Following the in situ

hybridization steps, PV immunostaining was performed.

For fixed tissues: mice were deeply anesthetized with isoflurane 5 % in 70 %/30 % mixture of
NO2/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 DEPC treated
with PBS 0.1M, pH 7.4). Brains were post-fixed for 4h then cryoprotected in 20 % sucrose
solution (in PBS 0.1M, in DEPC water, pH 7.4) for 24h and frozen in Tissue-Tek (Miles
Scientific). Cryostat coronal sections of 10 um were collected on Poly-Lysine slides and dried

at least 1 hour at — 20°C. Slides were treated by target retrieval reagents for Smin at 100°C and
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protease-plus digestion for 30min. At this step, Plat probes were hybridized and amplified
(RNAscope®). Following the in situ hybridization steps, WFA staining was performed. Image
analysis and expression assessment was performed by manual counting using ImageJ software.
Only dots up to 1.5 microns were considered as positive. Quantifications were performed by
counting the number of Plat+ mRNA dots per PNN+ cells. The semi-quantitative ACD 4-scale
score was performed as follows: 0 = No staining or <1 dot/cells; 1 = 1-3 dots/cell; 2 = 4-9
dots/cell; 3 = 10-15 dots/cell. Control probes for the bacterial gene DapB (bacterial
dihydrodipicolinate reductase; negative control) and the housekeeping gene PolR2a (RNA

polymerase II; positive control) were also performed in WT brains.
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The Janus face of endogenous neuronal tPA: promoting self-

protection but worsening the death of neighboring neurons

Paul Prunotto, Pauline Marie, Laurent Lebouvier, Yannick Hommet, Denis

Vivien’, Carine Ali"

Cell Death & Differentiation, en préparation



Résultats article 2 : contexte bibliographique

Contexte bibliographique de I'étude 2

Comme nous avons pu le montrer dans l'introduction, le tPA est présent dans le sang ou |l

exerce son action fibrinolytique, mais également dans le parenchyme ou son implication est

multiple. Son expression au sein de différents types de neurones a été demontrée de

maniere parcellaire, cependant, ses roles dans les phénomenes excitotoxiques/ischémiques

sont discutés. L'ensemble des arguments (pour un effet bénéfique versus délétere du tPA

neuronal) sont répertoriés dans les tableaux suivants (Tableaux 1 et 2).

Le tPA endogéne aux neurones est neurotoxique (Tableau 1)

Références

(Tsirka et al,

1995, 1996,
1997)
(Wang et al,
1998)
(Nagai et al,
1999)

(Nicole et al,
2001)

(Gabriel et al,
2003)

Modeéles
d'études

In vivo

In vivo

In vitro

In vitro

In vitro

Mécanismes impliqués

Les souris déficientes en tPA (tPA KO) sont résistantes a la mort
neuronale excitotoxique induite par l'injection de kainate.

Les souris déficientes en tPA (tPA KO) ont des volumes de Iésion
50% plus petits que les souris WT suite a l'occlusion de I'artere
cérébrale moyenne.

Le sevrage en oxygene et en glucose (en anglais : oxygen and
glucose deprivation, OGD) induit une mort neuronale plus
importante dans les cultures cellulaires issues de souris WT
comparativement aux cultures issues de souris tPA KO.

Les cultures neuronales issues de souris tPA KO présentent une

mortalité neuronale induite par ajout de NMDA, moins
importante que leur homologue WT.

Le TGF-a protege les neurones de I'excitotoxicité induite par le
NMDA dans les cultures mixtes via une expression augmentée de
PAI-1 par une voie dépendante de ERK dans les astrocytes.



(Tsuji et al, Invivo
2005)

(Lebeurrier et  In vivo
al., 2005) In vitro

(Lee et al, Invitro
2007)

(Su et al, Invitro

2008
) In vivo

(Polavarapu et  In vivo
al., 2007)

(Zhang et al, Invitro

2009
) In vivo

(Macrez et al, In vitro

201 .
In vivo

Ma et al, Exvivo
2012)

(Omouendze  In vivo
et al, 2013)

Résultats article 2 : contexte bibliographique

Le tPA endogene permeabilise la BHE en exacerbant I'activité des
MMP-9 qui dégrade la lame basale des vaisseaux.

L'injection intracorticale de neuroserpine diminue le volume de
lésion induit par injection de NMDA dans le striatum et dans le
cortex.

Les cultures issues de souris tPA KO ont une activité moindre des
MMP, inhibant ainsi la dégradation de la matrice extracellulaire et
prévenant I'apoptose neuronale.

Le tPA endogene participe a l'ouverture de la BHE via la
régulation des récepteurs PDGF-Ra.

Le tPA participe a I'ouverture de la BHE via sa liaison avec les
récepteurs LRP des astrocytes, détachant ainsi les pieds
astrocytaires des vaisseaux

Le tPA augmente l'activite des MMP-9 vig [|'activation des
récepteurs LRP-1 des cellules microgliales et participe a
I'ouverture la BHE.

Le tPA participe a l'ouverture de la BHE et la migration trans-
endothéliale des monocytes via son interaction avec les
récepteurs NMDA.

La neuroserpine protege les neurones du sevrage en oxygene et
en glucose en inhibant la mort neuronale induite par le tPA.

L'inhibition du tPA protege le cerveau des lésions néonatales
chez le rat, dépendamment de l'activité des MMP-2 et 9
vasculaires.

Tableau 1 : Arguments en faveur d'un effet neurotoxique du tPA endogene dans

l'excitotoxicité/l'ischémie cérébrale.
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Le tPA endogéne aux neurones est neuroprotecteur (Tableau 2)

Références

(Centonze et
al, 2002)

(Yepes et al,
2002)

(Liot et al,
2006)

(Echeverry et
al., 2010)

(Correa et al,
2011)

(Haile et al,
2012)

(F. Wu et al,
2012)

Modéles
d'études

In vivo

In vitro

In vitro

In vitro

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vivo

Mécanismes impliqués

Le tPA augmente la mort neuronale apoptotique plutdt que la
mort neuronale nécrotique, réduisant les effets pro-
inflammatoires.

Le tPA est protecteur contre la nécrose excitotoxique dans un
modele de crises et convulsions induite par injection de kainate
dans I'amygdale.

Les neurones corticaux sont proteges par le tPA dans les
protocoles d'OGD indépendamment de sa capacité fibrinolytique,
mais par l'activation de la voie PlI3-kinase et une réduction de
I'activation de caspase-3.

Le tPA est impliqué dans la survie neuronale apres une Iésion
ischémique hippocampique chez la souris. L'absence d'activité du
tPA dans la lésion rend les neurones plus vulnérables a la mort
ischéemique.

Le tPA protege les oligodendrocytes de I'apoptose a travers un
effet « cytokine like » médié par l'interaction avec son domaine
EGF-like et le récepteur a I'EGF oligodendrocytaires. Cet effet anti-
apoptotique du tPA est médié par le recrutement de la voie Erk1/2
et Akt, impliqué dans la survie neuronale.

Le tPA endogene libéré en situation ischémique induit I'expression
du TNF dépendamment de la plasmine et ses interactions avec les
récepteurs NMDA. Le TNF induit I'expression de l'inhibiteur de la
kinase dépendante des cyclines p21, inhibant la mort apoptotique.

Le tPA endogene induit une survie cellulaire des neurones
corticaux exposés a une OGD par |'activation de la voie mTOR et
la régulation du facteur HIF-la. Le tPA induit I'expression du
transporteur du glucose GLUT3 permettant la captation de
glucose par les neurones corticaux.
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(F. Wu, etal, Invivo  Le tPA endogene protege le cerveau dans un modele

2013) d'excitotoxicité induite par injection intra-striatale de NMDA. Cet
effet est médié par I'activation des récepteurs NMDA contenant
la sous unité GIUNZ2A, induisant la phosphorylation des signaux
extracellulaire (ERK) entrainant l'activation de CREB et I'induction
du facteur de transcription neuroprotecteur Atf3.

(F. Wu, etal, Invitro  L'OGD induit la libération de tPA dans la fente synaptique ce qui

2013) induit I'activation d'’AMPK augmentant la récupération du glucose
et 'ATP neuronal. Cet effet du tPA est dépendant des récepteurs
NMDA.

(Lemarchand Invitro  Les neurones hippocampiques en situation de stress se protegent

et al, 2016) _ eux-mémes via un mécanisme dépendant du tPA et ses
invivo interactions avec les récepteurs a I'EGF.

(Cai et al, Invitro  Les souris tPA KO sont plus sensibles a la mort neuronale que

2021) . leurs homologues sauvages dans un modele d'occlusion de I'ACM

i vivo pendant 1 heure. Le tPA exerce un effet neuroprotecteur en

augmentant la phosphorylation de AMPK et |'expression de

FUNDCT, une protéine impliguée dans I'autophagie.

Tableau 2 : Arguments en faveur d'un effet neuroprotecteur du tPA endogene dans
l'excitotoxicité/l'ischémie cérébrale.

A I'heure actuelle, nous ne savons pas quel est le veritable role du tPA neuronal endogene
aux neurones dans les mecanismes excitotoxiques/ischemiques et en particulier a la phase
aigUe. L'utilisation d'animaux entierement deficients en tPA ne permet pas de distinguer les
effets vasculaires versus parenchymateux, ni méme les effets selon les différents types

cellulaires exprimant le tPA.
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Principaux outils utilisés

Afin de répondre a la question concernant le réle du tPA endogéne aux neurones lors de
la phase aigué des mécanismes excitotoxiques/ischémiques, nous avons employé des
approches basées sur des AAV portant le sérotype 9, qui ciblent principalement les
neurones. Les AAV exprimaient la GFP sous le contréle du promoteur du gene PLAT, codant
pour le tPA. L'injection de ces AAV-pPlat-GFP a permis de mettre en évidence la présence
de tPA dans les neurones transduits. Inversement, dans le but d'invalider spécifiquement le
tPA dans les neurones corticaux, nous avons utilisé ces mémes constructions, incorporant
également la Cre recombinase. Ainsi, I'injection des AAV Plat-Cre-GFP chez des souris tPA
flox™* (tPA-cKONeY), a permis d'invalider I'expression de tPA dans les neurones transduits et
le démasquer lorsqu'injecté chez des souris tPA flox”” (WT). Pour induire I'excitotoxicité dans
le cortex somatosenriel des souris, nous avons procédé a une injection de NMDA
intracorticale. Le modele d’AVC ischémique adopté est le modele thromboembolique (Orset
et al, 2007). Ce modele consiste en I'application de thrombine au niveau de I'ACM, afin de
créer un caillot riche en fibrine obstruant la circulation et provoquant des lésions corticales.
L'effet du tPA dans les phénomenes de nécrose excitotoxique a été etudié par des études

d'IRM et des analyses immunohistochimiques a des temps précoces.

Principaux resultats obtenus

+ 1/3 des neurones du cortex somato-sensoriel exprime du tPA.

4 Les neurones a tPA montrent une moindre sensibilité a I'excitotoxicité induite par le
NMDA que les neurones dépourvus de tPA.

4+ Les neurones a tPA ont une double action en condition excitotoxique : se protéger
eux-mémes mais avoir un effet paracrine toxigue sur les neurones voisons non tPA.

4 Les animaux délétés en tPA dans le cortex somatosensoriel présentent des Iésions
ischémiques plus importantes ainsi qu'une nécrose excitotoxique des neurones

excitateurs et inhibiteurs plus prononcée que leurs homologues WT.



Article 2

Article 2




Article 2

The Janus face of endogenous neuronal tPA: promoting self-protection and worsening the

death of neighboring neurons

Abbreviated title: Endogenous neuronal tPA: a self-protective protease

. . . . . . . *
Paul Prunotto', Pauline Marie!, Laurent Lebouvier', Yannick Hommet', Denis Vivien’>",

Carine Alil*

! Normandie Univ, UNICAEN, INSERM, INSERM UMR-S U1237, Physiopathology and
Imaging of Neurological Disorders, Institut Blood and Brain @ Caen-Normandie, Cyceron,

Caen, 14000, France.

2 Department of clinical research, CHU de Caen Normandie, Caen, France
* Authors with equal contribution

Corresponding author:

Pr. Carine Ali, INSERM U1237 “Physiopathology and Imaging of Neurological Disorders”,
GIP Cyceron - Institut BB@C - Bd Becquerel, BP 5229- 14074 Caen Cedex, France. Email:

ali@cyceron.fr

Conflict of interest statement: None



Article 2

Abstract

Background: Recombinant tissue-type plasminogen activator (r-tPA / Actilyse) stands as the
prevailing pharmacological solution for treating ischemic stroke patients, of whom because
their endogenous circulating tPA alone is unable to promote fibrinolysis and favorable outcome.
Beyond the tPA contributed by circulating endothelial cells and hepatocytes, neurons may also
express tPA, sparking debates regarding its impact on neuronal fate ranging from pro-survival

to neurotoxic properties.

Methods: In order to investigate the role of neuronal tPA during brain injuries, we developed
models leading to its conditional deletion in neurons, employing AAV9-pPlat-GFP and AAV9-
pPlat-Cre-GFP along with tPA floxed mice. These models were subjected to N-methyl-D-

aspartate (NMDA )-induced excitotoxicity or thromboembolic ischemic stroke in mice.

Results: Initially, we established that our AAV9 constructs selectively transduce neurons,
bypassing other brain cell types. Subsequently, we demonstrated that tPA expressing neurons
exhibit greater resistance against NMDA-induced excitotoxicity compared to tPA negative
neurons. The targeted removal of tPA in neurons heightened the susceptibility of these neurons
to cell death and exerted a paracrine neurotoxic effect on tPA non-expressing neurons. Under
ischemic conditions, the self-neuroprotective influence of tPA encompassed both excitatory

(GFP'/Tbrl") and inhibitory (GFP'/GABA") neurons.

Conclusion: Our findings unmask the self-protective role of tPA generated by glutamatergic
and GABAergic neurons under excitotoxic/ischemic conditions. Simultaneously, neuronal tPA

contributes to the excitotoxic death of neighboring tPA non-expressing neurons.

Keywords: tissue-type plasminogen activator, excitotoxicity, stroke, neuronal sensitivity.
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Abbreviations: AAV: Adeno-associated Virus. AMPK: AMP-activated protein kinase. CBF:
Cerebral Blood Flow. tPA-cKON": tPA conditional Knock-out in neurons. KO: Knock-out.
GABA: gamma-amino-butyric acid. GFP: Green Fluorescent Protein. HIF-la: hypoxia-
inducible factor 1 subunit alpha. LRP1: Low density lipoprotein receptor-related protein 1.
MIF: macrophage/microglial inhibiting factor. MRI: Magnetic Resonance Imaging. mTOR:
mammalian target of rapamycin. NMDA: N-methyl-D-Aspartate. r-tPA: recombinant-Tissue-
type Plasminogen Activator. Tbrl: t-box brain transcription factor 1. tPA: Tissue-type

Plasminogen Activator. WT: Wild-type.

Background

Recombinant tissue-type plasminogen activator (r-tPA) (or its derivate Tenecteplase) is the only
pharmacological treatment at the acute phase of ischemic stroke, based on its ability to convert
plasminogen into active plasmin and thus to promote thrombolysis (1). tPA is also a
multifaceted mediator of brain physiopathology (2—4). In the brain parenchyma, tPA is
expressed in different structures such as the hippocampus, amygdala or somatosensory cortex
and by different cell types including activated microglia, oligodendrocytes and neurons (Correa
et al., 2011; Louessard et al., 2016; Rogove et al., 1999). Regarding neurons, tPA has been
identified in vitro, in neuronal cell lines and in primary cultured neurons (8,9). In cultured
cortical and hippocampal neurons, tPA is stored in endosomal and exosomal vesicles in axons
and dendrites (10—12). After activity-dependent exocytosis, tPA released in the synaptic cleft
can either potentiate N-methyl-D-Aspartate (NMDA) receptor-dependent glutamatergic
signaling, or be recycled in astrocytes, thus behaving as a neuromodulator (12-15). The

expression of tPA by neurons in vivo has been shown in hippocampal CA1 neurons (and
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corresponding mossy fibers) and in cortical neurons, although in these latter, immunodetection

was not possible with conventional techniques (6,16,17).

The potential neuronal toxicity of exogenous tPA is well documented, in particular under
excitotoxic conditions (14,18), although protection against apoptosis (19) and/or autophagy
(20) have also been reported. By contrast, the actual role of endogenous tPA in the control of
neuronal fate, especially during stroke remains highly debated. A meta-analysis of the impact
of tPA deficiency in mechanical stroke models (21) concluded that endogenous tPA has no
effect on brain infarction, due to the huge heterogeneity of results (ie, both smaller and bigger
lesions reported). This likely arises from different extents of contribution of circulating versus
parenchymal tPA to stroke pathogenic events, depending on the model used (22-24). The use
of tPA KO mice has yielded a plethora of data regarding the global toxic or protective impact
of tPA. However, this mouse model does not allow elucidating the implications of tPA at a
cellular scale. To our knowledge, Tsirka’s team is the only one that has specifically investigated
cell-type specific contribution of tPA, by re-introducing tPA expression in microglia or in
neurons in tPA KO mice (25). However, this study expressed tPA, under the control of the
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) proto-oncogene promotor or the neurofilament
light chain (NF-L) promoter, leading to an over-expression of the protease, even in cells that

do not normally express it.

Instead, here we used serotype 9 adeno-associated viral (AAV) constructs with the tPA
promotor of Plat (pPlat), the gene encoding for tPA. We used two original constructs (AAV9-
pPlat-GFP and AAV9-pPlat-Cre-GFP) to unmask or delete endogenous tPA expression only in
transduced neurons, in mice expressing lox-P sites in exon-3 of the Plat gene. Our aim was to
investigate the in vivo influence of endogenous tPA specifically released by neurons at the early
stages of excitotoxic and ischemic conditions. We demonstrate that tPA is expressed by some

GABAergic and glutamatergic cortical neurons, and this neuronal tPA displays a self-protective
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role against NMDA-mediated excitotoxicity and ischemic neuronal death. Simultaneously,

neuronal tPA contributes to the excitotoxic death of neighboring tPA non-expressing neurons.

Materials and Methods

Animals:

Experiments were conducted in compliance with the French ethical law (Decree 2013-118) and
the European Communities Council guidelines (2010/63/EU). The protocols were approved by
the local ethics committee, under the French Ministry of Research and Higher Education
(agreement numbers Cenomexa #25267 and #37835 and Ce5/2012/062), and all appropriate
international, national, and institutional guidelines for the care and the use of animals were
followed. All in vivo or ex vivo studies were performed on 5 to 8-week-old male Swiss mice
(30-35g) or C57BL6J mice (tPA Flox™": tPA-cKON" mice when injected by the AAV9-pPlat-
Cre-GFP and their control tPA Flox™" littermates: WT mice, 20-25g). The animals were kept
under a 12-hour light/12-hour dark cycle with free access to food and water in standard

polypropylene cages (22 x 37 x 19 cm, Charles River, L’Arbresle, France; 3 mice per cage).

Adeno-Associated Virus (AAV) production

Viral particles were provided by Gilles Bonvento and Alexis Bemelmans (INSERM
U1169/MIRCen CEA, Fontenay aux Roses 92265, France). The pPlat-GFP clone, which
encodes for the green fluorescent protein under the control of a 1.2-kb sequence of the human
Plasminogen Activator promoter and the pPlat-Cre-GFP clone, which encodes for the Cre
recombinase and the GFP under the control of a 1.2-kb sequence of the human Plasminogen
Activator promoter, were purchased from GeneCopoeia (Catalog No.: HPRM12655-PF02).
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
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subcloned in the pDONR221 for AAV production. 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 AAV9 serotype
vector was used in this study. Self-complementary AAV vectors expressing the Plat-Cre-GFP
construct were produced by transfecting HEK293 cells with the adenovirus helper plasmid
(pXX6-80), the AAV packaging plasmid carrying the rep2 and cap8 genes, and the AAV2
shuttle plasmid containing the Plat-Cre-GFP transgene in a self-complementary genome. The
recombinant vectors were purified by ultracentrifugation on a discontinuous iodixanol density
gradient and then dialyzed against the formulation buffer of the vector stocks (0.5 mmol/l
MgClz and 1.25 mmol/l KCl in phosphate-buffered saline (PBSMK)) with five buffer changes
of three hours each. The physical particles were quantified by real-time PCR, and the vector

titers were expressed as viral genomes per milliliter (vg/mL).

Intracortical stereotaxic injection of AAV9

For AAYV injections, 5-week-old mice were deeply anesthetized under 5% isoflurane in a gas
mixture consisting of 70% nitrous oxide and 30% oxygen. The depth of anesthesia was
monitored by the absence of reflexes upon paw pinch. The mice were then placed in a
stereotaxic frame (Harvard Apparatus), under anesthesia (2.5% isoflurane; 70% N20 / 30%0>)
with the aid of ear bars to immobilize the cranial box. Local lidocaine was applied to prevent
pain caused by ear bars. The animal temperature was maintained at 37°C using a heating pad
placed under the animal and monitored by a rectal probe. The skull was cleaned with alcohol
and then with Betadine to limit infections during surgery and at the time of suture. The skull
was incised, and the bregma coordinates were recorded, a craniotomy was performed at the
injection site using a dental drill, allowing then inserting the AAV-containing micropipette at
the chosen stereotaxic coordinates. The coordinates used for intracortical injections in the

primary somatosensory cortex were -0.5 mm AP (anteroposterior), +/- 3.3 mm ML
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(medial/lateral), and -0.8- and 0.4-mm D (depth from the brain surface). AAV9 was injected in
both primary somatosensory cortices. The viral particles (1.25%10'* vg/mL; 2 x 0.25 pL per
hemisphere) were injected at a rate of 0.2 pl./min to allow progressive diffusion in the brain
parenchyma and to preserve the tissue. The micropipette was left in place for 3 minutes after
the complete injection volume had been administered and then slowly withdrawn to prevent the
reflux of viral particles from the injection site. The surgical site was cleaned with Betadine and
the skin sutured. The duration of anesthesia was identical for all experimental groups (30
minutes). Three weeks after infections, animals were subjected to either direct
immunohistochemistry, NMDA injection or stroke. This procedure has already been used and
validated, showing that AAV9-pPlat-Cre-GFP does indeed remove tPA from mossy fibers of

hippocampal neurons in tPA Flox™* mice, without deleting but demasking it in tPA Flox 7 (4).

Intracortical NMDA injection

For the unilateral injections of NMDA, 8-week-old mice were deeply anesthetized under 5%
isoflurane in a gas mixture consisting in 70% nitrous oxide and 30% oxygen. The depth of
anesthesia was monitored by the absence of reflexes upon paw pinch. The mice were then
placed in a stereotaxic frame (Harvard Apparatus), under anesthesia (2.5% isoflurane; 70% N>O
/ 30% O32) with the aid of ear bars to immobilize the cranial box. Local lidocaine was applied
to prevent pain caused by ear bars. The animal temperature was maintained at 37°C using a
heating pad placed under the animal and monitored by a rectal probe. The skull was cleaned
with alcohol and then with Betadine to limit infections during surgery and at the time of suture.
The skull was incised, and the bregma coordinates were recorded, a craniotomy was performed
at the injection site using a dental drill, allowing then inserting the NMDA-containing
micropipette at the chosen stereotaxic coordinates. The coordinates used for intracortical
injections in the right primary somatosensory cortex were -0.5 mm AP (anteroposterior), +3.3

mm ML (medial/lateral), and -0.6 D (depth from the brain surface). NMDA (2.5 nanomoles; 1
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x 0.33 pl) were injected at a rate of 0.2 pL/min to allow progressive diffusion in the brain
parenchyma and to preserve the tissue. The micropipette was left in place for 3 minutes after
the complete injection volume had been administered and then slowly withdrawn to prevent the
reflux of NMDA solution from the injection site. At 30 minutes, 1 hour, or 2 hours after NMDA

injection, animals were euthanized for immunohistochemical analysis.

Thromboembolic model of stroke

Eight-week-old mice were deeply anesthetized under 5% isoflurane in a gas mixture consisting
of 70% nitrous oxide and 30% oxygen. The depth of anesthesia was verified by the absence of
reflexes when the paw was pinched. The mice were then placed in a stereotaxic frame using ear
bars under anesthesia (2.5% isoflurane; 60% N20/40% O3) to immobilize the skull. Local
lidocaine application was performed to prevent pain caused by the ear bars. The animal
temperature was maintained at 37°C using a warming pad placed under the animal, and its
temperature was monitored using a rectal probe. An incision was made between the right eye
and ear, and the masseter muscle was dissociated from the lateral aspect of the parietal bone
and then cut into two parts. After locating the middle cerebral artery (MCA), a craniotomy was
performed at the M1-M2 segments of the bifurcation of the MCA. The skull was cooled and
cleaned with saline during the craniotomy. The dura mater was then excised. Cerebral ischemia
was induced by in situ injection of murine thrombin (1 pL, 1 IU, Kordia) using a hematologic
micropipette fixed to the articulated arm of the stereotaxic frame where the animal was
positioned. The duration of anesthesia was the same for all animals: approximately 15 minutes
before occlusion and 25 minutes after, totaling 40 minutes. After protecting the craniotomy
with a hemostatic compress (Pangen®), the skin was sutured. Animals were euthanized after

MRI session, 6 hours post-ischemia.
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Magnetic Resonance Imaging

Six hours after stroke onset, lesion volumes, hemorrhagic transformations (HT) and tissular
perfusion were measured using a Pharmascan 7-Tesla/12 cm Magnetic Resonance Imaging (7T-
MRI, Bruker). The mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane and maintained with 1.5-
2% isoflurane in 30% 02/70% N20 during image acquisition. T2-weighted images were used
to analyze lesion sizes, while T2*-weighted sequences were used to detect hemorrhagic events.
Tissular perfusion were acquired by using an Arterial spin labelling (ASL) sequence. Lesion
sizes were quantified using Imagel] software. The duration of the MRI examination was
estimated to be 25 minutes, including mouse placement in the cradle and computer sequence

preparation.

Antibodies

The following antibodies and/or tracers were used: mouse anti-NeuN (1:800, MAB377,
Merck); rabbit anti-Green fluorescent protein (GFP, 1:1000, ab6556, abcam); goat anti-Green
fluorescent protein (GFP, 1:1000, ab5450, abcam); chicken anti-Glial Fibrillary Acidic Protein
(GFAP, 1:2000, ab4674, abcam); rabbit anti-lonized calcium binding adapter molecule 1 (Iba-
1, 1:1000, 019-19741, Fujifilm); rabbit anti- Gamma aminobutyric acid (GABA, 1:500, A2052,
Sigma Aldrich); Rabbit anti-CD31 (1:1000, ab28364, abcam); NeuroTrace™ 435/455 Blue
Fluorescent Nissl Stain (1:300, N21479, Invitrogen); rabbit anti- Oligodendrocyte transcription
factor (Olig2, 1:3000, ab9610, Millipore); chicken anti-T-box brain transcription factor 1 (tbrl,

1:250, ab2261, Merck).

Immunohistochemistry

Mice were deeply anesthetized with a mixture of 5% isoflurane in 70% nitrous oxide and 30%
oxygen. A transcardial perfusion was performed using 0.9% NaCl solution with 3% heparin,

followed by fixation with a solution containing 4% paraformaldehyde in 0.1M PBS with a pH
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of 7.4. The brains were removed, cryoprotected for 48 hours in a 20% sucrose solution in 0.1M
PBS (pH 7.4), and then frozen in Tissue-Tek. Cryostat sections of 10 um were collected on
Poly-Lysine slides and stored at -80°C. Primary antibodies were incubated with the sections
overnight at room temperature. Corresponding Fab'2-conjugated secondary antibodies were
diluted at 1:800 (Jackson Immunoresearch). Images were captured using a Leica DM6000
microscope with a CoolSnap camera and visualized with Metamorph 7.0 software (Molecular
Devices) or Leica TCS SP8 Confocal/STED 3x microscope with an oil-immersion 40x, 1.44-

N.A. objective at a resolution of 1024x1024 pixels, a speed of 600 Hz, and a step size of 35um.

Histological analysis

Images were further processed using Imagel software or QuPath Open Software. All analyses
were performed blindly to the genotype. For the quantification of neuronal loss in tPA-
expressing neurons or tPA-non-expressing neurons, the number of NeuN"/GFP~ or
NeuN'/GFP" cells in the lesion area or in the contralateral area were manually counted (at least
5 images per hemisphere, from 4 mice per group for 30 minutes and 1-hour group and 5 mice
for 2 hours group). For the quantification of neuronal loss in tPA-cKON® or WT mice after
NMDA injection or stroke, the number of DAPI', NeuN" or Neurotrace' cells overlapping or
not with GFP" cells in the lesion area or in the contralateral area were manually counted (at

least 5 images per hemisphere, from at least 4 mice per group).

The presence of the Cre recombinase in the transduces neurons was controlled by

immunohistochemistry, as seen in supplementary data 1 (anti-mouse; MAB3120).

Neuronal circularity was calculated using the following equation: circularity = 41 x pera:ﬁ

(26). This score provides an indication of morphological changes in neurons, with a score close

to 1 indicating a normal neuron and a score close to 0 indicating a suffering neuron.
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Statistics

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (version 9.0). In some
cases, the analysis of the datasets using parametric approaches proved to be inadequate due to
the violation of normality assumptions, as indicated by the results of Shapiro-Wilk tests. Hence,
appropriate selection of either parametric or non-parametric approaches was made as per the
requirement. We conducted two-way ANOVA tests with multiple comparisons to analyze the
number of tPA-non-expressing or tPA-expressing neurons in the lesion or the contralateral area
and the absolute number of neurons (NeuN) or tPA-expressing neurons (NeuN/GFP") in the
lesion and contralateral cortical areas between WT and tPA-cKON® mice at 1-hour and 2-hours
post-NMDA injection. The same test was used to quantify the mortality of neurons after stroke.
The inclusion of multiple comparisons allowed us to examine the specific differences between
groups and time points, providing a comprehensive understanding of the effects of genotype
and time on neuronal populations in these regions. Post-hoc tests using the Bonferroni
correction were performed to determine significant differences between specific groups. Same
analyses were performed for the experimental condition six hours post induction of ischemic
stroke. The statistical test used to compare genotypes for lesion volumes was the parametric
Student's t-test. For the other comparisons, we conducted two-way ANOVA tests with multiple
comparisons, followed by Bonferroni post-hoc tests. These analyses allowed us to assess
significant differences between groups while considering the effects of multiple factors

simultaneously. All tests were two-tailed.
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Results

tPA is expressed by excitatory and inhibitory cortical neurons in vivo.

Three weeks after the intracortical injection of AAV9-pPlat-GFP viral particles, the brains of
swiss mice were collected for immunohistochemical analyses (Figure 1A). Neither microglia
(Ibal marker, red), oligodendrocytes (Olig2 marker, magenta), astrocytes (GFAP marker,
white) nor endothelial cells (CD31 marker, cyan) expressed GFP (white arrows) (Figure 1B).
By contrast, GFP was associated with the neuronal marker NeuN (yellow) or the Neurotrace
Nissl staining (blue) (Figure 1C). These data show that in our experiments, our constructs only
transduce neurons. Around 34% of all cells expressing NeulN and stained by the Neurotrace
Nissl staining were positive for GFP (Figure 1C), showing that one third of neurons in this
cortical area express tPA. Around 84% of GFP positive neurons co-expressed the transcription
factor tbrl, a marker of excitatory neurons (magenta) while 12% expressed GABA, a marker
of inhibitory interneurons (red) (Figure 1D). tPA is thus expressed by inhibitory and excitatory

cortical neurons.
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Figure 1: tPA is expressed by cortical neurons in vivo.

A. Schematic experimental protocol showing the unilateral injection of 2 x 0.25uL of 1.25 x
10" vp/mL of AAV9-Plat-GFP in tPA flox -/- mice (WT, -0.3 mm AP, +/- 3.3 mm ML, — 0.8
& 0.4 mm DV). B. Representative images of immunohistochemical analyses showing that
AAV9-Plat-GFP does not transduce oligodendrocytes (magenta), microglia (red), astrocytes
(gray), and blood vessels (cyan). Scale bar=100um, X20. C. Representative images and
corresponding quantifications of immunohistochemical analyses showing that AAV9-Plat -
GFP transduces around one third of neurons (yellow; NeuN and Blue; Neurotrace). Scale
bar=100um, objective=X40. D. Quantification of the proportion of neurons GABA-expressing
(a marker of inhibitory neurons) or tbrl (a marker of excitatory neurons) among the population

of GFP (tPA) positive neurons, in the transduced area. Scale bar=100um, X20.
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In the cortex, tPA expressing neurons are more resistant to excitotoxicity than tPA non-

expressing neurons

With the aim of elucidating the role of neuronal tPA in excitotoxic phenomena, we injected
AAV9-Plat-GFP into both the right and left somatosensory cortices of mice, and 3 weeks after,
excitotoxicity was induced by a stereotaxic injection of the NMDA (2.5 nmoles) in the right
somatosensory cortex. Brains were then collected at three acute time points after injury: 30
minutes, 1 hour, and 2 hours post-NMDA injection (Figure 2A). Following NMDA injection,
the density of tPA non-expressing cortical neurons was significantly reduced in the lesion as
early as 30 minutes, while that of tPA expressing neurons did not reduce before 1h (Figures
2B, 2C). Accordingly, the mortality of tPA non-expressing cortical neurons increased with time
to reach 94% mortality at 2 hours, while that of tPA expressing was 59% at the same time

(Figures 2D).
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Figure 2: tPA cortical neurons are more resistant to excitotoxicity than non tPA neurons

A. Schematic experimental protocol showing the AAV9-Plat-GFP injection in both
somatosensory cortices of swiss mice, followed by the unilateral injection of NMDA into the
right somatosensory cortex. Brain were collected at 30 minutes, 1 and 2 hours after the NMDA
injection to immunohistochemical analyses. B and C. Representative images and quantification
of the number of tPA non-expressing neurons (red) and tP A-expressing neurons (green) in the
lesion area compared to the contralateral area, at 30 minutes, 1 and 2 hours post NMDA
injection (N=4 mice for 30 minutes and 1h groups, N=5 mice for 2h group; Two-Way ANOVA,
Multiple Comparison, Bonferroni post-hoc; p <0.05 =*, p <0.001 = *** p <0.000] = ***%*)
Scale bar=100um, X20. D. Quantification of the percentage of tPA non-expressing (red) and
tPA-expressing neurons (green) mortality at 30 minutes, 1 and 2 hours post NMDA injection
(N=4 mice for 30 minutes and 1h groups, N=5 mice for 2h group; Two-Way ANOVA, Multiple

Comparison, Bonferroni post-hoc; p <0.01 = ** p <0.0001 = ****)
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The Janus face of the neuronal tPA: self-protective for tPA expressing neurons but

neurotoxic for tPA negative neighboring neurons at the acute phase of excitotoxicity

We then investigated whether endogenous neuronal tPA participates in the acute phase of
excitotoxic neuronal death. tPA Flox ” or tPA Flox 7" mice were bilaterally injected with
AAV9-pPlat-Cre-GFP into the somatosensory cortex, allowing either unmasking (Flox ”": wild-
type, WT) or unmasking and deleting (tPA Flox **: tPA conditional knockout in neurons, tPA-
cKON®") neuronal tPA in transduced neurons. After 3 weeks, mice received a unilateral injection

of NMDA (2.5 nmoles) into the right somatosensory cortex and brain tissues were collected for

immunohistochemical analyses at 1 hour or 2 hours post-NMDA injection (Figure 3A).

The mortality of tPA non-expressing neurons (NeuN'/GFP-, red) was severely increased in the
lesion area compared to the contralateral area and being more severe in WT mice at 2h (85%
for WT mice and 74% for tPA-cKON®" mice at 1-hour and 87% for WT mice and 77% for tPA-
cKON®" mice at 2 hours, Figure 3B). Again, we observed that tPA expressing neurons
(NeuN'/GFP") are more resistant to excitotoxicity than tPA non-expressing neurons (41%
versus 85% mortality at 1h and 47 versus 87% mortality at 2h, Figures 3B-C). Strikingly, the
mortality of tPA expressing neurons was significantly higher in tPA-cKON®" mice compared to

WT mice (75 versus 41% at 1h and 70 versus 47% at 2h, Figures 3C).

These data evidence a self-protective effect of tPA on tPA expressing neurons against NMDA -
induced excitotoxicity, and by contrast a deleterious effect for neighboring tPA non-expressing
neurons. Accordingly, the circularity of tPA non-expressing neurons (NeuN'/GFP~ cells), an
index of cell suffering (26), was equally reduced in both genotypes at 1 and 2-hours after
NMDA injection. By contrast, circularity of tPA expressing neurons was not affected by

NMDA injection in WT mice but was reduced in tPA-cKON®" mice (Figure 3D).
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Figure 3: tPA from cortical neurons promotes neuronal survival at the acute phase of

excitotoxicity

A. Schematic experimental protocol showing first, the AAV9-Plat-Cre-GFP injection in tPA
(WT) or flox”* (tPA-cKON") mice and second, the NMDA injection followed by IHC. B and
C. Representative images and quantification of the number of tPA non-expressing neurons (red)
and tPA-expressing neurons (green) in the lesion area compared to the contralateral area, at 1
and 2 hours post NMDA injection (N= 5 (+1h) and N=6 (+2h) mice per time for WT and N= 4
(+1h) and 4 (+2h) for tPA-cKON®; Two-way ANOVA, Multiple comparison, Bonferroni post
hoc; p < 0.0001 = ****) The percentage of mortality was calculated for both genotypes at 1
and 2-hours post-excitotoxicity induction (N= 5 (+1h) and N=6 (+2h) mice per time for WT
and N= 4 (+1h) and 4 (+2h) for tPA-cKON*". Mann-Whitney test; p<0.01=** for NeuN"/GFP"
cells and Unpaired t.test, p<0.0001=**** for NeuN'/GFP" cells. Scale bar=100um, X20. D.
Representative images and quantification of the tPA non-expressing (red) and tPA-expressing
(green) cortical neuronal circularity in the lesion area and the contralateral area of WT or tPA-
cKON®" mice, 1 and 2-hours post-excitotoxicity induction (N= 5 (+1h) and N=6 (+2h) mice per
time for WT and N= 4 (+1h) and 4 (+2h) for tPA-cKON®"; Two-way ANOVA, Multiple
comparison, Bonferroni post hoc; p < 0.01 = ** p <0.001 = *** p <0.0001 = ****) Scale

bar=100pm, X40.
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Neuronal tPA acts as a self-neuroprotective mediator at the acute phase of ischemic stroke

The role of endogenous neuronal tPA at the acute phase of ischemic stroke was then
investigated in WT or tPA-cKON® mice subjected to a model of thromboembolic occlusion of
middle cerebral artery occlusion (MCAQO). Subsequently, ischemic lesions were assessed 6
hours post-occlusion using T2 and T2* MRI sequences and immunohistochemical analyses
(Figure 4A). Interestingly, we found that both genotypes have a similar hypoperfusion in the
lesion area (Supplementary data 2). tPA-cKON®® mice exhibited larger lesion volumes than
WT mice, when considering both the total lesion volume (6.2 mm? for WT and 10.5 mm? for
tPA-cKOM") and the lesion volume within the anatomic slices covering the AAV-9 injection
sites (2.4 mm?® for WT and 4.5 mm?® for tPA-cKON", Figure 4B). The density of tPA non-
expressing neurons was similarly reduced in both genotypes. Consistent with this, the mortality
was equal in WT and tPA-cKON® mice (78 %, Figure 4C). Regarding tPA expressing neurons,
their density and survival was more severe in tPA-cKON®" mice compared to WT mice (82

versus 55% mortality in tPA-cKON®" and WT mice, respectively, Figure 4C)

These data evidence that during thromboembolic stroke, neuronal tPA reduces infarct lesions,
induces a self-protective effect on tPA expressing neurons, but has no effect on neighboring

tPA non-expressing neurons.
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Figure 4: Neuronal tPA acts as a neuroprotective mediator at the acute phase of ischemic

stroke

A. Schematic experimental protocol showing the AAV9-Plat-Cre-GFP injection, the induction
of the thromboembolic model of stroke, the MRI T2 sequences and the IHC performed 6h after
stroke. B. Illustration Representative images and quantification of the total lesion volume and
the lesion volume in the AAV area injection for WT and tPA-cKON" mice (N= 13 for WT and
N=12 for tPA-cKON®; Unpaired t. test; p<0.01=** p <0.001=***) C. Representative images
and quantification of tPA non-expressing neurons (red) and tPA-expressing neurons (green) in
the lesion area compared to the contralateral area, 6-hours post-ischemia (N=5 WT and N=4
tPA-cKON"; Two-way ANOVA, Multiple comparison, Bonferroni post hoc; p<0.01=**,
p<0.0001=****_ The percentage of mortality was calculated for both genotypes at 6-hours post-
ischemia (N= 5 for WT and N=6 for tPA-cKO™*" mice. Mann-Whitney test for NeuN'/GFP-

cells and Unpaired t.test, p<0.0001=**** for NeuN'/GFP" cells. Scale bar=100um, X20.
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Excitatory and inhibitory tPA expressing neurons have a similar resistance to stroke

Finally, we investigated the acute vulnerability of the different subtypes of tPA-expressing
neurons to stroke. First, we confirmed that WT mice had a lower proportion of tPA positive
neuronal loss compared to tPA-cKON" mice, with a mortality of 15% and 53%, respectively
(Figure 5A). The loss of tPA expressing inhibitory neurons (GFP'/GABA" cells) was lower in
WT (42% mortality) than in tPA-cKON" (64% mortality) mice (Figure SA, B). Similarly, the
loss of tPA positive glutamatergic neurons, was significantly lower in WT compare to tPA-

cKON mice (54% versus 37% loss, Figure 5C, E).
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Figure 5: Excitatory and inhibitory tPA-expressing neurons have a similar sensitivity to

excitotoxicity

A and B. Representative images and quantification (C) of the percentage of tPA-expressing
neurons (green), inhibitory tPA-expressing neurons (GABA", red) and tPA-expressing neurons
(red) and excitatory tPA-expressing neurons (tbrl ', yellow) mortality 6-hours post-ischemia for
WT and tPA-cKON®" mice (N=5 for WT and 4 for tPA-cKON®" mice; unpaired t.test; p<0.05=%*).

Scale bar=100um, X20.



Article 2

Discussion

Our data indicate (illustrated on supplementary data 3) that endogenous tPA is expressed by
several subtypes of cortical neurons and that this neuronal tPA acts as a protective or deleterious
factor against neuronal death in an excitotoxic/ischemic context, depending on whether it acts

as an autocrine factor or a paracrine one.

Whether endogenous tPA is protective or neurotoxic is still a subject of debate (14,27,28). To
date, most conclusions were drawn for acute/subacute stages of diseases, and globalized all
origins of tPA. Here we demonstrate for the first time that a significant proportion of excitatory
and inhibitory neurons express tPA and that neuronal tPA, at physiological levels, confers
neuroprotection at early stages against excitotoxicity and stroke. We have also highlighted that
the ambivalence of neuronal tPA, being protective for tPA expressing neurons (autocrine effect)

but neurotoxic for neurons that do not express it (paracrine effect).

Many previous studies have used tPA knockout (tPA KO) mice to investigate the roles of tPA,
but it has been subsequently demonstrated that this model has some limitations (29). Indeed,
tPA KO mice carry a specific chromosomal segment derived from the 129 strain, which co-
segregates with the targeted Plat allele. Moreover, alterations in additional genes such as
Arhgefl8, Mcf2l, and Mcphl can introduce complexities when interpreting data (4,30). Also,
tPA KO mice do not allow studying the contribution of different compartments (circulation

versus parenchyma, (24)) or of a specific cell population in the brain parenchyma.

Some authors have used inhibitors of tPA (serpins), as an alternative to tPA KO mice. Such
approaches have the advantage to locally and acutely block tPA (24). However, it is important
to keep in mind that serpins block tPA catalytic activity, but unlikely the “cytokine-like” effects
of tPA (5,7,31). Moreover, serpin/tPA complexes may conserve some biological activities,

and/or accelerate the clearance of tPA (32). Of note, Rogove and Tsirka (1998) could highlight
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the role of microglia-derived tPA in excitotoxicity, by infusing macrophage/microglial
inhibiting factor (MIF) to block microglial activation (33). The same group also used genetic
approaches to reintroduce tPA expression only in either neurons or microglial cells in tPA KO
mice (Siao et al., 2003). They could thus provide convincing evidence that tPA exerts cell-type

specific functions under excitotoxic conditions.

Adding to the previous literature, here, we used a new mouse strain, with floxed alleles flanking
exon 3 of the tPA gene. This targeted genetic modification differs from tPA KO mice, as it
allows creating conditional tPA KO. Furthermore, it is known that the immunodetection of tPA
in neurons is very challenging using conventional methods (6). Accordingly, we have also used
two adeno-viral constructs, allowing in vivo detecting (AAV9-pPlat-GFP) or deleting and
detecting tPA (AAV9-pPlat-Cre-GFP) specifically in neurons, thanks to the specificity of the

AAV09 serotype in our conditions (35,36).

In our hands, investigating early stages of pathogenic pathways, tPA expressing cortical
neurons are protected from excitotoxicity and stroke compared to tPA non-expressing neurons,
and this protection is due to their own production of tPA. We also observed that tPA non-
expressing neurons exhibit a higher mortality in WT mice compared to tPA-cKON" mice, after
excitotoxicity, but not after stroke. Neuronal tPA may thus have early opposite autocrine and

paracrine activities during excitotoxicity, and only early autocrine activities during stroke.

Despite their above-mentioned limits, tPA KO have shed light on the multifaceted aspects and
modes of action of tPA. Tsirka and collaborators first demonstrated that tPA KO mice exhibited
resistance to excitotoxic neuronal death induced by kainate injection in the hippocampus
(27,37,38). In cultured cortical neurons, endogenous tPA did not alter kainate or a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA)-induced neuronal death, but aggravated

NMDA -induced calcium influx and neuronal death. This was shown by using tPA KO neuronal
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cultures, or addition of its natural inhibitors, plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1,
(14)) or neuroserpin (39). Furthermore, in vitro, activated microglial cells can release tPA and
promote apoptotic cell death of hippocampal neurons (Flavin et al., 2000). Centonze and
colleagues have also suggested that tPA may enhance ischemia-induced delayed neuronal
apoptosis, based on findings that striatal slices from tPA KO mice subjected to oxygen and
glucose deprivation (OGD) are unable to display NMDA-dependent post-ischemic long-term
synaptic potentiation (40). However, other studies have shown neuroprotective effects of
endogenous tPA. Echeverry and collaborators revealed that tPA is a neuroprotective mediator
of ischemic preconditioning in the hippocampus (41), which was later suggested to be driven
by a plasmin and NMDA receptors-dependent neuronal expression of TNF, and the subsequent
upregulation of cyclin-dependent kinase inhibitor p21, an anti-apoptotic factor (42). This group
has also shown that endogenous tPA promotes cell survival in cortical neurons exposed to OGD
by recruiting the mTOR pathway and HIF-1a (43). Additionally, tPA induces the expression
of the glucose transporter GLUT3, facilitating glucose uptake by cortical neurons and reducing
lesion volumes following intra-striatal NMDA injection (44), thanks to NMDA receptors
containing the GluN2A subunit, rapid phosphorylation of extracellular signal-regulated kinases
(ERK), activation of CREB, and induction of the neuroprotective transcription factor Atf3. The
authors also demonstrated that OGD leads to tPA release into the synaptic cleft, activating
AMPK and enhancing neuronal glucose recovery and ATP production, a process dependent on
NMDA receptors. More recently, Lemarchand and collaborators demonstrated that
hippocampal slices from tPA KO mice were more susceptible to OGD compared to WT slices,
an effect dependent on EGF receptors (45). Recently, it has been shown that tPA exerted
neuroprotective effects by increasing AMPK phosphorylation and FUNDC1 expression, a

protein involved in autophagy, as demonstrated in a model of 1 hour occlusion of the middle
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cerebral artery. In this model, tPA KO mice exhibited increased neuronal death compared to

their wild-type littermates (46).

Conclusion

In conclusion, our study provides compelling evidence for the impact of endogenous neuronal
tPA, at physiological levels, on neuronal fate during the early phases of excitotoxicity and
stroke. The use of our innovative AAV9 constructs allowed to uncover the self-neuroprotective
role of tPA derived from tPA-expressing neurons, in the context of excitotoxicity or ischemic
stroke. We also highlight the potential toxic paracrine-effect of tPA from tPA-expressing on
tPA non-expressing neurons in a context of excitotoxicity. These findings contribute to our
understanding of the intricate roles of tPA in neuronal function and highlight its potential as a

therapeutic target for ischemic stroke treatment.
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Supplementary data 1

Control immunohistochemistry against the Cre-recombinase and the GFP. Scale bar=100pum,

X40.
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Supplementary data 2

Representative images and quantification of ASLMRI sequencing at 6-hours after stroke, in the

contralateral and the lesion area of WT and tPA-cKON® mice (N=13 for WT mice and N=11

for tPA-cKON mice).
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Supplementary data 3
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Schematic representation of the (autocrine) self-protective action of neuronal tPA together with

its potential (paracrine) impact on tPA non-expressing neurons after excitotoxic or ischemic

conditions.
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Dans cette étude, nous avons exploré le role du tPA dans la régulation des réseaux
périneuronaux (PNNs) entourant les interneurones a parvalbumine (PV) dans le cortex
cérébral de la souris. Les PNNs sont des structures matricielles primordiales lors du
développement et pour controler I'équilibre entre neurotransmissions excitatrices et
inhibitrices. Mais leur présence limite également la plasticité neuronale. Sur la base de
données du Allen Institute démontrant la présence d'un panel de protéases matricielles
autour des PNNs (i.e, dans les neurones pyramidaux et dans les FS-PV), nous avons monte
un consortium avec deux équipes parisiennes (B. Cauli/B. Lambolez/J. Rossier du NPS-IBPS
et A. di Nardo/A. Prochiantz du College de France), pour définir le réle du tPA dans la
« triade » FS-PV/PNNs/neurones pyramidaux (projet P2N2, financé par I'ANR). Ainsi,
initialement, ma these visait a tester I'nypothese selon laquelle le tPA originaire des
interneurones a PV, pouvait participer au métabolisme des PNNs, avec une possibilité de

manipuler ce systeme pour favoriser la plasticité synaptique post-AVC,

Nous avons premierement découvert que le tPA est exprimé par les interneurones FS-PV,
ce qui nous a conduit a évaluer son impact sur la structure des PNNs. Pour ce faire, nous
avons utilisé des souris conditionnellement déficientes en tPA, uniquement dans les
interneurones a PV, pour démontrer que I'absence de tPA conduit a une augmentation de
la densite des PNNs dans le cortex somatosensoriel. /n vitro, en utilisant des cultures
d'interneurones, nous avons egalement élucidé le mécanisme d'action du tPA, demontrant
que la conversion du plasminogene en plasmine par le tPA est nécessaire pour la
dégradation des PNNs, notamment par le clivage de I'aggrecan. Ces résultats, publiés dans
BMC Biology (Lépine et al, 2022) mettent en évidence un nouveau mécanisme potentiel de
régulation de la structure des PNNs par le tPA issu des interneurones a PV, ce qui ouvre de
nouvelles perspectives pour mieux comprendre la plasticité cérebrale et envisager des
approches thérapeutiques ciblées dans le contexte de troubles neurologiques et

développementaux.
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1.1 Quel(s) role(s) pour le tPA originaire des interneurones a PV dans

la récupération fonctionnelle post-ischémie ?

Suite a la publication de notre article, une partie de mes travaux de these a été consacrée a
définir si le tPA exprime par les interneurones a PV peut jouer un role dans la récupération
post-AVC ischémique, en particulier via la régulation des PNNs. De nombreux travaux de la
litterature montrent que la dégradation des PNNs permet de restaurer une plasticité
synaptique dans divers modeles de dominance oculaire ou de lésion de la moelle épiniere
(Bradbury et al, 2002 ; Pizzorusso et al, 2002). Peu d'études se sont intéressées aux role(s)
du tPA dans la régulation des PNNs, dans le contexte de I'AVC ischemique. Il a tout de
méme été démontré, d’'une part, que l'activité protéolytique du tPA était augmentée a la
suite d'un AVC, et d'autre part, que de la densité de PNNs était diminuée post-AVC,
notamment chez les animaux élevés en milieu enrichi (Madinier et al, 2014 ; Quattromani
et al, 2018). Aussi, de nombreuses études ont démontré le rdle direct ou indirect (via la
génération de plasmine ou l'activation des MMPs par exemple) du tPA dans la régulation
des CSPGs (Lakhan et al, 2013 ; Lemarchant et al,, 2014 ; Verslegers et al, 2013 ; Zhao et al,
2006). 1l est alors probable que le tPA des interneurones a PV puisse aussi étre impliqué

dans la régulation des PNNs, favorisant ainsi la plasticité post-ischémie.

Pour répondre a cette question, nous avons mis en place le protocole illustré en Figure 37.
Nous avons utilisé la méme souche de souris que celle de I'étude 1, a savoir des souris
délétées en tPA, spécifiquement dans les interneurones a PV (tPA flox** PV Cre*/: cKO) ou
leur homologues WT (tPA flox”" PV Cre*/": Ctrl). Les souris étaient agées de 8 semaines au
début du protocole. Trois jours avant I'induction de I'AVC ischémique, les souris ont été
évaluées par le test d'agrippement, afin de connaitre leur niveau basal de force des pattes
antérieures. Toutes les souris ont également éte évaluées par actimétrie, test mesurant
I'activité horizontale (avant-arriere) et verticale spontanée (mouvements haut-bas). Le
modele d'AVC ischémique utilisé est le modele thromboembolique développé au
laboratoire (Orset et al, 2007), réalisé par l'injection de thrombine dans |'artere cérébrale

moyenne, créant ainsi un caillot riche en fibrine.
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Vingt-quatre heures apres I'AVC ischémique, les animaux ont été imagés par IRM T2 afin
d'étudier I'étendue des lésions ischemiques, T2* afin de vérifier la présence d’hémorragie et
ASL (en anglais : arterial spin labelling, ASL) pour étudier la perfusion cérébrale. Aussi, a 1,
3, 7 et 15 jours post-AVC, la force des souris a été réévaluée par le test d'agrippement et
d'actimétrie. Pour chaque génotype, cing souris par temps ont été mises a mort pour des

analyses immunohistochimiques.

Thromboembolic

model of stroke

Grip Test Baseline Grip Test +24h Grip Test Immunohistochemistry
d-3 MRI +24h +3d analysis at 24h (N=5), 7d
+7d (N=5) et 15d (N=5).
+15d

Figure 37 : Vue générale du protocole expérimental.

1.1.1Le tPA des interneurones a PV influence-t-il le débit sanguin cérébral post-
AVC ischémique ?

L'ASL a montré une diminution de la perfusion tissulaire au niveau du cortex
somatosensoriel ischemié (cKO= 70,2 mL/100g/min et Ctrl= 64,98 mL/100g/min), en
comparaison du cortex controlatéral (cKO= 121,6 mL/100g/min et Ctrl= 119,2 mL/100g/min)
chez les deux groupes. Aucune différence entre les deux génotypes n'a été observee (Figure
38), ce qui indique que le tPA issu des interneurones a PV n'influence pas le débit sanguin

cérebral, que ce soit dans la lésion ou dans I'hémisphere controlatéral.
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Figure 38 : La délétion du tPA au sein des interneurones a PV n'affecte pas la perfusion
cerébrale 24 heures apres linduction d'un AVC thromboembolique. A : lllustration de la
sequence de perfusion tissulaire par IRM (ASL), pour les deux génotypes. B : Quantification de
la perfusion tissulaire dans la lésion et ['hémisphere controlatéral pour les deux génotypes
(N=9 souris par groupe, Two-Way ANOVA, comparaison multiple, post-hoc Bonferonni,
p<0,1=" p<0,01="%.

112 Le tPA des interneurones a PV impacte-t-il le volume de lésion

ischémique ?

Concernant la lésion ischémique, nous n'avons pas observe de différence significative entre
les deux génotypes. En effet, les souris Ctrl présentaient des Iésions corticales moyennes de
16.45 mm? contre 19,55 mm? pour les souris spécifiquement délétées en tPA dans les
interneurones a PV (Figure 39A, B). Nous avons egalement mis en évidence que la
répartition antéro-posteérieure de la Iésion était également similaire entre les groupes (Figure

390).
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Figure 39 : La délétion du tPA originaire des interneurones PV n'influence pas le volume et
['étendue de la lésion ischémigue. A : lllustration de la lésion ischémique imagée par IRM T2.
B et C : Quantification du volume de lésion et répartition des lesions dans ['espace selon le
génotype, N=15 souris par groupe (t.test, p=0,2854, ns).

L'IRM restant une technique d'analyse macroscopique, elle ne nous permet peut-étre pas
d'observer d'effet du tPA des interneurones a PV dans le volume de Iésion ischemigue. Ainsi,
il pourrait étre envisagé de creuser cette piste in vitro, en réalisant des cultures
d'interneurones issues de souris Ctrl ou cKO, puis de les soumettre a un sevrage en oxygene
et glucose (en anglais : OGD, Oxygen and Glucose Deprivation) afin de mimer un AVC ou
d'induire une toxicite au NMDA pour créer des conditions excitotoxiques. Nous pourrions
alors, évaluer la mort neuronale en fonction de la présence de tPA dans les interneurones

a PV et ainsi déceler des différences plus fines.

1.1.3 Le tPA des interneurones a PV joue-t-il un réle dans la récupération
fonctionnelle post-AVC ?

En paralléle, nous avons évalué la récupération fonctionnelle des souris en utilisant le test
d'agrippement (en anglais : Grip Test). Nous avons pu mettre en évidence que les deux

génotypes avaient une diminution significative de la force de la patte gauche (associée au
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cortex ischémié) 24 heures apres ischémie (Ctrl = 84,37 G avant AVC et 75.46 G a 24 heures
et cKO= 84.21 G avant AVC et 75.39 G a 24 heures, Figure 40).

Seuls les animaux Ctrl présentaient toujours une diminution significative de la force de la
patte gauche, 3 jours et 7 jours apres I'ischémie (Figure 40A). Ces résultats suggerent alors
que le tPA issu des interneurones a PV ralentit la récupération fonctionnelle. Ceci semblait
aller a I'encontre de notre hypothese initiale, puisque nous avions pensé que comme en
condition basale (Lépine et al, 2022), le tPA issu des interneurones a PV pourrait, en
conditions ischémiques, participer a la dégradation des PNNs, et donc favoriser la plasticité

synaptique et ainsi la récupération.
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Figure 40 : Evaluation de la récupération fonctionnelle post-ischémie par le test d'agrippement
(Grip Test). L'effectif était de N=15 Ctrl et N=15 cKO avant AVC et a 24 heures, N=10 a 3 et
7 jours post ischémie et N=5 a 15 jours (Two-way ANOVA, comparaisons multiples, post-hoc
Bonferroni; p<0,05=* p<0,071="*%).

Notons qu’une seule évaluation fonctionnelle chez le rongeur post-ischémie ne permet
généralement pas d'évaluer 'ensemble des éventuels déficits. Le grip test permet une
évaluation motrice, objectivant un déficit du membre supérieur opposé a la lésion chez le
rongeur (Drieu et al, 2020 ; Lebrun et al, 2022), comme nous avons aussi pu 'observer

dans notre expérience.
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Nous avons alors également réalisé le test d'actimétrie, qui mesure automatiquement les
mouvements horizontaux et verticaux des souris. Nous n‘avons pas montré de différence
d'activité physique entre les deux groupes (données non montrées). Face a cette
discordance entre grip test et actimétrie, il serait intéressant de compléter le phénotypage
comportemental de nos animaux ischémiés, grace a d'autres tests évaluant les capacités
motrices (test du rotarod a accélération, le test de I'openfield, test de retrait d'adhésif etc...)
ou cognitives (test de la piscine de Morris), ou encore un test recemment mis au point au
laboratoire d'accueil, permettant d'évaluer I'héminégligence (dont les détails ne peuvent

pour le moment pas étre divulgués).

113 Le tPA des interneurones a PV participe-t-il a la modification de la
structure des PNNs ?

Afin d'expliquer la difféerence dans la récupération fonctionnelle observée par le grip test
entre les animaux Ctrl et les animaux dépourvus de tPA dans les interneurones a PV, nous
avons étudié les interneurones a PV et les PNNs. Ainsi, 24 heures, 7 jours et 15 jours post-
AVC, 5 animaux par géenotype ont éte utilises pour des analyses histologiques (Figure 41A).
Nous avons utilisé un anticorps anti-parvalbumine (1:3000, ab11427, abcam) et la lectine
Wisteria floribunda Agglutinin biotinylée qui marque les PNNs (WFA, 1:1000, L1516, Sigma
Aldrich).

Ainsi, 24 heures apres linduction de I'AVC, les deux génotypes présentent la méme
diminution du nombre d'interneurones a PV dans la lésion, comparativement a I'némisphere
controlatéral (Ctrl : 149,1 PV/mm? dans I'hémisphére controlatéral et 118,6 PV/mm? dans
lésion (-20.45 %), cKO :153.8 PV/mm? dans I'hémisphére controlatéral et 121,2 PV/mm? dans
la lésion (-21,19 %) (Figure 41A, B, C).
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Nous observons les mémes résultats concernant le nombre de PNNs entourant les
interneurones & PV (Ctrl : 115,6 PV* PNNs*/mm? dans I'hémisphére controlatéral et 76,72
dans lésion (-33,63 %), cKO : 113,3 PV* PNNs*/mm? dans I'hémisphére controlatéral et 75,04
dans la lésion (-33,76 %) (Figure 41A, B), ainsi que concernant le nombre total de PNNs
(Ctrl : 134,5 PNNs/mm? dans I'hémisphére controlatéral et 100,4 dans la lésion (-25,35 %),
cKO : 135,9 PNNs/mm? dans I'hémisphére controlatéral et 101,9 dans la lésion (-25,01 %)
(Figure 41A, B).

En accord avec ces données, nous n‘observons aucune différence entre les deux groupes,
lite a la fluorescence du marquage PV entre la lésion et I'hémisphere controlatéral.
Cependant, l'intensité de fluorescence lié a la WFA est significativement diminuée pour les

deux groupes dans la lésion (Figure 41C).
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Figure 41 : [lllustrations et quantifications des interneurones a PV et des PNNS chez des souris
Ctrl et cKO, 24 heures apres linduction de LAVC. A. lllustration des marquages PV et WFA,
en fonction du génotype et de ['hémisphere. Objectif 20X, barre d'échelle = 100um. B.
Quantification de nombre total d'interneurones a PV, du nombre de PNNs seul ou entourant
un interneurone a PV (N=5 souris par groupe, (Two-way ANOVA, comparaisons multiples,
post-hoc Bonferroni; p<0.05=* p<0.01=** p<0.001=***. C. Quantification de l'intensité du
marquage PV et WFA (Two-way ANOVA, comparaisons multiples, post-hoc Bonferroni,
p<0.05=%).
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Nous avons également classé les PNNs entourant les interneurones a PV, en fonction de la
densité du marquage WFA, selon trois classes : « low PNN » avec une faible densité de
marquage WFA, « medium PNN », présentant une densité moyenne de marquage WFA et

« high PNN » présentant une forte densité de marquage des PNNs (Figure 42A).

Vingt-quatre heures post-ischémie, les deux souches de souris ne se distinguent pas, et
présentent majoritairement du « small PNN » que ce soit dans la lésion ou dans
I'hemisphere controlatéral (Figure 42B, C). Seul les « high PNN » sont significativement

diminués dans lésion par rapport au cortex controlatéral a 24 heures pour les deux groupes.

100 100 =
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WFA"

601 60—

= Ctrl

404 1 cKO
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in the lesion area 24h after stroke
in the contralateral area 24h after stroke

Figure 42 : lllustrations et quantifications de la proportion de PNNs selon leur densité, dans
[hémisphere lésé et ['hémisphere controlatéral 24 heures post-AVC. A : lllustration des
catégories de PNNs dits « small », « medium » et « large ». B et C: Quantifications de la
distribution des PNNs selon leurs classes et ['lhemisphere étudié (N=5 souris par groupe, Two-
way ANOVA, comparaisons multiples, post-hoc Bonferroni, p=<0.001=*** p<0.0007=****),
Objectif 20X, barre d'échelle = 100um.
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Les mémes résultats ont été obtenus 7 et 15 jours post-ischémie, toujours sans différence
entre les deux souches (données non montrees). L'AVC entraine une degradation des PNN
«small » et « medium » (et non des « High » PNNs comme c'est le cas a 24 heures)
entourant ou non les interneurones a PV, ainsi que des interneurones a PV, mais ces effets

ne dépendent pas du tPA venant des interneurones a PV.

En 2018, Dzyubenko et ses collaborateurs avaient aussi rapporté une perte des PNNs
(marqueurs WFA et Aggrecan) accompagnée d'une perte neuronale, 10 jours post-ischémie
(Dzyubenko et al, 2018). Cette étude s'est également intéressée a l'analyse de
I'ultrastructure des PNNs en combinant des approches quantitatives en 3D et des modeles
mathématiques et a démontré que les réseaux WFA étaient plus diffus et dispersés
seulement chez des animaux ischemiés. Ce type d'analyse morphologique en 3D est un
élément intéressant a envisager pour la suite de nos travaux car il permettrait de déceler
des différences inter-génotypiques fines, que nos analyses 2D ne nous ont pas permis
d'observer. Dans la littérature, d'autres articles ont décrit des méthodes standardisées et
automatiques d'analyses des PNNs (Kaushik et al, 2021 ; Slaker et al, 2016) sur lesquelles

NOUS aurions pu Nous baser pour nos quantifications.

De plus, une autre étude avait mis en évidence que I'AVC ischémique par photothrombose,
entrainait une diminution des PNNs (marqueurs Cat-315, ciblant |'aggrecan) dans
I'hémisphere ipsilatéral, 7 jours post-AVC (Quattromani et al, 2018). Cet effet était plus
important lorsque les animaux étaient placés dans un environnement enrichi, entrainant une
dégradation plus importante des PNNs ainsi qu'une meilleure récupération fonctionnelle.
Selon les auteurs, les animaux ayant subi une ischémie, puis placés en environnement
enrichi, auraient une activité des MMP9 et du tPA augmentée, ce qui participerait a la
dégradation des PNNs permettant ainsi une meilleure recupération fonctionnelle. En
revanche, les auteurs n'avaient pas mis en évidence une diminution du nombre
d'interneurones a PV suivant I'AVC, contrairement a nous. Nous pourrions, nous aussi, dans
notre modele d’AVC qui se rapproche le plus de la clinique, tester I'effet de I'environnement

enrichi, permis grace a des cages de Marlau, pour nos souris Ctrl et cKO.
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De plus, dans la littérature, il a été demontré que la consommation d'un régime riche en
graisses altérait les PNNs dans le cortex préfrontal de rats males, comme en témoigne une
diminution du nombre et de l'intensité du marquage WFA (Dingess et al,, 2018). Cependant,
de maniere intéressante, les auteurs montrent des effets opposés chez les rats femelles
(Dingess et al., 2020). D'autres études ont mis en évidence des différences anatomiques des
PNNs, dépendantes du sexe (Cornez et al., 2015). Alors, il serait intéressant de recommencer
notre étude en ajoutant des femelles. De méme, nous pourrions nous intéresser a d'autres
facteurs de risque que le régime hyperlipidique, comme I'age, I'nyperglycémie (par exemple,
avec des injections intra-péritonéales de streptozotocine, Furman, 2021) ou bien la

surcharge pondérale (modéles de souris obéses : a/a, Lep®®/Lep®®).

Afin de confirmer I'ensemble de nos résultats, nous pourrions évaluer les capacités motrices
et cognitives chez des animaux Ctrl et cKO, puis nous pourrions injecter in vivo I'enzyme
bacterienne ChABC, destructrice des PNNs et ré-évaluer le comportement des animaux en
fonction du génotype (Ctrl ou cKO). Cela nous permettrait, d'une part de connaitre le réle
des PNNs dans la récupération fonctionnelle et, d'autre part, de confirmer/infirmer que le
tPA issus des interneurones a PV ralentit la récupération fonctionnelle indépendamment des

PNNSs.

En résumé, l'ensemble de nos donnees semble indiquer que le tPA originaire des
interneurones a PV n'influence pas les lésions ischemiques, mais ralentit la récupération
fonctionnelle apres un AVC, par un mécanisme probablement indépendant des PNNs. C'est
pourquoi nous avons, par la suite, exploré d'autres pistes. Cependant, il est important de
considérer aussi la part du tPA provenant des autres neurones, a savoir pyramidaux
excitateurs. Il serait alors intéressant de réitérer cette expérience sur des souris issues de
croisements entre des souris tPA flox*/* et des souris emx1-Cre pour déléter le tPA dans les

neurones excitateurs (Gorski et al, 2002 ; Guo et al., 2000).
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1.1.4 L'axe tPA-NMDA des interneurones a PV serait-il implique ?

Nous avons émis |'hypothese que le tPA pourrait interagir avec les récepteurs NMDA des
interneurones PV (peut-étre plus accessibles grace a la dégradation des PNNs par
I'ischémie). Plusieurs études ont mis en évidence la présence des récepteurs NMDA sur les
interneurones (Booker & Wyllie, 2021). Par exemple, il a été retrouvé des ARN messagers
ainsi que des proteines des sous-unités GIuNT, GIuN2A, GIuNZ2B sur les interneurones a PV
dans I'hippocampe (von Engelhardt et al, 2015) ou le cortex (Huntley et al, 2020). Par
ailleurs, quelques études avaient auparavant démontré in vitro et in vivo que I'utilisation
d'antagonistes des récepteurs NMDA, comme la kétamine, réduisait la transmission
synaptique des interneurones (Kinney et al, 2006 ; Zhang et al., 2008) et que ces récepteurs
régulaient également I'expression de la parvalbumine, les propriétés de décharge des

interneurones a PV et ainsi la plasticité synaptique a court terme (Caillard et al,, 2000).

C'est pourquoi, nous avons étudié I'effet du tPA endogene aux interneurones a PV, sur la
signalisation calcique, dépendante des recepteurs NMDA. Pour ce faire, nous avons, dans
un premier temps, réalisé des expériences de vidéo-microscopie calcique sur des cultures
d'interneurones (Franchi et al., 2018) issues de I'eminence ganglionnaire mediane (EGM) de

souris sSauvages.
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1.1.5 Le flux calcique induit par stimulation au NMDA augmente de maniere
dépendant de la dose sur des cultures d'interneurones.

Grace a la vidéo-microscopie utilisant le Fura-2AM comme sonde, nous avons
premierement observé que les interneurones répondaient aux stimulations induites par le

NMDA de maniere dose-dépendante (Figure 43).
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Figure 43 : Représentation graphique de ['‘augmentation de calcium intracellulaire induite par

ajout de NMDA a dose croissante dans les cultures d'interneurones a DIV12.

1.1.6 Le tPA potentialise I'influx calcique et la mort des interneurones induits par le NMDA

Par la suite, nous avons voulu savoir si les cultures d'interneurones étaient sensibles a la
potentialisation de I'influx calcique dépendante des récepteurs NMDA, induite par le tPA.
En effet, il a été démontre a plusieurs reprises que les neurones corticaux présentaient cette
potentialisation de l'influx calcique par le tPA (Bertrand et al, 2015 ; Lesept et al, 2016 ;
Nicole et al, 2001 ; Parcq et al, 2012).

Nous avons donc comparé l'influx de calcium induit par le NMDA avant et apres traitement
au tPA sur des cultures de neurones corticaux (excitateurs) et les neurones de I'EGM

(inhibiteurs) (protocole illustré en Figure 44).
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NMDA 25pM 30s, x2 NMDA 25uM 30s, x2

Treatments:
- r-tPA (+ glyeine)
- HBSS (+ glycine, control)
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Incubation time : 25 min
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Figure 44 : lllustration du protocole d'imagerie par vidéo-microscopie calcique.

Premierement, nous avons pu observer que le tPA potentialise I'influx calcique sur des
cultures de neurones corticaux, en moyenne de 30% comparativement a la condition
contréle (Figure 45A, B, C). A la méme concentration (300 nM), le tPA peut aussi potentialiser
I'influx calcique dépendant des récepteurs NMDA, sur des cultures d'interneurones (Figure
45 A, B, D). Pour connaitre I'implication du tPA exprimé par les interneurones a PV dans ce
mécanisme, il serait intéressant d'aller plus loin et de réaliser ces mémes expériences sur

des cultures issues de souris cKO.

A B

220 0 20 10 60 80
- tPA +tPA _ , -
% of responsiveness per cell normalized to HBSS as control
C
D
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Figure 45 : Le tPA potentialise l'influx calcique des neurones corticaux (+30% en moyenne, B
et C) ainsi gue des interneurones (+10% en moyenne, A, B et D).
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Par ailleurs, comme il avait dé¢ja été observée par Matthieu Lépine dans I'équipe (données
non publiées), nous avons aussi demontré que le tPA aggrave la mort excitotoxique des

interneurones, induite par le NMDA (Figure 46).

Figure 46 : le tPA potentialise la mort des interneurones induite par NMDA in vitro. A.
lllustration des différentes conditions de traitement. B. Quantification de la mort neuronale
par dosage de la LDH (Lactate Déshydrogénase) extracellulaire (t.test p<0.05=%).

Ainsi, comme largement documenté pour les neurones corticaux, nous montrons que le tPA
augmente l'influx de calcium a travers les récepteurs NMDA, ainsi que la mort excitotoxique,
sur des interneurones en culture. Il serait alors intéressant de comprendre les mécanismes
sous-jacents, et notamment de savoir si, comme les recepteurs NMDA des neurones
corticaux excitateurs, le tPA interagit (via son domaine Kringle 2) puis clive la sous-unité
GIuN1 des recepteurs NMDA des interneurones (Fernandez-Monreal et al, 2004). Ainsi,
nous pourrions prévoir d'utiliser du tPA muté pour son domaine Kringle 2 (Lopez-Atalaya
et al, 2008) et vérifier que cette mutation empéche cette potentialisation de I'influx calcique

par le tPA sur des cultures d'interneurones a PV.
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Nous pourrions aussi réaliser ces mémes expériences sur des cultures d'interneurones issus

de souris K|78A

, recemment générées pour le laboratoire (par I'Institut de la clinique de la
souris, lllkirch-Graffenstaden), dont la lysine en position 178 a été remplacée par une alanine,
sur la sous unité GIuNT des recepteurs NMDA. Cette mutation empéche l'interaction du tPA
avec les récepteurs NMDA (Lesept et al, 2016). Enfin, nous pourrions aussi empécher
I'interaction du tPA avec les réecepteurs NMDA par I'utilisation de Glunomab, I'anticorps en

développement entre I'équipe et la société LysTherapeutics.

Nous sommes les premiers a démontrer I'existence d'une signalisation tPA/récepteur NMDA
sur les interneurones a PV en vidéo microscopie calcique. Cette signalisation pourrait-elle

contréler la vitesse de récupération fonctionnelle post-AVC ?

- Chez les animaux WT, la degradation des PNNs par l'ischémie, pourrait conduire a
I'augmentation de la possibilité d'interagir avec les récepteurs NMDA et ainsi I'augmentation
de l'activité de ces récepteurs par le tPA. Comme nous venons de le voir, ceci engendrerait
I'augmentation du calcium intracellulaire et favorisait la mort neuronale. Par ailleurs, nous
savons par la littérature que la densite de PNNs module l'efficacité synaptique des
interneurones a PV mais aussi des cellules pyramidales (Wang & Fawcett, 2012). Il est alors
possible que la défaillance des interneurones a PV ait des répercussions sur leurs fonctions
de contréle de lactivité des neurones pyramidaux excitateurs, en défaveur de la

récupération fonctionnelle.

- Al'inverse, chez les souris cKO, I'absence de tPA des interneurones a PV n’induirait pas la
potentialisation de I'influx calcique par le tPA ainsi que la mort neuronale dépendant des
récepteurs NMDA. Dans cette configuration, ces interneurones a PV continueraient
d'exercer la régulation de I'activité des neurones pyramidaux excitateurs, via leurs contacts
somatiques ou axonaux (Lewis et al, 2012), et ceci engendrerait ce phénotype de
récupération fonctionnelle plus rapide. Dans cette hypothese, le maintien d'une
hypoexcitabilité des neurones excitateurs par les interneurones a PV serait alors béenéfique.
Cela dit il ne faut une nouvelle fois pas oublier la part du tPA originaire des autres neurones,

qui pourrait influencer ces hypotheses.
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Il pourrait dont étre intéressant de réaliser les expériences d'electrophysiologie entre les
souris Ctrl et cKO, afin de savoir si la dégradation des PNNs ainsi que l'influence du tPA sur
les recepteurs NMDA a des conséquences sur les fréquences de décharge des
interneurones a PV. De plus, cela nous permettrait de savoir si les interneurones a PV
maintiennent leur action dans le contrdle de la neurotransmission excitatrice, via leurs

connexions sur les neurones pyramidaux notamment.

Pour terminer, nous pouvons également penser qu'au-dela de I'AVC ischémique, d'autres
pathologies seraient susceptibles d'étre influencées par le tPA exprimé par les interneurones
a PV dans la régulation des PNNs et la plasticité synaptique. Par exemple, dans le modele
de pathologie Tau, il a été démontré que la dégradation des PNNs par la ChABC induisait
un retour des capacités de mémorisation (Yang et al, 2015). Il serait alors intéressant d'y
étudier I'implication du tPA exprimé par les interneurones a PV dans la régulation des PNNs

ou la signalisation NMDA.
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Conclusion générale sur les résultats 1

Dans Iarticle 1, nous avons identifie le tPA au sein des interneurones FS-PV, ce qui a motive
nos recherches concernant son réle dans la régulation des PNNs. Nous avons mis en
évidence que I'absence de tPA entrainait une augmentation de la densité des PNNs dans le
cortex somatosensoriel. Parallelement, nos investigations in vitro ont démontré que la
conversion du plasminogene en plasmine par le tPA s'avérait cruciale pour la dégradation

des PNNs, notamment via le clivage de I'aggrecan.

Par la suite, nous avons montré que les souris déficientes en tPA uniquement dans les
interneurones a PV (cKO) ont une récupération fonctionnelle plus rapide que leurs contréles
apres un AVC thromboembolique, mais le mécanisme en jeu ne semble pas impliquer les
PNNs. Nous avons montré que le tPA augmente I'activation du récepteur NMDA sur les
interneurones a PV, et il reste a déterminer si cet effet pourrait expliquer la cinétique

différentielle de récupération fonctionnelle.
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2.2 Quel(s) role(s) pour le tPA endogéne aux neurones, a la phase

aigle des phénomenes excitotoxigues/ischémigues ?

Dans cette seconde étude, nous avons cherché a comprendre le rdle du tPA endogene aux
neurones, a la phase aigue de I'excitotoxicité et de I'AVC. Pour ce faire, nous avons utilisé

des modeles innovants de biologie moléculaire, in vivo chez la souris.

2.2.1 Démasquer le tPA neuronal in vivo, un défi technique

Comme nous pouvons le voir dans littérature, I'immunodétection de la protéine du tPA avec
les anticorps disponibles et les protocoles classiques de fixation/révélation reste incomplete
au niveau neuronal. Par exemple, alors qu'on détecte aisément le tPA dans les fibres
moussues de I'hippocampe, le blocage du transport-axodendritique par la colchicine est
nécessaire pour faciliter son immunodétection dans les neurones corticaux excitateurs
(Louessard et al,, 2016). Ici, nous avons utilisé des constructions permettant de démasquer
(AAV9-pPlat-GFP) ou de deléter (AAV9-pPlat-Cre-GFP) le tPA in vivo, dans les cellules
capables de I'exprimer. Ces outils ont recemment été caractérisés et validés via l'injection
d'’AAV9-pPlat-GFP dans le gyrus denté de I'hippocampe, révélant une expression
rapportrice de la GFP par les cellules granulaires et les fibres moussues, absente chez les

ANULL

souris tP . De plus, une colocalisation entre la GFP et le marquage anti-tPA dans les

fibres moussues a été retrouvée (Douceau et al., 2022).

Alors que le tropisme des AAV9 pour les neurones est reconnu (Klein et al, 2008 ; Alves et
al, 2016), certaines données démontrent aussi un tropisme pour les astrocytes (Alves et al,
2016). Mais nous n'avons pas observé d'expression de la GFP par les astrocytes apres
infection. Alves et collaborateurs avaient utilisé des constructions sous le contréle d'un
promoteur ubiquitaire (CAG, en anglais : Chicken G-actin/cytomegaolvirus) alors que nous

avons utilisé le promoteur de Plat.



Discussion résultats 2

Or, I'expression du tPA dans les astrocytes est controversée (Toshniwal et al, 1987 ; Docagne

et al, 1999 ; Louessard et al,, 2016 ; Stevenson & Lawrence, 2018).

En conditions physiologiques, certains auteurs montrent I'absence de synthese de tPA par
les astrocytes (Buisson et al, 1998), mais d'autres suggerent que les pieds périvasculaires
(Polavarapu et al., 2007) et les extensions synaptiques des astrocytes (Jeanneret et al, 2016)
expriment du tPA. En conditions pathologiques, des études ont rapporte I'expression de tPA
dans les astrocytes actives (Hultman et al, 2008). Mais dans nos expériences (Lépine et al,
2022, Prunotto et al, en préparation), ni I'insertion de la pipette, ni le LPS, ni le NMDA, ni
I’AVC expérimental n‘ont permis de visualiser la présence de GFP dans les astrocytes actives.
Ainsi, les AAV9-pPlat-GFP ne permettent pas selon nous de visualiser le tPA dans les

astrocytes, activés ou non.

Par la suite, nous avons observé que 34% des neurones expriment du tPA, ce qui est bien
supérieur aux 15% retrouvés dans une etude préceédente du laboratoire (Louessard et al,
2016). Cependant dans cet article, les auteurs avaient utilisé de la colchicine afin de bloquer
le transport axo-dendritique du tPA pour I'accumuler dans les corps cellulaires des neurones
et ainsi faciliter son immunodétection. Contrairement a nous, cette technique ne leur a pas
permis de démasquer la présence du tPA dans des neurones inhibiteurs, ce qui pourrait
expliquer la différence entre nos résultats. Aussi, il apparait que I'utilisation de la colchicine
puisse induire des crises d'épilepsie ou des convulsions chez la souris, entrainant également
de la neurotoxicité, pouvant impacter I'expression du tPA neuronal (Karami et al, 2020 ;

Reynolds & Oakley, 1984 ; Sutula et al, 1983).

Parmi les neurones a tPA, nous avons ensuite mis en évidence que 84% expriment Tbrl
(marqueur des neurones glutamatergiques) et 12% sont positifs pour le GABA (marqueur
des neurones GABAergiques). Ces résultats different de ceux obtenus dans I'article 1 (Lépine
etal, 2022) montrant que 37% des neurones a tPA étaient positifs pour le marquage GABA.
Cette divergence ne peut pas s'expliquer par la construction utilisée, sa dose, ou les

coordonnées stéreotaxiques puisqu'elles sont identiques dans les deux études.
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Nous avons récemment produit une nouvelle souche de souris, appelée Plat-IRES-CRE-
eGFP (Figure 47), exprimant la protéine eGFP ainsi que la Cre recombinase dans tous les
types cellulaires capables d'exprimer du tPA. Dans cette construction, la séquence IRES (en
anglais : internal ribosome entry site) permet de traduire deux protéines a partir d'une seule
molécule d’ARNm et ce, sous le contréle du promoteur du gene codant pour le tPA (Plat).
De plus, une cassette T2A capable de s'auto-cliver une fois traduite a été intercalée entre la
Cre et la eGFP, ce qui traduit deux protéines distinctes et non fusion, identifiables par des

marquages anti-Cre ou anti-GFP, par exemple.

Nous sommes en train de caractériser cette souche et vérifier I'expression de tPA et de la
Cre-recombinase dans les types cellulaires connus. Les premieres expériences en
microscopie confocale (Figure 47A) et en microscopie a feuillet de lumiere (en collaboration
avec Primacen a Rouen (Figure 47B), semblent indiquer la présence de la eGFP dans les

neurones du cortex et les vaisseaux sanguins.

A

488 NOIHC +; = | AF647 ANTI GFP

ANTI GFP

Figure 47 : Immunohistochimie et analyse en microscopie confocale et en microscopie a
feuillet de lumiere chez une souris Plat-IRES-Cre-eGFP. A. Photo de microscopie confocale
représentative de l'expression de la eGFP, marquée ou non par un anticorps, dans le cortex
somatosensoriel. B. Photo représentative en microscopie par feuille de lumiere de ['expression
de la eGFP (vert et rouge) dans le cortex ou les vaisseaux sanguins (barre d'échelle = 100um).
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A l'avenir, ces souris pourront aussi étre utilisees pour visualiser le tPA dans les types
cellulaires d'intérét, mais également pour le déléter par la présence de la Cre sous le

contréle de I'IRES et du promoteur Plat, via le systeme Cre-Lox.

L'utilisation des AAV nous a permis de démasquer, ou bien de déléter le tPA des neurones
transduits. Cependant, cette approche ne nous permet pas de transduire I'ensemble des
neurones mais uniquement dans la zone d'injection. Alors, pour contrer cette limite, |l
pourrait étre intéressant d'utiliser une autre souche de souris, issue du croisement de souris
nestin-Cre (Tronche et al, 1999) avec des souris tPA flox */*. Ceci permettrait d'évaluer la
part du tPA a la phase aigie des phéenomenes excitotoxiques, dans tous les types de

neurones (excitateurs et inhibiteurs) et dans plusieurs régions cérébrales.

2.2.2 L'expression du tPA par les neurones leur confere une résistance face a
'excitotoxicite

Pour comprendre le réle du tPA neuronal a la phase aigle des phénomenes excitotoxiques,
nous avons injecte 2,5 nanomoles de NMDA, comme précédemment dans I'équipe (Baron
et al, 2010). Cette dose induit des lésions de I'ordre de 14 1,5 mm? et préserve encore des
neurones 2 heures post-injection (Figure 48). D'un point de vue comportemental, notre
protocole n'induit pas de troubles évident, contrairement aux modeles utilisant de plus
grandes doses de NMDA (Lebeurrier et al, 2005 ; Lesept et al, 2016 ; Macrez et al., 201)

qui peuvent engendrer du « circling » (tourner en rond) ou des crises épileptiques.
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Figure 48 : Caractérisation de la [ésion excitotoxique induite par linjection intracorticale de

NMDA a une concentration de 2,5 nanomoles (N=5 souris par groupe).

A la suite de l'induction de I'excitotoxicité, nous avons mis a mort les animaux a des temps
tres précoces : 30 minutes, 1heure et 2 heures. Nous nous sommes spécifiguement focalisés
sur la phase aigle car nous savons, de par la littérature, que le tPA est un immediate early
gene, par exemple lors de la LTP (Qian et al, 1993). Nous pourrions d‘ailleurs vérifier qu'il
en est de méme dans nos conditions, en recherchant la présence des ARN messagers du
tPA a nos temps aigus, par hybridation in situ (en anglais : fluorescent in situ hybridization,

FISH).

Dans un premier temps, nous avons pu observer qu'a la phase la plus précoce (30 minutes
apres l'injection de NMDA), la mortalité (environ 10%) des neurones n'est pas différente,
qu'ils expriment ou non le tPA. Mais plus tard (1h et 2h), les neurones a tPA présentent une

mortalité significativement plus faible que les neurones sans tPA.

Discutons tout d'abord cette temporalité. Si I'on garde en téte la capacité du tPA a
potentialiser I'influx calcique a travers les récepteurs NMDA activés (Nicole et al, 2001), on
pourrait imaginer que le tPA neuronal « exprimerait » son effet pro-excitotoxique qu'a partir
d'un certain seuil temporel, ou sur le plan moléculaire, a partir d'un certain seuil d'influx
calcique. De maniere intéressante, Nelson et collaborateurs (Figure 49, Nelson et al., 2020)
ont montreé |'existence de deux phases d'augmentation du calcium intracellulaire post-AVC

. une premiere phase tres transitoire et précoce, puis une deuxieme phase avec une
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augmentation progressive du calcium. Ce profil serait compatible avec une premiere phase
de mort neuronale indépendante du tPA, suivie d'une phase évoluant avec la disponibilite

croissante du tPA, et donc possiblement I'acces a des cibles cellulaires/moléculaires propres.
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Figure 49 : Signal de fluorescence révélant deux phases temporelles distinctes de
concentration de calcium intracellulaire, suite a une occlusion permanente de lartere
cérébrale moyenne distale. B, C, D et E. Signal de calcium fluorescent (durée, pic et latence)
enregistré a partir de souris JaxC57 (C57BL/6J, bleu) et d'une souris CRLC57 (C57BL/6NCrl,
noir) en réponse a l'occlusion. Au moment zéro, les animaux ont été déconnectés de
['enregistrement et emmenés pour la chirurgie. Les enregistrements avant et apres la chirurgie
ont été enchainés dans la présentation des données. Le signal fluorescent est représenté
comme le changement de signal par rapport a la ligne de base, 1F/FO, ou FO est une moyenne
du signal des 15 premieres minutes d'enregistrement (Figure adaptée de Nelson et al., 2020).

En ce qui concerne la différence de sensibilité face a la mort excitotoxique entre les neurones
exprimant ou non du tPA on peut envisager diverses hypotheses : le recrutement de
récepteurs NMDA de différentes compositions (par exemple les recepteurs NMDA
contenant la sous unité GIUNZB seraient déclencheurs d'excitotoxicité et d'apoptose
neuronale alors que les récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIUNZ2A seraient

protecteurs (Zhu et al, 2018). Par ailleurs, I'effet protecteur/délétere pourrait également
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dépendre de la conformation du tPA, a savoir sc-tPA ou bien tc-tPA. On sait par exemple
que seule la forme simple chaine du tPA est capable de potentialiser I'influx calcique induit
par les récepteurs NMDA (Hedou et al, 2021 ; Parcq et al, 2012). Ces différentes pistes

restent a explorer.

2.2.3 La déléetion conditionnelle du tPA dans les neurones est délétere pour

leur survie dans un contexte excitotoxique

Nous avons voulu confirmer notre hypothese selon laquelle les neurones exprimant du tPA
seraient plus résistants a la mort par nécrose excitotoxique, en réalisant des délétions

conditionnelles du tPA uniqguement dans les neurones.

Pour ce faire, nous avons utilisé une nouvelle souche de souris C57BL/6J tPA flox */* (dont
I'exon 3 du géne codant pour le tPA est floxé par la présence de site LoxP de part est d'autre
de I'exon) et leur homologues WT (tPA flox 7). L'injection stéréotaxique d’AAV9-pPlat-Cre-
GFP nous a alors permis d'invalider spécifiguement le tPA in situ, dans les neurones
transduits par les AAV quand injecté chez des souris tPA flox */* (tPA-cKONeY) et de le

démasquer quand injecté chez des souris tPA flox 7~ (WT).

Nous avons pu observer que les neurones corticaux n‘exprimant pas le tPA meurent plus
chez les souris WT que chez les souris spécifiquement délétées en tPA dans les neurones
transduits, 2 heures apres l'injection de NMDA. Le tPA des neurones a tPA pourrait donc

avoir un effet paracrine néfaste sur les neurones voisins ne I'exprimant pas.

A notre connaissance, ce phénomene n'a jamais éte décrit dans la littérature. Pour vérifier
ce resultat, nous pourrions réaliser des expériences in vitro, dans des systemes
microfluidiques a deux compartiments distincts. Ainsi, nous pourrions avoir d'une part des
neurones corticaux issus de souris WT, et d'autre part, de neurones corticaux issus de souris
tPA Null (entierement déficientes en tPA). En ajoutant du NMDA dans les cultures, les

neurones WT, libererait du tPA qui atteindrait ensuite les neurones sans tPA.
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De plus rendre le tPA neuronal endogene fluorescent permettrait également de faire du
tracking in vitro mais également in vivo en utilisant du microscope biphotonique. Cela
renseignerait sur la localisation, le transit et les effets d’'un tPA autocrine protecteur pour les

neurones qui en possede et paracrine toxique pour les neurones voisins dépourvus de tPA.

Il serait également intéressant de realiser des cultures de neurones WT ou Null, de les
stimuler avec du NMDA puis de récupérer le milieu conditionné issus de neurones et de le

transférer sur des cultures de neurones Null, soumis a un stress excitotoxique.

Nous avons aussi observe chez les WT que tout comme dans |'expérience précédente, les
neurones a tPA présentent une mortalité plus faible que les neurones n'exprimant pas le
tPA. Ces données suggerent une nouvelle fois que les neurones a tPA sont résistants a
I'excitotoxicité. De plus, nous mettons en évidence que la mortalité des neurones a tPA est
significativement plus élevée chez les souris tPA-cKON®, dans des conditions ou le tPA a

été specifiguement délété dans les neurones transduits.

Ainsi, il y aurait alors un effet auto-protecteur du tPA pour les neurones qui I'expriment.
Cette hypothese est tres intéressante et va dans le méme sens que des résultats
précédemment publiés par le laboratoire (Lemarchand et al, 2016). En effet, méme <'ils
avaient utilisé des souris completement déleté en tPA (tPA KO), ces auteurs avaient
démontré que les neurones hippocampiques, en situation de stress induit par une OGD, se
protegent eux-mémes via un mécanisme dépendant du tPA et de ses interactions avec les
récepteurs a I'EGF. Dans un modele d'ischémie globale les auteurs rapportent également
une augmentation de l'expression du tPA des 3 heures et une augmentation de la mort
neuronale hippocampique chez les souris tPA KO. Par la suite, ils ont réalisé des procedures
d'OGD ex vivo sur des coupes d'hippocampe et ont bloqué l'interaction entre le tPA et les
recepteurs NMDA (anti-ATD-GIuN1), les récepteurs LRP (RAP) ou les récepteurs a I'EGF
(AG1478). lls ont demontre que seul le blocage de l'interaction entre le tPA et les recepteurs
a I'EGF prévenait cet effet protecteur du tPA chez des souris WT et non chez des souris tPA

Null.
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Ces donnees vont également dans le sens d'autres travaux démontrant que le tPA est
protecteur via une action dépendante des récepteurs a I'EGF au niveau des

oligodendrocytes (Correa et al, 2011).

Nous n'avons pas encore pu étudier le mécanisme impliqué dans l'autoprotection des
neurones a tPA par le tPA. Cependant, il serait tres intéressant de realiser ces mémes
expériences mais en ajoutant des conditions de blocage des voies connues pour interagir

avec le tPA. Ainsi nous pourrions par exemple :

- Injecter du Glunomab pour bloquer l'interaction entre le domaine Kringle 2 du tPA et les

récepteurs NMDA, ou bien réaliser notre modeéle sur des souris KI 784,

- Injecter du RAP pour bloquer les interactions entre le domaine Finger du tPA avec les

récepteurs LRP.

- Utiliser un antagoniste des récepteurs EGF prévenant l'interaction avec le domaine EGF-

Like du tPA, afin de comprendre le mécanisme impliquée.

Enfin, afin de vérifier que les effets observés sont dépendants ou non de l'activité

protéolytique du tPA, nous pourrions également injecter du PAI-1 ou de la neuroserpine.

Aussi, il est tout a fait possible que I'expression de tPA par les neurones en situation
excitotoxique, entraine I'activation de voies de signalisation favorisant la survie neuronale.
Dans un modele d'apoptose induite par I'OGD, il a été démontré que le tPA protégeait les
neurones corticaux grace a un mécanisme indépendant de sa fonction fibrinolytique,
impliquant I'activation de la voie de la PI3-kinase et la réduction de l'activation de la caspase-
3 (Liot et al, 2006). D'autres etudes ont suggere que le tPA endogene aux neurones est
libére en conditions excitotoxiques induisant I'expression neuronale du TNF et conduisant a
la régulation a la hausse de l'inhibiteur de la kinase dépendante des cyclines p21 et inhibant
la mort apoptotique (Haile et al, 2012). Il pourrait alors étre intéressant de réaliser a nouveau
nos expériences et de prélever les cerveaux de nos animaux WT et tPA-cKONeY pour réaliser
des Western Blot afin de révéler la présence ou non de marqueurs spécifiques de I'apoptose

tels que la caspase-3 par exemple.
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Enfin, pour terminer sur cette troisieme expérience, nous avons pu mettre en evidence une
souffrance neuronale objectivee par I'index de circularité (Ankam et al, 2018). Nous avons
observé que les neurones n'exprimant pas de tPA ont un score de circularité
significativement réduit dans la lésion 1 et 2 heures post-excitotoxicité et que la délétion du

tPA dans les neurones a tPA entrainant également ce phénotype allongé.

Ainsi, ceci est la traduction morphologique que la présence de tPA dans les neurones leur
confere une résistance face a l'excitotoxicité. Cet index de circularité n‘avait, a notre
connaissance, pas éte utilise pour qualifier la mortalité neuronale, cependant, il permet de

confirmer nos précédents resultats.

2.2.4 Et dans un contexte ischémique ?

Suite a nos précédentes observations d'un tPA a double face (protecteur pour les neurones
qui en possedent et déléteres pour les neurones n'en possédant pas), nous avons voulu
savoir si ce phénomene était egalement present a la phase precoce de I'AVC ischémique.
Nous avons induit un AVC thromboembolique par injection de thrombine au niveau de
Iartére cérébrale moyenne, chez des souris tPA flox */* et 7~ préalablement infectées par
I'AAV9-pPlat-Cre-GFP. Ce modele d’AVC, développé en 2007 au laboratoire (Orset et al,
2007), est le premier modele chez la souris permettant de réaliser une thrombolyse comme
en clinique, avec aussi une fenétre thérapeutique précise (Orset et al., 2016). Selon la théorie
(Dirnagl et al, 1999) la vague excitotoxique aurait lieu au stade précoce de I'AVC et c'est a
ce stade que nous nous sommes intéeressés. Dans notre modele, nous avons observe des
lésions ischémiques relativement diffuses, de I'ordre de 5 & 10 mm? 6 heures post-occlusion.
Ces donneées convergent avec celles de de Drieu et collaborateurs (Figure 50, Drieu et al,
2020) montrant des Iésions de I'ordre de 10mm? & 6 heures post-occlusion alors qu'a 24h
et 48h, la Iésion est maximale (20-22 mm?), puis régresse. Nous avons donc mis & mort les
animaux juste apres [IIRM, 6 heures post-ischémie, pour des analyses

immunohistochimiques.
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Figure 50 : Image IRM 12, représentative du volume de lesion induit par 'AVC ischémique (A)
et quantifications associées (B) (Drieu et al., 2020).

Grace a I'lRM de perfusion (en anglais : arterial spin labeling, ASL), nous avons pu observer
que les deux génotypes ne se distinguent pas, et présentent une hypoperfusion identique,
par rapport au cortex controlatéral. Mais sur le plan lésionnel, les souris dont le tPA a été
délété dans les neurones (tPA-cKONeY) présentent des volumes de Iésions plus grands que
leurs homologues WT, en particulier dans la zone de diffusion des AAV, suggérant un réel
effet de la delétion du tPA dans les neurones dans I'aggravation de la lésion ischémique a
6 heures. Notons que la sequence IRM T2 utilisée n'est pas optimale pour quantifier les
lésions ischémiques precoces, et qu'il serait pertinent d'utiliser d'autres séquences, tel que
le coefficient de diffusion apparent (en anglais: apparent diffusion coefficient, ADC,

(Mintorovitch et al,, 1991 Ito et al., 1996).

Nos analyses immunohistochimiques montrent que la mortalité des neurones a tPA est
moins importante que celles des neurones n‘exprimant pas de tPA, chez les souris WT. Une
nouvelle fois, nous démontrons une résistance des neurones a tPA face a la mort neuronale
induite cette fois-ci par I'AVC ischémique. Cette différence n'est pas retrouvée lorsque le

tPA des neurones est délété, chez les tPA-cKONeY,
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De maniere étonnante, contrairement a nos observations dans le modele d'injection
corticale de NMDA, nous n‘observons plus d'effet paracrine toxique du tPA neuronal sur les
neurones non tPA voisins. Ceci pourrait résulter des mécanismes pathogenes plus
complexes mis en jeu lors de I'AVC que dans I'excitotoxicité pure. Il serait donc pertinent
d'explorer davantage ces pistes meécanistiques, qui aux stades précoces pourraient
dépendre de I'hypoxie/absence de glucose, du statut énergétique, des phénomenes de
dépolarisation (spreading depression, dépolarisation neuronale locale), de la premiere
phase de perméabilisation de la BHE et/ou de l'infiltration de cellules immunitaires (Prakash

& Carmichael, 2015 ; Puig et al,, 2018 ; Qin et al, 2022).

On sait par exemple que I'nypoxie est un activateur puissant de la voie du facteur de
transcription HIFT (HIF, en anglais : hypoxia inductible factor), qui active la synthese de
nombreux acteurs de la cascade ischémique, impliqués par exemple dans l'initiation de
I'apoptose (Bruick, 2000 ; Sowter et al, 20071), I'etat d'activation des cellules endothéliales
(donc la perméabilité de la BHE, Simard et al, 2010 ; Yang et al, 2019), ou encore la

neuroprotection (Mitroshina et al, 2021).

Pour I'ensemble des conclusions de notre étude montrant des différences entre les
neurones exprimant ou non du tPA, et dans diverses situations physiopathologiques
(normales, excitotoxiques ou ischémiques) il serait intéressant de compléter nos travaux par
des analyses de sequence d’ARN (RNA sequencing). Les analyses des familles fonctionnelles
qui seront differentiellement activees/inhibées pourraient nous apporter d'importantes

pistes pour comprendre, et donc moduler, la complexité d'action du tPA neuronal.
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2.2.5 L'effet protecteur du tPA est-il sensible au phénotype neurochimique

des neurones qui I'expriment ?

Le systeme GABAergique est impliqué dans I'évolution de la Iésion ischemique post-AVC,
en maintenant une hypoexcitabilité dans la pénombre par l'inhibition de I'excitabilité des
neurones excitateurs (Carmichael, 2012 ; Alia et al,, 2016). Le blocage des récepteurs GABA
entraine d‘ailleurs une amélioration de la récupération motrice post-AVC en diminuant
I'inhibition des neurones dans la zone péri-lésée et en augmentant ainsi la transmission
glutamatergique (Clarkson et al, 2010 ; Lebrun et al, 2022). Alors, nous nous sommes
demandés s'il existait une sensibilité différentielle des neurones a tPA dans ce contexte
ischémique, en fonction de leur phénotype neurochimique (glutamatergique ou
GABAergique). Nous avons pu observer que les neurones a tPA excitateurs et inhibiteurs
étaient tous deux protéges, contrairement aux neurones excitateurs et inhibiteurs delétés
en tPA (tPA-cKONeY) et n'avons pas observé de sensibilité différentielle entre les neurones a

tPA excitateurs et inhibiteurs.

Il serait intéressant de réitérer cette expérience sur des souris issues de croisements entre

+/+

des souris tPA flox”* et des souris emx1-Cre ou nkx2.1-Cre pour déléter le tPA
respectivement dans les neurones excitateurs (Gorski et al, 2002 ; Guo et al, 2000) ou

inhibiteurs (Xu et al., 2008).

Il convient de finir sur la remarque suivante : I'utilisation des AAV-Cre-GFP peut induire de
la neurotoxicité, notamment dle a des agrégats de noyaux de la protéine GFP (Ansari et al.,
2016), mais aussi augmenter l'activation des astrocytes et de la microglie, des 5 semaines et
jusqu'a 10 semaines post-injection (Boch et al,, données non publiées, présentée au congres
NeuroFrance a Lyon). Nous n'avons pas observe de tels issues, probablement car leur
volume d'injection est supérieur au notre (2 x 1 micro litres contre 2 x 0.25 micro litres), et
que notre vitesse d'injection de 0,2 micro litres par minute, permet de réduire au maximum

les effets indésirables liés a I'injection intracorticale.
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Cela dit, afin de s'assurer que les effets observés dans notre etude, ne soient pas liés a la
neurotoxicité induite par la GFP, nous pourrions utiliser une autre protéine fluorescente dans
nos constructions AAV. Effectivement, les protéines CFP (en anglais : cyan fluorescent
protein) et YFP (en anglais : yellow fluorescent protein) semblent étre moins toxiques et

pourraient étre considérées a l'avenir (Taghizadeh & Sherley, 2008).

En outre, il serait tres pertinent d'ajouter des données a 24 heures post-ischémie car cela
permettrait de conclure sur un réle protecteur du tPA vig une réduction du volume de Iésion
ou bien un retardement dans sa formation, suggérant que cette différence est rattrapée a

24 heures.
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Conclusion générale sur les résultats 2

Dans notre seconde étude (article 2), nous avons démontré la présence du tPA au sein des

neurones corticaux via I'utilisation des vecteurs AAV9-pPlat-GFP.

Dans un contexte excitotoxique, nous avons demontré que les neurones exprimant le tPA
présentent une résistance accrue par rapport a leurs homologues dépourvus de cette
protéine. De plus, nous avons mis en lumiere le double réle des neurones a tPA lors de
I'excitotoxicité : ils se protegent eux-mémes tout en exercant un effet toxique paracrine sur

les neurones voisins non dotés de tPA.

Enfin, dans un contexte d'ischémie thromboembolique, nous avons également observé un
effet protecteur du tPA neuronal, se traduisant par des volumes de lésions ischémiques
réduits par rapport aux animaux ayant subi une délétion spécifiqgue du tPA au niveau
neuronal. L'effet bénéfique autocrine existe aussi a la phase precoce de I'AVC et concerne

aussi bien les neurones GABAergiques que glutamatergiques.
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L'article 1 revele que les interneurones GABAergiques a parvalbumine expriment du tPA et
que celui-ci controle la densité des réseaux périneuronaux (PNNs). En effet, ce tPA, en
convertissant le plasminogene en plasmine, dégrade I'aggrecan, un constituant majeur des
PNNs. Par ailleurs, dans un contexte ischémique, nous démontrons que les souris déficientes
en tPA uniquement dans les interneurones a PV (cKO) ont une récupération fonctionnelle
plus rapide que les souris contréles, par un mécanisme qui ne semble pas dépendre des
PNNs. De plus, nous avons demontré que le tPA augmente I'activation du récepteur NMDA
des interneurones a PV, mais il reste a déterminer si cet effet contribue a la différence de

récupération fonctionnelle post-ischémique.

L'article 2 indique qu'1/3 des neurones du cortex somato-sensoriel expriment du tPA. Les
neurones a tPA sont moins sensibles a l'excitotoxicité induite par le NMDA que les neurones
qui n'expriment pas de tPA. De plus, en situation excitotoxique, les neurones a tPA ont un
double réle : ils se protegent eux-mémes, mais ont un effet toxique paracrine sur les
neurones voisins dépourvus de tPA. Par ailleurs, les animaux déficients en tPA dans les
neurones du cortex somatosensoriel montrent des lésions excitotoxiques/ischémiques plus

graves que les animaux témoins.

Si I'on confronte I'ensemble de nos travaux présentés dans ce manuscrit, nous
pourrions conclure que le tPA exprimé par les interneurones a parvalbumine aurait un
impact plutdt négatif sur la récupération fonctionnelle apres un AVC (Article 1) et que les
neurones GABAergiques seraient auto-protéges par leur tPA (Article 2). Ainsi, cette
protection pourrait finalement se révéler néfaste pour la réecupération fonctionnelle, en
maintenant une hypoexcitabilité des neurones excitateurs. Ces données soulignent
I'importance de ne pas borner les études a uniquement des observations histologiques et

que ces dernieres doivent s'accompagner de démonstrations fonctionnelles et finalistes.
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Abstract

Despite an apparently silent imaging, some patients with mild traumatic brain injury (TBI) experience cognitive dys-
functions, which may persist chronically. Brain changes responsible for these dysfunctions are unclear and commonly
overlooked. It is thus crucial to increase our understanding of the mechanisms linking the initial event to the functional
deficits, and to provide objective evidence of brain tissue alterations underpinning these deficits. We first set up a murine
model of closed-head controlled cortical impact, which provoked persistent cognitive and sensorimotor deficits, despite
no evidence of brain contusion or bleeding on MRI, thus recapitulating features of mild TBI. Molecular MRI for P-selectin,
a key adhesion molecule, detected no sign of cerebrovascular inflammation after mild TBI, as confirmed by immunos-
tainings. By contrast, in vivo PET imaging with the TSPO ligand ['®F]DPA-714 demonstrated persisting signs of neuro-
inflammation in the ipsilateral cortex and hippocampus after mild TBI. Interestingly, immunohistochemical analyses
confirmed these spatio-temporal profiles, showing a robust parenchymal astrogliosis and microgliosis, at least up to
3 weeks post-injury in both the cortex and hippocampus. In conclusion, we show that even one single mild TBI induces
long-term behavioural deficits, associated with a persistent neuro-inflammatory status that can be detected by PET
imaging.
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Cumulative epidemiological data show that moder-
ate or severe TBI, and very likely mild TBI, are impor-
tant risk factors for disabilities (the so-called “silent
epidemic™), including neurodegenerative diseases or
psychiatric disorders.*® The sparse quantitative esti-
mations vary greatly, but patients with mild TBI may
suffer from physical symptoms, cognitive dysfunctions,
anxiety, depression, post-traumatic stress disorder, that
risk to interfere with professional or social life.'”*
Mild TBI is thus a serious condition and it is important
to predict who are at risk patients and to understand
the underlying pathogenic mechanisms. The current
armamentarium remains insufficient, but imaging, or
multimodal imaging is likely a key to success for
these goals.

After the initial biomechanical injury, TBI induces
a progressive secondary injury, which includes a
neuroinflammatory response.” Accordingly, the ability
to monitor inflammatory responses can have major
diagnostic/prognostic implications for TBI. Beside
plasma/CSF biomarkers, some brain biomarkers of
inflammation can be targeted in humans by molecular
imaging such as single photon emission computed
tomography (SPECT) or positron emission tomogra-
phy (PET). In this context, highly sensitive imaging of
neuroinflammation is available using translocator
protein (TSPO) PET ligands. Indeed, brain imaging
of TSPO is now recognized as a relevant index of
active microglia and is increasingly used in acute
brain injuries such as stroke'® neurodegenerative dis-
eases such as Alzheimer’s disease and multiple sclero-
sis,'!2 and moderate to severe TBL'? In parallel,
molecular magnetic resonance imaging (MRI) to
study endothelial activation has recently emerged as
a promising axis of research,'® with solid proof-
of-concept studies in animal models. The recently
developed contrast agents called micro-sized particles
of iron oxide (MPIO) have significantly improved
molecular MRI sensitivity and specificity. MPIOs
harboring antibodies against adhesion molecules
recruited at the endothelial luminal membrane
(including VCAM-1 and P-selectin), have proven as
highly relevant MRI tools to detect neuroinflamma-
tion in various pathological conditions,'” 7 including
transient ischemic attack for which —like for miTBI -
conventional MRI shows no evidence of brain
infarction."®

Here, in mice, we tailored a model of miTBI below
any detectable damage by conventional MRI, to test
whether miTBI is associated to selective cognitive def-
icits and whether advanced translatable imaging of
inflammation by molecular MRI or PET may inform
on functional post-TBI sequelae.

Material and methods

Ethics

All experiments were performed and reported in accor-
dance with the Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments (ARRIVE) guidelines (http://www.nc3rs.
org.uk'”) in accordance with French laws (act no.
87-848; Ministere de I’Agriculture et de la Forét),
European Communities Council Directives of
November 24, 1986 (86/609/EEC) guidelines, and
have been approved by the ethical committee (authori-
zation number #15301). The Mario Negri Institute
adheres to the principles set out in the following laws,
regulations, and policies governing the care and use of
laboratory animals: Italian Governing Law (D.lgs
26/2014; Authorization no.19/2008-A issued March 6,
2008 by Ministry of Health). They were reviewed and
approved by the Mario Negri Institute Animal Care
and Use Committee which includes ad hoc members
for ethical issues, and by the Italian Ministry of
Health (Decreto no. D/07/2013-B and 301/2017-PR).

Animals

Experiments were performed on two months-old male
Swiss mice (35-45g; Centre Universitaire de
Ressources Biologiques, Normandy University, Caen,
France) or on male C57BL/6] mice (20-24 g; from
Envigo for the Istituto di Ricerche Farmacologiche
Mario Negri). Animals were housed at 21°Cina 12h
light/dark eycle with food and water with ad libitum
free access. For each experiment, the number of ani-
mals used has been approved by the ethical committee.
Sample sizes have been defined via an online power
analysis tool (https://clincalc.com/stats/samplesize.
aspx) and/or on our expertise.

Surgical procedure for traumatic brain injury

For surgeries, mice were anesthetized with isoflurane
5% and maintained under anesthesia with 1.5-2.5%
isoflurane in a 70%/30% gas mixture (N,O/O;). The
body temperature was maintained at 37+0.5°C
throughout using a feedback-regulated heating
system. Breathing was constantly checked and adjusted
with anesthesia level. A sagittal incision (not midline to
avoid major bleeding) was made to expose the skull.
Mice were placed on a stereotaxic frame, and the head
was maintained using both nose and ear bars. The
whole body was elevated using a 3cm-high box to
limit contrecoup injuries. Then, the left parietal skull
was cleaned with a cotton bud. Close-head controlled
cortical impact (CCI) brain injury was induced using a
3 mm diameter rigid impactor driven by an electromag-
netic controlled impact device (ImpactOne, Leica®®)
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rigidly mounted at an angle of 20° from the vertical
plane and applied between the bregma and lambda of
the left exposed skull (deformation depth was either
1.5mm for mild TBI (miTBI) and 2mm for moderate
TBI (modTBI); velocity: 5.0 m/s; time of impact: 0.2s,
see schematic cartoon in Fig. S1). Using these two
depths, skull fractures were not detected in miTBI
mice, but were present on modTBI mice. Mice were
sutured and placed in a separate box until recovery
(i.e., restoration of a normal gait). Sham animals
were subjected to the same procedure, except that
they did not receive any impact.

As positive controls of molecular imaging, a series of
mice was either injected with LPS in the striatum (1 pg)
or subjected to severe TBI, induced by a 1 mm depth
impact after craniectomy, as described earlier.?!

MRI of brain lesions

Mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane in
30/70% O,/N>0O and then maintained under anesthesia
during all the experiment with 1.5-2.5% anesthesia in
30/70% 0Oy/N,O. Imaging was carried out on a
Pharmascan 7T/12cm system using surface coils
(Bruker, Germany). T2-weighted sequences were used
to visualize oedema formation at 1, 7 and 21 days post-
TBI using MSME sequences (multi-spin multi-echo):
TE/TR: 51 ms/2500ms TE/TR 33ms/2500ms with a
70%70%500 um®  spatial resolution. Haemorrhagic
events were assessed using T2*-weighted sequences
(TE/TR: 7.7ms/500ms TE/TR 8.7064 ms/500 ms).
Lesion size was calculated using Image J software
(v1.52k, NIH).

Behavioural assessments

A separate group of animals was subjected to behav-
ioural tests before and after inducing mild or moderate
TBI. Based on the literature,zz’23 our minimally inva-
sive sham procedure was not expected to impact the
behavioural parameters measured per se, so that no
sham animals were included. Mouse weight was mon-
itored before each behavioural assessment, the day and
the day after the surgical procedure. A control MRI
(T2 and T2%*) session was systematically performed 24 h
after surgery to exclude animals with lesion and/or
bleeding. One mouse with moderate TBI died a few
days after surgery and two mice displayed brain hae-
morrhage after mild TBI; these three animals have thus
been excluded from further analyses.

Place recognition test. Spatial memory was tested 7 days
before and 7 and 21 days after mild TBI (n= 10 mice/
group) in a white plastic Y-maze with three identical
arms (34 x7x 14.5cm). Mice were tested after a

two-session procedure with a 2h30 intersession interval,
as previously described.” During the acquisition ses-
sion, one arm was randomly closed with a guillotine
door. The position of the closed arm was chosen ran-
domly among the three arms. Each mouse was placed
in one of the two other arms (arms A and B), with its
head facing away from the center of the maze) and
allowed to explore the two accessible arms for 5min.
Mice were then placed in their home cage for 2h30
before being subjected to the retention test, in which
they had free access to all three arms for 5min. The
number of visits to each arm (considered only when the
mouse passed two-thirds of the arm) was recorded for
each session. Spatial memory was assessed through the
comparison of the percentage of visits in each arm for
the Smin of the retention test. In the absence of defi-
cits, the percentage of visits in the new arm is higher
than 33% (the threshold of random visit).

Open field Mice were placed in a squared box
(31.5x31.5cm) for 10 minutes as previously
described,” 7 days before and 7 and 21 days after
mild TBI (n=10 mice/group). Animals were video-
tracked (DMK 21AF04, The Imaging Source®) and
distance and velocity were analyzed with EthoVision
XT 11.5 software (Noldus). Additionally, a central
region of 15 x 15cm was defined, and the percentage
of time spent in the center area was measured to assess
anxiety-like behaviour. Rodents typically spend more
time exploring the periphery of the arena by walking
along the walls (thigmotaxis) than the central area.”®

Targeting-moiety conjugation to MPIOs and
molecular imaging

Microparticles of iron oxide (MPIOs; diameter
1.08 um) with p-toluenesulphonyl reactive surface
groups (Invitrogen) were used for peptide conjuga-
tion.'® Purified polyclonal goat anti-mouse antibodies
for P-selectin (R&D Systems, clone AF737) were cova-
lently conjugated to MPIOs in borate buffer with
ammonium sulphate (pH 9.5), by incubation at 37°C
for 48h. The specificity of these MPIOs targeting
P-selectin has been validated in a previous study.'®
MPIOs were then washed in phosphate buffered
saline (PBS) containing 0.5% bovine serum albumin
(BSA) at 4°C and incubated for 24h at room temper-
ature, to block the remaining active groups. MPIOs
were rinsed in PBS (0.1% BSA) and stored at 4°C.
Imaging was carried out at Cyceron on a
Pharmascan 7T/12cm  system using surface coils
(Bruker) or at IRFMN on a 7T Bruker Biospec
(Ettlingen, Germany) running ParaVision 6.01 and
equipped with a quadrature cryogenic surface coil
as transmitter and receiver. Three-dimensional
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T2*-weighted gradient echo imaging with flow com-
pensation (GEFC) (spatial resolution of
70 x 70 x 70 um?), TE/TR 13.2ms/200ms and a flip
angle (FA) of 21° was performed to visualize MPIOs.
Specifications with the 7T Bruker Biospec system
were the followings: resolution of 80 x 80 x 80 um?,
TE/TR =7.5ms/50ms, FA of 14°. A baseline GEFC
image was acquired before and after MPIO injection
to evaluate the percentage of signal variation.

MRI acquisitions started immediately after the
intravenous injection of MPIOs (200 pl of 2mg Fe/kg
of conjugated MPIOs) and lasted 17-20 min. The qual-
ity of conjugated MPIOs was systematically checked in
a mouse that received an intrastriatal injection of lipo-
polysaccharide (1pl, 1mg/kg; coordinates: 0.5mm
anterior, 2.0mm lateral, —3mm ventral from the
Bregma).

Furthermore, a high-resolution angiography was
performed using a 3D-FLASH sequence suppressing
signals from static tissue (Field of view (FOV)=
30 x 16 x 8.4mm? Resolution 100 x 100 x 100 pm;*
FA of 80°; TE/TR =3.1ms/16 ms; Number of average
(NA)=6; scan time: 16 min), only in mice subjected to
the severe TBI model.

[3H]DPA-714 autoradiography

Seven days (n=7 mice/group) or 21 days (n= 6 mice/
group) after mild TBI, brains were harvested, frozen in
isopentane cooled at —35°C and stored at —80°C.
Coronal brain sections 20-pm thick (coordinates:
Bregma —2.30mm according to Franklin & Paxinos)
were sliced using a cryostat at —20°C (CM 3050S™,
Leica, Germany), collected on gelatin-coated slides and
stored at —80°C for at least 4 days. The density of
TSPO binding sites was measured by ex vivo autora-
diographic experiments using [PH]DPA-714 (Molar
activity 2.01 GBgq/umol).?”*® Brain sections were
allowed to equilibrate at room temperature (RT) for
3 hours and then incubated with 1nmol/L of [*H]
DPA-714 in 50mmol/L Tris—=HCI buffer pH 7.4 at
RT for 60 minutes. The non-specific binding was mea-
sured in the presence of | pmol/L PK-11195 (Sigma
Aldrich, Lyon, France). Sections were rinsed twice in
ice cold buffer (4°C) for 5 minutes, then briefly in dis-
tilled water at 4°C and dried at RT. Acquisitions were
compiled over a period of 4 hours using the
B-imager ™ 2000 (Biospace Lab, Paris, France). Four
sections were analyzed per mouse. ROIs were manually
drawn on the ipsi- and contro-lateral hippocampus and
frontal cortex. The level of bound radioactivity was
directly determined by counting the number of
B-particles emitted from the delineated area using the
p-vision software (Biospace Lab, France). The radio-
ligand signal in the ROIs was expressed as counts per

minute per square millimeter (cpm/mm?). Specific
binding was determined by subtracting nonspecific
binding from total binding.

MicroPET experiments

PET experiments were conducted 21 days post mild
TBI (5 mice). ['*F]DPA-714 was prepared as described
elsewhere” and obtained with a molar activity of 96
GBg/umol at the time of injection. Mice were deeply
anesthetized with isoflurane at 4-5% in O, and
maintained with 1.5-2% isoflurane during scanning.
Mice were placed on a thermo-regulated bed
(Minerve, France) in the prone position with a nose
cone. Acquisitions were made on a microPET-CT
SuperArgus system (Sedecal, Madrid, Spain) which
has an effective axial/transaxial FOV of 4.8/6.7cm, a
spatial resolution less than 2mm and a sensitivity
above 2.5% in the whole FOV. Before PET acquisition,
a 5-minute computed tomography (CT) scan was
acquired for attenuation correction. ['*F]DPA-714
was administered into the tail vein as a bolus (22 +
1 MBq). During the 50 minutes of PET acquisition,
the respiratory rate and body temperature were moni-
tored and kept as constant as possible.

The PET list-mode scans were rebinned into
27 frames: 4 frames of 10-seconds followed by 4 of
20-seconds, 4 of 60-seconds, 14 of 180-seconds, and
1 of 120-seconds. Each scan was corrected for ran-
doms, scatter and attenuation, and the images were
reconstructed using a 2D OSEM algorithm (GE
Healthcare, France) into voxels of 0.3875 x 0.3875 x
0.775mm’. Dynamic PET images were corrected for
partial volume effect using a Reblurred Van Cittert
approach.’® The estimation of the system point
spread function (PSF) was slightly narrowed to avoid
Gibbs ringing artifacts. Data summed over the entire
acquisition were used for image registration. Since
brain anatomy is very similar for mice of similar
weight relatively to PET resolution, registration was
accomplished as a rigid body transformation, with no
warping or scaling. Each summed scan was individually
smoothed with a Gaussian filter to improve the signal-
to-noise ratio and to reduce the bias of misregistration
into Mirrione template space. For this smoothing, a
kernel of 0.6 x 0.6 x 0.6mm® FWHM was used. Each
scan was coregistered using PMOD v3.4 softwarc
(PMOD Technologies Ltd, Switzerland) to a '*FDG
PET template in Mirrione coordinates using a mutual
information similarity function with Powell’s conver-
gence optimization method.’' The registered images
were then used to create a template that was also reg-
istered to Mirrione space. Finally, all initial PET
images were registered again to this template.
The results were visually checked for misregistration.
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To normalize the ['*F]DPA-714 uptake, tissue activity
was divided by the average whole brain activity. Each
voxel of the 3D volume was paired with its correspond-
ing contralateral voxel. Based on the Mirrione’s tem-
plate, regions of interest of at least 50 contiguous
significant voxels were drawn from the z-score map
using PMOD v3.2 software (PMOD Technologies
Ltd, Switzerland). These regions of interest were then
applied to individual ['"*F]DPA-714 images to retrieve
['"8FIDPA-714 uptake values in each brain.

Immunohistochemistry

One, 7 or 21 days post-TBI, deeply anesthetized mice
were transcardially perfused with cold heparinized
saline (15mL) and fixed with 100 mL of 2% parafor-
maldehyde and 0.2% picric acid phosphate buffer (pH
7.4) (n=4 or 6 mice/group). Brains were post-fixed
with 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid phos-
phate buffer (18 hours; 4°C) and cryoprotected
(sucrose 20% in PBS; 24 hours; 4°C) before freezing
in Tissue-Tek (Miles Scientific, Naperville, 1L, USA).
Cryostat-cut sections (10 um-thick sections) were col-
lected on poly-lysine slides and stored at —-80°C
before processing.

Sections were co-incubated overnight with rabbit
polyclonal anti-mouse Ibal (1:1000, Wako 019-
19741), rat polyclonal anti-mouse CD68 (1:1000,
Abcam 53444), goat polyclonal anti-mouse P-selectin
(1:1000, RD System AF737), chicken polyclonal anti-
mouse GFAP (1:2000, Abcam 4674), sheep anti-
fibrinogen (1:10000, kind gift from Dr. E. Angles
Cano) and rabbit polyclonal anti-mouse Laminin
(1:1500, Abcam 11575). Primary antibodies were
revealed by using Fab’2 fragments of Donkey anti-
rabbit linked to FITC or Cy5, anti-rat linked to Cy3,
anti-goat IgG linked to FITC (1:600, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, USA). Infiltrated
immunoglobulins were detected with a Cy3-
conjugated Donkey Anti-Mouse 1gG (1:600, Jackson
ImmunoResearch 715-165-150). Washed sections were
coverslipped with antifade medium containing DAPI.
Epifluorescence images were digitally captured using a
Leica DMG6000 epifluorescence microscope-coupled
coolsnap camera, visualized with Leica MM AF 2.2.0
software (Molecular Devices, USA) and further proc-
essed using ImagelJ 1.52k software. Data collection and
analyses were performed in a random order and blind
to the experimental group, as well as to the ipsi/con-
tralateral side. The quantifications were done in both
ipsi- and contralateral cortices and hippocampi. A total
of 15 to 18 images were quantified per animal. The
number of astrocytes, microglia, activated microglia
as well as infiltrated/perivascular macrophages were
quantified in a total of 9 to 12 regions of interest,

divided in ipsi- versus contralateral sides of the TBI.
We then compared the average number of cells between
ipsi- and contralateral sides of the TBI. We also quan-
tified the number of cells in sham animals that under-
went all the surgical procedures but the TBI.

Statistical analyses

Results are the mean £ SD. For immunohistochemical
analyses, cell counts were compared between ipsilateral
versus contralateral regions of interest by the non-
parametric Wilcoxon paired test. For cognitive func-
tions (Y maze test and open field test), variables were
compared by 2-way ANOVA followed by multiple
comparisons with FDR corrections. For autoradiogra-
phy, comparisons between the binding both sides were
performed using the 2-way ANOVA and Bonferroni
post-hoc test. The level of significance was p < 0.05.
The intra-animal comparison of ['*F]DPA-714 uptake
between the ipsi- and contra-lateral sides in a brain
area was performed using a Student 7-test (normality
was assessed using the Shapiro-Wilk test) . For the
in vivo microPET experiment, individual differences
were calculated between paired voxels; 3D z-scores
maps were calculated using a paired Wilcoxon non-
parametric test. The statistical threshold was set at
p<0.0l. All statistical tests were performed using
GraphPad Prism software v9, San Diego, USA. All
the experiments were done in a blind manner, and
blinding was revealed after all analyses were processed.

Results

Despite the lack apparent lesion on conventional
MRI, a single mild TBI induces persistent
behavioural deficits

We first characterized our model of closed-head CCI to
tailor the biomechanical injury to a degree not associ-
ated with brain damage on conventional MRI, thus
mimicking one single mild TBL. Two depths of CCI
(Figure 1(a)) were analyzed by MRI 24h after TBI
(Figure 1(b)). Impact immediately induced a respirato-
ry arrest that was similar in both groups (Fig. S2,
t=33.18sec in miTBI;, t=57.27sec in modTBI,
p=0.1024, n=11 mice/group). CCI at 1.5mm depth
did not induce any skull fracture and did not translate
into measurable parenchymal lesion or bleeding on
MRI (Figure 1(b)). By contrast, CCI at 2.0 mm depth
led to a skull fracture, bleeding in the parenchyma in
some animals, and to a 6 mm® edematous lesion
(n=7-8 mice/group; Figure 1(b)). Based on these
imaging findings, we thus selected CCI at 1.5mm as a
model of mild TBI (miTBI) and CCI at 2mm as a
model of moderate-to-severe TBI (modTBI).
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Figure |. Mild TBI is undetectable by conventional MRI but induces long-term behavioural deficits. (a) Experimental design showing
that two depths of impact (1.5 mm: mild TBI; 2 mm: moderate TBI) have been compared in the CCl model. (b) Representative
T2-weighted (contusion) and T2*-weighted (hemorrhage) MRI acquisitions and corresponding quantifications 24 hours after mild or
moderate TBI. n=7/8 mice/group. *p < 0.05 vs mild TBI; **p < 0.01 vs mild TBI; **p < 0.001 vs mild TBI, Mann-Whitney test;

#b < 0.05 vs d0; *p < 0.01 vs dO, Wilcoxon paired-test. Red arrows indicate the site of impact. (c) Measures of mouse weights 7 days
before TBI, and day 0, |, 7 and 21 days after TBI. (d) Schematic representation of Y maze behavioural test and quantifications of the
percentage of entries in the new arm 7 days before and 7 and 21 days after mild or moderate TBI and (e) Representative sample traces
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##5 < 0.01 vs d-7 Wilcoxon paired-test.



2222

Autres travaux

Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism 42(12)

We then compared functional outcome after miTBI
versus modTBI, as a function of time, before and after
TBI. In both groups, mice lost weight 24 h after surgi-
cal procedure. Interestingly, miTBI mice recovered
their weight at 7 days, while modTBI mice did not
(Figure 1(c)). Four mice (out of 11) displayed circling
episodes after modTBI (none in the miTBI group).
These animals were not excluded from the study but
contributed to the heterogeneity of the results. Spatial
memory was evaluated using the Y maze 7 days before,
then 7 and 21 days post-TBI (Figure 1(dl1)). As
expected, mice from both groups were initially able to
differentiate the new arm from the old arms (number of
entries >33.33%; Figure 1(d2)). However, mice were
no longer able to discriminate old arms and the
newly open arm 7 days after miTBI or modTBI (respec-
tively p=0.30 and p=0.75 compared to 33.33%;
Figure 1(d2)). Interestingly, this deficit was only tran-
sient in the miTBI group (38.2%, p=0.004 compared
to 33.33% at d+21) but not in the modTBI group
(35.4%, p=0.32 compared to 33.33% at d+21;
Figure 1(d2)).

We also evaluated the general activity of mice using
the open field test (Figure I(el)). We found an impor-
tant decrease in the total distance (—36% d+7- and
d+21 vs before surgery, Figure 1(e2)), the velocity
(=37% d+7 and d+21 vs before surgery; Figure 1
(e3)), and the time in movement (—26% and —28%
d+7 and d+21 vs before surgery; Figure 1(e4)) in
miTBI animals 7 and 21 days after miTBI. Velocity,
distance and time in movement were significantly
higher in modTBI animals versus miTBI animals. We
did not detect any anxiety-like behaviour, since animals
did not reduce their time spent in the center of the open
field after surgery (Figure 1(e5)).

Altogether, these data highlighted that this mouse
model of single miTBI induces persistent behavioural
deficits without any evidence of a cerebral lesion on
conventional imaging.

Mild TBI does not induce cerebrovascular
inflammation

In the absence of macroscopic lesion, we suspected that
subtle cerebrovascular alterations may explain these
behavioural deficits. In a previous study, we found in
a mouse model of transient ischemic attack, that while
conventional MRI detects no damage, molecular MRI,
using MPIOs targeting the adhesion molecule P-
selectin, allows a sensitive detection of an area of cere-
brovascular inflammation.'® We postulated that miTBI
could as well induce an activation of the cerebral endo-
thelium, and we thus transposed molecular imaging of
P-selectin to our model, 1, 7 or 21 days post-miTBI
(Figure 2). MPIOs coated with antibodies against

P-selectin were indeed able to bind the cerebral endo-
thelium challenged by LPS-induced inflammation
(Figure S3A for molecular MRI and S3B-C for immu-
nohistochemistry). However, ultrasensitive MRI after
administration of woP-selectin MPIOs in miTBI
mice did not detect any positive signal on MRI
1- (Figure 2(a) and (b); n=4 mice/condition), 7- or
21-days post miTBI (Figure 2(al); n=6 mice/time).
Sham animals and modTBI animals did not show
any P-sel signals after 1 day (Figure 2(d)). The absence
of P-selectin expression was confirmed by immunohis-
tochemistry, with all six animals per group showing no
signal at all (Figure 2(e); n =6 mice/time). These data
coincide with the absence of any leukocyte infiltration
into the brain parenchyma after miTBI (data not
shown). The lack of molecular MRI signal was not
due to a failure of the technique: in a model of severe
TBI (Figure S3D-H), oP-selectin MPIOs induced a
strong signal in the ipsilateral hemisphere (Figure 2
(f)), which coincides with P-selectin expression by
immunohistochemistry (Figure 2(g)). The specificity
of the signal obtained by molecular MRI using
MPIOs conjugated to P-selectin signal was confirmed
by an absence of signal using MPIOs conjugated to
isotypic immunoglobulins (IgG) (Figure S3H).

To assess blood-brain barrier (BBB) integrity, we
performed stainings of fibrin/ogen and IgG. Although
we could detect some positive signals for both fibrin/
ogen and IgG in modTBI, we could not detect signals
in miTBI (Figure 54), suggesting that the BBB integrity
is unaffected by miTBI.

Altogether, these molecular MRI data show that in
contrast to moderate-to-severe TBI, miTBI does not
induce acute or delayed cerebrovascular inflammation.

MicroPET imaging of TSPO unmasks
neuroinflammation after mild TBI

We then took advantage of the development of radio-
labeled ligands of TSPO to investigate whether miTBI
induces parenchymal neuroinflammation. First, ex vivo
autoradiography was performed with [*PH|DPA-714
(Figure 3(al)). In the cortex, we observed a significant-
ly higher specific binding of [PH]DPA-714 in the ipsi-
vs contralateral cortex both at 7 days (8.90+1.00 vs
4.64+0.22cpm/mm?) and 21 days (8.73+£0.57 vs
5.524+0.34cpm/mm?) after miTBI (Figure 3(a2)). In
the hippocampus, a significantly higher specific binding
of ['H]DPA-714 was measured in the ipsi- vs contralat-
eral hemisphere both at 7 days (10.14 £0.51 vs 6.14 £
0.32cpm/mm?®) and 21 days (10.0440.23 vs 6.78 +
0.25 cpm/mm?) after miTBI (Figure 3(a3)).

These positive ex vive autoradiography studies
prompted us to explore TSPO imaging in vivo using
the fluor-18 labeled analog of DPA-714. Analyses of
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Figure 2. Unlike severe TBI, mild TBI does not induce cerebrovascular inflammation. (a, b) Representative T2*-GEFC oP-selectin
MPIO acquisitions 24 h after sham surgery, miTBI or modTBI and their respective MPIO-marked area quantifications (n =4 per
condition). (c) Representative photomicrographs of P-selectin immunostaining 24 h after sham surgery, miTBl or modTBI (blood
vessels were stained with laminin) (representative of 4 mice/group) (d) Representative T2*-GEFC «P-selectin MPIO acquisitions 7 and
21 days after miTBI and their respective MPIO-marked area quantifications and (e) Representative photomicrographs of P-selectin
immunostaining 7 and 21 days after miTBI (blood vessels were stained with laminin) (n =6 mice/group).

microPET acquisitions thus showed that the average
images of ['*F]DPA-714 uptake detect an increased
binding of the tracer in the cortex 21 days after
miTBI (n=35 mice/group; Figures 3(bl) and (b2)).
The Z-score maps revealed a significant increased
uptake of ['SFIDPA-714 in the ipsi- vs. contra-lateral
cortex with a z-score value of 6.05+ 1.86 (Figure 3
(b3)). A small but significant increase in the ipsilateral
uptake of ['*FIDPA-714 was also observed in a group
of 50 voxels located in the hippocampus (z-score=
5.74 £ 1.32, Figure 3(b4)).

Mild TBI induces a long-lasting neuroinflammatory
response in both ipsilateral cortex and hippocampus

Since TSPO is generally considered as a marker of
microglial/astroglial activation, we performed immu-
nohistochemical analyses to support our PET findings.
One day after miTBI, the number of microglial cells
(Ibal+) tended to increase in the ipsilateral cortex
(Figure SS5A, +26% vs contralateral hemisphere),
while the the number of activated microglial cells was
already higher (Ibal+4/CD68+) (Figure S5C, +1040%
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Figure 3. [3H]DPA-7I4 imaging reveals long-lasting neuroinflammation induced by miTBI. (a) Ex vivo autoradiographic experiment.
(al) Representative coronal brain sections of ["HJDPA-714 autoradiography 7 days and 21 days after miTBI. (a2) Quantifications of
[*H]DPA-714 binding in cortex and hippocampus. n = 7 mice/group, ***p < 0.001 vs contralateral ROI; 2-way ANOVA and (b) In vivo

microPET experiment. (bl) Representative fusion images between a

MRI template and images of averaged uptake of ['"8F]DPA-714 in 2

coronal images (left panels), and one sagittal image (right panel). (b2) Representative coronal brain image of Z-score maps fused with a
MRI template showing ['®F]JDPA-714 uptake. n =5 mice, p < 0.01 vs contralateral ROI. (b3,4) Quantifications of ['°F]DPA-7 14 uptake
in (b3) cortex and (b4) hippocampus 21 days after miTBl. n=>5 mice, p=0.0015 vs contralateral cortex; p=0.0022 vs contralateral

hippocampus.

vs contralateral hemisphere). The number of Ibal—/
CD68+ cells near blood vessels, which we 1dentified
as infiltrated/perivascular macrophages began to
increase (Figure S5B, +52% vs contralateral hemi-
sphere). Microglial activation as well as the proportion
of infiltrated/perivascular macrophages markedly
increased at both 7- and 21 days after miTBI (7 days:
Figure 4(al), respectively; +774, +148, +233% vs con-
tralateral hemisphere; 21 days: Figure 4(a2) and Figure
S6A-3B, respectively; +219, +755 and +239% vs con-
tralateral hemisphere).

Furthermore, microglial cell number also markedly
increased 7 days after miTBI in the ipsilateral hippo-
campus (Figure 4(bl), +163% vs contralateral hemi-
sphere), as well as activated microglia and infiltrated/
perivascular macrophages (Figure S6C, respectively
+379 and +230% vs contralateral hemisphere). This
increase in microglial cell numbers persisted up to 21
days after miTBI but to a lesser degree than at 7 days
(Figure 4(b2), +123% vs contralateral hemisphere), as
well as activated microglia and infiltrated/perivascular

macrophages (Figure S6C, respectively +278 and
+152% vs contralateral hemisphere).

We also performed immunohistochemical analyses
7- and 21-days post miTBI to assess astroglial activa-
tion as another index of neuroinflammation (n=6
mice/group). We found an increase in the number of
cortical GFAP positive astrocytes 7 days after miTBI
(Figure 4(cl); +385% vs contralateral hemisphere),
which was even more pronounced 21 days after
miTBI (Figure 4(c2); +1218% vs contralateral hemi-
sphere). There was a notable astrocytic reactivity in
the hippocampus 7 days after miTBI (see dotted
areas in Figure 4(dl); +123% vs contralateral hemi-
sphere). Hippocampal astrocyte numbers also
increased 21 days after miTBI, but less than 7 days
after miTBI (Figure 4(d2); +119% vs contralateral
hemisphere).

Taken together, these data highlight that microPET
was able to detect non-apparent lesions on MRI, which
were correlated with persistent microglia/astrocyte acti-
vation in both the cortex and hippocampus.
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Figure 4. Immunohistochemistry analyses reveal long-lasting neuroinflammation induced by miTBI. (a and b) Long-lasting microgliosis
induced by miTBI using Ibal and CD68 immunostainings. (a) Cortical microgliosis. Representative photomicrographs of microglia and
respective quantifications (al) 7 days and (a2) 21 days after miTBI. (b) Hippocampal microgliosis. Representative photomicrographs of
microglia and respective quantifications (bl) 7 days and (b2) 21 days after miTBI (c,d) Mild TBI provokes a long lasting astrogliosis.
(a) GFAP positive astrocytes were found in the cortex 7 days after miTBI. (b) Astrocytes were found abundantly in the cortex 2| days
after miTBI. (c) GFAP positive astrocytes were found abundantly in the hippocampus 7 days after miTBI. (d) Astrocytes were found in
the hippocampus 21 days after miTBl. n=6 mice/group, *p < 0.05, **p < 0.01 vs contralateral ROI, Wilcoxon paired-test.
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Discussion

The individual impact (severity of damages and cost) of
patients with miTBI is lower than moderate to severe
cases, but obviously, as a whole, this group of patients
should not be neglected as they represent the largest
contribution to the global burden of TBI'. For these
patients, there is limited medical intervention for both
diagnosis and acute therapy, and even less at the mid-
and long-terms. However, a significant portion of
miTBI patients suffers from persisting neurocognitive/
psychological dysfunctions.! Furthermore, there is
compelling evidence showing that patients suffering
from repetitive miTBI (pediatric individuals, soldiers
and sports players) develop brain abnormalities that
likely explain long-term deficits.*

Here, we chose to investigate pathogenic mecha-
nisms in a murine model of miTBI, the closed-head
controlled cortical impact. This model has several
advantages, including preservation of the skull and
dura, and the fact that injury severity can be graded
by adjusting impact depth andfor velocity.*
Accordingly, we show that under a specific threshold
of impact depth, conventional MRI detects neither
contusion nor bleeding. Yet, animals in this case acute-
ly lost weight, but more importantly, exhibited tran-
sient behavioural deficits in spatial memory and
general activity that persist for at least after 21 days.
These findings add to previous ones, that reported
white and gray matter lesions associated with chronic
behavioural deficits in mice subjected to opened-skull
controlled cortical impact.** Collectively, these studies
highlight the importance of considering patients with
one single miTBI as patients with potential disabilities
later in life. Risk-stratification by biomarker(s) may
help predicting which patients with miTBI will develop
cognitive/neurological dysfunctions.”® Formerly, we
developed a technique of molecular MRI targeting
endothelial activation to uncover an area of inflamma-
tion in an experimental model of transient ischemic
attack (another condition with no infarction on con-
ventional imaging).'® Using the same approach here, as
well as a series of histological analyses, we detected
cerebrovascular  inflaimmation  after moderate-
to-severe TBI but not after miTBI. This indicates that
therapeutic interventions focusing on cerebrovascular
inflammation and leukocyte recruitment may be rele-
vant to moderate-severe TBI,”"36 but not to miTBI
patients. By contrast, we found that one single miTBI
induces a marked persistent parenchymal inflammato-
ry response (microgliosis and astrogliosis), up to 3
weeks post injury, consistent with histological observa-
tions on human biopsies.”” TBI has extensively been
associated with microglial activation.*®*® It also has
been shown in another model of miTBI consisting on

compressing the thinned-skull bone, microglia can
become activated.** Although one could argue that
Ibal is not a specific marker for microglial cells as it
can also reflect infiltrating monocytes,*® the absence of
cerebrovascular inflammation in our model suggests
that Ibal staining mostly corresponds to microglia.
Moreover, plasmatic levels of GFAP have been sug-
gested to be a strong predictor/surrogate marker of
miTBI severity, which also supports the idea that neu-
roinflammation is a key player after miTBIL*!
Considering its spatio-temporal profile, the neuroin-
flammatory response elicited in the present model of
miTBI may participate in the functional deficits we
observed, as previously shown in other mouse models
of TBL.*** Notably, the inflammatory response in our
miTBI model occurred not only immediately under-
neath the biomechanical impact (i.e., at the cortical
level), but also deeper in the brain, in the hippocampus,
a structure well-known to control key memory process-
es. It would be very interesting to explore how manip-
ulation of this inflammatory response could affect
the persistent behavioural deficits. Indeed, anti-
inflammatory treatments after TBI has shown some
promising results, in both preclinical and clinical
studies.*® *

Based on the higher frequency of TBI in men than in
women, we performed our studies in male mice. It
could be interesting to extend our work to females, as
sex-related differences have been well documented in
(neuro)inflammatory responses, including in intrinsic
properties of microglial cells.*’

Compared to fluid biomarkers, imaging biomarkers
have the advantage to shed light on the brain patho-
genic mechanisms recruited, and this at the spatial
level. For instance, SPECT and PET studies have
been performed to investigate regional perfusion and
metabolic disturbances after miTBL.>® TSPO imaging
stands as an interesting approach, considering the great
number of available radiotracers compatible with the
clinical setting. With TSPO imaging, Coughlin and col-
leagues have provided alarming data showing that
repetitive miTBI in NFL players induce a significant
neuroinflammatory response, which may relate to
brain dysfunctions.’! Higher TSPO signals have also
been reported even long after single events of moderate
and severe TBIL.'**? Finally, a recent study with the
TSPO tracer ["*FIJPBRI11 has suggested that combin-
ing PET and DTI could help predicting long term func-
tional outcome after moderate TBL>® Altogether, these
clinical observations pledge for the interest of TPSO
imaging, but to our knowledge, no data is yet available
for patients after a single mild TBI.

TSPO imaging in experimental models has largely
confirmed the occurrence of an extensive neuroinflam-
matory response after moderate or severe TBI.>**
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Regarding miTBI, a previous microPET study did not
report a higher brain uptake of ['*F]DPA-714°%. By
contrast, we were able to detect a long-lasting increased
signal in the ipsilateral hemisphere in our closed-head
mild TBI model, both ex vive (autoradiography with
[*H]DPA-714) and in vive (microPET with ['"*F]DPA-
714). Thanks to its higher resolution compared to
microPET, autoradiography suggested the occurrence
of neuroinflammation both at the cortical and hippo-
campal levels. This was further supported by our
immunostainings, reporting a strong and persisting
microglial activation in the cortex and hippocampus.
While microglia, astrocytes and endothelial cells may
all be able to produce TSPO,*® our immunohistochem-
ical and molecular imaging analyses suggest that the
PET signals we observed originated from glial, but
not endothelial responses.

In conclusion, we provide a solid proof of concept
that one single mild TBI can induce long-lasting
behavioural deficits, as well as a neuroinflammatory
response, despite no lesion detectable by conventional
imaging techniques. As revealed by our microPET
study, we propose that patients with miTBI and persis-
tent cognitive abnormalities could suffer from neuro-
inflammatory responses, possibly at the origin of
functional sequelae.
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Activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) neuronal : implications dans la modulation des
réseaux périneuronaux (PNNs) et la physiopathologie des accidents vasculaires cérébraux
(AVC) ischémiques

Résumé

L'activateur tissulaire du plasminogene (tPA) est principalement reconnu pour son réle dans la fibrinolyse, en convertissant
le plasminogene en plasmine active, un processus crucial dans la dissolution des caillots sanguins. Cette propriété fait de
sa forme recombinante le seul traitement pharmacologique pour le traitement des AVC ischémiques. Les accidents
cérébraux sont caractérisés par une brusque interruption de I'approvisionnement sanguin au cerveau, déclenchant une
cascade de réponses cellulaires, dont la nécrose excitotoxique. Cependant, le tPA ne se limite pas a son rdle vasculaire, il
agit également en tant que neuromodulateur de la transmission glutamatergique en interagissant avec les récepteurs
NMDA, influencant ainsi divers processus neurobiologiques. Cette thése a poursuivi deux objectifs principaux. D'une part,
elle a examiné le réle du tPA exprimé par les interneurones a parvalbumine (PV) dans la régulation des réseaux
périneuronaux (PNNs) dans des conditions normales et lors de la récupération fonctionnelle post-ischémie. D'autre part,
elle a exploré le réle du tPA endogene aux neurones dans la phase aigué de I'excitotoxicité et de I'ischémie en utilisant
des approches novatrices basées sur Adénovirus-associés (AAV). Dans la premiere étude, I'absence de tPA des PV a
entrainé une augmentation significative de la densité des PNNs dans le cortex somatosensoriel, avec une contribution
cruciale du tPA dans la dégradation de I'Aggrecan. De maniere intéressante, les souris déficientes en tPA uniqguement dans
les interneurones a PV ont présenté une récupération fonctionnelle plus rapide apres un AVC thromboembolique, bien
que les PNNs n'aient pas semblé jouer un réle direct dans ce processus. Il a été observé que le tPA augmente |'activation
du récepteur NMDA sur les interneurones a PV, suggérant un lien potentiel avec la récupération fonctionnelle. Dans la
seconde étude, nous avons confirmé la présence du tPA au sein des neurones corticaux grace a 'utilisation de vecteurs
AAV9-pPlat-GFP. En situation excitotoxique, les neurones exprimant le tPA ont montré une résistance accrue par rapport
a ceux dépourvus de cette protéine, tout en exercant un effet toxique paracrine sur les neurones voisins non exprimant le
tPA. De plus, lors d'une ischémie thromboembolique, la délétion du tPA neuronal a eu des effets déléteres, augmentant
les volumes de Iésions ischémiques et la mort neuronale, indépendamment du phénotype neurochimique des neurones
(excitateurs vs inhibiteurs). Ces résultats novateurs enrichissent notre compréhension du réle du tPA neuronal dans la
régulation des réseaux périneuronaux et des phénomenes excitotoxiques/ischémiques, offrant de nouvelles perspectives
pour la recherche en neurobiologie et la prise en charge des AVC.

Mots clés : tPA, interneurones PV/neurones, PNNs, excitotoxicité, AVC ischémiques
Abstract

Tissue-type plasminogen activator (tPA) is primarily known for its role in fibrinolysis, converting plasminogen into active
plasmin, a critical process in the dissolution of blood clots. This property makes its recombinant form the only
pharmacological treatment for ischemic strokes. Strokes are characterized by a sudden interruption of blood supply to the
brain, triggering a cascade of cellular responses, including excitotoxic cell death. However, tPA's role extends beyond
vascular functions, as it also acts as a neuromodulator of glutamatergic transmission by interacting with NMDA receptors,
influencing various neurobiological processes. This thesis pursued two main objectives. Firstly, it examined the role of tPA
expressed by parvalbumin (PV) interneurons in the regulation of perineuronal nets (PNNs) under normal conditions and
in post-ischemic functional recovery. Secondly, it explored the role of endogenous neuronal tPA in the acute phase of
excitotoxicity and ischemia using innovative approaches based on Adeno-Associated Viruses (AAV). In the first study, the
absence of tPA in PV interneurons led to a significant increase in PNN density in the somatosensory cortex, with tPA playing
a crucial role in aggrecan degradation. Interestingly, mice deficient in tPA only in PV interneurons showed faster functional
recovery after thromboembolic stroke, even though PNNs did not seem to play a direct role in this process. It was observed
that tPA increased the activation of NMDA receptors on PV interneurons, suggesting a potential link with functional
recovery. In the second study, we confirmed the presence of tPA within cortical neurons using AAV9-pPlat-GFP vectors.
In an excitotoxic context, tPA-expressing neurons exhibited increased resistance compared to those without tPA, while also
exerting a paracrine toxic effect on neighboring neurons lacking tPA. Furthermore, during thromboembolic ischemia,
neuronal tPA deletion had deleterious effects, increasing ischemic lesion volumes and neuronal death, regardless of the
neurochemical phenotype of the neurons (excitatory vs inhibitory). These groundbreaking results enhance our
understanding of the role of neuronal tPA in the regulation of perineuronal networks and excitotoxic/ischemic phenomena,
offering new perspectives for neurobiology research and stroke management.

Keywords: tPA, PV interneurons/neurons, PNNs, excitotoxicity, ischemic stroke



