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Chapitre I

Les Paraplégies Spastiques Héréditaires

(PSH)

I La motricité volontaire

La motricité volontaire est portée par quatre régions distinctes, mais hautement interactives, des

système nerveux central et périphérique : les voies motrices descendantes, les ganglions de la base,

le cervelet et les circuits spinaux.

Chez les mammifères, les voies neurologiques contrôlant la motricité volontaire sont principalement

assemblées en deux � étages � :

� un ensemble de faisceaux nerveux descendant, qui émane des neurones moteurs dits supé-

rieurs, situés dans l'aire motrice du cortex cérébral, et dont les axones se connectent aux

motoneurones et interneurones de la corne ventrale de la moelle épinière.

� puis, un deuxième � étage � de neurones moteurs, les motoneurones dits inférieurs, localisés

au niveau de la corne ventrale de la moelle épinière et dont les axones innervent les muscles

en établissant des synapses neuromusculaires (Reid, 2003; Soderblom and Blackstone, 2006).
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LES PARAPLÉGIES SPASTIQUES HÉRÉDITAIRES (PSH)

I.A Les voies motrices impliquées dans le contrôle de la motricité volontaire

I.A.1 Les voies pyramidales ou cortico-spinales

Les faisceaux d'axones issus des neurones moteurs supérieurs forment les voies pyramidales ou

cortico-spinales. Le tractus pyramidal représente une des voies principales du contrôle de la mo-

tricité volontaire chez l'homme et les primates. Les �bres constituant cette voie émanent de l'écorce

cérébrale (substance grise du cerveau), et parcourent la moelle épinière sur toute sa longueur. Au

cours de sa traversée du tronc cérébral, le faisceau pyramidal va se dissocier en aval du bulbe pour

donner lieu à deux faisceaux. L'un, le plus important (constitué de 80% des �bres des neurones

pyramidaux), est appelé le faisceau pyramidal croisé ou faisceau cortico-spinal latéral car

les axones qui le constituent décussent, c'est-à-dire traversent la ligne médiane, à la hauteur du

bulbe pour connecter l'hémisphère cérébral d'origine avec les motoneurones spinaux controlatéraux,

de manière à assurer les commandes motrices des muscles controlatéraux (Figure 1). Le deuxième

faisceau, est quant à lui nommé faisceau pyramidal ventral ou direct car il est constitué du

faible contingent de �bres (20%) qui ne décussent pas au niveau de la ligne médiane et qui se pro-

jettent directement dans le cordon antérieur de la moelle épinière. Cependant, ce faisceau dit direct

projette bilatéralement sur les motoneurones et interneurones de la moelle, et une partie des axones

le constituant croisent la ligne médiane juste avant de contacter leurs cibles pour se connecter aux

neurones innervant les muscles contralatéraux alors que d'autres �bres restent du coté ipsilatéral

(Figure 1 ; Carpenter, 1991; Reid, 2003; Soderblom and Blackstone, 2006).

Les axones constituant la voie pyramidale sont exceptionnellement longs, certains d'entre eux faisant

plus d'un mètre de longueur chez l'homme ou les grands singes, avec des volumes pouvant parfois

excéder de cent fois celui du corps cellulaire. Bien que cette longueur confère un avantage quant à la

transmission rapide du signal moteur avec un nombre de relais très réduit, elle engendre des coûts non

négligeables pour le neurone. En e�et, seule une machinerie intracellulaire complexe et performante

permettra d'assurer la distribution des organites, protéines, lipides et autres molécules nécessaires à

l'homéostasie du neurone sur de telles distances (Reid, 2003; Soderblom and Blackstone, 2006).
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I. LA MOTRICITÉ VOLONTAIRE

Figure 1 � Représentation schématique des voies motrices, du cortex au muscle. Le
faisceau pyramidal est l'un des composants de ces voies responsable de la motricité volontaire. Les
neurones moteurs supérieurs (corps cellulaire marqué en vert) se connectent via un faisceau direct
(orange) ou croisé (noir) aux motoneurones dits inférieurs (corps cellulaire marqué en rouge) et aux
interneurones de la moelle épinière. Ces derniers étendent leurs axones pour se connecter à leur tour
aux muscles squelettiques. Modi�é de Blackstone, 2012.

I.A.2 Les voies extrapyramidales

Bien que la voie pyramidale soit principalement responsable du contrôle de la motricité volon-

taire chez l'homme et les primates, d'autres voies apportent également une contribution capitale au

contrôle de la motricité, et ce, de façon encore plus marquée chez les animaux à quatre pattes comme

par exemple les rongeurs. Il s'agit des voies extrapyramidales qui ont été trouvées déterminantes à

la motricité volontaire chez les rongeurs et les chats, ainsi que celles des faisceaux spino-cerebelleux

et rubro-spinal, qui assurent le contrôle de la motricité par le cervelet et les noyaux gris centraux

respectivement.
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LES PARAPLÉGIES SPASTIQUES HÉRÉDITAIRES (PSH)

I.B Pathologies associées aux lésions de la voie pyramidale

Le faisceau cortico-spinal présente une importance clinique majeure. En e�et, des lésions de ce tractus

sont à l'origine d'un syndrome pyramidal, que l'on peut dé�nir par la combinaison d'une spasticité

(ou raideur) associée à une hypertonicité musculaire et à des ré�exes ostéotendineux exagérés.

En fonction du niveau où se situe la lésion le long du tractus cortico-spinal, la paralysie va a�ecter

les quatre membres (tétraparésie ou tétraplégie), les membres situés d'un même côté du corps (hé-

miparésie ou hémiplégie), ou encore les membres inférieurs uniquement (paraparésie ou paraplégie)

et parfois même un seul membre (monoparésie ou monoplégie).

Les paralysies spastiques peuvent être le résultat d'une grande variété de lésions : scléroses en

plaques, attaques cérébrales, lésions de la moelle épinière (Reid, 2003; Soderblom and Blackstone,

2006). Cependant, les paraplégies spastiques peuvent également avoir une origine génétique, on parle

alors de Paraplégies Spastiques Héréditaires (PSH), des maladies monogéniques, génétiquement très

hétérogènes et caractérisées par une dégénérescence des tractus cortico-spinaux (Reid, 2003).

II Paraplégies Spastiques Héréditaires : des pathologies complexes

à tous niveaux

Bien qu'en 1876, Adolf Seeligmüller évoque un dé�cit héréditaire associant faiblesse et spasticité

musculaire, les paraplégies spastiques héréditaires ont été décrites pour la première fois en 1880 par

le neurologue allemand Adolf Strümpell, qui présente alors une famille avec deux frères atteints de

paralysie spastique à début tardif. Cette description de la maladie sera ensuite complétée en 1898

par le docteur français Maurice Lorrain qui y consacrera sa thèse, d'où l'appellation de maladie de

Strümpell-Lorrain (Seeligmüller, 1876; Strümpell, 1880; Lorrain, 1898).
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II. PARAPLÉGIES SPASTIQUES HÉRÉDITAIRES : DES PATHOLOGIES COMPLEXES À
TOUS NIVEAUX

Les PSH englobent un groupe cliniquement et génétiquement hétérogène de maladies neurologiques

caractérisées par une dégénérescence rétrograde, ou plus rarement un défaut de développement, des

axones constituant les faisceaux moteurs cortico-spinaux (ou faisceaux pyramidaux) et des faisceaux

sensitifs composant les colonnes postérieures. D'un point de vue clinique, ces a�ections sont à l'origine

d'un syndrome pyramidal prédominant aux membres inférieurs et, principalement caractérisé par

une spasticité, des ré�exes ostéotendineux exagérés et une faiblesse musculaire pouvant conduire à

une paralysie.

II.A Caractéristiques cliniques des PSH

II.A.1 Prévalence et variations géographiques

Les PSH sont des maladies génétiques rares dont la prévalence est estimée de 1 à 10/100000 individus.

Cette prévalence varie en fonction des territoires géographiques allant de moins de 1/100000 au Japon

à 9,6/100000 dans certaines régions d'Espagne (Tableau 1). Ces variations peuvent être attribuées

à une hétérogénéité dans les critères de diagnostic et les méthodologies épidémiologiques utilisés au

sein des di�érentes études (Ruano et al., 2014), ou aux di�érents fonds génétiques de ces populations

ainsi qu'à l'in�uence de facteurs environnementaux.

Table 1 � Prévalences observées en Europe selon plusieurs publications rapportées
par Ruano et al., 2014. La prévalence en Europe varie de 1,3 à 9,6/100000. L'hétérogénéité de
ces prévalences peut être due aux di�érences génétiques entre les populations mais également aux
approches méthodologiques distinctes utilisées dans ces études.
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LES PARAPLÉGIES SPASTIQUES HÉRÉDITAIRES (PSH)

II.A.2 Symptomatologie des PSH

Les symptômes associées à une atteinte des faisceaux cortico-spinaux sont généralement regroupés

sous le terme de syndrome pyramidal, qui se manifeste principalement par une spasticité des

membres, qui correspond à une raideur musculaire résultant d'une contraction anarchique et intem-

pestive des muscles squelettiques, une hyperré�exie ostéotendineuse (ré�exes exagérés), une anomalie

du tonus musculaire (hypertonicité) ainsi qu'à la présence du signe de Babinski, qui correspond à

l'extension lente et majestueuse du gros orteil en réponse à une stimulation du bord externe de la

voute plantaire. Chez les patients atteints de PSH, ce syndrome spastique apparait de façon bilaté-

rale et progressive, et prédomine au niveau des membres inférieurs. Suivant son degré de sévérité, ce

syndrome va conduire à des di�cultés de la motricité volontaire pouvant aller jusqu'à la paralysie

complètes des deux jambes (Polo et al., 1993).

Cependant, bien qu'ils apparaissent plus tardivement au cours de la progression de la maladie et

qu'ils soient observés à de plus faibles fréquences, d'autres symptômes sont également inclus dans le

diagnostic des PSH. Parmi ceux-ci, on retrouve des anomalies sensorielles au niveau des extrémités

distales des membres inférieurs, principalement une réduction du sens vibratoire, des troubles du

sphincter urinaire (mictions impérieuses et di�cultés à uriner), des � pieds creux � (Salinas et al.,

2008) ainsi que dans de rares cas, des troubles de l'érection et/ou une perturbation du sphincter

anal (McDermott et al., 2000).

II.B Une importante variabilité clinique

Bien que l'atteinte neurologique soit constante dans le cas des formes pures de PSH, l'expressivité

clinique de ces a�ections est extrêmement hétérogène d'un individu à un autre, qu'il appartienne

ou non à la même famille. Cette variabilité clinique inter- et intra-familiale qui caractérise les PSH

concerne aussi bien l'âge d'apparition des symptômes que la progression, la sévérité et l'étendue de

la maladie. De plus, la pénétrance, c'est-à-dire la fréquence à laquelle un individu porteur d'une

mutation dans un gène de PSH présente le phénotype clinique associé, est incomplète et dépendante
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II. PARAPLÉGIES SPASTIQUES HÉRÉDITAIRES : DES PATHOLOGIES COMPLEXES À
TOUS NIVEAUX

de l'âge. En e�et, on estime à 25%, la proportion de porteurs asymptomatiques (McDermott et al.,

2000). Cette variabilité phénotypique inter- et intra-familiale souligne l'importance de facteurs gé-

nétiques (gènes modi�cateurs) et épigénétiques dans l'expressivité du phénotype, et empêche une

prédiction précise de l'évolution de la maladie chez les patients (Fink, 2013).

II.B.1 Classi�cation clinique des PSH : formes pures et formes complexes

Face à la grande variabilité phénotypique observée chez les patients sou�rant de PSH, Anita Harding

proposa en 1983, une classi�cation de ces a�ections en deux grandes catégories :

� les formes dites pures, qui se manifestent principalement par un syndrome pyramidal prédo-

minant aux membres inférieurs associé ou non à des troubles sphinctériens et/ou à une perte

de la sensibilité profonde au niveau des extrémités distales, et

� les formes complexes, dans lesquelles ce syndrome pyramidal est associé à un large registre

d'autres signes cliniques d'ordre neurologique ou non, incluant une neuropathie périphérique,

une ataxie cérébelleuse, une dysarthrie, un retard mental, une atrophie optique, un nystagmus,

une rétinite pigmentaire, une surdité ou encore une atrophie du corps calleux (Klebe et al.,

2015).

Bien qu'en 1983, Harding présentait cette classi�cation clinique des PSH comme provisoire, stipulant

que les di�érents apports de la génétique et de la physiopathologie la modi�eraient (�This classi�c-

ation is, of course, at best provisional�, Harding, 1983), cette dernière reste communément utilisée

lors du diagnostic clinique à ce jour.

II.B.2 Âge d'apparition et progressivité des symptômes

L'âge d'apparition des symptômes est extrêmement variable d'un patient à un autre, allant de la

petite enfance (avant l'âge de 2 ans) à l'âge adulte (Fink, 2013) et varie parfois en fonction du

gène à l'origine de ces a�ections. Si la grande majorité des patients, tout gène morbide confondu, ne

développent pas de symptômes avant l'âge de 30 ans, les patients porteurs de mutations dans le gène

SPG3A (SPG pour Spastic Paraplegia Gene ou Gène de Paraplégie Spastique) seront typiquement
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diagnostiqués avant l'âge de 10 ans, tandis que 30% des patients de PSH liée au gène SPG4 le seront

avant l'âge de 20 ans (Salinas et al., 2008). De plus, une étude récente menée sur une cohorte de

608 patients sou�rant d'au moins huit formes génétiques di�érentes de PSH décrit la distribution de

l'âge d'apparition des premiers symptômes comme bimodale, avec un premier pic avant 5 ans et un

second vers 40 ans (Figure 2 ; Schüle et al., 2016). Ainsi, bien que la littérature médicale soit dominée

par l'étude de cas adultes de PSH, une part non négligeable de patients développe des symptômes

durant l'enfance ou l'adolescence, ce qui suggère l'existence d'une composante développementale

dans la pathogénèse des PSH (Tableau 2 ; de Bot et al., 2010).

Table 2 � Littérature sur les cas de PSH avec un âge d'apparition précoce. De nombreux
patients, présentant entre autres des formes pures de la maladie, ont été rapportés avant l'âge
de 18 ans dans diverses publications. Dans certaines formes de la maladie, rares sont les patients
diagnostiqués après 20 ans. D'après de Bot et al. 2010.

Figure 2 � Distribution de l'âge d'apparition des symptômes sur 608 patients atteints
de PSH. La moyenne est de 30,8 ans (losange). Cette distribution est bimodale, avec un premier
pic durant la petite enfance (avant 5 ans) et un second pic autour de 40 ans. Extrait de Schüle et al.
2016.
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Bien que très variable en fonction des patients, l'évolution de la maladie et plus précisément du

handicap moteur est en général très lente et se résume en trois étapes caractéristiques : (1) une

phase de � latence �, qui dure entre 5 et 10 ans après l'apparition des premiers symptômes et qui se

caractérise par un état quasi stationnaire du handicap, suivie d'une (2) phase d'aggravation rapide et

inexorable des symptômes qui atteindra �nalement (dans un laps de temps variable) (3) un � plateau

fonctionnel �, phase au cours de laquelle la progression de la maladie stagne à nouveau. Cette étape

�nale de � plateau fonctionnel � est souvent associée à un ralentissement du processus dégénéra-

tif, couplé à une régénération axonale stimulée par les traitements symptomatiques et notamment

l'exercice physique, et à une compensation fonctionnelle due à la plasticité neuronale (Fink, 2013).

De plus, les formes les plus précoces de la maladie (débutant avant 35 ans) sont souvent celles qui

présentent l'évolution la plus lente, avec des symptômes invariables sur plusieurs décennies et une

faible proportion de patients ne pouvant plus marcher à des âges avancés (McDermott et al., 2000).

II.B.3 La sévérité des symptômes

En règle générale, les PSH sont considérées comme des maladies � bénignes � puisqu'elles sont ma-

joritairement responsables d'une invalidité modérée et qu'elles n'a�ectent en aucun cas l'espérance

de vie des patients. Cependant, la sévérité des troubles locomoteurs qu'elles provoquent est particu-

lièrement hétérogène d'un patient à un autre.

En 1990, Schady et Sheard classi�èrent cette sévérité suivant une échelle à quatre degrés qui in-

cluaient respectivement des patients : (1) avec peu ou pas de symptômes ; (2) présentant une dé-

marche raide mais capables de se déplacer sans aide ; (3) incapables de se déplacer sans l'aide de

béquilles ou d'un déambulateur et (4) en fauteuil roulant ou alités (Schady and Sheard, 1990). Cette

échelle d'évaluation de la sévérité a récemment été revisitée et a�née a�n de mieux préciser le statut

clinique du patient (SPRS pour Spastic Paraplegia Rating Scale). Treize critères neurologiques tels
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que la distance marchée, la capacité à franchir des escaliers, la spasticité des di�érents membres ou

encore la douleur ou les dysfonctionnements de la vessie (Figure 3 ; Schüle et al., 2016) sont désor-

mais évalués au cours de l'examen clinique et notés selon un score de sévérité allant de 0 à 52, qui

a été corrélé aux quatre degrés de sévérité de Schady and Sheard (1990 ; Figure 3).

Figure 3 � Corrélation entre le score SPRS (ordonnée) et la classi�cation en 4 degrés du
handicap (abscisse) basée sur 63 patients provenant de 50 familles. Le score SPRS s'étend
de 0 (pas de manifestation clinique) à un maximum de 52 points (symptômes les plus sévères). Le
score peut être établi en 15 minutes et ne requiert aucun équipement particulier. De plus, il est
corrélé aux 4 degrés de sévérité de la maladie décrits par Schady et Sheard (1990). Extrait de Schüle
et al. 2016.

II.C Neuropathologie

II.C.1 Anatomopathologie des PSH

D'un point de vue neuropathologique, les PSH se caractérisent par la dégénérescence des faisceaux (1)

moteurs descendants ou cortico-spinaux et (2) sensoriels ascendants constituant les colonnes dorsales

(Fasciculus gracilis et cunéiforme) ainsi que dans 50% des cas (3) des faisceaux spino-cérebelleux. La

dégénérescence des �bres s'observe en histologie par une pâleur anormale de ces faisceaux suite à une

coloration de la gaine de myéline (Figure 4 ; Wharton et al., 2003). Cette dégénérescence axonale est

dite rétrograde et est considérée comme dépendante de la longueur puisqu'elle concerne plus

spéci�quement les faisceaux les plus longs du système nerveux central et est prédominante au niveau

de leurs extrémités distales. En e�et, une étude anatomopathologique réalisée sur 6 cas post-mortem
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de PSH et 30 individus contrôles, révèle une diminution signi�cative de l'aire et de la densité axonale

des faisceaux cortico-spinaux chez des individus atteints de PSH, qui apparaît plus importante dans

la région lombaire de la moelle épinière, ainsi qu'une dégénérescence axonale accrue dans la partie

cervicale du cordon postérieur (DeLuca et al., 2004).

Figure 4 � Atteinte des faisceaux moteurs et sensoriels dans les PSH. A. Schéma d'une
coupe transversale de la moelle épinière au niveau lombaire. Sont notés par des points, les zones de
la matière blanche où cheminent les axones des di�érents faisceaux descendants (points rouges) et
ascendants (points bleus). Les PSH sont caractérisées par une atteinte de ces di�érents faisceaux
moteurs ou sensoriels. Adapté de Martin and Fitz 1898. B. Lésions de la moelle épinière chez un
patient atteint de PSH. Marquage de la myéline sur une coupe transversale au niveau thoracique. On
y note une pâleur des faisceaux spinocérebelleux et cortico-spinal latéral (1), du fasciculus gracilis
(2) ainsi que du faisceau cortico-spinal ventral (3), attestant de la dégénérescence de ces faisceaux
d'axones. Extrait de Wharton et al. 2003.

Plus récemment, la présence d'axones dilatés gorgés de neuro�laments et de mitochondries au niveau

des faisceaux cortico-spinaux et des colonnes dorsales chez deux patients atteints de PSH liées au

gène SPG4 fut décrite par Kasher et al. (2009). De façon notable, ces anomalies caractéristiques d'un

défaut de transport axonal, avaient préalablement été observées chez di�érents modèles murins de

PSH, suggérant une conservation des mécanismes pathogéniques entre la souris et l'homme (Kasher

et al., 2009).

En outre, l'Imagerie à Résonnance Magnétique (IRM) révèle une atrophie médullaire modérée chez

les patients atteints de formes pures de PSH, qui s'accompagne parfois d'une légère atrophie cérébrale

ou cérébelleuse (McDermott et al., 2000; Hedera et al., 2005; Fink, 2006; Kassubek et al., 2006).

Cependant, dans certaines formes complexes de PSH, cette atrophie cérébrale, qui apparaît plus
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fréquente et plus marquée, a�ecte les substances blanche et grise. D'autres anomalies révélées par

IRM comme un amincissement ou une agénésie du corps calleux sont plus spéci�quement observées

dans les formes complexes de PSH liées aux gènes SPG11 et SPG15 (Casali et al., 2004; Stevanin

et al., 2007; Pensato et al., 2014).

Une hypoplasie du tractus cortico-spinal, plus prononcée au niveau du bulbe rachidien, a également

été observée dans des formes infantiles de PSH liées au gène SPG1, indiquant qu'un défaut de

développement de ces faisceaux pourrait également contribuer à la pathogénèse de ces a�ections

(Yamasaki et al., 1995; Casari and Rugarli, 2001).

De façon générale, les corps cellulaires des neurones pyramidaux demeurent intacts (Casari and

Rugarli, 2001), bien qu'une légère diminution du nombre de cellules de Betz (cellules pyramidales

de la couche V du cortex) ait été observée chez certains patients (Bruyn, 1992). Les motoneurones

inférieurs, innervés par les faisceaux cortico-spinaux sont également préservés dans la grande majorité

des cas. Cependant, dans de rares cas de PSH, la perte d'une partie de ces cellules (Behan and

Maia, 1974; McDermott et al., 2000) ou des anomalies cytologiques au niveau de leur soma comme

des dépôts hyalins ou des accumulations anormales de mitochondries et de peroxysomes ont été

rapportées (McDermott et al., 2000).

De plus, il est important de préciser qu'il n'y a aucune évidence de démyélinisation primaire dans ces

a�ections. En e�et, la destruction de la gaine de myéline observée au niveau des faisceaux cortico-

spinaux et des colonnes postérieures chez certains patients atteints de forme pure de PSH est la

conséquence de la dégénérescence axonale primaire de ces faisceaux (Casari and Rugarli, 2001).

Certaines études anatomopathologiques décrivent également une faible prolifération gliale au niveau

de la moelle épinière de certains cas de PSH (Wharton et al., 2003). Cependant, cette dernière est

proportionnelle à l'étendue de la dégénérescence axonale et semble vraisemblablement secondaire à

la dégénérescence axonale, au même titre que la démyélinisation. Des agrégats pathologiques de la
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protéine Tau ont également été observés au niveau de l'hippocampe, du néocortex et du système

limbique d'un patient atteint de PSH liée au gène SPG4 (White et al., 2000). Cependant, dans ce

cas, aucune donnée ne permet de préciser si cette tauopathie à un lien avec la mutation de ce gène

ou si elle est apparue de façon fortuite chez ce patient.

La mesure électrophysiologique des potentiels évoqués corticaux montre que la vitesse de conduc-

tion nerveuse est souvent diminuée au niveau du tractus cortico-spinal des patients (Pelosi et al.,

1991). De même, les potentiels somatosensoriels évoqués, enregistrés au niveau des extrémités dis-

tales des membres inférieurs, révèlent une vitesse de conduction ralentie chez certains patients. Les

électromyogrammes sont, quant à eux, normaux dans la majorité des formes pures. Toutefois, bien

que la distribution de la dégénérescence axonale suggère une atteinte très spéci�que des axones les

plus longs du système nerveux central, plusieurs études suggèrent qu'un nombre non négligeable de

formes génétiques de PSH pourraient être associées à un dysfonctionnement d'autres populations

neuronales et tout particulièrement des nerfs périphériques sensoriels et moteurs, s'étendant égale-

ment sur de très longues distances. En e�et, bien qu'aucune atteinte des neurones périphériques n'ait

été signalée lors des premières études neuropathologiques (Reid, 1999), 17% des patients atteints de

PSH liée au gène SPG3A présentent une neuropathie périphérique sensori-motrice avec une diminu-

tion signi�cative des vitesses de conduction nerveuse au niveau des neurones �bulaires, tibiaux et

suraux (Ivanova et al., 2007). A ce jour, plus de 10 formes génétiques de PSH présentent ce type

d'atteinte périphérique (Fink, 2013). Par ailleurs, une étude récente menée sur 128 patients issus de

109 familles allemandes présentant des formes pures et complexes de PSH révèle une altération de la

conduction nerveuse au niveau des nerfs périphériques chez 44% des cas observés, qui ne montraient

au préalable aucun signe de neuropathie périphérique (Karle et al., 2013).

En�n, les biopsies musculaires de certains patients atteints de PSH liées à des mutations dans

des gènes clés de l'homéostasie mitochondriale, comme SPG7, révèlent des anomalies cytologiques

des cellules musculaires, communément associées à des dysfonctionnements de la phosphorylation

oxydative (Casari and Rugarli, 2001).
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II.C.2 Une expressivité clinique surprenante

Si l'atteinte des faisceaux cortico-spinaux trouve son expressivité dans le syndrome pyramidal (spas-

ticité et hyperré�exie) des membres inférieurs, la dégénérescence des cordons postérieurs, pour ainsi

dire muette d'un point de vue clinique, n'engendre qu'une perte modérée de la sensibilité profonde

chez certains patients, et ce, en dépit d'une atteinte similaire des faisceaux sensoriels et moteurs sur

le plan neuropathologique. De même, bien que les faisceaux spino-cérébelleux soient a�ectés chez

plus de 50% des patients, les manifestations cliniques associées à cette dégénérescence sont très rares.

Seule une légère ataxie observée chez certains cas atteints de formes pures de PSH pourrait être liée

à l'atteinte de ces axones (Reid, 1999; McDermott et al., 2000).

II.D Diagnostic clinique

Le diagnostic des PSH consiste en un examen clinique et neurologique approfondi et s'appuie sur

l'étude des antécédents familiaux et personnels du patient. En e�et, la présence d'un historique

familial d'une a�ection similaire compatible avec un mode de transmission autosomique dominant,

récessif ou lié au chromosome X est un critère obligatoire du diagnostic de PSH, bien que l'absence

de donnée familiale et l'existence de cas asymptomatiques en compliquent parfois la con�rmation.

Parmi les critères cliniques de diagnostic, on retrouve une détérioration progressive de la démarche,

la présence de signes neurologiques caractéristiques d'un syndrome pyramidal comme la spasticité

musculaire, l'hyperré�exie ostéotendineuse et un signe de Babinski uni- ou bilatéral (McDermott

et al., 2000). Il est important de préciser que la spasticité doit apparaitre de façon bilatérale et pro-

gressive et se restreindre aux membres inférieurs. De plus, d'autres examens complémentaires comme

l'IRM, le dosage des acides gras à longue chaine, ainsi qu'une analyse du liquide céphalo-rachidien et

des potentiels évoqués moteurs sont nécessaires pour a�ner le diagnostic et permettre d'exclure (par

diagnostic dit di�érentiel) la présence d'autres a�ections neurologiques tels que des anomalies struc-
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turales et vasculaires (tumeur spinale), des signes in�ammatoires (sclérose en plaque, sarcoïdose),

des défauts métaboliques (carences en vitamines, leucodystrophies) ou encore des signes infectieux

(paraplégies spastiques tropicales, syphilis) caractéristiques d'autres maladies neurologiques pouvant

également a�ecter les faisceaux cortico-spinaux (Hensiek et al., 2015).

L'IRM du cerveau pratiqué lors du diagnostic servait jusqu'ici principalement à exclure d'autres

maladies neurologiques. Cependant, une nouvelle technique d'imagerie avancée, l'IRM de di�usion

(ou DTI pour Imagerie du Tenseur de Di�usion), s'est révélée fructueuse pour déceler des anomalies

structurales de la matière blanche, ce qui permet de caractériser de façon précoce le patron de la

lésion et de mesurer sa progression en vue d'identi�er des � biomarqueurs � la caractérisant (Duning

et al., 2010).

II.E Approche thérapeutique

Il n'existe à ce jour aucun traitement permettant de retarder, prévenir voire bloquer la dégénéres-

cence axonale à l'origine des PSH. Les seuls traitements disponibles sont purement symptomatiques

et visent à réduire la spasticité par le biais de médication et de rééducation fonctionnelle. Parmi

les traitements symptomatiques de la spasticité on retrouve : la prise d'anti-spastiques et de myo-

relaxants tels que le Dantrolène et le Tizanidine, des injections intramusculaires de Botox (toxine

Botulique) visant à réduire les contractions intempestives des muscles squelettiques et leur fatigabi-

lité en empêchant la propagation de l'in�ux nerveux, ou encore la pause d'une pompe intrathécale

délivrant le myorelaxant Baclofène, un agoniste des récepteurs aux GABA-B, principal neurotrans-

metteur inhibiteur du système nerveux central (Hill and Bowery, 1981). Son action vise à empêcher

l'excitation prolongée des neurones et ainsi à diminuer l'hypertonicité et l'hyperré�exie (Rode et al.,

2003). Le Baclofène est le premier médicament anti-spastique à avoir été commercialisé. Il reste

aujourd'hui le plus utilisé pour réduire la spasticité des membres inférieurs et améliorer la marche

chez certains patients (Klebe et al., 2005; Hecht et al., 2008; Margetis et al., 2014).

En outre, l'Oxybutynine est un médicament qui est, lui, très fréquemment prescrit pour réduire les

problèmes d'incontinence urinaire (Tableau 3 ; Fink, 2013).
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En�n, d'un point de vue général, la kinésithérapie et l'exercice physique sont hautement recomman-

dés a�n d'améliorer les mouvements et la force musculaire au niveau des extrémités distales ainsi que

les conditions cardio-vasculaires. Une stimulation du nerf �bulaire et la pose d'orthèses au niveau

des chevilles permettent également de réduire la marche sur la pointe des pieds très caractéristique

des PSH et liée à l'hypertonicité des muscles extenseurs (Fink, 2013).

Table 3 � Mécanismes d'action des di�érentes molécules utilisées en traitement sympto-
matique. Elles peuvent être classées en quatre groupes : les GABAergiques (jaune), les adrénergiques
(rouge), les antispastiques périphériques (vert) et les inhibiteurs cholinergiques (bleu). Informations
tirées du Vidal (www.vidal.fr).

III Un nombre grandissant de formes génétiques pour toujours plus

de complexité

III.A Formes Sporadiques et Familiales

Les PSH sont des maladies monogéniques qui se caractérisent par une extrême hétérogénéité géné-

tique avec à ce jour pas moins de 67 gènes identi�és dont plus de 25 en l'espace de deux ans grâce

aux nouvelles approches génétiques comme le séquençage d'exomes, une technique particulièrement

puissante pour l'identi�cation de variants génétiques rares (Novarino et al., 2014; Tesson et al., 2015).
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Il existe des formes familiales et des formes sporadiques de PSH, toutes aussi hétérogènes sur le

plan génétique (Figure 5). A l'origine des formes sporadiques, on retrouve souvent des mutations

de novo, une pénétrance incomplète du phénotype dans la famille nucléaire, ou encore une absence

d'historique familial de la maladie. Elles représentent en moyenne 33% des cas de PSH contre 66%

de cas familiaux (Figure 5 ; Lo Giudice et al., 2014). Cependant leur fréquence varie en fonction des

pays. Par exemple, une étude menée sur 194 sujets provenant de 65 familles Norvégienne (Erichsen

et al., 2009) a permis d'estimer à 19% la proportion de cas sporadiques de PSH dans cet échantillon.

Figure 5 � Données épidémiologiques provenant du réseau italien de PSH (1707 sujets).
Représentation de la distribution des patients porteurs d'une mutation sur un gène à transmission
autosomique dominante (bleu), autosomique récessive (vert) ou liée au chromosome X (rouge) pour
les cas familiaux ou sporadiques. Extrait de Lo Giudice et al. 2014.

III.B La génétique des formes familiales

Les formes familiales de PSH sont transmises selon tous les modes connus de ségrégation : autoso-

mique dominant (PSH-AD), autosomique récessif (PSH-AR) et lié au chromosome X (PSH-X). Les

formes autosomiques dominantes sont les plus fréquentes puisqu'elles concernent 70 à 80 % des cas

de PSH (Depienne et al., 2007a).
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Les PSH-AD correspondent dans leur grande majorité à des formes pures de PSH. Parmi la dizaine

de gènes responsables de PSH-AD identi�és à ce jour, trois gènes sont à l'origine de plus de la moitié

des cas : SPG4 (40%), SPG3A (10%) et SPG31 (5%), codant respectivement la spastin, atlastin-1

et REEP1. Les autres gènes incriminés dans les PSH-AD ne représentent qu'1% des cas, et certains

n'ont été identi�és comme responsable de la maladie que dans une unique famille.

Les formes autosomiques récessives sont moins fréquentes puisqu'elles ne concernent qu'environ 10

à 20% des patients. Contrairement aux PSH-AD, les PSH-AR sont dans leur grande majorité des

formes complexes de PSH et leur hétérogénité génétique est particulièrement prononcée. En e�et,

plus de 40 formes génétiques distinctes de PSH-AR, dont 15 découvertes récemment (Novarino et al.,

2014), ont été décrites à ce jour. Les gènes SPG11 codant la spatacsin (KIA1840) et SPG15 codant

la spastizin (ZFYVE26) sont les gènes les plus fréquemment incriminés dans ces formes récessives

et les phénotypes associés à leurs mutations sont très similaires (i.e., agénésie du corps calleux,

anomalies de la substance blanche et neuropathie axonale ; Pensato et al., 2014). Les gènes SPG5 et

SPG7 codant CYP7B1 et la paraplegin sont également plus fréquemment mutés dans les PSH-AR.

Les formes liées au chromosome X sont beaucoup plus rares. Cinq locus de PSH-X ont été cartogra-

phiés à ce jour et 3 gènes identi�és : le gène SPG1 codant L1-CAM, SPG2 codant PLP et SPG22

codant MCT8.

Une forme maternelle (liée à l'ADN mitochondrial) et a�ectant le gène ATP6 a été décrite dans

une famille de PSH. La mutation de ce gène précédemment associé à d'autres syndromes, engendre

l'altération de l'activité ATP synthase (Verny et al., 2011).

III.C Un déséquilibre du sex-ratio assez général

En 1977, Holmes et Shaywitz décrivirent un déséquilibre du sex-ratio en faveur des hommes, dans les

PSH-AD (57%) comme dans les PSH-AR (61%) d'après le regroupement de 536 cas provenant de 104

familles di�érentes (Holmes and Shaywitz, 1977). Depuis, une méta-analyse incluant uniquement des

patients liés au gène SPG4 (gène majoritaire de PSH-AD) a con�rmé cette tendance avec 56,4% de
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cas masculins (Proukakis et al., 2011). Ce déséquilibre du sex-ratio pourrait être lié à une pénétrance

réduite ou à une apparition plus tardive des symptômes dans la population féminine sou�rant de

PSH. Face à une telle constatation, un e�et protecteur des ÷strogènes a été évoqué. Il est à noter

qu'un tel déséquilibre a également été observé dans la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), une

autre maladie neurodégénérative a�ectant entre autres les faisceaux cortico-spinaux, et que cette

di�érence s'amoindrit passé l'âge de la ménopause (Manjaly et al., 2010).

III.D Un manque de corrélation Génotype/Phénotype

De façon étonnante, très peu de corrélations génotype/phénotype émanent de cette extrême variabi-

lité clinique et génétique qui caractérise les PSH. En e�et, l'importante variabilité clinique inter- et

intra-familiale fait obstacle à la prédiction précise du phénotype d'un patient porteur d'une mutation

donnée (Fink, 2013). Cependant, des spéci�cités propres à certaines formes génétiques sont décrites

et permettent d'a�ner ou d'orienter le diagnostic génétique.

En e�et, une agénésie du corps calleux accompagnée de retards mentaux sont deux signes caractéris-

tiques des PSH liées aux gènes SPG11 et SPG15. En revanche, la présence d'une atrophie musculaire

couplée à la PSH est plus fréquemment observée chez des patients présentant une mutation des gènes

SPG10, SPG17 ou SPG20 (Neuhäuser et al., 1976; Auer-Grumbach et al., 2005). De plus, une ap-

parition précoce des symptômes, pendant la petite enfance, orientera plutôt le diagnostic génétique

vers le gène SPG3A. En�n, la majorité des formes pures à transmission autosomique dominante,

seront en priorité testées pour les gènes SPG4 et SPG3A (Figure 6 ; Depienne et al., 2007a).
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Figure 6 � Diagnostic clinique et génétique des formes de PSH. Si la forme de PSH est
dite pure (notamment, si aucune anomalie n'est détectée à l`IRM) les gènes SPG4 et SPG3A seront
systématiquement testés au vu de l'incidence élevée des mutations dans ces gènes. Si le diagnostic
décèle une forme complexe, le gène SPG11 sera testé en priorité en cas d'agénésie du corps calleux
tandis que les gènes SPG7 et SACS seront analysés en cas d'ataxie ou d'atrophie cérébelleuse
associée. Extrait de Depienne et al. 2007a.

Récemment, une étude visant à clari�er les phénotypes des formes génétiques les plus fréquentes de

PSH à partir de 519 familles révèle la présence d'une ataxie chez 50% des cas de PSH liées à une

mutation du gène SPG5, une dysarthrie chez 25% des patients porteurs de mutations dans le gène

SPG7 ainsi que des défauts cognitifs et des signes extrapyramidaux dans les cas de PSH liées au

gène SPG11 (Figure 7 ; Schüle et al., 2016).

Figure 7 � Spéci�cité de certains phénotypes parmi les formes les plus fréquentes de
PSH. L'ataxie est plus souvent retrouvée associée à la PSH chez les patients porteurs de mutations
dans SPG5, SPG7 ou SPG11 alors que des signes extrapyramidaux, la dysarthrie ou encore un
dé�cit cognitif apparaissent plus fréquemment et sélectivement chez les patients atteints de formes
de PSH liées à SPG11. Adapté de Schüle et al. 2016.
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Les avancées spectaculaires réalisées ces dernières années dans le diagnostic génétique des PSH

ont permis de révéler d'importants chevauchements génétiques entre certains sous-types de PSH et

d'autres maladies neurologiques ou neurodégénératives comme certaines formes d'ataxie ou de SLA

(Figure 8 ; Orlacchio et al., 2010; Klebe et al., 2015), étendant encore le spectre des phénotypes

associés aux mutations de certains gènes de PSH comme SPG3A ou SPG4.

Figure 8 � Appréciation globale du chevauchement génétique et clinique entre les PSH
et d'autres maladies neurodégénératives. Les avancées récentes dans le diagnostic génétique ont
permis de mettre en évidence de multiples chevauchements cliniques et/ou génétiques entre les PSH
et d'autres maladies neurologiques comme les ataxies héréditaires, la sclérose latérale amyotrophique
(ou ALS), la sclérose latéral primitive (ou PLS), la maladie de Charcot-Marie-Tooth (ou CMT) ou
encore la neurodégénérescence avec surcharge cérébrale en fer (NBIA). En outre, l'utilisation de
nouvelles techniques de séquençage dans la pratique clinique a révélé un continuum entre les PSH
et d'autres maladies neurodégénératives. Extrait de Klebe et al., 2015.

IV Diversité des mécanismes pathogéniques

Elucider la fonction des protéines codées par ces nombreux gènes de PSH et disséquer les voies de si-

gnalisation dans lesquelles elles s'intègrent par le biais de modèles animaux et cellulaires constituent

des étapes clés et incontournables à la compréhension des mécanismes pathogéniques à l'origine des

PSH. Cependant, avant même de connaître la fonction de ces gènes, la grande taille des faisceaux
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cortico-spinaux laissait présager que le dysfonctionnement des mécanismes cellulaires (transport axo-

nal, tra�c membranaire) assurant la communication entre le soma et la région distale de l'axone,

situés parfois à près d'un mètre de distance, pourrait avoir des conséquences délétères dans l'homéo-

stasie de ces faisceaux (Klebe et al., 2015). Les données fonctionnelles accumulées ces dix dernières

années sur un grand nombre de gènes de PSH ont permis d'étayer cette hypothèse et ont révélé une

diversité des mécanismes pathogéniques moins étendue que celle attendue, au vu de l'hétérogénéité

structurelle et fonctionnelle des 15 premiers gènes de PSH identi�és. En e�et, la grande majorité

des protéines de PSH semble aujourd'hui intervenir dans un nombre de processus cellulaires res-

treints (parfois même au sein des mêmes complexes macromoléculaires) qui au fur et à mesure des

années apparaissent interconnectés et/ou interdépendants comme le tra�c endo-lysosomal, la

morphogénèse du réticulum endoplasmique et des gouttelettes lipidiques, le transport axonal, le

fonctionnement mitochondrial, etc. (Figure 9 ; Klebe et al., 2015) suggérant une origine commune

à la vaste majorité des formes génétiques de PSH : un défaut de remodelage et du tra�c

membranaires (Lo Giudice et al., 2014).
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Figure 9 � Vue d'ensemble des di�érents mécanismes pathogéniques à l'origine des
PSH. A ce jour, les nombreux gènes mutés dans les di�érentes formes de PSH codent des protéines
impliquées dans peu de mécanismes cellulaires. Une altération des fonctions cellulaires essentielles
à la survie et à l'homéostasie du neurone, telles le transport axonal, le tra�c endo-lysosomal, la
morphogénèse du réticulum endoplasmique, la synthèse et le stockage des lipides, le métabolisme
de la mitochondrie conduit à la neurodégénérescence des faisceaux cortico-spinaux. En e�et, ces
perturbations entrainent des défauts de développement et de maintenance de ces très longs axones
du système nerveux central. Modi�é depuis Blackstone, 2012.

IV.A Processus cellulaires défectueux

IV.A.1 Altération du tra�c endo-lysosomal

L'altération du tra�c endo-lysosomal s'impose à ce jour comme le mécanisme pathogénique le plus

fréquemment incriminé dans les PSH. En e�et, parmi les 67 gènes de PSH déjà identi�és, 18 SPGs,

incluant les gènes majeurs de PSH-AD et -AR (SPG3A, SPG4, SPG15, SPG11 ; Tableau 4 ; Figure

10) codent des protéines ayant un rôle putatif ou avéré dans le tra�c endo-lysomomal. Ce processus

de tra�c cellulaire, qui régule la concentration et la signalisation de nombreux récepteurs présents

à la membrane plasmique, est déterminant pour l'interprétation des signaux extracellulaires par le

neurone embryonnaire ou adulte. En e�et, l'endocytose et le tra�c vésiculaire en résultant contrôlent
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à la fois (i) l'internalisation de ces récepteurs membranaires, (ii) leur recyclage au niveau de la

membrane plasmique par des endosomes dits de recyclage, issus de la �ssion des tubules d'endo-

somes précoces, (iii) le regroupement et l'activation de leurs e�ecteurs dans des endosomes dits de

signalisation ou encore (iv) leur dégradation, en les acheminant vers les endosomes tardifs puis les

lysosomes (Figure 10 ; Katzmann et al., 2002).

Figure 10 � Représentation schématique du tra�c endo-lysosomal. L'endocytose est un
processus essentiel à la régulation de la concentration et de la signalisation de nombreux récepteurs
présents à la membrane plasmique. Après l'internalisation de ces récepteurs membranaires par en-
docytose, ceux-ci peuvent emprunter trois voies, qui consistent à : (1) être recyclés au niveau de
la membrane plasmique, directement ou via des endosomes de recyclage, à la manière des récep-
teurs à la transferrin (récepteurs bleus) ; (2) être acheminés par transport rétrograde vers le réseau
trans-Golgien comme c'est le cas pour les récepteurs au Mannose-6-phosphate (récepteurs verts) ;
ou (3) être dégradés, via les endosomes tardifs qui après maturation fusionnent avec les lysosomes,
à la manière des récepteurs de voies de signalisation comme celle des Bone Morphogenetic Proteins
(récepteurs jaunes). L'équilibre entre la dégradation protéique et le recyclage des récepteurs à la
membrane est crucial pour l'homéostasie cellulaire, car une distribution anormale d'un type de ces
récepteurs pourrait entraîner une altération de la transduction du signal. D'après Gallon and Cullen
2015.
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De plus, le tra�c endosomal est également essentiel au maintien de l'identité et de la fonctionnalité

des di�érents compartiments cellulaires impliqués. En e�et, des perturbations de sortie de la voie

d'endocytose, comme par exemple le mauvais acheminement des enzymes de dégradation dans le

lysosome, vont a�ecter l'identité et la fonction de ce compartiment cellulaire et avoir des conséquences

dramatiques sur l'homéostasie cellulaire. Résumées dans le Tableau 4, les protéines de PSH agissant

dans le tra�c endosomal sont des composants ou des régulateurs clés de complexes macromoléculaires

essentiels à l'homéostasie du transport endo-lysosomal et intervenant à di�érentes étapes de ce

processus. Par exemple, la spastin (SPG4 ) et la strumpellin (SPG8 ), altérées dans deux formes

de PSH-AD, ont été récemment impliquées dans la �ssion des tubules endosomaux de recyclage

(Allison et al., 2013; Derivery et al., 2009; Freeman et al., 2013). En e�et, la perte de fonction

de ces deux protéines dans des cellules non-neuronales ou neuronales conduit à une tubulation

anormale des endosomes, associée à des défauts de sortie de la voie d'endocytose des récepteurs

à la transferrin dans le cas de la spastin (Allison et al., 2013) ou des récepteurs au LDL (Low

Density Lipoprotein) dans le cas de la strumpellin (Derivery et al., 2009; Bartuzi et al., 2016). De

façon intéressante, ces deux protéines régulent la �ssion des tubules endosomaux via des mécanismes

moléculaires di�érents. L'extension et la �ssion des tubules endosomaux dépend de l'action combinée

du complexe macromoléculaire WASH (Wiskott�Aldrich Syndrome Protein and SCAR Homologue),

qui régit la mise en place locale (i) d'un réseau d'actine branché exerçant une force de poussée sur la

membrane du tubule, (ii) du moteur moléculaire dynein qui génère une force de traction s'opposant

à la force de poussée de l'actine lors de son déplacement le long des rails de microtubules, et (iii)

d'un anneau contractile de dynamin permettant la scission des membranes (Figure 11).
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Figure 11 � Mécanisme de �ssion des endosomes. Schéma représentant les di�érentes forces
exerçant une tension sur la membrane des tubules endosomaux nécessaires à leur �ssion. La �èche
de gauche illustre la force de poussée exercée par le réseau d'actine branché généré par le complexe
WASH alors que la �èche de droite indique la force de traction exercée par la dynein se déplaçant
sur les microtubules. L'action concertée de ces deux forces opposées et de l'anneau contractile de
dynamin se formant sur le tubule va permettre la scission de la membrane. Extrait de Derivery et al.,
2009.

En collaboration avec le groupe d'Evan Reid, notre équipe a montré que l'activité de cassure des

microtubules exercée par la spastin est essentielle à la �ssion des tubules endosomaux et qu'un

traitement au nocodazole, une drogue dépolymérisant les microtubules permet de sauver le phéno-

type de tubulation endosomale des cellules HeLa dépourvues de spastin (Allison et al., 2013). En

revanche, la strumpellin est un composant clé du complexe WASH nécessaire à la mise place du

réseau d'actine branché indispensable à la �ssion des tubules endosomaux (Derivery et al., 2009).

Alternativement, la spartin (SPG20 responsable d'une PSH-AR) et NIPA1 (SPG6 impliqué dans

une PSH-AD) régulent l'internalisation et la dégradation endocytiques des récepteurs aux Bone Mor-

phogenetic Proteins (BMP), des morphogènes essentiels à la croissance des neurones moteurs (Wang

et al., 2007; Tsang et al., 2009; Nahm et al., 2013). De façon étonnante, sept gènes responsables de

PSH-AR codent des sous-unités des manteaux moléculaires AP-4 (SPG47, SPG50-52 ; Abou Jamra

et al., 2011) et AP-5 (SPG48, SPG11, SPG15 ) présents à la surface de certains compartiments de la

voie d'endocytose ou encore des protéines interagissant avec le manteau AP-5 (SPG11 et SPG15 ).

Les complexes AP-4 et AP-5 semblent respectivement impliqués dans le transport antérograde de

cargos depuis le trans-Golgi vers les endosomes et le tra�c de cargos vers les lysosomes (Hirst et al.,

2013a). De plus, AP-4 semble jouer un rôle essentiel dans le tra�c polarisé. En e�et, dans les neu-

rones des souris knockout pour la sous-unité AP-4 β, certaines protéines spéci�ques du compartiment
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somatodendritique, comme les récepteurs aux LDL, AMPA ou encore δ2 au glutamate sont anorma-

lement transportés dans l'axone (Matsuda et al., 2008). En outre, la perte de fonction de la sous-unité

ζ du manteau AP-5 codée par le gène SPG48 conduit à une accumulation anormale de structures

multilamellaires présentant la morphologie d'organites hybrides résultant de la fusion d'endosomes

et de lysosomes. De façon notable, ces structures anormales, positives pour le marqueur lysosomal

lamp-1, renferment du � matériel � cytoplasmique caractéristique des vésicules d'autophagie, et sont

observées dans les �broblastes de patients SPG48 (Hirst et al., 2015) et SPG15 (Vantaggiato et al.,

2013; Renvoisé et al., 2014), mais également dans le système nerveux des souris mutantes SPG15 et

SPG11 (Khundadze et al., 2013), ainsi que dans des cellules HeLa déplétées en spastizin (SPG15 )

ou spatacsin (SPG11 ) (Chang et al., 2014). De plus, la spatacsin et la spastizin ont été impliquées

dans le phénomène de renouvellement des lysosomes par l'autophagie. En e�et, leur perte de fonction

conduit à une réduction dramatique du nombre de lysosomes circulants, ce qui s'avère délétère pour

le � grand nettoyage � des cellules par l'autophagie (Chang et al., 2014; Varga et al., 2015).

Pour conclure, en perturbant l'homéostasie du tra�c endo-lysosomal, les mutations de ces di�érents

gènes de PSH vont altérer la signalisation de récepteurs et perturber la réponse du neurone à di�é-

rents facteurs extracellulaires comme les facteurs neurotrophiques essentiels au guidage de l'axone,

à l'établissement et la maintenance des connexions synaptiques, au maintien de l'homéostasie et à

la survie neuronales et/ou perturber le processus d'évacuation des déchets toxiques par autophagie

et ainsi contribuer à leur dégénérescence.
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Table 4 � Les 18 protéines de PSH impliquées dans le tra�c endo-lysosomal. Tableau
indiquant la nomenclature des gènes responsables de PSH, les noms des protéines correspondantes,
leur localisation sub-cellulaire et leur rôle putatif ou avéré dans le tra�c endo-lysosomal.
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IV.A.2 Défaut de morphogénèse du réticulum endoplasmique

Etonnamment, plus de la moitié des cas de PSH sont liées à des mutations dans des gènes (SPG3A,

SPG4, SPG12, SPG31 et SPG33 ) codant des partenaires d'interaction, localisés au niveau de la

membrane du réticulum endoplasmique, et qui semblent jouer un rôle essentiel dans la morphogé-

nèse des tubules de cet organite. Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite membranaire en

continuité avec l'enveloppe nucléaire, constitué de feuillets plats recouverts de ribosomes que l'on

appelle RE rugueux (RER) et d'un réseau polygonal de tubules courbes et interconnectés qui consti-

tue le RE lisse (REL). Le RE s'étend à travers tout le cytoplasme des cellules, et ce même au sein de

l'axone et jusque dans le cône de croissance des neurones (Goyal and Blackstone, 2013). Cette orga-

nisation structurelle du RE est extrêmement conservée au cours de l'évolution et intimement liée à

la spéci�cité fonctionnelle de ses di�érents compartiments. En e�et, le RER joue un rôle crucial dans

la synthèse, la modi�cation post-traductionnelle, le contrôle qualité et le tra�c des protéines mem-

branaires et solubles destinées à la sécrétion. Le REL, quant à lui, est principalement impliqué dans

la synthèse et la distribution des lipides, les métabolismes des carbohydrates, la détoxi�cation, la

formation des gouttelettes lipidiques et l'établissement de contacts avec d'autres organites comme les

endosomes et les mitochondries régulant ainsi leur plasticité et fonctionnalité (Friedman et al., 2011;

Raiborg et al., 2015). L'atlastin-1 codée par le gène SPG3A est la première protéine de PSH dont le

rôle s'est révélé essentiel à la morphogénèse des tubules du RE in vitro comme in vivo. L'atlastin-1

est une GTPase transmembranaire majoritairement exprimée dans le système nerveux central. Dans

des neurones de mammifères, l'atlastin-1 est majoritairement localisée au niveau des tubules du RE,

et retrouvée de façon plus discrète au niveau des endosomes (Zhu et al., 2006). La perte de fonction

partielle (ou knockdown) de l'atlastin-1 altère la formation et la croissance de l'axone de ces neurones

(Zhu et al., 2006). Chez la drosophile, le knockdown ou la surexpression de l'atlastin-1 conduisent

respectivement à une fragmentation ou à une expansion des membranes du RE (Orso et al., 2009).

En outre, la surexpression de cette GTPase sauvage ou porteuse d'une mutation à e�et dominant

négatif chez la levure ou dans des cellules de mammifères a�ecte la morphologie des tubules du RE

(Hu et al., 2009). Des expériences in vitro ont permis de montrer que l'atlastin-1 contrôle la fusion

homotypique des tubules du RE nécessaire à la formation des jonctions à trois voies caractéristiques
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de l'organisation polygonale du REL (Orso et al., 2009). Ce processus est dépendant de son activité

GTPase et de ces domaines transmembranaires en épingle à cheveux. Au sein de la membrane du

RE, l'atlastin-1 interagit via ces domaines transmembranaires avec quatre autres protéines de PSH

dont deux fréquemment impliquées dans les PSH-AD, la spastin (SPG4 ), REEP1 (SPG31 ), reti-

culon 2 (SPG12 ) et la protrudin (SPG33 ; Figure 12 ; Park et al., 2010; Montenegro et al., 2012;

Chang et al., 2013).

Figure 12 � Spastin, atlastin-1, REEP1-4 et reticulon interagissent au sein du Réticulum
Endoplasmique (RE). Schéma représentant le réseau du RE au sein d'un neurone (à gauche),
un grossissement d'une jonction à trois voies au niveau de la partie tubulaire du RE (au centre),
et un encart (à droite) proposant un modèle d'interaction entre les protéines de PSH régulant la
morphologie du réseau du RE. D'après Blackstone, 2012.

REEP1 et reticulon 2 sont des membres de la superfamille de protéines reticulon/REEP/Yop1p qui

sont requis dans la formation et la courbure des tubules du RE. La protrudin semble, elle, in�uencer

la morphogénèse du RE en régulant la balance entre les feuillets et les tubules ainsi que la densité

des interactions entre les tubules (Chang et al., 2013). En outre, par leur capacité à interagir avec les

microtubules, REEP1 et la spastin sont nécessaires à l'interaction et à l'alignement des tubules du

RE avec ces polymères, ce qui s'avère crucial pour le maintien de la morphologie et la distribution

spatiale du RE. En e�et, l'expression d'une protéine REEP1 porteuse d'une mutation pathogène

délétant sa région C-terminale ou d'une version de la spastin dépourvue de son activité ATPase

altère l'organisation du RE dans des cellules HeLa (Park et al., 2010; Lumb et al., 2012). De plus,
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chez les souris mutantes REEP1, la dégénérescence axonale des neurones pyramidaux à l'origine du

déclin de leurs performances locomotrices s'accompagne d'une diminution de la complexité du réseau

tubulaire du RE (Beetz et al., 2013). Cependant, aucune évidence fonctionnelle ne permet à ce jour

d'établir un lien direct entre cette altération de la morphogénèse du RE et la dégénérescence des

faisceaux cortico-spinaux. Néanmoins, de façon intéressante, la protéine REEP1 a été récemment

identi�ée comme une protéine facilitant l'établissement de points de contact entre le RE et les mito-

chondries, qui permettent de réguler la �ssion des membranes mitochondriales et sont ainsi essentiels

à leur fonctionnalité (Klecker et al., 2014; Krols et al., 2016). Dans ce sens, une étude récente du

groupe d'Evan Reid montre que la spastin facilite la �ssion des tubules endosomaux au niveau de

point de contact avec le RE (E Reid, communication au SPATAX meeting, Paris, juin 2016). Cette

interconnection entre le RE et divers organites, comme les endosomes et les mitochondries, suggère

que le dysfonctionnement de certains organites incriminés dans la pathogénèse des PSH pourrait

avoir comme origine une altération même subtile de la morphologie du RE.

En�n, d'autres protéines de PSH, moins étudiées à ce jour, sont également localisées au niveau RE

comme la seipin (SPG17 ), SPFH2 (SPG18 ), ARL6IP1 (SPG61 ), l'erlin-1 (SPG62 ) ou RAB3GAP2

(SPG69 ) et joueraient un rôle putatif dans la morphogénèse du RE, le système ERAD de dégra-

dation et de contrôle qualité du RE ou encore la régulation du métabolisme lipidique. Cependant,

les mécanismes moléculaires par lesquels leur dysfonctionnement conduit à la dégénérescence des

faisceaux cortico-spinaux demeurent obscurs (Tesson et al., 2015).

IV.A.3 Altération du métabolisme lipidique

La dérégulation du métabolisme lipidique se retrouve également au c÷ur de la physiopathologie

des PSH avec un nombre en constante progression de gènes codant des protéines impliquées dans

le métabolisme des phospholipides, sphingolipides, acides gras ou encore dans l'homéostasie des

gouttelettes lipidiques (Lamari et al., 2013). Par exemple, DDHD1 (SPG28 ) and DDHD2 (SPG54 )

sont deux phospholipases de type A1 tandis ce que la protéine NTE (SPG39 ; Neuropathy Target

Esterase) est une phospholipase de type B qui possède à la fois une activité phospholipase A1 et
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A2. D'autres protéines de PSH catalysent l'hydroxylation de l'acide arachidonique et d'acides gras

à longues chaines (CYP2U1 ; SPG56 ) ou la 2-hydroxylation des galactolipides de la myéline, de la

galactosylceramine et du sulfatide. En�n CYP7B1 (SPG5A), assez fréquemment altérée dans les

PSH-AR, est une enzyme fortement exprimée dans le foie et le système nerveux où elle catalyse

l'hydroxylation du 25- et 27-hydroxycholestérol. Les patients dé�cients en CYP7B1 présentent une

augmentation anormale du taux de 27-hydroxycholestérol dans le liquide céphalo-rachidien (Schüle

et al., 2010). Parallèlement, CYP7B1 semble également jouer un rôle dans le métabolisme de la

DHEA (dehydroepiandrosterone) dans le cerveau. En outre, de nombreuses protéines de PSH (dont

les protéines majoritaires spastin, atlastin-1 et REEP1) se sont récemment révélées capitales dans

la régulation de l'homéostasie des gouttelettes lipidiques (ou LD pour Lipid Droplets), des organites

dédiés au stockage des lipides neutres et dérivant des tubules du RE. Parmi ces protéines, on retrouve

les protéines impliquées dans la morphogénèse du RE et/ou le tra�c endosomal comme l'atlastin-1

(SPG3A), la spastin (SPG4 ), REEP1 (SPG31 ), la seipin (SPG17 ), la spartin (SPG20 ) ou la kinesin-

1 (SPG10 ) (Welte, 2015). En e�et, des dérégulations de l'expression de la spastin, l'atlastin-1 ou la

spartin sont associées à des modi�cations de la taille et du nombre de gouttelettes lipidiques ainsi

qu'à une altération des taux de triglycérides in vitro dans des cellules non-neuronales et in vivo

chez di�érents modèles animaux (Klemm et al., 2013; Papadopoulos et al., 2015; Eastman et al.,

2009; Renvoisé et al., 2012). De plus, lorsqu'elle est co-exprimée avec l'atlastin-1, la protéine REEP1

augmente également la taille des gouttelettes lipidiques. La Seipin est une protéine intégrale de la

membrane du RE, présente aux points de jonction entre le RE et les gouttelettes lipidiques, qui

jouerait un rôle clé dans la formation et la maintenance de ces compartiments de stockage lipidique

(Fei et al., 2011; Cartwright and Goodman, 2012). En outre, le moteur moléculaire kinesin-1 a été

impliqué dans le transport des gouttelettes lipidiques chez la drosophile (Shubeita et al., 2008). En�n,

on peut supposer que le dysfonctionnement des enzymes du métabolisme lipidique, telles CYP7B1,

DDHD1 et 2 etc. a un impact sur l'approvisionnement et la composition lipidique de ces gouttelettes

mais cette hypothèse reste à démontrer expérimentalement.
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Cependant, bien que de nombreux arguments suggèrent une contribution importante du métabolisme

lipidique à la pathogénèse des PSH, les mécanismes pathogéniques par lesquels le dysfonctionnement

de ce métabolisme ou l'altération des gouttelettes lipidiques perturbe l'homéostasie des faisceaux

cortico-spinaux restent à élucider. Toutefois, il est fort probable que cette perturbation ait un impact

direct sur la transduction des signaux médiés par les acides gras (comme les signalisations liées aux

petites protéines G par exemple) ou encore les rigidité, �uidité et/ou plasticité des membranes

lipidiques, qui constituent des propriétés essentielles au remodelage morphologique et par ce biais à

la fonctionnalité de certains organites comme les endosomes ou le RE.

IV.A.4 Altération du transport axonal

L'identi�cation de mutations dans les gènes KIF5A (SPG10 ; Reid et al., 2002), KIF1A (SPG30 ;

Erlich et al., 2011) et KIF1C (SPG58 ; Novarino et al., 2014) codant des moteurs moléculaires de

la famille des kinesins prouve que l'altération du tra�c membranaire et/ou du transport axonal est

une cause primaire de la dégénérescence axonale des faisceaux cortico-spinaux. En e�et, dans les

neurones, le transport actif de cargos se fait grâce à des moteurs moléculaires, ou plus précisément

des enzymes qui utilisent l'énergie fournie par l'hydrolyse de l'ATP (dont la principale source est

la mitochondrie) pour pouvoir se déplacer le long du cytosquelette de microtubules. On distingue

deux types de moteurs moléculaires capables de transporter des cargos sur de longues distances le

long des microtubules : les kinesins et la dynein. Les kinesins sont des protéines motrices qui se

déplacent vers les bouts � plus � des microtubules et transportent des cargos tels que les précurseurs

des vésicules synaptiques, des organites ou encore des neuro�laments de manière antérograde, depuis

le corps cellulaire vers la synapse. Réciproquement, le complexe moteur dynein se déplace vers les

bouts � moins � des microtubules et est responsable du transport rétrograde de certains cargos tels

que des organites, des facteurs neurotrophiques, de la synapse vers le corps cellulaire. La myosin V

est un moteur moléculaire qui permet le déplacement de cargos et d'organites sur des distances plus

courtes, le long des �laments d'actine (Figure 13 ; Guzik and Goldstein, 2004; Chevalier-Larsen and

Holzbaur, 2006).
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Figure 13 � Les moteurs moléculaires. La famille des kinesins est responsable du transport
antérograde des cargos depuis le noyau vers la synapse. La dynein, assistée par la dynactin, permet
le transport rétrograde des cargos de la synapse vers le soma. Ces moteurs moléculaires transportent
leurs cargos sur de longues distances en utilisant les rails que forment les microtubules. La myosin
V assure les déplacements de cargos sur de plus courtes distances, le long des �laments d'actine.
Extrait de Chevalier-Larsen and Holzbaur 2006.

Le gène KIF5A (SPG10 ), responsable de formes pures ou complexes de PSH-AD (Reid et al., 2002),

code une sous unité motrice de la kinesin-1 ou kinesin conventionnelle, spéci�quement exprimée dans

les neurones. Le complexe moteur des kinesins est un complexe hétérotétramérique constitué de deux

sous-unités motrices de 120 kDa appelées chaines lourdes de kinesin (KHC) et de deux sous-unités

d'environ 60 kDa nommées chaines légères de kinesin (KLC) (Bloom and Goldstein, 1998). Les

chaines lourdes de kinesins possèdent un domaine moteur qui est impliqué dans l'interaction avec les

microtubules et dans l'hydrolyse d'ATP nécessaire au mouvement du complexe protéique le long des

microtubules. Les chaines légères sont, elles, impliquées dans la liaison des cargos et semblent moduler

l'activité des chaines lourdes. La kinesin-1 joue un rôle essentiel dans le transport antérograde rapide

des organites membranaires (Goldstein and Yang, 2000; Goldstein, 2001) et dans le transport plus

lent des neuro�laments à l'intérieur de l'axone (Xia et al., 2003). En outre, la surexpression d'une

forme pathogène de KIF5A chez la drosophile est associée à une altération du transport axonal qui

se manifeste par la présence d'axones moteurs dilatés et gorgés de cargos, couplée à la diminution

de l'activité locomotrice et de la survie de ces mouches (Füger et al., 2012). En 2008, une étude
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moléculaire utilisant des systèmes reconstitués in vitro a montré que des mutations pathogènes de

KIF5A, responsables de PSH et localisées dans le domaine moteur, réduisent considérablement la

processivité de ce moteur (i.e., la vitesse de glissement sur les microtubules) ou son a�nité pour

ces polymères (Ebbing et al., 2008). Dans les deux cas, ces mutations auraient donc pour e�et de

réduire le �ux brut de cargos et a�ecteraient secondairement l'homéostasie de l'axone suite à un

défaut d'approvisionnement de la synapse (Ebbing et al., 2008).

Les gènes KIF1A (SPG30 ) et KIF1C (SPG58 ), tous deux responsables de PSH-AR pures ou com-

plexes, codent des moteurs moléculaires appartenant à la famille de la kinesin-3. La protéine KIF1A

a été impliquée dans le transport antérograde des précurseurs vésiculaires (Okada et al., 1995) en

lien avec la protéine adaptatrice Rab3a (Niwa et al., 2008). Les souris knockout KIF1A meurent

peu de temps après leur naissance et présentent une réduction signi�cative du nombre de vésicules

synaptiques associée à une mort neuronale (Yonekawa et al., 1998). Très récemment, le groupe de

Nobutaka Hirokawa a démontré que l'haploinsu�sance de KIF1A est à l'origine d'une axonopathie

périphérique chez la souris mutante KIF1A, caractérisée par une perte progressive des neurones

des ganglions des racines dorsales exprimant le récepteur au NGF (Nerve Growth Factor) TrkA, et

couplée à une altération du transport axonal de TrkA. De plus, leurs travaux révèlent que KIF1A

lie des vésicules marquées par TrkA via la protéine Rab3a, ce qui suggère un rôle majeur de cette

protéine dans le transport de ces récepteurs, une hypothèse qui pourrait expliquer le défaut de survie

de ces � longs � neurones (Tanaka et al., 2016). En�n, une étude récente chez Cænorhabditis elegans

a mis en évidence un rôle de KIF1A/UNC-104 dans la formation des autophagosomes au niveau de

la synapse, via sa capacité à réguler le transport axonal d'une protéine clé de l'autophagie, ATG-9

(Stavoe et al., 2016). De façon notable, le processus d'autophagie a déjà été incriminé dans d'autres

formes de PSH liées à un défaut de tra�c endo-lysosomal, comme les PSH liées aux loci SPG11 et

SPG15 (Chang et al., 2014; Varga et al., 2015). La protéine motrice KIF1C est connue pour réguler

les podosomes, des structures d'adhésions riches en actine qui remodèlent la matrice extra-cellulaire
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sous certaines conditions physiologiques (E�mova et al., 2014). Néanmoins, une étude menée dans

l'équipe de Casper Hoogenraad montre que KIF1C interagit avec BICDR-1, une protéine liant Rab6

et participe au transport bidirectionnel de vésicules sécrétoires pendant les étapes précoces de la

di�érentiation neuronale (Schlager et al., 2010).

De façon importante, les mutations d'autres gènes de PSH ne codant pas des moteurs moléculaires

semblent également avoir des conséquences dramatiques, et plus ou moins directes, sur l'homéostasie

du transport axonal, en altérant d'autres acteurs importants de ce tra�c comme les rails de micro-

tubules, les mitochondries, principal fournisseur d'ATP, ou encore les oligodendrocytes. C'est le cas

par exemple de la spastin, une enzyme de cassure des microtubules dont la perte de fonction conduit

à une stabilisation anormale du réseau de microtubules dans les axones, associée à des anomalies de

transport axonal antérograde et rétrograde (Tarrade et al., 2006; Kasher et al., 2009; Denton et al.,

2014). En e�et, les souris knockout spastin développent une axonopathie progressive caractérisée

par la présence de dilatations axonales gorgées d'organite et de neuro�laments, suggérant un défaut

de transport axonal (Figure 14 ; Tarrade et al., 2006). Des dilatations axonales similaires, gorgées

d'organites, sont également observées dans des cultures primaires de neurones corticaux de ces souris

et peuvent être sauvées avec des drogues modulant spéci�quement la dynamique des microtubules

(Fassier et al., 2013). De plus, les souris knockout SPG7 présentent de la même manière des dilata-

tions axonales au niveau de leur moelle épinière, dé�ciente en paraplegin, une protéine chaperone de

la membrane mitochondriale interne. Chez ces souris, le processus dégénératif couplé à des anomalies

de transport axonal est précédé par des altérations morphologiques des mitochondries au niveau des

terminaisons synaptiques des axones moteurs (mitochondries di�ormes et hypertrophiques) et par

une phosphorylation oxydative anormale, suggérant qu'un dé�cit d'énergie au niveau des terminai-

sons axonales pourrait perturber le transport le long des axones et conduire à leur dégénérescence

dans les PSH liées au gène SPG7 (Figure 14 ; Ferreirinha et al., 2004). De façon inattendue, les souris

knockout pour le gène PLP (SPG2 ), muté dans une forme sévère de PSH-X et codant le constituant

majeur de la gaine de myéline PLP, développent elles aussi une axonopathie associée à un défaut de

transport axonal antérograde et rétrograde dans la région paranodale (Figure 14 ; Edgar et al., 2004),

découvrant pour la première fois le rôle essentiel de la communication entre l'axone et la cellule gliale
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dans la régulation du transport axonal. Par ailleurs, la protéine PLP est fortement enrichie au ni-

veau des endosomes tardifs durant la phase active de myélinisation, et des études récentes suggèrent

qu'un défaut de tra�c endosomal de cette protéine dans les oligodendrocytes pourrait contribuer à

la pathogénèse des PSH (Shen et al., 2016).

Figure 14 � Les dilatations axonales des souris knockout SPG2 , SPG4 et SPG7 . Le
phénotype de dilatation axonale est présent dans di�érents modèles murins de PSH. (A) Coupe
transversale de la moelle épinière d'une souris PLP -/Y. Les dilatations axonales contiennent de
nombreux organites. On note également un a�nement de la gaine de myéline due à l'élargissement
de l'axone. (B) Coupe transversale de la moelle épinière d'une souris SPG7 -/-. Des dilatations
axonales sont également observées chez les souris déplétées en paraplegin, une protéine chaperonne de
la membrane mitochondriale interne. (C,D) Coupes transversales de la moelle épinière d'une souris
contrôle (C) et Sp Δ/Δ (D). Les souris Sp Δ/Δ présentent des dilatations axonales (D, astérisque),
suggérant un défaut de transport axonal. Extraits de Gri�ths et al. 1998; Ferreirinha et al. 2004;
Tarrade et al. 2006.

IV.A.5 Dysfonctionnement mitochondrial

Comme on pouvait le supposer, au vu de l'importance des mitochondries dans le fonctionnement

du système nerveux et de leur implication dans un grand nombre de maladies neurodégénératives

telles que l'ataxie de Friedrich, les CMT de type 2A, la SLA ou la maladie de Parkinson (Kwong

et al., 2006; Petrozzi et al., 2007), le dysfonctionnement mitochondrial compte parmi les mécanismes

pathogéniques à l'origine de certaines formes génétiques de PSH. Des mutations du gène SPG7,

codant la paraplegin, une métalloprotéase de la membrane mitochondriale interne (m.m.i) sont
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responsables d'une forme relativement fréquente de PSH-AR associée à une atrophie optique et

à une neuropathie périphérique (Casari and Rugarli, 2001; Wilkinson et al., 2004). La paraplegin

forme un complexe avec la protéine AFG3L2 qui est l'équivalent chez les mammifères de la protéase

m-AAA de levure, impliquée dans le contrôle qualité des protéines au niveau de la m.m.i et chargée

d'éliminer les protéines non assemblées ou mal repliées (Rugarli and Langer, 2006). Cependant, cette

protéase m-AAA a également été impliquée dans l'assemblage des ribosomes et la régulation de la

traduction protéique au niveau de la m.m.i, notamment de protéines essentielles à l'assemblage et

au fonctionnement des complexes de la chaine respiratoire (Nolden et al., 2005; Rugarli and Langer,

2006). Dans les �broblastes de patients SPG7, ce complexe paraplegin/AFG3L2 est anormal, ce qui

conduit à une diminution de l'activité du complexe I de la chaine respiratoire et à une augmentation

de la sensibilité au stress oxydatif (Casari et al., 1998; Atorino et al., 2003). De plus, l'absence de

paraplegin chez la souris a�ecte la morphologie et le fonctionnement des mitochondries le long des

axones et conduit à une altération du transport axonal et à la dégénérescence de l'axone (Figure 15 ;

Ferreirinha et al., 2004).

Figure 15 � Défauts mitochondriaux des souris knockout SPG7 . (a,b) Coupes, au niveau
lombaire, de la moelle épinière d'une souris mutante SPG7, présentant des mitochondries élargies
dont les crêtes sont endommagées (�èches). (c,d) Coupes comparables d'une souris contrôle ne
présentant pas de défaut mitochondrial. Extrait de Ferreirinha et al. 2004.
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Le gène SPG13 responsable d'une forme pure de PSH-AD à début tardif code la protéine chape-

rone mitochondriale HSP60, dont le dysfonctionnement dans des cellules de patients est associé à

une forte diminution de l'expression de deux protéases mitochondriales Lon et ClpP, essentielles au

contrôle qualité des protéines dans cet organite (Hansen et al., 2008). D'autres gènes comme MT-

ATP6 et MT-CO3 codant chacun une sous-unité des complexes V et IV de la chaine respiratoire ont

également été incriminés dans les PSH. Par exemple, les mutations de MT-ATP6 a�ectent l'assem-

blage et la fonction du complexe V (Sánchez-Ferrero et al., 2012). Ainsi, l'altération de ces protéines

associées au bon fonctionnement de la chaine respiratoire va probablement perturber l'homéostasie

de processus cellulaires dépendant de la production d'ATP, comme le transport axonal, et être à

l'origine d'un stress oxydatif. En�n, les points de contacts entre la mitochondrie et le RE jouent un

rôle clé dans la régulation du métabolisme lipidique, de la signalisation calcique, de la dynamique des

membranes mitochondriales et plus récemment de l'autophagie. En outre, l'implication de ces points

de contacts dans la physiopathologie de nombreuses maladies neurodégénératives comme la maladie

de Parkinson, la SLA, le syndrome de Charcot-Marie Tooth, a fait l'objet de plusieurs publications

récemment (Krols et al., 2016). On peut donc faire l'hypothèse que des altérations des di�érentes

protéines de PSH essentielles à la morphogénèse du RE aient un e�et délétère sur le fonctionne-

ment mitochondrial, ce qui contribuerait au déclenchement ou à la progression de la dégénérescence

axonale.

IV.A.6 Altération de la gaine de myéline

Les oligodendrocytes et plus particulièrement la gaine de myéline qu'ils produisent jouent un rôle

essentiel dans l'homéostasie axonale en contrôlant, entre autres, le transport axonal de cargos comme

en témoigne la souris knockout pour la protéine PLP (Edgar et al., 2004), un constituant majeur de

la gaine de myéline impliqué dans une forme sévère de PSH-X (Saugier-Veber et al., 1994).
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Depuis la caractérisation du modèle murin PLP, deux autres protéines impliquées dans des formes

complexes de PSH-AR, FA2H et la connexin47 (SPG35 et SPG44 ), sont exprimées dans les oligo-

dendrocytes et contrôlent le maintien de la gaine de myéline autour des axones du système nerveux

central (SNC). La protéine FA2H est une mono-oxygénase dépendante de NADPH qui participe

à la synthèse d'acides gras essentiels à la composition et à la stabilisation de la gaine de myéline.

La connexin 47 est, elle, un composant des petits canaux intercellulaires tubulaires (ou connexon)

présents au niveau des jonctions communicantes reliant les cytoplasmes des oligodendrocytes et des

astrocytes (Orthmann-Murphy et al., 2009; Potter et al., 2011). Contrairement à certaines maladies

neurodégénératives associées à une perte ou à une détérioration progressive de la gaine de myéline

comme les leucodystrophies ou la sclérose en plaque, les PSH liées à des gènes codant des constituants

de la gaine de myéline ne semblent pas associées à une démyélinisation. Cependant, ces formes rares

de PSH semblent plutôt trouver leur origine dans un défaut de communication entre cette gaine

isolante et l'axone, qui, à termes, induirait la dégénérescence axonale.

IV.A.7 Défaut de guidage axonal

L'identi�cation de mutations dans le gène L1 (SPG1 ) codant la protéine L1-CAM, une glycopro-

téine transmembranaire appartenant à la superfamille des immunoglobulines et dont la fonction

s'est révélée essentielle au guidage axonal des faisceaux cortico-spinaux, dans une forme de PSH-X,

démontre pour la première fois qu'un défaut de développement de ces faisceaux moteurs peut être

à l'origine de PSH. En e�et, les souris knockout pour le gène L1 (L1 -/Y) développent un phéno-

type similaire à celui des patients atteints de PSH liée au gène SPG1. Chez ce mutant, les axones

des faisceaux cortico-spinaux se projettent normalement jusque dans la medulla. Cependant, au ni-

veau de la décussation des pyramides, seule une très faible minorité d'axones, contrairement aux

proportions habituelles, franchissent la ligne médiane pour croitre du côté controlatéral et former le

faisceau cortico-spinal latéral (Cohen et al., 1998). Par la suite, Castellani et al. (2000) ont découvert

que la protéine L1-CAM appartenait au complexe protéique composé des récepteurs Neuropilin-1

et plexinA3 du ligand Semaphorin 3A (Sema3A). Cette molécule de guidage axonal chimiorépulsive

est sécrétée par la moelle épinière ventrale pour repousser les axones des neurones pyramidaux en
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dirigeant leur virage dorsal et leur traversée de la ligne médiane (Castellani et al., 2000). En alté-

rant la capacité des axones à répondre au signal répulsif de Sema3A, les mutations à l'origine de la

perte de fonction de L1-CAM vont perturber la formation du faisceau pyramidal lors de l'embryo-

génèse, ce qui démontre pour la première fois l'existence d'une contribution développementale dans

ces maladies neurodégénératives.

IV.B Dérégulation de voies de signalisation

Au vu de l'importance des processus cellulaires décrits ci-dessus dans la régulation du tra�c membra-

naire de récepteurs et la signalisation intracellulaire, il n'est pas surprenant que le dysfonctionnement

de plusieurs protéines de PSH s'accompagne d'une dérégulation de certaines voies de signalisation

essentielles au développement embryonnaire et/ou au maintien de l'homéostasie des circuits moteurs.

Parmi les voies de signalisation dérégulées dans les di�érentes formes de PSH, la voie des � Bone

Morphogenetic proteins � (ou BMP) semble occuper une place prépondérante dans la patho-

génèse d'un grand nombre de ces a�ections. En e�et, cinq protéines de PSH (incluant les deux

protéines majoritaires de PSH-AD) agissent comme des inhibiteurs de la signalisation des BMPs in

vitro et/ou in vivo : l'atlastin-1 (SPG3A), la spastin (SPG4 ), NIPA1 (SPG6 ), la spartin (SPG20 ) et

PNPLA6 (SPG39 ) (Wang et al., 2007; Tsang et al., 2009; Fassier et al., 2010; Renvoisé et al., 2012;

Nahm et al., 2013; Song et al., 2013; Zhao and Hedera, 2013; Sujkowski et al., 2015; Summerville

et al., 2016).

IV.B.1 La signalisation des BMPs

IV.B.1.a Présentation générale Les BMPs appartiennent à la famille des TGF-β (pour Transforming

Growth Factor-β) qui comprend 33 membres chez les mammifères parmi lesquelles on retrouve les

TGF-β, les activins, nodal, la myostatin, etc. (Katagiri and Watabe, 2016). Parmi les membres

de cette famille, 12 ont été classés dans la sous-famille des BMPs, elle-même subdivisée en quatre
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groupes : le groupe BMP-2/4, les groupes OP-1 (Osteogenic Protein 1 group) comprenant BMP-

5/6/7/8, le groupe des facteurs de croissance et de di�érentiation GDF-5/6/7 et le groupe composé

de BMP-9/10. Les processus cellulaires régis par cette famille de ligands sont extrêmement variés,

allant de la prolifération et de la di�érenciation cellulaires au cours du développement précoce, à

la mise en place des tissus et au maintien de leur homéostasie. Les di�érents ligands BMPs se lient

de manière homomérique ou hétéromérique à leur récepteur qui est lui-même un hétérotétramère

constitué de deux récepteurs de type I (comprenant ALK2, ALK3 plus récemment nommé BMPRIA

et ALK6 également connu sous le nom de BMPRIB) et de deux récepteurs de type II (incluant

BMPRII, ACTRIIA et ACTRIIB) à activité sérine-thréonine kinase. La liaison des BMPs sur leurs

récepteurs va promouvoir leur oligomérisation. Suite à cette initiation de la signalisation, les ré-

cepteurs de type II (BMPRII) transphosphorylent les récepteurs de type I (BMPRI) et activent

di�érentes cascades de signalisations. Les BMPs exercent leurs e�ets cellulaires par le biais de deux

grandes voies de signalisation : la voie dite canonique, qui passe par la régulation transcriptionnelle

de gènes cibles via l'activation des e�ecteurs R-SMADs (Receptor-regulated Smad) et la voie dite

non-canonique, qui englobe de nombreux e�ecteurs dont la kinase LIMK1, qui module la dyna-

mique du cytosquelette d'actine, ainsi que di�érents membres de la famille des MAP Kinases qui

vont réguler l'expression de gènes cibles ou contrôler la dynamique du cytosquelette.

La voie canonique passe par une phosphorylation activatrice des R-Smads 1/5/8 par les récepteurs

BMPRI. Une fois phosphorylés, ces e�ecteurs vont former un complexe avec Smad4 ou Co-Smad

(common-partner of Smad) qui permttra la translocation de Co-Smad dans le noyau pour exer-

cer son rôle de facteur de transcription et réguler l'expression de gènes cibles en s'associant avec

d'autres facteurs de transcription, qu'ils soient co-activateurs ou co-répresseurs (Figure 16 ; Liu and

Niswander, 2005).

44



IV. DIVERSITÉ DES MÉCANISMES PATHOGÉNIQUES

Figure 16 � Voie canonique de la signalisation BMP. La liaison des BMPS sur leurs récepteurs
induit la signalisation canonique en activant le facteur de transcription Smad par phosphorylation.
Une fois activé, le facteur Smad régule l'expression génique en activant ou réprimant la transcription
de gènes cibles, à l'aide de partenaires tels que le co-facteur co-Smad. Modi�é d'après Liu and
Niswander, 2005.

En contrepartie, plusieurs voies non-canoniques distinctes et indépendantes des Smads ont été dé-

crites. Par exemple, BMP4 est capable d'activer TAK-1, une sérine-threonine kinase de la famille des

MAPKKK (MAP kinase kinase kinase) qui, par une cascade de phosphorylation, activera à son tour

certaines MAP Kinases comme p38, JUNK et ERK1/2 a�n de réguler l'expression de gènes cibles

ou de moduler l'organisation du cytosquelette. Les BMPs agissent également par le biais d'autres

e�ecteurs comme (i) PI3K/Akt, qui semble principalement impliqué dans la prolifération et l'apop-

tose, (ii) les petites Rho GTPases dont cdc42, qui participent au remodelage du cytosquelette et à

la migration cellulaire ou encore (iii) la LIM Kinase 1, qui, suite à son interaction avec la longue

queue cytoplasmique des BMPRII, active la co�lin, l'un des régulateurs clés de la dynamique du

cytosquelette d'actine (Figure 17 ; Wang et al., 2014).
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Figure 17 � Voie non-canonique de la signalisation des BMPs. Outre la phosphorylation de
Smad, la �xation du ligand BMP sur les BMPR active également diverses cascades de signalisations
intracellulaires telles que celles impliquant les protéines p38, PI3K, LIMK1 ou encore Cdc42. Extrait
de Gámez et al., 2013.

En raison de son rôle déterminant lors de di�érentes étapes du développement et dans la physiolo-

gie d'un grand nombre de tissus, la signalisation des BMPs doit être très �nement régulée. Cette

régulation va s'opérer à plusieurs niveaux :

� au niveau extracellulaire par des protéines de la matrice extracellulaires comme les HSPs

(Heparan Sulfate Proteoglycans) qui limitent la di�usion du ligand et son interaction avec

son récepteur (Strate et al., 2015) ou par des antagonistes des BMPs, comme noggin et chordin

(Walsh et al., 2010).

� au niveau de la membrane plasmique par certains co-récepteurs (Corradini et al., 2009).

� au niveau intracellulaire via les I-Smad (Inhibitors of Smad) qui vont bloquer l'activation

des R-Smad par BMPRI, di�érentes phosphatases (PP1, PPA2) qui déphosphorylent les ré-

cepteurs ou les R-Smads, ou encore via d'autres protéines comme FKBP1A or FKBP12 qui

inhibent l'internalisation des BMPRI en se liant à leur domaine sérine-thréonine kinase (Yao

et al., 2000).

En�n, la signalisation des BMPs peut également être modulée par d'autres voies de signalisation,

comme la voie Wnt (Mottier-Pavie et al., 2016).
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IV.B.1.b Rôle de la signalisation des BMPs dans l'établissement et la maintenance

des circuits moteurs Depuis leur découverte pour leur rôle dans la formation des os, les BMPs

ont été impliqués dans un large spectre de fonctions biologiques au sein d'un grand nombre de tissus

comme les cartilages, les vaisseaux sanguins, le c÷ur, les poumons, les reins ou encore le système

nerveux. Di�érentes dérégulations de leur signalisation ont par ailleurs été décrites dans un grand

nombre de maladies chez l'homme incluant des cancers, des pathologies in�ammatoires, vasculaires,

pulmonaires, osseuses ou encore certaines maladies neurodégénératives (Figure 18 ; Miyazono et al.,

2010; Bayat et al., 2011; Wang et al., 2014).

Figure 18 � Implication de la voie des BMPs dans diverses pathologies humaines. Sont
indiqués les membres représentatifs de la voie des BMPs dont les gènes sont mutés dans des mala-
dies génétiques a�ectant di�érents organes chez l'homme. Ces maladies sont corrélées à une hausse
(GOF pour Gain of Function) ou une baisse (LOF pour Loss of Function) de l'expression du gène
considéré. Abréviations : CAKUT, Congenital Anomalies of the Kidney and Urinary Tract ; CKD,
Chronic Kidney Disease ; FOP, Fibrodysplasia Ossi�cans Progressiva ; OI, Osteogenesis Imperfecta ;
OA, Osteoarthritis ; A-M, Anophthalmia-Microphthalmia ; PAH, Pulmonary Arterial Hypertension ;
HHT, Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia ; BE, Barrett Esophagus ; JP, Juvenile Polyposis. Ex-
trait de Wang et al. 2014.
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Au cours de cette dernière décennie, la signalisation des BMPs a été impliquée dans une multitude de

processus physiologiques et pathologiques du système nerveux et s'est révélée plus particulièrement

indispensable à l'établissement et au fonctionnement des circuits moteurs, in�uençant la croissance et

le guidage des axones moteurs (Zou and Lyuksyutova, 2007; Fassier et al., 2010; Bayat et al., 2011),

leur dégénérescence dans certaines conditions pathologiques dont les PSH (Fassier et al., 2010; Bayat

et al., 2011; Katsuno et al., 2011) et leur régénération post-lésionnelle (Zhong and Zou, 2014). En

e�et, il a été clairement établi qu'en plus de leur fonction classique de morphogènes au cours du

développement embryonnaire précoce, les molécules de type BMP, mais également Wnt et Hedge-

hog, jouent un rôle plus tardif dans le guidage axonal et l'établissement des jonctions synaptiques

au cours du développement du système nerveux (Charron and Tessier-Lavigne, 2005; Van Battum

et al., 2015). En particulier, les BMPs ont été impliqués dans le guidage des axones commissuraux de

la moelle épinière chez la souris et le poulet (Butler and Dodd, 2003; Yamauchi et al., 2008) ainsi que

dans le guidage axonal des neurones moteurs chez le nématode (Colavita et al., 1998) et l'embryon

de poisson-zèbre (Fassier et al., 2010). De plus, plusieurs études démontrent que les signaux BMPs

sécrétés par le muscle contrôlent la croissance synaptique des neurones moteurs et la stabilisation

des synapses au niveau des jonctions neuromusculaires chez la drosophile (Aberle et al., 2002; Mar-

qués et al., 2002; McCabe et al., 2003, 2004; Eaton and Davis, 2005). Récemment, des � modèles

drosophiles � de maladies neurodégénératives a�ectant spéci�quement les neurones moteurs comme

l'amyotrophie spinale (Chang et al., 2008), la sclérose latérale amyotrophique (Ratnaparkhi et al.,

2008) et certaines formes de PSH (Wang et al., 2007; Nahm et al., 2013) ont permis de dévoiler

l'in�uence des protéines altérées dans ces a�ections sur la régulation de la signalisation des BMPs

au niveau de la jonction neuromusculaire. En�n, depuis quelques années, les BMPs sont apparus

comme des acteurs essentiels de la régénération axonale post-lésionnelle in�uençant simultanément

les réponses neuronale et gliale à la suite d'une lésion du système nerveux central. En e�et, les BMPs

sont capables d'activer un programme transcriptionnel pro-régénératif dans les neurones via l'un des

principaux e�ecteur de la voie canonique : Smad1. En e�et, l'expression de Smad1 augmente suite

à une lésion pré-conditionnée du nerf sciatique et est en outre requise pour augmenter le potentiel

régénératif des neurones du système nerveux central (Zou and Lyuksyutova, 2007; Parikh et al.,
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2011; Saijilafu et al., 2013). En parallèle, les BMPs in�uenceraient également le microenvironnement

autour de la lésion en modulant l'astrogliose, la réponse in�ammatoire ou encore la di�érentiation

des progéniteurs neuronaux. Cependant, les e�ets de l'inhibition de la voie des BMPs in vivo sur la

cicatrice gliale, la régénération axonale et la récupération fonctionnelle post-lésionnelle demeurent

variables et très controversés, avec des conséquences béné�ques observées uniquement dans certains

cas (Xiao et al., 2010; Setoguchi et al., 2004; Enzmann et al., 2005; Matsuura et al., 2008).

IV.B.1.c Les protéines de PSH dans la régulation de la signalisation des BMPs A

ce jour, cinq protéines de PSH semblent réguler et plus précisément inhiber la signalisation des

BMPs. En 2007, Wang et al. révèlent pour la première fois l'implication d'une protéine de PSH,

la spichthyin, orthologue de la protéine NIPA1 (SPG6 ) chez la drosophile, dans la régulation de la

signalisation des BMPs in vivo. En e�et, cette étude a montré que la spichthyin est une protéine

localisée au niveau des endosomes précoces et dont la perte de fonction conduit à une expansion

anormale des jonctions neuromusculaires. Ce phénotype a pu être sauvé par l'inhibition génétique de

la voie des BMPs. En outre, des expériences de perte et gain de fonction et de sauvetage phénotypique

ont établi que la spichthyin agit comme un inhibiteur de la voie des BMPs et qu'elle exerce cette

fonction en régulant le tra�c endosomal des BMPRs à travers la voie d'endocytose. En e�et, dans

les cellules S2 de drosophile, la spichthyin interagit avec les BMPR et stimule leur internalisation

dans des endosomes précoces (Wang et al., 2007). Cette hypothèse sera étayée en 2009 par une

étude ex vivo qui montre que la protéine NIPA1 inhibe la signalisation des BMPs dans des cellules

de mammifères, en régulant le tra�c et la dégradation des BMPRII à travers la voie d'endocytose

(Tsang et al., 2009). En parallèle, les auteurs montrent simultanément que le knockdown de la

spartin (SPG20 ) ou de la spastin (SPG4 ) dans des cellules HeLa conduit à une augmentation

anormale de la phosphorylation des Smads1/5/8 (les principaux e�ecteurs de la voie canonique des

BMPs), suggérant l'implication de ces deux autres protéines de PSH dans la régulation de la voie

des BMPs. Plus récemment, une analyse chez la drosophile a mis en évidence que la spartin inhibe

la signalisation des BMPs en régulant la dégradation endocytique des BMPRII et contrôle, par ce

biais, la dynamique des microtubules, nécessaire à la croissance synaptique et à l'homéostasie des
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neurones moteurs (Nahm et al., 2013). En outre, une augmentation modérée de la signalisation

des BMPs a été observée dans les �broblastes des souris knockout pour la spartin (Renvoisé et al.,

2012). En parallèle de ces travaux, notre équipe a révélé le rôle critique de l'atlastin-1 (SPG3A)

dans la régulation de la signalisation des BMPs, essentielle au guidage axonal des neurones moteurs

spinaux et à la mobilité des larves de poisson-zèbre (Fassier et al., 2010). Cette GTPase membranaire

pourrait également exercer son action en régulant le tra�c endosomal des récepteurs aux BMPs au

vu de sa colocalisation avec BMPRI dans des endosomes précoces et tardifs le long des axones des

neurones moteurs spinaux (Fassier et al., 2010). Depuis, deux études ultérieures ont montré que

l'atlastin-1 interagit physiquement avec la protéine NIPA1 (Botzolakis et al., 2011) et que certaines

mutations pathogènes de cette GTPase altèrent le tra�c des BMPRII à la membrane dans des

neurones corticaux de souris (Zhao and Hedera, 2013). De plus, la perte de fonction de l'atlastin-1

chez la drosophile engendre des dé�cits locomoteurs progressifs associés à un excès de croissance

synaptique, une fragmentation du RE tubulaire au niveau des terminaisons distales des nerfs et une

augmentation anormale de la signalisation des BMPs, ce qui con�rme l'importance de la dérégulation

des BMPs dans la pathogénèse des formes liées à SPG3A (Summerville et al., 2016). En�n, de façon

similaire à l'atlastin-1, le knockdown de la protéine PNPLA6 codée par le gène SPG39 et plus

connue sous le nom de NTE (Neuropathy Target Esterase) induit des défauts de développement des

neurones moteurs spinaux associés à une augmentation anormale de la signalisation des BMPs chez

l'embryon de poisson-zèbre (Song et al., 2013).

Toutefois, si ces études démontrent de façon convaincante l'importance des protéines de PSH dans

la régulation de la voie des BMPs, il reste aujourd'hui à clari�er si l'excès de cette signalisation

a�ecte le développement et/ou la maintenance des faisceaux cortico-spinaux chez les mammifères.

De façon intéressante, les analyses fonctionnelles de la spichthyin/NIPA1 et de la spartin chez la

drosophile ont permis de révéler l'importance de la signalisation des BMPs dans la régulation de

la dynamique des microtubules et l'homéostasie du transport axonal dans les neurones moteurs

(Wang et al., 2007; Nahm et al., 2013). Ces deux processus cellulaires ont été à maintes reprises

incriminés dans la pathogénèse des PSH et celle d'autres maladies neurodégénératives a�ectant les
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neurones moteurs chez l'homme et la souris. Par ailleurs, l'une de ces études identi�e les protéines

Futsch/MAP1B et dFMRP (dont l'orthologue humain est responsable du syndrome de l'X fragile)

comme des e�ecteurs de la signalisation des BMPs nécessaires à la stabilisation des microtubules au

sein de l'axone (Nahm et al., 2013).

IV.B.2 La voie de signalisation semaphorin/neuropilin-1

Comme nous l'avons vu précédemment, la dérégulation de la signalisation semaphorin 3A/ neuropilin-

1 est la cause primaire de l'atteinte des faisceaux cortico-spinaux dans les formes de PSH liées au

gène SPG1 (ou L1 ) codant la molécule d'adhérence cellulaire L1-CAM. En e�et, les axones pyrami-

daux dé�cients en L1-CAM sont incapables d'intégrer le signal répulsif Sema3A et ne franchissent

plus la ligne médiane au niveau de la décussation des pyramides, ce qui se manifeste d'un point vue

neuropathologique par un amincissement du faisceau cortico-spinal latéral.

IV.B.2.a La signalisation Les semaphorins sont des molécules chimio-attractives ou chimio-

répulsives impliquées dans la migration et le guidage axonal de certaines populations neuronales. Ces

protéines de signalisation peuvent être liées à la membrane par un groupement glycosyl phosphatidyl

inositol (GPI), transmembranaires ou encore sécrétées. Elles possèdent, toutes, un domaine caracté-

ristique de 500 acides aminé, riche en résidus Cystéines et nommé domaine � Sema �. Les premiers

récepteurs des semaphorins à avoir été identi�és sont les neuropilins 1 et 2 (NRP1 et NRP2). Ces

derniers ont la particularité de s'associer spéci�quement aux semaphorins de classe 3. Cependant,

la partie cytoplasmique de ces récepteurs étant extrêmement courte, d'autres partenaires protéiques

étaient requis pour transduire le signal de ces semaphorins (Figure 19).
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Figure 19 � Représentation schématique des voies en aval de la signalisation de Sema3A
et de leurs conséquences au niveau cellulaire. Sema3A est en compétition avec le VEGF165
(Vascular Endothelial Growth Factor 165) pour la liaison aux récepteurs neuropilins (ici NRP1). La
formation du complexe ligand/récepteur favorise le recrutement ou l'activation de plusieurs molé-
cules : NIP (NRP1-Interacting Protein), CRAM (CRMP-Associated Molecule), CRMP (Collapsin
Response Mediator Protein), Fes, 12/15 lipo-oxygénase, 12(S)-HETE (12[S]- et 15[S]- Hydroperoxy-
Eicosatetraenoic acid), ERK1/2 (Extracellular Regulated Kinase 1/2), p38 MAPK (p38 Mitogen
Activated Protein Kinase), Fyn, Cdk5 (cyclin-dependent kinase), GSK3 (Glycogen Synthase Kinase
3), PAK (P21-Activated Kinase) , LIM-kinase et Co�lin. Les di�érentes voies représentées (�èches
en pointillés rouges) seraient impliquées dans l'apoptose induite par Sema3A mais également dans
la réorganisation des cytosquelettes d'actine et de microtubules, et ainsi dans la migration cellulaire
et la croissance axonale. Extrait de Nasarre et al. 2005.

Dans le cas de la molécule chimio-répulsive Sema3A, qui nous intéresse plus particulièrement, le

récepteur impliqué dans la transduction de son signal est un complexe constitué de trois protéines :

la neuropilin-1 qui lie la Sema3A, la molécule d'adhérence L1-CAM, et la plexinA4, impliquée dans

l'activation de la signalisation intracellulaire. La Sema3A exerce son action répulsive par le biais

de l'activation de cascades de signalisations parallèles qui vont principalement converger vers un

remodelage du cytosquelette de microtubule et d'actine, impliqué dans l'e�ondrement du cône de

croissance. En e�et, une première cascade de signalisation, incluant les petites protéines G, la LIM

Kinase 1 et la co�lin, conduit à un remodelage du cytosquelette d'actine. Une autre cascade de

signalisation, impliquant la FAK (Focal Adhesion Kinase) et les MAPK, semble requise pour désas-
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sembler les points d'adhésions présents au niveau du cône de croissance et permettre la rétraction de

l'axone (Bechara et al., 2008). De façon concomitante, une cascade de phosphorylation mettant sé-

quentiellement en jeu les kinases cdk5 et GSK3β entraîne la phosphorylation de la protéine CRMP2

(Collapsin Response-Mediating Protein-2), qui est essentielle à la dépolymérisation des microtubules

et par ce biais à la rétraction de l'axone (Uchida et al., 2005).

IV.B.2.b Implication de la signalisation Sema3A/neuropilin-1 dans la pathogénèse

des PSH A ce jour, une dérégulation de la voie Sema3A/neuropilin-1 a été incriminée dans

la pathogénèse d'une seule forme génétique de PSH-X et ne concerne donc que peu de patients

(Jouet et al., 1994; Castellani et al., 2000). Cependant, la protéine L1-CAM, impliquée dans cette

forme rare de PSH-X régule l'internalisation du complexe neuropilin-1/L1-CAM dans des vésicules

à manteau de clathrin, un processus clé de l'e�ondrement du cône de croissance induit par Sema3A

(Castellani et al., 2004). En outre, une autre protéine, TAG-1 est nécessaire à la régulation du tra�c

endosomal et à la signalisation des récepteurs à la Sema3A (Dang et al., 2012). Ainsi, au vu de

l'importance de la voie d'endocytose et du remodelage des microtubules dans la réponse répulsive

induite par cette molécule de guidage, il ne serait pas surprenant que le dysfonctionnement d'autres

protéines de PSH puisse altérer cette signalisation et perturber ainsi le développement et/ou la

maintenance des faisceaux cortico-spinaux. En e�et, si nous avons principalement parlé du rôle de

cette signalisation dans le développement du faisceau pyramidal, il est important de mentionner que

cette voie joue également un rôle crucial dans l'homéostasie des neurones moteurs puisqu'elle a été

récemment impliquée dans la pathogénèse de deux autres maladies neurodégénératives a�ectant le

système moteur : des forme génétiques de SLA (Venkova et al., 2014) et de CMT de type II (He

et al., 2015).
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IV.B.3 Autres voies de signalisation ?

Deux protéines de PSH ont été impliquées dans la dégradation endocytique des récepteurs à l'EGF

(EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor) dans des cellules non neuronales : la spartin codée par

SPG20 (Tableau 4 ; Bakowska et al., 2007; Edwards et al., 2009) et vps37A codée par SPG53 (Ta-

bleau 4 ; Bache et al., 2004). En outre, les cultures primaires de neurones corticaux issues de souris

knockout pour la maspardin (SPG21 ) révèlent une baisse signi�cative de l'expression de certains

e�ecteurs de la signalisation EGF/EGFR ; ce phénotype de la voie EGF peut être corrélé à l'incapa-

cité des neurones mutants à stimuler leur croissance neuritique en réponse à un traitement à l'EGF

(Davenport et al., 2016). Ainsi, une dérégulation des signalisations associées aux récepteurs EGFR,

faisant suite à un défaut de dégradation endocytique de ces derniers, pourrait également contribuer à

la pathogénèse de certaines formes de PSH. Dans ce sens, plusieurs études ont préalablement suggéré

que l'inhibition de la signalisation EGF/EGFR pourrait protéger les neurones de la dégénérescence

dans certaines conditions pathologiques (Liu et al., 2006; Erschbamer et al., 2007; O�en et al., 2009).

Par ailleurs, un modèle souris de SLA (SOD-1 ) traité à l'erlotinib, un inhibiteur des EGFR utilisé

dans le traitement de certains cancers, voit la progression de la neurodégénérescence freiner après

traitement (Le Pichon et al., 2013). De façon intéressante, la signalisation des récepteurs à l'EGF

semble être régulée par la neuropilin-1. En e�et, le domaine extracellulaire du récepteur neuropilin-1

a la capacité d'interagir avec EGFR et de stimuler la cascade de signalisation induite par l'EGF ou

le TGF-α (Rizzolio et al., 2012).

En�n, la perte de fonction de la spastin a�ecte le recyclage des récepteurs à la transferrin (TfR)

et conduit à la dégradation excessive de ces derniers dans les cellules HeLa (Allison et al., 2013).

Bien que les TfRs soient bien connus pour leur rôle dans le transport intracellulaire du fer ainsi que

dans la régulation de son homéostasie, et communément utilisés comme marqueur de l'endocytose

à clathrin, leur rôle dans le développement du système nerveux n'a pas été documenté. Une étude

très récente révèle cependant leur implication dans la régulation du tra�c endosomal des récepteurs

AMPA et la plasticité synaptique (Liu et al., 2016). L'invalidation conditionnelle des TfRs dans

les progéniteurs neuronaux chez la souris engendre des crises d'épilepsie et réduit la transmission
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synaptique basale ainsi que la potentialisation à long terme, deux conséquences physiologiques as-

sociées à un défaut de recyclage des récepteurs AMPA (Liu et al., 2016). En outre, les TfRs sont

nécessaires à la transduction des signaux TGFβ et BMP au cours de la morphogénèse cranio-faciale

(Lei et al., 2016). On pourrait ainsi supposer que la spastin, par son in�uence sur le tra�c des TfRs,

pourrait réguler de façon indirecte la voie des BMPs, impliquée dans la pathogénèse de cinq formes

génétiques de PSH.
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Chapitre II

Les PSH liées au gène SPG4

I Présentation clinique

I.A Hétérogénéité clinique

Les mutations du gène SPG4 sont responsables de formes pures de PSH caractérisées par un syn-

drome pyramidal isolé et fréquemment associé à des dysfonctionnements sphinctériens (21% des

patients) ainsi qu'à une perte de la sensibilité aux vibrations au niveau des membres inférieurs (Tal-

laksen et al., 2001; McDermott et al., 2006). Cependant, quelques formes complexes de PSH liées au

gène SPG4 ont également été décrites. Pour ces formes, les signes cliniques associés au syndrome

pyramidal sont très divers mais essentiellement neurologiques et incluent des troubles épileptiques ou

cognitifs (Heinzlef et al., 1998; McMonagle et al., 2004; Erichsen et al., 2009), une ataxie cérébelleuse

(Nielsen et al., 2004), une atrophie du corps calleux et du vermis cérébelleux (Orlacchio et al., 2004)

ou encore une neuropathie périphérique (McDermott et al., 2006). De façon notable, les mutations

du gène SPG4, décrites chez des patients sou�rant de PSH complexes associées à des signes cognitifs

avaient été préalablement rapportées pour des formes pures de la maladie, évoquant la possibilité de
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gènes modi�cateurs du phénotype dans cette composante psychiatrique de la maladie (Ribaï et al.,

2008). Toutefois, face à la rareté de ces formes complexes, il est di�cile d'établir avec certitude un

lien entre ces signes neurologiques additionnels et la mutation du gène SPG4, et il est envisageable

que certains de ces signes neurologiques soient apparus de manière fortuite chez les patients.

La variabilité phénotypique inter et intrafamiliale est particulièrement prononcée dans les formes

SPG4 et concerne aussi bien l'âge de début des symptômes que la sévérité et la progression de

la maladie. En e�et, l'âge d'apparition des symptômes �uctue de la petite enfance à la sénescence

avec une moyenne de 29 ans (Dürr et al., 1996; McDermott et al., 2006). Une extrême variabilité

intrafamiliale de l'âge d'apparition des premiers symptômes, rapportant un écart de 50 ans sur

trois générations, a été décrite dans une famille liée au gène SPG4 (Fonknechten et al., 2000), puis

imputée au mosaïcisme somatique observé chez le patient fondateur et porteur d'une mutation de

novo (Depienne et al., 2007b). La sévérité des formes SPG4 est également très hétérogène s'étendant

d'une légère raideur des membres inférieurs à la nécessité d'utiliser un fauteuil roulant pour se

déplacer (Tallaksen et al., 2001; Solowska and Baas, 2015). En outre, la pénétrance des formes SPG4

est incomplète et dépendante de l'âge (Dürr et al., 1996; Depienne et al., 2006), et il existe de 8 à 10%

de porteurs asymptomatiques. De même, la progression de la maladie varie considérablement selon

les individus, avec toutefois une progression plus rapide pour les formes à début tardif (Tallaksen

et al., 2001).

I.B Neuropathologie

La neuropathologie des formes SPG4 est peu documentée compte tenu de la rareté des échantillons

post-mortem. En 2003, une étude anatomopathologique de trois cas de PSH liées au gène SPG4

décrivit une pâleur de la gaine de myéline aux niveaux des extrémités distales des faisceaux moteurs

descendants (niveaux thoracique et lombaire) et sensoriels ascendants (niveau cervical) de la moelle

épinière, con�rmant la dégénérescence axonale rétrograde (Wharton et al., 2003). Aucune dégéné-

rescence, ni anomalie cytologique des corps cellulaires des neurones pyramidaux n'a été observée

mais l'examen a montré une légère gliose, proportionnelle à l'étendue de la dégénérescence axonale.
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De façon inattendue, il a été décrit des anomalies cytologiques au niveau des corps cellulaires des

motoneurones situés dans la corne ventrale de la moelle épinière, dont des inclusions hyalines, une dis-

tribution subcellulaire anormale des mitochondries et des altérations du cytosquelette. Néanmoins,

ces anomalies ne sont pas associées à une perte de ces neurones. Par ailleurs, des signes d'amyotro-

phie suggestifs d'une atteinte des motoneurones spinaux ont été rapportés chez plusieurs patients

SPG4 (Lindsey et al., 2000; Wharton et al., 2003; McDermott et al., 2006). En�n, des dilatations

axonales, gorgées d'organites et de neuro�laments, ont été décrites au niveau des faisceaux cortico-

spinaux et des colonnes dorsales chez deux patients de PSH liées à SPG4 (Kasher et al., 2009).

Cette découverte qui con�rmait chez l'homme les dilatations axonales préalablement identi�és chez

un modèle murin SPG4 knockout (Tarrade et al., 2006), a permis de démontrer l'existence d'une

conservation inter-espèce des mécanismes moléculaires et cellulaires à l'origine de formes SPG4 de

PSH.

II Présentation du gène codant la spastin

II.A Le locus SPG4

Le gène SPG4, porté par le bras court du chromosome 2 (en 2p21-p22), s'étend sur une distance de

90 kilobases (kb) et est constitué de 17 exons (Hazan et al., 1999). Peu de temps après sa découverte,

il fut impliqué dans 40% des cas de PSH-AD (Fonknechten et al., 2000). La taille des di�érentes

régions exoniques et introniques ainsi que l'organisation des jonctions exon/intron de ce gène sont

mentionnées ci-dessous (Figure 20). L'ADN complémentaire (ou ADNc) du gène SPG4 mesure 3263

paires de base (pb) et comprend une région 5'UTR (pour UnTranslated Region) de 125 pb, un cadre

de lecture ouvert (ou ORF pour Open Reading Frame) de 1848 pb ainsi qu'une région 3'UTR de

1290 pb (Figure 20). En outre, deux sites fonctionnels d'initiation de la traduction ont été décrits

chez les mammifères. Le premier, localisé en position +1 chez l'homme (Méthionine 1) est entouré

d'une séquence de Kozak dégénérée bien qu'hautement conservée, alors que le deuxième, localisé
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en position +259 (Méthionine 87 chez l'homme), est entouré d'une séquence de Kozak proche de la

séquence consensus et plus favorable à la traduction. Comme nous le verrons par la suite, l'utilisation

di�érentielle de ces deux ATGs va conduire à la synthèse de deux isoformes majoritaires de spastin

(Claudiani et al., 2005).

Figure 20 � Organisation génomique du gène SPG4 en 17 exons et séquences de leurs
sites accepteurs et donneurs d'épissage. Le gène SPG4 couvre une région d'environ 90kb sur le
bras court du chromosome 2. Les séquences introniques et exoniques sont respectivement indiquées
en majuscules et minuscules. Modi�é d'après Hazan et al. 1999.

La région 5'UTR du gène SPG4 est extrêmement bien conservée chez les mammifères, ce qui suggère

l'existence d'éléments de régulation importants. En e�et, on trouve entre 82% et 100% d'homologie

de séquence au niveau de cette région en 5' entre les transcrits SPG4 humain, de chimpanzé (100%),

de chien (90%), de rat (85%) ou de souris (82% ; Claudiani et al., 2005).

La région promotrice du gène SPG4 est encore assez mal caractérisée à ce jour. Selon une étude

récente cette dernière s'étendrait sur une distance de 700 pb et ne contiendrait pas de TATA box.

En revanche, les auteurs de ces travaux décrivent la présence d'un site de liaison pour le facteur

de transcription de type répresseur Elk1, et celle d'un îlot CpG dont la délétion progressive décroit

graduellement l'activité du promoteur, ce qui souligne l'in�uence de modi�cations épigénétiques

dans la régulation de l'expression du gène SPG4 (Canbaz et al., 2011). D'autres protéines telles
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que Jagged1, un des ligands du morphogène Notch qui participe à la régulation de l'activité trans-

criptionnelle, ainsi que le facteur de transcription Knot ont respectivement des rôles de répresseur

ou d'activateur de l'expression de SPG4 (Jinushi-Nakao et al., 2007; Ferrari-Toninelli et al., 2008).

Cependant, aucune preuve d'une régulation directe de ce gène n'a été décrite à ce jour. En outre, un

autre élément de régulation intragénique a été identi�é par le groupe d'Elena Rugarli : il s'agit d'un

promoteur cryptique, localisé dans l'exon 1 et dont l'activité contrôle l'expression d'un transcrit plus

court qui sera traduit à partir du second ATG (Mancuso and Rugarli, 2008). Il est important de

noter que deux polymorphismes intragéniques causant des formes plus sévères et plus précoces de la

maladie, lorsqu'ils sont associés avec une mutation pathogène dans le gène SPG4, se localisent dans

cette région promotrice.

II.A.1 Epissage alternatif du transcrit SPG4

Des expériences de RT-PCR réalisées sur des ARNs extraits de lignées lymphoblastoïdes de patients

et d'individus contrôles ont permis d'identi�er trois variants d'épissages, tous plus faiblement expri-

més que l'ARNm pleine longueur (Svenson et al., 2001a; Charvin et al., 2003). Le premier variant

résulte de l'épissage alternatif de l'exon 4. Ce dernier est le plus fréquent et n'entraine ni le décalage

du cadre de lecture ni la perte d'un motif structural clé pour la fonctionnalité de la spastin. Par

ailleurs, bien que plus de 200 mutations di�érentes aient été décrites dans le gène SPG4, aucune

mutation ponctuelle n'a�ecte l'exon 4 (Svenson et al., 2001a; Claudiani et al., 2005). L'épissage de

cet exon est un phénomène conservé au cours de l'évolution puisqu'il a été également décrit chez les

rongeurs et le nématode (C. elegans), ce qui souligne son importance physiologique (Charvin et al.,

2003; Matsushita-Ishiodori et al., 2007). Deux autres variants dont l'expression semble particulière-

ment faible, comparée à celles des transcrits pleine longueur ou épissé de l'exon 4 ont également été

rapportés : un transcrit dépourvu de l'exon 8 et l'autre dépourvu de l'exon 15 (Svenson et al., 2001a;

Shoukier et al., 2009). Contrairement à l'épissage de l'exon 15, qui engendre un décalage du cadre
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de lecture et la perte de la queue C-terminale de la spastin dont une partie du domaine ATPase,

l'épissage de l'exon 8 conserve le cadre de lecture mais excise une partie du domaine ATPase (Sven-

son et al., 2001a; Shoukier et al., 2009). Cependant, les protéines traduites à partir de ces transcrits

épissés n'ont jamais été détectées à ce jour.

II.A.2 Patron d'expression du gène SPG4

Le gène SPG4 est exprimé de façon ubiquitaire dans les tissus f÷taux et adultes tant chez l'homme

que chez les autres mammifères, voir chez les vertébrés en général. Cependant, son expression est

très enrichie dans le système nerveux central et tout particulièrement dans le cerveau f÷tal (Hazan

et al., 1999; Charvin et al., 2003). Il est intéressant de noter que le transcrit dépourvu de l'exon 4 est

plus faiblement exprimé dans le cerveau de la souris contrairement au transcrit pleine longueur mais

qu'en revanche l'expression de ce variant d'épissage prédomine dans certains tissus non neuronaux

tels que les muscles squelettiques et le c÷ur (Figure 21, Charvin et al., 2003).

Figure 21 � Epissage alternatif de l'exon 4 du gène Spg4 dans di�érents tissus murins.
Le ratio entre la forme épissée et la forme pleine longueur du transcrit spastin varie selon les tissus
examinés. On note que le transcrit non épissé est majoritaire dans le cerveau alors que le transcrit
épissé est enrichi dans les muscles squelettiques et le c÷ur. Adapté de Charvin et al. 2003.

II.B Un spectre de mutations très vaste

Les mutations du gène SPG4 sont responsables d'environ 20% des formes familiales de PSH et

d'approximativement 40% des formes autosomiques dominantes (Fonknechten et al., 2000; Lindsey

et al., 2000; Svenson et al., 2001a; Crippa et al., 2006; Magariello et al., 2006). Cependant, la

prévalence des mutations du gène SPG4 dans les PSH-AD varie entre 15 et 40% selon la population

étudiée (Hentati et al., 2000; McDermott et al., 2006; Patrono et al., 2005). Les mutations du gène
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SPG4 sont également fréquentes dans les formes sporadiques de paraplégies spastiques puisqu'elles

concernent environ 12% des patients sans histoire familiale (Depienne et al., 2006). En outre, ces

mutations sont plus fréquentes dans les formes pures et sporadiques de PSH (15,5%) que dans les

formes sporadiques et complexes (4,6%) (Depienne et al., 2006).

II.B.1 Les mutations ponctuelles

Plus de 200 mutations hétérozygotes ont été décrites tout au long de la séquence codante du gène

SPG4. La plupart de ces mutations sont dites � privées �, c'est-à-dire retrouvées dans une seule

famille. Bien que certaines mutations, aient été identi�ées dans di�érentes familles, il n'existe pas

de réelle mutation prédominante au sein du gène SPG4 et la fréquence élevée d'une mutation dans

une population donnée résulte souvent d'un e�et fondateur (Tallaksen et al., 2001; Meijer et al.,

2007). Tous les types de mutations ponctuelles ont été observées dans les formes familiales : des

mutations faux-sens (28-40%, substitution d'un acide aminé par un autre), des mutations non-sens

(15-18%, substitution d'un acide aminé par un codon STOP), des mutations décalant le cadre de

lecture (23-30%, par insertion ou délétion d'un nucléotide) ou encore des mutations de site d'épissage

(19-29%, entraînant la délétion d'un ou plusieurs exons dans la séquence) (Fonknechten et al., 2000;

McDermott et al., 2006; Shoukier et al., 2009). La fréquence de ces di�érents types de mutation

est cependant variable avec une majorité de mutations faux-sens (74%) dans les cas sporadiques

(Depienne et al., 2006).

Bien que des mutations ponctuelles sont décrites tout au long de la séquence codante de SPG4,

leur répartition n'est pas homogène et varie en fonction du type de mutations (Figure 22). De façon

générale, la grande majorité des mutations ponctuelles (72,7%) et plus particulièrement la quasi-

totalité des mutations faux-sens se situent entre les exons 7 à 17 de SPG4, dans la partie du gène

codant le domaine ATPase essentiel à l'activité de la spastin (Fonknechten et al., 2000; Casari and

Rugarli, 2001; Shoukier et al., 2009). Cependant, quelques mutations faux-sens ont également été

décrites à l'extérieur de cette région (McDermott et al., 2006; Crippa et al., 2006; Patrono et al.,

2005) et a�ectent des acides aminés extrêmement conservés au cours de l'évolution et localisés aux
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extrémités N- (p.E112K) et C-terminales (p.L195R et p.L195V) ou encore à l'intérieur (p.F124D)

du domaine MIT (Microtubule-Interacting and Tra�cking domain ; acides aminés 116 à 194) dont

la fonction est requise au recrutement de la spastin dans certains compartiments subcellulaires

spéci�ques, comme les endosomes (Connell et al., 2009; Allison et al., 2013; Vietri et al., 2015). Par

exemple, la mutation p.F124D localisée au c÷ur du domaine MIT et très conservée au cours de

l'évolution interfère avec le recrutement de la spastin au niveau des endosomes (Yang et al., 2008).

Les mutations a�ectant les sites d'épissages impliquent, dans la majorité des cas, les introns 5 à 16

(Fonknechten et al., 2000; Lindsey et al., 2000; Svenson et al., 2001a; McDermott et al., 2006). Les

mutations tronquantes sont également réparties tout le long de la séquence codante de SPG4 et

sont supposées générer des protéines tronquées stables ou instables dont la taille est inférieure à 40

acides aminés pour la plus petite et de 606 acides aminés pour la plus grande (Patrono et al., 2005;

Shoukier et al., 2009 ; Figure 22). Bien que des mutations tronquantes aient été identi�ées au niveau

de chaque exon, 23% d'entre elles sont concentrées au niveau des exons 5 et 6 et conduisent à la

déplétion de la totalité de la cassette AAA. Néanmoins, la mutation non-sens (p.W607X), identi�ée

dans l'exon 17, conduit à l'apparition d'un codon stop prématuré, qui coupe la protéine en aval de

cette cassette (Patrono et al., 2005). De même, dans cette région, deux mutations pathogéniques

de type faux-sens (p.W607C et p.T615I) ont été également mises en évidence (Sauter et al., 2002;

Crippa et al., 2006). Ces données soulignent que la cassette ATPase n'est pas la seule région de la

partie C-terminale de la spastin à être cruciale pour sa fonction.
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Figure 22 � Distribution des mutations ponctuelles au sein de la séquence primaire de
la spastin (plus de 200 mutations, mises à jour en 2009). Les mutations faux-sens (carrés
rouges), non-sens (ronds bleus), d'épissage (losanges verts), les insertions ainsi que les délétions
(triangles noirs) sont localisées sur la séquence protéique de la spastin. La zone la plus fréquemment
mutée, qui correspond à la cassette AAA porteur de l'activité enzymatique de la spastin, est soulignée
par un trait rouge : la quasi-totalité des mutations faux-sens y sont situées. Les autres `points
chauds' de mutations sont notés par des barres orange. Les mutations tronquantes sont reparties sur
l'ensemble de la séquence. Adapté de Shoukier et al. 2009.

II.B.2 Les CNVs ou variations du nombre de copies

En 2007, l'émergence de la technique de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli�cation)

permettant le criblage de remaniements géniques de type duplication ou délétion, a permis d'identi�er

un grand nombre de microdélétions exoniques ou de plus larges délétions du gène SPG4 ; la taille

de ces délétions oscille entre celle d'un exon et celle de l'entièreté de la séquence codante du gène

(Sauter et al., 2002; Iwanaga et al., 2005; Beetz et al., 2006; Depienne et al., 2007c; Erichsen et al.,

2007). Une duplication partielle de 19 nucléotides, localisée dans l'exon 1 (Proukakis et al., 2003)

ainsi que des duplications multi-exoniques pouvant s'étendre sur la quasi-totalité de la séquence

codante du gène SPG4 (ex2-17 ; Boone et al., 2014) et conduisant à l'apparition d'un codon STOP

prématuré ont été également découvertes (Mitne-Neto et al., 2007; Boone et al., 2014). Cependant,

ces événements de duplication apparaissent bien moins fréquents que les délétions. A ce jour, plus

de 50 CNVs (Copy Number Variations ou Variants) ont été décrits dans le gène SPG4, révélant

le caractère fréquent de ces mutations (Boone et al., 2011; Racis et al., 2014). L'identi�cation de
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ces CNVs a considérablement modi�é le spectre et la fréquence des di�érents types de mutations

dans SPG4. Les CNVs a�ectant le gène SPG4 sont à ce jour aussi fréquents (environ 20%) que les

mutations ponctuelles (Beetz et al., 2006; Depienne et al., 2007c; Shoukier et al., 2009). L'apparition

de ces CNVs au sein du gène SPG4 semble majoritairement due à des réarrangements génomiques

impliquant les séquences répétées Alu, comme en témoigne l'analyse nucléotidique des points de

cassures �anquant ces CNVs (Boone et al., 2011, 2014). De fait, l'architecture du gène SPG4 riche

en éléments répétés rendrait ce locus particulièrement susceptible à des réarrangements génomiques.

Certains CNVs semblent s'étendre au-delà du gène SPG4 et a�ecter les gènes situés dans son voisi-

nage. Par exemple, certaines délétions situées dans la partie 3' du gène entraînent la formation d'un

transcrit chimérique composé de SPG4 et du gène voisin SLC30A6, codant un transporteur du zinc

et dont l'expression est altérée chez des patients présentant un dé�cit cognitif, dont certains atteints

de la maladie d'Alzheimer (Figure 23 ; Lovell et al., 2006; Boone et al., 2014). En outre, certaines

délétions du gène SPG4 s'étendent en 5' jusqu'à la région promotrice et les premiers exons du gène

DPY30 et a�ectent son expression (Figure 23 ; Racis et al., 2014). Il est intéressant de noter que le

gène DPY30 joue un rôle important dans le tra�c endo-lysosomal à l'image de la spastin (Newton,

2016), ce qui pourrait suggérer une relation épistatique entre ces deux gènes et expliquer la préco-

cité marquée des symptômes dans le cas de larges délétions incluant ces deux gènes. Ainsi, les gènes

avoisinant le locus SPG4 pourraient être considérés comme des modi�cateurs du phénotype observé

pour des formes de PSH liées à des délétions de SPG4.

Figure 23 � Représentation schématique du voisinage génomique du gène SPG4 (aussi
appelé SPAST). Le schéma est orienté avec le télomère (Tel) du chromosome 2 à gauche et le cen-
tromère (Cen) à droite. Le sens 5'>3' de chaque gène est représenté par des chevrons. En 5' du gène
SPG4, se trouve le gène DPY30 dont l'orientation est inversée, ce qui pourrait suggérer l'existence
de séquences régulatrices communes à ces deux gènes et expliquer les variations de l'expression de
DPY30 associées à certains CNVs du gène SPG4 (Racis et al., 2014). A proximité de l'extrémité 3'
du gène SPG4 se trouve le gène SLC30A6. Certains CNVs incluant l'exon 17 de SPG4 entraînent la
formation de transcrits chimériques SPG4/SLC30A6 (Boone et al., 2014). Extrait de Boone et al.
2011.
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II.B.3 Polymorphismes et modi�cateurs intragéniques

Seule une dizaine de polymorphismes ont été décrits au sein du gène SPG4 incluant, outre ses régions

codantes, certaines parties non codantes comme les régions promotrices, 3'UTR, et certains introns

(Fonknechten et al., 2000; Sauter et al., 2002), ce qui souligne le haut degré de conservation de

cette protéine au cours de l'évolution et sa faible tolérance face aux substitutions d'acides aminées.

Deux polymorphismes localisés au niveau de l'exon 1 ont cependant fait l'objet d'une attention toute

particulière : il s'agit de S44L et P45Q (Svenson et al., 2004). En e�et, ces deux variants ont été

à plusieurs reprises considérés comme des modi�cateurs intragéniques du phénotype qui, lorsqu'ils

sont associés à une mutation pathogénique de SPG4, sont à l'origine d'un phénotype nettement plus

précoce et plus sévère (Fonknechten et al., 2000; Lindsey et al., 2000; Svenson et al., 2004; McDermott

et al., 2006; Depienne et al., 2007a). Plusieurs hypothèses pourraient expliquer le caractère aggravant

de ces polymorphismes. (i) Le polymorphisme S44L conduit à la substitution d'une Sérine susceptible

d'être phosphorylée par une kinase de type Cdk (cycline dependant kinase) par un résidu Leucine.

La phosphorylation est une modi�cation post-traductionnelle essentielle à la régulation de l'activité

d'un grand nombre de protéines, et notamment de protéines régulant la dynamique du cytosquelette.

Cependant, la kinase impliquée dans la phosphorylation de ce résidu Sérine en position 44, ainsi que

les éventuelles conséquences de cette modi�cation sur l'activité de la spastin sont à ce jour méconnues.

(ii) De plus, ces deux polymorphismes altèrent la séquence d'un motif PEST de dégradation protéique

qui s'étend de l'acide aminé 23 à 45 et qui jouerait un rôle clé dans la régulation du turnover de

cette protéine. En e�et, il a été montré que ces deux polymorphismes a�ectent la dégradation

de la spastin in vitro (Schickel et al., 2007). Or, des altérations de ce motif pourraient stabiliser

anormalement la protéine mutante si ces deux variants sont localisés en cis. De plus, ce domaine

étant localisé dans une région spéci�que à l'isoforme longue de la spastin, des modi�cations de ce

motif pourraient aussi stabiliser anormalement l'isoforme longue de la spastin, perturber le ratio

des isoformes majeures de spastin et créer une compétition pour certains substrats, partenaires

d'interaction ou d'oligomérisation. (iii) En�n, ces deux polymorphismes se situent également au
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niveau du promoteur cryptique identi�é dans l'exon 1 du gène SPG4. Or, l'un de ces polymorphismes

a�ecte signi�cativement l'activité de ce promoteur et réduit l'expression de l'isoforme courte. Ainsi,

ces deux polymorphismes pourraient également aggraver le phénotype associé à une mutation de

SPG4 en perturbant le ratio entre les di�érentes isoformes de spastin (Mancuso and Rugarli, 2008).

II.B.4 Corrélation génotype/phénotype

En règle générale, il n'existe aucune corrélation génotype-phénotype entre le type de mutation ponc-

tuelle dans SPG4 et l'âge d'apparition des symptômes ou la sévérité de la maladie (Yip et al., 2003;

McDermott et al., 2006; Shoukier et al., 2009). Seule une étude décrit l'existence d'une telle cor-

rélation dans une cohorte de patients bulgares atteints de PSH-AD liées au gène SPG4 (Ivanova

et al., 2006). Dans cette analyse, les sujets porteurs de mutations faux-sens présenteraient des signes

cliniques dès l'enfance et donc plus précocement que l'ensemble des patients porteurs de mutations

non-sens ou de sites d'épissage, dont les premiers symptômes se déclarent à l'âge adulte. Toutefois,

ces données sont à prendre avec précaution car le nombre de patients inclus dans cette étude est

très limité, comparé aux méta-analyses réalisées précédemment (Yip et al., 2003; McDermott et al.,

2006; Shoukier et al., 2009). En revanche, bien que la symptomatologie des patients arborant des

mutations ponctuelles ou des délétions exoniques dans le gène SPG4 soit très comparable, l'âge

d'apparition des symptômes est signi�cativement plus précoce chez les patients porteur de délétions

exoniques (Depienne et al., 2007c).

En outre, aucune corrélation entre le phénotype clinique et le positionnement des mutations ponc-

tuelles le long de la séquence codante du gène SPG4 n'a été rapportée (Crippa et al., 2006). En

e�et, chez les patients porteurs de mutations tronquantes, l'expressivité clinique de la maladie ne

semble pas être dépendante de la taille prédictive de la protéine tronquée. Cette constatation est très

bien illustrée par la similitude des phénotypes entre un patient porteur de la mutation tronquante

p.E125X dans l'exon 1, qui déplète 80% de la protéine, et un sujet porteur de la mutation tronquante
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dans l'exon 17 (p.W607X) qui conduit à la seule perte des 9 derniers acides aminés de la spastin

(Patrono et al., 2005). De plus, la combinaison de deux variants en cis ou en trans au sein de la

séquence codante du gène SPG4 semble être associée à un phénotype plus sévère et/ou plus précoce

des patients (Svenson et al., 2004; Depienne et al., 2006; McDermott et al., 2006).

En conclusion, l'absence de corrélation génotype-phénotype suggère que l'expressivité de la mala-

die chez les patients porteurs d'une mutation de SPG4 est dépendante de gènes modi�cateurs du

phénotype et/ou de facteurs épigénétiques et environnementaux.

II.B.5 Mécanismes Pathogéniques

L'haploinsu�sance semble être le mécanisme pathogénique associé à la vaste majorité des mutations

du gène SPG4. Cependant certaines mutations faux-sens pourraient avoir un e�et dominant négatif.

L'analyse des ARNm extraits de biopsies de muscles ou de lignées lymphoblastoïdes de patients a

montré une diminution drastique de la quantité de transcrits SPG4 chez les patients porteurs de

mutations tronquantes (Bürger et al., 2000; Fonknechten et al., 2000; Svenson et al., 2001a), sug-

gérant que ces mutations puissent a�ecter la stabilité du transcrit ou le rendre plus sensible à la

dégradation par le processus de RNA-mediated decay (Bürger et al., 2000; Svenson et al., 2001a). En

outre, di�érentes équipes ont montré qu'aucune protéine tronquée n'est décelable chez les patients

ou les souris porteurs de mutations tronquantes dans SPG4. Seule une diminution du dosage de la

spastin sauvage a pu être observée chez ces patients et modèles animaux (Figure 24 ; Charvin et al.,

2003; Kasher et al., 2009; Riano et al., 2009; Fassier et al., 2013). Par ailleurs, l'identi�cation récente

de délétions exoniques conduisant à l'apparition d'un codon STOP prématuré et de larges délétions

déplétant parfois la totalité de la séquence codante de SPG4 con�rme que l'haploinsu�sance est le

mécanisme pathogénique à l'origine de la vaste majorité de ces formes de PSH (Beetz et al., 2006;

Depienne et al., 2007c,a; Erichsen et al., 2007). En outre, l'absence de corrélation entre l'expressivité

clinique de la maladie et la taille prédictive des protéines tronquées ou son absence chez les patients

présentant une délétion complète de SPG4 renforce cette hypothèse. Il existerait donc un seuil cri-

tique dans le niveau d'expression de la spastin en dessous duquel le maintien de l'intégrité des axones
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ne pourrait plus être assuré pour un ensemble spéci�que de neurones. Ce seuil de tolérance des neu-

rones cortico-spinaux vis-à-vis d'une diminution de la quantité de spastin serait très faible, puisque

certaines mutations dites � fuyantes � a�ectant des sites d'épissage et générant simultanément des

transcrits normaux et des transcrits incorrectement épissés et instables, sont responsables de PSH

bien qu'elles n'induisent qu'une diminution très modérée de la quantité d'ARNm sauvage (Svenson

et al., 2001a,b).

Figure 24 � Analyse du niveau d'expression de la spastin chez des patients SPG4 .
(A) RT-PCR du transcrit de la spastin, e�ectuée sur deux individus sains et trois porteurs de
mutations dans SPG4. Comparé aux contrôles (C1, C2), le niveau d'expression du transcrit SPG4
est réduit chez les patients porteurs de mutation non-sens (P1, P2) et d'une mutation décalant le
cadre de lecture (P3), dévoilant l'instabilité des transcrits codant la spastin tronquée. (B) Western
Blot révélant la spastin sur des échantillons provenant de deux contrôles et deux porteurs d'une
mutation tronquante dans SPG4 (p.S545X). On note une nette diminution du niveau de spastin
chez les patients comparés aux contrôles mais pas la présence de la protéine tronquée. Le contrôle
2 et le patient 2 sont porteurs d'un polymorphisme (S44L), qui ne semble pas a�ecter le niveau
d'expression protéique de la spastin. Modi�é depuis Charvin et al. 2003; Riano et al. 2009.

Les mutations faux-sens a�ectant fréquemment des acides aminés hautement conservés au cours de

l'évolution et localisés dans des domaines fonctionnels de la protéine, il est très probable qu'elles

conduisent également à la perte de fonction de la spastin. Cependant, des études fonctionnelles

menées in vitro comme in vivo suggèrent que certaines mutations faux-sens pourraient avoir un

e�et dominant négatif. En e�et, certaines formes pathologiques de la spastin dépourvues d'acti-

vité ATPase restent liées de manière constitutive et anormale avec les microtubules (Errico et al.,

2002; McDermott et al., 2003). Ces formes � mutées � de la spastin pourraient interférer avec la

dynamique et/ou la fonction de ces polymères ou encore avec celle d'autres MAPs (Microtubule

Associated Proteins). Dans ce sens, la liaison constitutive de la spastin altérée par les mutations
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p.K388R ou p.R424G avec les microtubules perturbe le transport axonal antérograde dans des neu-

rones corticaux de rats (McDermott et al., 2003) ou l'organisation des tubules du RE dans des

cellules non neuronales (Lumb et al., 2012). Une étude in vivo chez la drosophile montre que les

animaux transgéniques surexprimant une forme pathogénique de la spastin dépourvue d'activité AT-

Pase (mutation équivalente p.K388R) dans un contexte sauvage présentent un phénotype similaire

à celui des animaux totalement dépourvus de spastin, ce qui suggère un e�et dominant négatif de

cette protéine mutée sur la protéine sauvage (Orso et al., 2005). Ce mécanisme pathogénique, qui n'a

cependant pas été con�rmé chez les mammifères, pourrait s'expliquer par le fait que la spastin exerce

sa fonction sous forme d'hexamères (White et al., 2007). Toutefois, cette hypothèse s'oppose indi-

rectement aux études cliniques et génétiques qui ne relèvent aucune corrélation phénotype/génotype

quelle que soit la mutation dans SPG4.

En�n, le groupe de Peter Baas a suggéré que certaines mutations faux-sens ou tronquantes du gène

SPG4 pourraient avoir un e�et `gain de fonction toxique'. Cette hypothèse est fondée sur l'e�et

délétère de la surexpression de certaines protéines mutantes sur le transport axonal antérograde

dans des axones géants de calamar, la dynamique des microtubules dans des cultures de �broblastes,

la morphologie des neurones corticaux en culture ou encore le phénotype locomoteur de mouches

transgéniques exprimant ces protéines (Solowska et al., 2008, 2010, 2014). Cependant, ces résultats

restent très critiquables. En e�et, il est important de mentionner que les protéines tronquantes

qu'ils surexpriment n'ont jamais été détectées dans les tissus de patients ou de souris transgéniques

arborant une mutation tronquante de SPG4. De plus, ces protéines mutantes sont surexprimées à

des niveaux non physiologiques et leur e�et n'est jamais comparé à la surexpression de la protéine

sauvage.

III La protéine codée par SPG4

Le gène SPG4 code la spastin, une protéine de 616 acides aminés dont le poids moléculaire prédictif

est de d'environ 68 kDa (Hazan et al., 1999).
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III.A Ses di�érents domaines structuraux

La spastin appartient à la superfamille des ATPase de type AAA (ATPases Associated with diverse

cellular Activities) caractérisée par un domaine ATPase de 200 à 250 acides aminés (a.a.) hautement

conservé entre les di�érentes protéines de cette famille (Figure 25 ; Hazan et al., 1999). Ce domaine

ATPase est localisé dans sa région C-terminale et s'étend des a.a. 342 à 599. Au sein de ce domaine,

on retrouve les di�érents motifs structuraux essentiels à l'activité de cette classe d'ATPase : (i) le

motif walker A, impliqué dans la liaison de l'ATP, (ii) le motif Walker B, nécessaire à l'hydrolyse

de l'ATP, le motif SRH (Second Region of Homology) qui contient des éléments requis dans la

régulation de l'hydrolyse de l'ATP et l'oligomérisation de la protéine, (iii) un motif nommé `senseur

2', qui possède un résidu Arginine en interaction directe avec le phosphate γ de l'ATP et qui semble

être crucial pour la liaison et l'hydrolyse de l'ATP et en�n (iv) le motif � pore loop ou Ploop �

dont les résidus sont situés à la surface du pore, au c÷ur des hexamères de spastin, et impliqués

directement dans l'activité de cette protéine en permettant son interaction avec son substrat ainsi

que le � traitement � de ce dernier (Hanson and Whiteheart, 2005).

Dans sa partie N-terminale la spastin contient d'autres domaines structuraux essentiels à sa fonction :

� le domaine MTBD (MicroTubule Binding Domain), s'étendant des a.a. 270 à 328, est néces-

saire et su�sant à la liaison de la spastin avec les microtubules et ce, indépendamment de

l'ATP. Ce domaine est essentiel à l'activité de cassure des microtubules de la spastin dont

nous reparlerons plus en détail par la suite (Figure 25 ; White et al., 2007) ;

� le domaine MIT (Microtubule Interacting and Tra�cking protein) qui s'étend des a.a. 116 à

194, permet à la spastin d'interagir avec certains membres du complexe ESCRT-III (Endosomal

Sorting Complex Required for Transport) impliqué dans la scission des membranes endoso-

males (Figure 25 ; Reid et al., 2005; Renvoisé et al., 2010; Lumb et al., 2012). De façon intéres-

sante, ce domaine est retrouvé chez d'autres protéines telles que SNX15, Vps4 et SKD1, toutes

impliquées dans la morphogénèse des endosomes et le tra�c membranaire par les endosomes

précoces et tardifs (Ciccarelli et al., 2003) ;
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� le domaine transmembranaire (HD pour Hairpin Domain) localisé sur les a.a. 57-79, très

hydrophobe et formant une structure en épingle à cheveux, permet l'insertion de la spastin

dans la membrane du RE via son interaction avec d'autres protéines de PSH telles que

l'atlastin-1 ou REEP1 (Figure 25 ; Park et al., 2010) ;

� deux séquences de localisation nucléaire (ou NLS) en positions 4-10 et 309-312 (Figure 25 ;

Beetz et al., 2004) permettent son import actif dans le noyau (Claudiani et al., 2005) ;

� deux signaux d'export nucléaire (NES) chevauchants, en positions 59-67 et 64-73 permettent

l'export actif de la spastin dans le cytoplasme (Figure 25 ; Claudiani et al., 2005) ;

� deux motifs de liaison à l'ADN de type leucine-zipper (LZ) localisés au niveau des a.a. 50-78

et 508-529 ainsi qu'un domaine de dimérisation Hélice-boucle-Hélice (HbH) en position 478-

486 sont potentiellement nécessaires à une fonction nucléaire de la spastin (Figure 25 ; Hazan

et al., 1999).

Figure 25 � Représentation schématique de la structure primaire de la spastin et de ces
di�érents motifs et domaines structurels. HD : Hairpin Domain, MIT : Microtubule-Interacting
and Tra�cking ; MTBD, Microtubule-Binding Domain, AAA : domaine ATPase des protéines de
type `ATPases Associated with Diverse Cellular Activities', NLS : Nuclear Localisation Signal, NES :
Nuclear Export Signal, HbH : motif Hélice-boucle-Hélice, LZ : Leucine Zipper.

III.B Structure quaternaire de la spastin

Comme de nombreuses protéines de la famille AAA, la spastin est capable de s'oligomériser en

présence d'ATP pour former un hexamère (oligomère présentant six unités ou protomères). L'hexa-

mérisation de la spastin conduit à la formation d'une cavité centrale dont la majorité de la surface

est constituée de boucles formées par les motifs Ploop 1 et Ploop 2 contenus dans la cassette AAA

et qui sont essentiels à son activité de cassure des microtubules (White et al., 2007). En e�et, des

mutations faux-sens a�ectant certains résidus conservés de ces motifs ont été identi�ées chez des

patients. La cristallographie du domaine AAA de la spastin de drosophile et d'une construction
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arti�cielle ne comprenant que les domaines MIT et AAA de la spastin de C.elegans a permis de ca-

ractériser la structure tridimensionnelle de cette cassette ATPase et de révéler les bases de l'activité

enzymatique de la spastin (Roll-Mecak and Vale, 2008). Une étude cristallographique ultérieure sur

la spastin humaine a con�rmé les conclusions obtenues sur ses orthologues de drosophile et de C.

elegans (Taylor et al., 2012). La spastin s'hexamérise donc sous la forme d'un anneau de 50Å de

diamètre, contenant six bras radiaux ancrés aux microtubules et formant un pore central de 20Å de

diamètre dans laquelle la queue C-terminale (20 a.a.) de la tubulin s'engou�re grâce à des interac-

tions de charge entre ses résidus Glutamates chargés négativement et certains acides aminés chargés

positivement des boucles du pore (Figure 26 ; Roll-Mecak and Vale, 2008).

Figure 26 � Représentations graphiques de la structure quaternaire de la spastin. (A)
La spastin est représentée sous forme d'hexamère, où un protomère est encerclé en noir. Seule la
structure tridimensionnelle de la cassette AAA a été analysée et apparait ici en � ruban �. (B)
Coupe transversale le long de l'axe passant par le pore central formé par les six protomères. Modi�é
depuis Roll-Mecak and Vale.

Di�érentes expériences utilisant des peptides compétitifs, des anticorps bloquants ou encore des

drogues (comme la subtilisin) coupant spéci�quement la queue C-terminale de la tubulin ont permis

de révéler l'importance de cette interaction pour l'activité de cassure des microtubules par la spas-

tin. La force mécanique générée suite à l'hydrolyse de l'ATP déstabiliserait les interactions tubulin-

tubulin au sein du polymère et conduirait à son désassemblage (White et al., 2007; Roll-Mecak and

Vale, 2008). L'étude de systèmes reconstitués in vitro a permis de préciser le processus d'hexamé-

risation de la spastin (Eckert et al., 2012). Les monomères de spastin se lient de manière lâche aux
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microtubules, via des interactions électrostatiques, qui lui permettent de di�user le long du �lament

et de rencontrer d'autres protomères. Par la suite, la spastin se dimérise avant de s'hexamériser

très rapidement sur son substrat. Cette dimérisation représente une étape critique à la formation de

complexes actifs et l'ajout arti�ciel d'un domaine coiled-coil à l'extrémité N-terminale de la spas-

tin rend cette enzyme constitutivement active (Eckert et al., 2012). En�n, l'hydrolyse de l'ATP va

conduire à la dissociation de la spastin et de son substrat ou de ses partenaires d'interaction et au

désassemblage de l'hexamère (White et al., 2007).

III.C La spastin, une enzyme de cassure des microtubules appartenant au groupe

méiotique des AAA

La spastin appartient à la superfamille des protéines AAA qui représente une large famille d'ATPases

jouant des rôles pivots au sein de la cellule dans la transformation de l'énergie chimique en activités

biologiques. Ces protéines sont présentes dans des compartiments cellulaires très variés où elles

participent à de multiples processus cellulaires essentiels à l'homéostasie de la cellule comme le

tra�c vésiculaire, la biogénèse des organites, le remodelage du cytosquelette, la régulation du cycle

cellulaire, la protéolyse, l'expression génétique, etc. (Figure 27 ; Patel and Latterich, 1998; Ogura

and Wilkinson, 2001; Frickey and Lupas, 2004).
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Figure 27 � Diversité fonctionnelle des protéines de la superfamille des AAA. Re-
présentation schématique d'une cellule eucaryote avec ses di�érents organites et complexes macro-
moléculaires. Les localisation subcellulaire et fonction de di�érentes protéines AAA eucaryotes et
procaryotes sont indiquées. D'après Ogura and Wilkinson 2001.

Néanmoins, cette diversité fonctionnelle est sous-tendue par un mécanisme moléculaire commun.

En e�et, l'ensemble de ces protéines utilise l'énergie issue de l'hydrolyse de l'ATP pour participer

à l'assemblage ou au désassemblage de complexes macromoléculaires et opérer des changements

conformationnels de leur substrat qui conduira à sa dégradation, son désassemblage ou son replie-

ment (Lupas and Martin, 2002). L'importance de ces protéines dans le maintien de l'homéostasie

cellulaire est soulignée par l'augmentation constante du nombre de maladies humaines associées au

dysfonctionnement ou à la perte de fonction de ces protéines (Hanson and Whiteheart, 2005) comme

les PSH (spastin et paraplégin), mais également une forme de démence frontotemporale (p97/VPC),

certaines maladies péroxysomiales telle la maladie de Zellweger's (Pex1 et Pex6), ou encore une

forme de dystonie (Torsin A) (Hanson and Whiteheart, 2005).
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III.C.1 La sous-famille méiotique

Sur la base de leur similarité de séquence et de structure, les protéines de la superfamille des AAA ont

été subdivisées en di�érents sous-groupes. La spastin appartient à la sous-famille 7, nommée groupe

méiotique, à laquelle appartiennent également d'autres enzymes de cassure des microtubules comme

la p60-katanin et la �dgetin ainsi que leurs paralogues découverts plus récemment, p60-katanin-

like 1, p60-katanin-like 2, �dgetin-like 1 et �dgetin-like 2 et également des protéines régulatrices

du tra�c endosomal comme vps4p/SKD1 (Figure 28 ; Frickey and Lupas, 2004; Yang et al., 2005;

Sonbuchner et al., 2010). En plus de leur cassette ATPase, certains membres de cette sous-famille

présentent une caractéristique commune au niveau de leur extrémité N-terminale : la présence du

domaine MIT (pour Microtubule-Interacting and Tra�cking domain). Ce motif, retrouvé chez un

grand nombre de protéines interagissant avec le complexe ESCRT-III, suggère l'implication de ces

ATPases � méiotiques � dans des processus cellulaires dépendant du couplage entre le remodelage

membranaire et celui du réseau de microtubules, comme le tra�c endosomal, la cytodiérèse, etc.

(Figure 28 ; Monroe and Hill, 2016). De façon intéressante, ce domaine MIT est également retrouvé

chez une autre protéine de PSH, la spartin (SPG20 ) impliquée dans la régulation du tra�c endosomal

et l'homéostasie des gouttelettes lipidiques (Edwards et al., 2009; Renvoisé et al., 2010, 2012).

Figure 28 � La sous-famille méiotique des AAA. (A) Phylogénie des cassettes AAA. Re-
présentation des di�érents sous-groupes de AAA (gauche) et détails du groupe � méiotique � des
protéines AAA (encart). (B) Alignement des domaines structuraux de quatre membres de la sous-
famille méiotique. Toutes les protéines appartenant à cette sous-famille possèdent un domaine MIT
(rose), qui est retrouvé dans une grande variété de protéines interagissant avec le complexe ESCRT-
III. Le domaine AAA (bleu) est, quant à lui, nécessaire à la cassure des microtubules par p60-katanin,
spastin et �dgetin et au désassemblage du complexe ESCRT-III par Vps4. Modi�é depuis Frickey
and Lupas 2004, ainsi que Monroe and Hill 2016.
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III.C.2 Rôle des di�érents membres de cette sous-famille

III.C.2.a Vps4, un membre à part Contrairement à la majorité des protéines constituant le

sous-groupe méiotique, Vps4 est une ATPase qui n'a pas pour substrat les microtubules. En e�et,

cette protéine est requise dans la régulation du complexe ESCRT-III en utilisant l'énergie libérée

par l'hydrolyse de l'ATP pour dissocier ce complexe macromoléculaire (Adell et al., 2016). Cette

fonction régulatrice de l'activité du complexe ESCRT-III va conférer à Vps4 un rôle clé dans les

processus cellulaires dépendant de ce complexe, comme la cytodiérèse (Elia et al., 2011; Guizetti

et al., 2011), la maturation des endosomes tardifs en corps multivésiculaires (Teis et al., 2008)

ou la reformation de l'enveloppe nucléaire à la �n de l'anaphase (Vietri et al., 2015). En e�et, le

complexe ESCRT-III participe activement à l'invagination et à la scission des membranes sous-

tendant ces processus cellulaires et le dysfonctionnement de Vps4 inhibe la �ssion membranaire

(Baumgärtel et al., 2011; Elia et al., 2011). De façon intéressante, le complexe ESCRT-III agit

en étroite collaboration avec la spastin et permet son recrutement au niveau de compartiments

cellulaires précis comme les endosomes, le midbody ou l'enveloppe nucléaire, où son activité de

cassure des microtubules est indispensable à la �ssion des tubules endosomaux (Allison et al., 2013),

l'abscission du midbody (Connell et al., 2009), ou encore le réassemblage de l'enveloppe nucléaire

(Vietri et al., 2015).

III.C.2.b Les enzymes de cassure des microtubules Les microtubules représentent l'un

des constituants majeurs du cytosquelette de toutes les cellules eucaryotes et sont des régulateurs

clés de la morphologie et de la mobilité cellulaire, du tra�c intracellulaire, de la division cellulaire

ou de la structure et de la mobilité des cils et des �agelles. Les microtubules sont des polymères

polarisés hautement dynamiques constitués de dimères d'α- et β-tubulin avec une extrémité positive

à croissance rapide et une extrémité négative à croissance lente. Les microtubules polymérisent et

dépolymérisent de façon stochastique, un phénomène connu sous le nom d'instabilité dynamique

(Mitchison and Kirschner, 1984; Kirschner and Schulze, 1986). L'organisation structurelle, la lon-

gueur ainsi que la dynamique des microtubules sont régulées de manière extrêmement �ne par une

myriade de protéines qui vont participer à leur assemblage (Tbca-Tbce), leur stabilisation (MAP2,
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MAP1B, Tau), la régulation de la dynamique de leurs bouts � + � (EB1, EB3, CLIP-170) ou à leur

désassemblage (Alfaro-Aco and Petry, 2015). Parmi les protéines participant au désassemblage de

ces polymères, on distingue les enzymes dépolymérisantes comme la stathmine et SCG10, les mo-

teurs moléculaires dépolymérisants comme MCAK et la kinesin 13 ou encore les enzymes de cassure

des microtubules (MSE ; Microtubule-Severing Enzyme) comme spastin, p60-katanin et �dgetin qui

utilisent l'énergie libérée par l'hydrolyse de l'ATP pour générer des cassures internes dans les poly-

mères de microtubules (Hanson and Whiteheart, 2005; Yang et al., 2005; Roll-Mecak and McNally,

2010; Sharp and Ross, 2012). De ce fait, ces MSE vont jouer un rôle important dans divers processus

cellulaires dépendant des microtubules comme la mitose et la méiose, la biogénèse des cils et des

�agelles ainsi que la neurogénèse (McNally and Vale, 1993; Sharp and Ross, 2012). Cependant, au fur

et à mesure des années, leur fonction s'est révélée bien plus complexe et subtile que celle imaginée

initialement, à savoir des enzymes qui catalysent la destruction rapide d'une partie du réseau de

microtubule. En e�et, les données fonctionnelles accumulées ces dernières années montrent que la

cassure des microtubules est un processus qui permet également de (i) libérer les microtubules de

leur point d'ancrage, un phénomène essentiel à leur transport ou leur dépolymérisation localisée, (ii)

générer de nouveaux bouts � + � qui pourront servir de point d'ancrage pour la synthèse de nou-

veaux microtubules dynamiques, un processus déterminant pour accroitre rapidement la masse de

ces polymères ou encore (iii) engendrer de petits fragments de microtubules qui pourront être rapide-

ment transportés dans les cellules, un processus connu sous le nom de � microtubule Cut and Run �

(Baas et al., 2005). Ce concept, fondé sur l'observation que le transport actif des microtubules est

inversement proportionnel à leur taille, est tout particulièrement important pour le développement

et la plasticité neuronale. En e�et, dans les neurones, la cassure des longs microtubules immobiles en

petit fragments très motiles va permettre d'approvisionner rapidement les points de branchements

de l'axone et son extrémité, le cône de croissance, avec de grandes quantités de microtubules qui

vont être indispensable à la croissance de l'axone et de ses branches collatérales (Baas et al., 2005).

En outre, si ces MSE ont été impliquées dans des processus cellulaires communs, elles semblent

néanmoins y participer par le biais de mécanismes moléculaires distincts. Cette diversité couplée

à l'évidente complémentarité fonctionnelle des MSE sont parfaitement illustrées par des travaux
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qui décrivent le rôle de ces protéines dans la mitose, et plus précisément dans le mécanisme de

� Pacman Flux � (Zhang et al., 2007a). Ce mécanisme, indispensable à la séparation et traction des

chromatides vers les pôles mitotiques au cours de l'anaphase, désigne la mise en place d'un �ux de

dépolymérisation des microtubules du fuseau nucléaire. Lors de ce processus, la spastin et la �dgetin

initient la dépolymérisation à partir des bouts � - � en les libérant de leur ancrage au centrosome et

en les exposant ainsi à la dépolymérisation par la kinesin 13. Inversement, la p60-katanin casse les

microtubules au niveau de leurs bouts � + � pour les libérer de leur ancrage au kinétochore et les

rendre accessible à cette kinesin dépolymérisante (Figure 29 ; Zhang et al., 2007a).

Figure 29 � Modèle d'action de spastin, p60-katanin et �dgetin dans le mécanisme
de �pacman-�ux� lors de l'anaphase. (A) La spastin et la �dgetin cassent les bouts � - � des
microtubules et les libèrent de l'anneau protecteur de γ-tubulin (γ-TuRC) associé au centrosome
du pôle du fuseau mitotique. Les nouvelles extrémités � - � ainsi générées vont être activement
dépolymérisées par la kinesin 13. (B) La p60-katanin casse les microtubules à leur extrémité � + �
et les libèrent ainsi de leur ancrage au kinétochore a�n qu'ils soient également dépolymérisés par la
kinesin 13. L'action combinée de ces MSE génère (A et B) un �ux de dépolymérisation permettant le
raccourcissement des microtubules du fuseau et la traction des chromatides vers les pôles mitotiques.
D'après Zhang et al. 2007a.

Les fonctions exercées par ces MSE étant nombreuses et variées, pour l'objet de cette thèse, j'ai

choisi de me focaliser sur la description de leurs fonctions dans des cellules neuronales.
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III.C.2.b.i La p60-katanin et ses paralogues La p60-katanin, également connue sous le nom

de � Samouraï Cellulaire �, est la première MSE à avoir été identi�ée (Vale, 1991) et puri�ée (Mc-

Nally and Vale, 1993). Il s'agit d'un hétérodimère constitué de deux sous-unités de 60 et 80kDa

nommées respectivement p60- et p80-katanin. Si la p60-katanin est la véritable enzyme de cassure

des microtubules, la p80-katanin joue un rôle clé dans la régulation de la localisation et de l'activité

de la sous-unité catalytique p60-katanin (Hartman et al., 1998). La p60-katanin est fortement ex-

primée dans le système nerveux central et périphérique au cours du développement embryonnaire et

tout particulièrement aux stades de développement correspondant à la phase de croissance axonale

(Karabay et al., 2004). Dans ce sens, sa perte de fonction ou la surexpression d'une forme dominante

négative dans des neurones de mammifères en culture réduit la cassure des microtubules dans le

soma, notamment au niveau du centrosome, et a�ecte de façon dramatique la croissance axonale

(Ahmad et al., 1999; Karabay et al., 2004). De même, le knockdown de la p60-katanin a un e�et

particulièrement délétère sur la croissance axonale des neurones moteurs spinaux au cours du déve-

loppement du poisson-zèbre (Butler et al., 2010). En outre, des mutations nulles de la p60-katanin

chez la drosophile a�ectent la croissance synaptique des neurones moteurs ainsi que la neurotrans-

mission au niveau des jonctions neuromusculaires, et augmentent en contrepartie la complexité de

l'arbre dendritique des neurones sensoriels périphériques (Mao et al., 2014). Dans les neurones de

mammifères, la p60-katanin joue également un rôle dans la formation des branches collatérales, un

processus régulé négativement par la protéine Tau (Yu et al., 2008b; Qiang et al., 2010). En�n,

le rôle crucial de la p60-katanin dans le développement du système nerveux est soutenu par une

étude récente rapportant l'identi�cation de mutations dans le gène codant sa sous-unité régulatrice,

la p80-katanin, dans des maladies associées à des malformations du cortex cérébral chez l'homme,

et dont l'origine semble liée à une altération de la division asymétrique des progéniteurs neuraux

(Mishra-Gorur et al., 2014).
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A l'image de sa paralogue, la p60-katanin-like 1 semble être également impliquée dans le développe-

ment du système nerveux. En e�et, au cours du stade larvaire de la drosophile, la p60-katanin-like

1 régule la complexité de l'arbre dendritique de certains neurones sensoriels en stimulant la crois-

sance des microtubules et en stabilisant les branches naissantes (Stewart et al., 2012). A contrario,

l'activité de cassure des microtubules de la p60-katanin-like 1 est nécessaire à l'élagage de l'arbre

dendritique des neurones sensoriels lors de la métamorphose de la mouche (Stewart et al., 2012).

III.C.2.b.ii La �dgetin et ses paralogues La �dgetin a été identi�ée comme la protéine

dont le dysfonctionnement est à l'origine des défauts développementaux du mutant murin spontané

Fidget, qui présente une agénésie des canaux semi-circulaires de l'oreille interne, une microphtalmie

ainsi que des malformations osseuses (Cox et al., 2000). Cependant, son activité de cassure ne fut

décrite qu'en 2007 en comparaison de celles de la spastin et de la p60-katanin, lors de l'étude sur les

di�érents acteurs du � Pacman �ux � au cours de l'anaphase (Zhang et al., 2007a). Son rôle dans

les neurones ne fut révélé que très récemment par des travaux de l'équipe de Peter Baas, qui ont

montré que la perte de fonction de la �dgetin chez la drosophile a�ecte la croissance synaptique et la

dynamique des microtubules au niveau des jonctions neuromusculaires de façon similaire à l'action

de la spastin et de la p60-katanin (Leo et al., 2015). De plus, la �dgetin est fortement exprimée dans

le système nerveux embryonnaire des rongeurs et des perturbations de son expression a�ectent la

morphologie des neurones en culture. En e�et, sa surexpression inhibe la croissance axonale et le

nombre de processus mineurs, dé�nis comme les futures dendrites qui n'ont pas encore acquis leur

identité dendritique (Leo et al., 2015). A l'inverse, la perte de fonction de cette MSE augmente la

longueur des axones et le nombre de processus mineurs, un phénotype que les auteurs associent à un

accroissement de la masse de microtubules labiles dans l'axone. La �dgetin agirait donc comme un

gardien de la dynamique des microtubules, chargé de restreindre la quantité de microtubules labiles

(Leo et al., 2015).
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A ce jour, aucune donnée de la littérature ne traite de l'expression et du rôle de ses paralogues,

�dgetin-like 1 et �dgetin-like 2 dans le système nerveux. Cependant, notre équipe a récemment

conduit la première analyse fonctionnelle de la �dgetin-like 1 in vivo chez l'embryon de poisson-

zèbre. Cette étude pionnière nous a permis de révéler que la �dgetin-like 1 est un acteur clé du

développement des circuits moteurs chez l'embryon de poisson-zèbre de par sa capacité à interagir

et à remodeler les microtubules au sein du cône de croissance. En e�et, nous avons montré que la

perte et le gain de fonction de cette ATPase altèrent considérablement et distinctement la croissance

et la trajectoire axonales des motoneurones, et par voie de conséquence, la mobilité des larves. De

plus, notre étude révèle que cette protéine régule la dynamique des microtubules dans le cône de

croissance, non pas en cassant les microtubules comme le font ses homologues, spastin, �dgetin et

p60-katanin mais en régulant la composition et la dynamique des bouts � + � de ces polymères via

son interaction spéci�que avec les fameuses protéines de liaison des bouts plus, EB1/EB3 (Fassier

et al., en révision).

Si l'ensemble des MSE présentées ci-dessus semblent jouer un rôle important au cours du développe-

ment du système nerveux, la spastin est la seule MSE enrichie dans le système nerveux adulte, dont

les mutations sont responsables d'une maladie neurodégénérative progressive chez l'homme (Hazan

et al., 1999), ce qui laisse entrevoir un rôle spéci�que pour cette ATPase dans le maintien de l'ho-

méostasie axonale. Les diverses fonctions attribuées à la spastin seront décrites plus en détail dans

les paragraphes suivants.

IV Les isoformes de spastin

Quatre isoformes distinctes de la spastin ont été décrites. Ces dernières sont issues d'une part de

l'épissage alternatif de l'exon 4 et d'autre part de l'utilisation di�érentielle des deux sites d'initiation

de la traduction, localisés au niveau de l'exon 1 du gène SPG4 (Méthionine 1 et Méthionine 87 chez

l'homme ; Claudiani et al., 2005) et très conservés au cours de l'évolution (Figure 30). En e�et, la

traduction alternative du transcrit pleine longueur va donner lieu à deux isoformes majoritaires : une

isoforme longue communément appelée M1 (pour Méthionine 1) de 68kDa et une isoforme courte

83



LES PSH LIÉES AU GÈNE SPG4

appelée M87 (pour Methionine 87 chez l'homme, ou M85 chez la souris) de 60kDa. Sur le même

principe, le transcrit épissé de l'exon 4 (∆ex4) va donner lieu à deux isoformes de 64kDa (M1∆ex4) et

55kDa (M87∆ex4) traduites respectivement à partir du premier ou du deuxième ATG. Il est à noter

que les isoformes issues de la traduction alternative possèdent des domaines structuraux di�érents.

En e�et, M87 est amputée des 86 premiers acides aminés de l'extrémité N-terminale de M1 et ne

possède donc plus de domaine transmembranaire de type Hairpin ni de NES (Nuclear Export Signal)

comparée à l'isoforme longue, suggérant une spéci�cité fonctionnelle pour M1 (Figure 30).
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Figure 30 � Séquence peptidique de la spastin humaine (NP_055761) et représentation
schématique de ses isoformes majoritaires. (A) La séquence spéci�que à l'isoforme longue est
notée en rouge, la séquence commune aux deux isoformes en bleu, la séquence peptidique correspon-
dant à l'exon 4 en brun et les deux codons initiateurs (M pour Méthionine) apparaissent en lettres
capitales et en gras. (B,C) Les quatre isoformes majoritaires de la spastin codées par des trans-
crits pleine longueur (B) et épissé de l'exon 4 (C), et représentées avec leurs domaines structuraux.
Chaque transcrit permet la traduction de deux isoformes (M1 et M87) par initiation de la traduction
à partir de l'ATG1 ou de l'ATG2. Les domaines principaux de la spastin sont ainsi représentés :
HD, Hairpin Domain ; MIT, Microtubule-Interacting and Tra�cking ; MTBD, Microtubule-Binding
Domain ; AAA, ATPase domain. Séquence peptidique de la spastin humaine disponible sur le site
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov. Numéro d'accession : NP_055761.

85



LES PSH LIÉES AU GÈNE SPG4

IV.A Patron d'expression de la spastin

La spastin (toutes isoformes confondues) est une protéine ubiquitaire majoritairement exprimée dans

le système nerveux f÷tal et adulte chez l'homme et la souris (Charvin et al., 2003; Wharton et al.,

2003). Dans le système nerveux, l'expression de la spastin est étendue à l'ensemble du cerveau et

de la moelle épinière et ne semble pas restreinte au système moteur. Dans le cerveau, la spastin est

enrichie au niveau du cortex, et plus particulièrement dans les cellules pyramidales. Toutefois, elle

semble également exprimée de manière assez prononcée dans le striatum, le cervelet (notamment

au niveau des cellules de Purkinje), l'hippocampe, l'amygdale, la substance noire ainsi que dans les

nerfs crâniaux moteurs et ce, chez l'homme comme chez la souris (Charvin et al., 2003; Wharton

et al., 2003; Ma et al., 2006). Dans la moelle épinière, la spastin est enrichie dans les neurones de

la matière grise, incluant les motoneurones spinaux, et de façon plus modérée dans les axones des

colonnes ventrales, latérales et dorsales (Wharton et al., 2003). Bien que l'expression de la spastin

soit étendue à l'ensemble du système nerveux, cette ATPase ne semble pas exprimée dans les cellules

gliales (Charvin et al., 2003; Wharton et al., 2003). Ce patron d'expression assez répandue dans

l'ensemble du système nerveux ne permet donc pas d'expliquer la spéci�cité de l'atteinte neuronale

dans la pathogénèse des PSH.

De façon intéressante, le ratio d'expression entre les isoformes longue M1 et courte M87 est déséqui-

libré en faveur de l'isoforme courte (M87). En e�et, les isoformes M87 et M87∆ex4 sont majoritai-

rement exprimées dans tous les tissus par rapport aux formes M1 et M1∆ex4. Cependant, ces deux

formes longues sont fortement enrichies dans le système nerveux adulte comparé aux autres tissus et

plus particulièrement dans la moelle épinière, où se situe la neurodégénérescence majeure des PSH.

(Figure 31 ; Claudiani et al., 2005).
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Figure 31 � Enrichissement des isoformes M1 et M1∆ex4 dans le système nerveux.
Immunoprécipitation de la spastin à partir d'extraits protéiques de di�érents tissus murins. Les
isoformes M1 et M1∆exon4 (de 68 et 64 kDa respectivement) sont plus abondantes dans le cerveau
et la moelle épinière que dans les autres tissus, soulignant leur importance marquée dans les tissus
atteints par les PSH. Extrait de Claudiani et al. 2005.

Cette expression di�érentielle entre les deux isoformes majoritaires de la spastin s'explique en grande

partie par la présence d'une séquence de Kozak moins favorable à l'initiation de la traduction au

voisinage du premier ATG que celle entourant l'ATG2 qui est en revanche proche de la séquence

consensus (Claudiani et al., 2005). De plus, il semblerait que l'utilisation préférentielle de l'un ou

l'autre de ces deux ATG soit régulée par la région 5'UTR de SPG4, qui s'avère être hautement

conservée au cours de l'évolution. En e�et, lorsque l'ADNc de la spastin est cloné avec sa séquence

5'UTR et transfecté dans des cellules, l'expression de la forme courte prédomine. Inversement, s'il est

cloné à partir du premier ATG, l'isoforme M1 est alors majoritairement exprimée (Claudiani et al.,

2005). De façon étonnante, bien qu'elle soit dégénérée en comparaison de la séquence consensus, la

séquence de Kozak �anquant l'ATG1 est très bien conservée au cours de l'évolution, au même titre

que l'ensemble de la séquence 5'UTR, suggérant l'importance d'une régulation �ne du ratio de ces

deux isoformes pour la fonctionnalité de la spastin (Figure 32).
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Figure 32 � Alignement du contexte génétique des deux codons initiateurs de la traduc-
tion (ATG) de la spastin chez di�érentes espèces vertébrées. (D.rer, poisson-zèbre ; H.sap,
humain ; M.mus, souris ; et X.læv, xénope). La séquence Kozak entourant le premier codon ATG
(cadre rouge) est conservée au cours de l'évolution (étoiles), tandis que celle du second ATG (cadre
bleue) l'est beaucoup moins, précisant l'importance de la régulation de l'expression de l'isoforme
longue.

Dans ce sens, d'autres mécanismes de régulation traductionnels et post-traductionnels semblent

contribuer au déséquilibre du ratio M1/M87 au détriment de l'isoforme longue : (i) le promoteur

cryptique, situé dans l'exon 1 du gène SPG4 dirige la synthèse d'un transcrit plus court ne donnant

naissance qu'aux isoformes courtes (Mancuso and Rugarli, 2008) ; (ii) une uORF (pour upstream

Open Reading Frame) située dans la région 5'UTR et présentant une séquence de Kozak plus

favorable à la traduction que celle avoisinant l'ATG1 réduirait plus particulièrement la traduction

à partir de l'ATG1 par un phénomène de compétition (Figure 33 ; Mancuso and Rugarli, 2008) ;

(iii) un motif PEST, favorisant la dégradation protéique a été identi�é dans la région N-terminale

spéci�que à l'isoforme longue (a.a. 23-45), suggérant un turn-over plus rapide pour cette isoforme

(Schickel et al., 2007).

Figure 33 � Schéma représentant le cadre ouvert de lecture en amont (uORF) de l'ORF
SPG4 . La traduction de la spastin débute à partir des deux codons initiateurs (AUG) en phase (en
positions +1 et +259). L'uORF (en noir) est également en phase et pourrait défavoriser l'initiation
de la traduction à partir du premier codon (en gris). Extrait de Mancuso and Rugarli 2008.
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IV.B Une localisation subcellulaire complexe

La spastin présente une localisation subcellulaire complexe et dynamique, qui varie en fonction du

type cellulaire et du cycle cellulaire.

IV.B.1 Localisation subcellulaire de la spastin dans les cellules mitotiques

Au cours de la mitose, la spastin va décorer des structures où les microtubules sont hautement

dynamiques. En e�et, cette MSE va être successivement localisée au niveau du centrosome en début

de métaphase, au niveau du fuseau et des pôles mitotiques à la �n de la métaphase et pendant

l'anaphase, pour se situer au niveau du fuseau central de microtubules et du midbody à la �n de

l'anaphase et au cours de la cytodiérèse (Errico et al., 2004; Connell et al., 2009; Goyal et al., 2014).

Une étude récente montre que la spastin est également recrutée autour de la chromatine au moment

de l'anaphase (Vietri et al., 2015).

Dans les cellules prolifératives en interphase, la spastin présente une localisation subcellulaire com-

plexe et variée. Suivant le type cellulaire, la spastin peut être nucléaire, cytoplasmique ou encore

nucléaire et cytoplasmique, un phénomène lié à la localisation di�érentielle de ces isoformes ma-

joritaires. En e�et, si les deux isoformes de la spastin possèdent un NLS commun (a.a. 309-312)

leur permettant d'être activement transportés dans le noyau (Beetz et al., 2004), seule la isoforme

M1 possède deux NES dirigeant son export actif dans le cytoplasme par un mécanisme qui semble

dépendre de l'exportin CMR1 (Claudiani et al., 2005). Ainsi, alors que la forme courte apparait

nucléaire et cytoplasmique, la forme longue est exclusivement retrouvée dans le cytoplasme (Clau-

diani et al., 2005). En outre, la spastin a été observée dans le cytoplasme au niveau de di�érents

compartiments cellulaires, comme le centrosome (Svenson et al., 2005; Goyal et al., 2014), le RE

(Park et al., 2010; Lumb et al., 2012; Montenegro et al., 2012), les endosomes (Mannan et al., 2006b;

Connell et al., 2009; Allison et al., 2013) ainsi que les gouttelettes lipidiques (Papadopoulos et al.,

2015), suggérant une grande diversité fonctionnelle (Figure 34).
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Figure 34 � Localisation des isoformes de la spastin dans des cellules HeLa. (A) Co-
localisation de la spastin avec un marqueur du midbody, Aurora. (B) Colocalisation de la spastin
avec une forme mutée de VPS4, utilisé ici comme un marqueur endosomal. (C) Colocalisation de
l'isoforme longue (M1) de la spastin avec le marqueur BODIPY des gouttelettes lipidiques. (D) Co-
localisation de la spastin avec la calreticulin qui marque les réseaux du RE. Modi�é depuis Connell
et al. 2009 et Papadopoulos et al. 2015.

De façon importante, seule l'isoforme M1 est capable de se localiser au RE et aux gouttelettes lipides

(des organites dérivant du RE). En e�et, le recrutement de la spastin au niveau de ces organites

dépend de son domaine transmembranaire très hydrophobe en épingle à cheveux (HD), présent

uniquement dans la région N-terminale spéci�que de cette forme longue (Connell et al., 2009; Park

et al., 2010; Papadopoulos et al., 2015). En revanche, M1 et M87 sont toutes deux recrutées au niveau

des endosomes grâce à leur domaine MIT leur permettant d'interagir avec certains composants du

complexe ESCRT-III (Reid et al., 2005; Allison et al., 2013). Une étude récente du groupe de Craig

Blackstone suggère que seule l'isoforme M87 aurait la capacité de se localiser au centrosome par

le biais de son interaction avec la protéine NA14 (Goyal et al., 2014). Cependant, cette étude est

en contradiction avec les travaux de Errico et al. (2004) qui montrent, par la technique du double

hybride, que la région s'étendant des résidus 50 à 87, et donc spéci�que à M1, est nécessaire pour

cette interaction. Par ailleurs, il est important de mentionner que la plupart des études concernant la

localisation subcellulaire de la spastin dans ces cellules non neuronales n'ont pas été réalisées avec des

anticorps dirigés spéci�quement contre M1/M87 ou M1 uniquement et sont essentiellement fondées

sur des expériences de surexpression de protéines tagguées, ce qui ne mime pas nécessairement ce

qui ce passe dans des conditions physiologiques.
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IV.B.2 Localisation subcellulaire de la spastin dans les cellules neuronales

L'immunodétection de la spastin dans des cellules NSC-34 (lignée cellulaire immortalisée issue de la

fusion de motoneurones spinaux avec des cellules de neuroblastome) à l'aide d'un anticorps polyclonal

capable de reconnaitre les di�érentes isoformes de spastin, révèle un enrichissement massif de cette

protéine au niveau des points de branchements et du cône de croissance de ces neurones, deux

structures caractérisées par d'importants remodelages dynamiques des microtubules (Figure 35 ;

Errico et al., 2004). Une distribution subcellulaire similaire de la spastin-EGFP fut par la suite

décrite dans des cultures primaires de neurones hippocampiques de rat (Figure 35 ; Yu et al., 2008b).

Figure 35 � La spastin est fortement enrichie dans les points de branchement et les
cônes de croissance des neurones en culture. (A-D) Immunodétection de la spastin dans des
cellules NSC-34 à l'aide d'un anticorps polyclonal reconnaissant ses di�érentes isoformes. La spastin
est présente dans noyau et dans le cytoplasme où elle est enrichie dans les cônes de croissance (A,
têtes de �èche) et dans les points de branchements (D, tête de �èches). (E) Surexpression de la
spastin fusionnée à la GFP dans des neurones hippocampiques dont les microtubules apparaissent
en rouge. On note un enrichissement de la spastin au niveau des extrémités axonales ainsi que sur
leurs branches (tête de �èche). Extrait de Errico et al. 2004 et Yu et al. 2008b.

Cependant, une autre étude montre que dans ces mêmes cultures, la spastin endogène est localisée

au niveau du centrosome et apparaît de façon ponctiforme tout au long de l'axone (Svenson et al.,

2005). De même, dans des cellules PC12 di�érenciées en cellules neuronales sous l'e�et du NGF et

surexprimant la spastin tagguée GFP ou Myc, ces protéines exogènes sont présentes sous forme de

puncta dans le soma et tout au long des axones où elles colocalisent avec des marqueurs endosomaux

et se retrouvent fortement enrichies à l'extrémité distale des axones (Reid et al., 2005). En�n, une
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étude in vivo montre que la D-spastin (orthologue de la spastin chez la drosophile) est présente dans

le soma et les axones et semble particulièrement enrichie au niveau des boutons présynaptiques des

jonctions neuromusculaires, où elle est colocalisée avec la synaptotagmin, un marqueur des vésicules

synaptiques (Trotta et al., 2004). Etonnamment, aucune étude ne décrit la présence de spastin en-

dogène au niveau du RE ou des gouttelettes lipidiques dans les neurones ni ne précise la localisation

subcellulaire de M1 et M87 dans les cellules post-mitotiques. Toutefois, M1 et M87, porteuses d'une

mutation pathogène a�ectant leur activité ATPase, présentent une localisation subcellulaire di�é-

rente lorsqu'elles sont surexprimées dans des neurones corticaux. En e�et, alors que M87 apparaît

di�use dans le cytoplasme et enrichie dans la région proximale de l'axone, M1 colocalise de façon

anormale avec les microtubules dans le soma et tout au long de l'axone (Solowska et al., 2014). En

conclusion, cette distribution subcellulaire complexe de la spastin présage de l'importante diversité

fonctionnelle de cette MSE.

IV.C Des partenaires particuliers

Comme l'ensemble des protéines AAA, la spastin doit sa spéci�cité fonctionnelle à sa région N-

terminale qui englobe d'importants domaines structuraux comme le domaine Hairpin (HD) ou le

domaine MIT (Figure 36). Ces domaines vont lui permettre d'être spéci�quement recrutée au niveau

de di�érents sites d'action par le biais de son interaction avec plusieurs protéines adaptatrices,

répertoriées dans le Tableau 5, et dont l'in�uence sur la fonctionnalité de la spastin sera précisée

dans les paragraphes suivants.
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Figure 36 � Représentation schématique des interactants de la spastin. Les protéines qui
interagissent avec le domaine hydrophobe de la spastin M1 ou avec le domaine MIT commun à M1
et M87 sont regroupées selon leur appartenance à un complexe ou un compartiment cellulaire donné.
Les protéines impliquées dans d'autres formes de PSH sont indiquées en caractères gras.

Il est intéressant de noter que la moitié des partenaires d'interaction de la spastin déjà identi�és

ont été impliqués dans d'autres formes génétiques de PSH révélant l'importance de ces complexes

protéiques et des mécanismes cellulaires qu'ils régissent dans l'homéostasie des faisceaux cortico-

spinaux. En outre, la majorité de ces partenaires semblent intervenir dans deux grands processus

cellulaires interconnectés : la morphogénèse du RE et le tra�c endosomal. Brièvement, la spastin ou

plus précisément son isoforme M1 interagit avec cinq protéines localisées au niveau des tubules du RE

et essentielles à la morphogénèse de cet organite (Tableau 5). Au sein de ce complexe protéique, on

retrouve quatre protéines de PSH dont l'atlastin-1 qui n'est autre que la protéine la plus fréquemment

incriminée dans les PSH-AD après la spastin. Par ailleurs, une mutation pathogène dans SPG3A

codant l'atlastin-1 (c.ins1688A) abolit son interaction avec M1, ce qui renforce le rôle crucial de ce

complexe protéique dans la maintenance des faisceaux cortico-spinaux (Evans et al., 2006). De plus,

M1 et M87 interagissent par l'intermédiaire de leur domaine MIT avec deux membres du complexe

ESCRT-III, dont l'activité de scission des membranes est essentielle à l'abscission du midbody lors

de la cytodiérèse (Reid et al., 2005; Yang et al., 2008; Agromayor et al., 2009; Connell et al., 2009;

Renvoisé et al., 2010) ainsi qu'à l'homéostasie du tra�c endosomal (Allison et al., 2013). L'importance

de ce complexe dans la pathogénèse des formes de PSH liées à SPG4 est en outre accentuée par

l'identi�cation de mutations dans le domaine MIT de la spastin qui abolissent son interaction avec
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le complexe ESCRT-III. En�n, la spastin interagit avec NA14 ou SSNA1 (pour Sjögren's Syndrome

Nuclear Autoantigen 1 ; Errico et al., 2004; Goyal et al., 2014), une protéine du centrosome encore

mal caractérisée et récemment impliquée dans la cytodiérèse des cellules mitotiques et la croissance

axonale des neurones (Goyal et al., 2014).

Table 5 � Partenaires d'interaction de la spastin. La localisation sub-cellulaire, le domaine
d'interaction avec la spastin ainsi que la fonction des partenaires sont ici répertoriés. La nomenclature
SPG est mentionnée si le partenaire est impliqué dans une forme de PSH. Les références en bleu
font référence aux articles démontrant une interaction directe entre la spastin et son partenaire
d'interaction.
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IV.D Des fonctions cellulaires diverses

Au vu de sa localisation subcellulaire, de ses partenaires d'interaction et des nombreuses analyses

fonctionnelles réalisées ces dix dernières années à l'aide de systèmes biologiques complémentaires, on

peut conclure que la spastin joue un rôle clé dans la régulation de deux processus cellulaires intime-

ment liés et déterminants pour l'homéostasie du tra�c vésiculaire : la dynamique des microtubules

et le remodelage membranaire.

IV.D.1 La cassure des microtubules : une activité à l'origine de toutes les fonctions

de la spastin

IV.D.1.a Evidences in vitro Si le rôle de la spastin dans la régulation de la dynamique des

microtubules a été suggéré dès son identi�cation par son homologie avec la samouraï katanin, les

premières évidences fonctionnelles de son lien avec les microtubules (MTs) proviennent des travaux

pionniers d'Errico et al. (2002) qui ont montré que la surexpression de la spastin sauvage induit

un désassemblage massif du réseau de microtubules, suggestif d'une activité dépolymérisante. En

outre, il a été établi que la spastin interagit avec les MTs via son extrémité N-terminale et que cette

interaction dynamique est régulée par l'activité ATPase de sa cassette AAA (Errico et al., 2002). En

e�et, des formes pathogènes de la spastin arborant une mutation faux-sens dans le domaine AAA

perdent leur capacité à désassembler le réseau de MTs et restent liées à ces polymères de manière

constitutive (Errico et al., 2002). La première description d'une activité de cassure des MTs vient

des travaux princeps publiés en 2005 par deux équipes indépendantes qui montrent in vitro que la

spastin est capable, en présence d'ATP, de générer des cassures internes le long de MTs stabilisés au

taxol et �xés sur lames de verre, un phénomène qui va conduire à leur dépolymérisation complète

en moins de deux minutes (Figure 37 ; Evans et al., 2005; Roll-Mecak and Vale, 2005).
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Figure 37 � La spastin casse les microtubules in vitro. (A,B) L'activité de cassure des
microtubules portée par la spastin est dépendante de l'ATP. (A) Microtubules puri�és et marqués
par la rhodamine que l'on observe désassemblés par la spastin de drosophile en présence d'ATP.
(B) Dynamique des cassures (�èches). Extrait de Roll-Mecak and Vale 2005. (C,D) Cassures des
microtubules marqués à la GFP dans des cellules en culture. Dynamique des cassures (�èches).
Extrait de Evans et al. 2005.

De plus, certaines mutations pathogènes localisées dans le domaine AAA et abolissant l'activité

ATPase de la spastin abrogent son activité de cassure des MTs (Evans et al., 2005; Roll-Mecak

and Vale, 2005). Depuis ces découvertes, plusieurs études parallèles ont permis de disséquer les

mécanismes moléculaires sous-tendant la cassure des MTs par la spastin (voir ci-dessus la description

du processus de cassure des MTs ; White et al., 2007; Roll-Mecak and Vale, 2008; Eckert et al.,

2012). Comme prévu, compte tenu de l'importance des interactions de charge entre certains résidus

des domaines Ploop de la spastin et ceux de la queue C-terminale de la tubulin dans ce processus

de cassure, les modi�cations post-traductionnelles de la tubulin, plus particulièrement fréquentes

au niveau de sa queue C-terminale, vont jouer un rôle essentiel dans la régulation de l'activité de

la spastin. En e�et, l'ajout de longues chaines de Glutamates au niveau des résidus Glutamates

de la queue C-terminale de la tubulin, catalysées par les enzymes de polyglutamylation TTLL6 et

TTLL11 (Tubulin Tyrosine Ligase-Like 6 et 11) stimule la cassure des MTs par la spastin in vitro

(Lacroix et al., 2010). Dans ce sens, une étude très récente de Valenstein et Roll-Mecak (2016)

compare cette polyglutamylation de la tubulin à un � rhéostat � permettant de moduler de façon
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subtile l'activité de cassure de la spastin. En e�et, il est montré que l'activité de cassure de la

spastin augmente proportionnellement au nombre de résidus Glutamates présents sur la queue C-

terminale de la tubulin jusqu'à l'atteinte d'un seuil critique où ces modi�cations post-traductionnelles

deviennent alors inhibitrices (Figure 38 ; Valenstein and Roll-Mecak, 2016).

Figure 38 � La polyglutamylation régule l'activité de cassure de la spastin. (A) Les
chaines de Glutamates (en rouge) ajoutées par les polyglutamylases de type TTLL au niveau de la
queue C-terminale de la tubulin sont exposées à la surface des MTs. (B) Le modèle du rhéostat.
L'activité de cassure de la spastin augmente proportionnellement au nombre de résidus Glutamates
ajoutés à la queue C-terminale de la tubulin jusqu'à un certain seuil où cette longue chaîne de
Glutamates devient inhibitrice. Les �èches jaunes pointent les cassures générées par la spastin sur
les microtubules polyglutamylés et stabilisés au taxol. Extrait de Valenstein and Roll-Mecak 2016.

En outre, il est intéressant de noter que l'activité de cassure de l'isoforme courte de la spastin est

plus e�cace que celle de l'isoforme longue. En e�et, lorsqu'elles sont surexprimées à des niveaux

équivalents dans des �broblastes de rats, la densité du réseau de MTs est considérablement réduite

et les MTs résiduels apparaissent plus courts et clairsemés dans les cellules surexprimant l'isoforme

courte de souris (M85), par rapport à celles surexprimant la forme longue (M1) (Solowska et al.,

2008). Néanmoins, la surexpression de la forme longue porteuse d'une mutation pathogène a�ec-

tant un résidu du domaine Ploop semble avoir un e�et plus délétère sur la dynamique des MTs

que la surexpression de l'isoforme courte arborant cette même mutation (Solowska et al., 2014).
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En�n, certaines expériences suggèrent que la spastin pourrait jouer un rôle dans la stabilisation et la

fasciculation des MTs à l'image de certaines MAPs (Microtubule Associated Proteins), et ce, indé-

pendamment de son activité de cassure et de son activité ATPase : (i) lorsque la spastin recombinante

est incubée in vitro avec des MTs stabilisés au taxol, sans ATP ou en présence d'un analogue non

métabolisable de l'ATP, les MTs apparaissent fasciculés (Salinas et al., 2005) ; (ii) lorsqu'elles sont

surexprimées, certaines formes pathogènes de la spastin dépourvues de l'activité ATPase décorent

une sous-population de MTs fasciculés, positifs pour des marqueurs de longévité de ces polymères

comme la glutamylation et résistants à la dépolymérisation induite par le nocodazole (Errico et al.,

2002; Evans et al., 2005). Cependant, des études complémentaires s'avèrent indispensables pour cla-

ri�er la relevance physiologique du rôle de la spastin dans la fasciculation des MTs et déterminer si

cette protéine est capable de réguler la balance entre les di�érentes sous-populations de MTs dans

les neurones.

IV.D.1.b Evidences in vivo Les premières évidences d'un rôle de la spastin dans la régula-

tion de la dynamique des MTs in vivo émanent des travaux réalisés chez la drosophile. En e�et,

chez la mouche, l'expression dans les neurones d'un siRNA (small interfering RNA) dirigé contre

la spastin, ou d'une forme pathogénique de cette protéine dépourvue d'activité ATPase, engendre

une stabilisation anormale du réseau de MTs au niveau des terminaisons présynaptiques des jonc-

tions musculaires de la larve couplée à des défauts locomoteurs et une réduction de l'espérance de

vie chez les mouches adultes. Ces phénotypes peuvent être sauvés par l'administration de drogues

dépolymérisant les MTs comme le nocodazole ou la vinblastine (Figure 39 ; Trotta et al., 2004; Orso

et al., 2005). A l'inverse, la surexpression de la spastin sauvage dans les neurones de drosophile

engendre une diminution importante de la quantité de tubulin stable au niveau des terminaisons

présynaptiques ; ce phénotype peut être sauvé par un traitement au taxol, un agent pharmacologique

stabilisant les MTs (Trotta et al., 2004). En outre, les neurones corticaux des souris knockout pour

la spastin présentent des dilatations axonales qui se forment régulièrement dans une région distale

de l'axone (située à environ 100µm du cône de croissance) caractérisée par une transition soudaine

entre des MTs stables (détyrosinés) et des MTs dynamiques (tyrosinés) (Figure 39 ; Tarrade et al.,
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2006). De plus, au sein de ces neurones mutants, le réseau de MTs apparaît anormalement stable

et désorganisé (Figure 39), et une quantité massive d'organites et de neuro�laments se retrouvent

accumulés, ce qui suggère une altération du transport axonal (Fassier et al., 2013). En outre, les

dilatations axonales observées résultent d'une stabilisation anormale du réseau de MTs qui est mise

en évidence par la résistance accrue des MTs à la dépolymérisation induite par le nocodazole et par

la diminution importante du nombre de bouts � + � en croissance. Cette étude démontre également

qu'il est possible de sauver le phénotype pathologique des neurones mutants et de diminuer de 95%

le nombre de ces dilatations axonales en modulant la dynamique de ces polymères à l'aide de drogues

spéci�ques (Figure 39 ; Fassier et al., 2013). Des dilatations axonales similaires ont été décrites dans

des cultures de neurones di�érenciés in vitro à partir de cellules souches pluripotentes induites (ou

iPSC pour induced Pluripotent Stem Cells) de patients SPG4 (Denton et al., 2014; Havlicek et al.,

2014). De même, le knockdown de la Spastin chez l'embryon de poisson-zèbre engendre une dimi-

nution dramatique du nombre de bouts � + � en croissance dans les axones des neurones moteurs

spinaux, ce qui a des répercussions directes sur la dynamique du cône de croissance (Figure 39 ;

Butler et al., 2010).
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Figure 39 � La spastin régule la dynamique des microtubules in vivo. (A) Immuno-
histochimie montrant l'état de la jonction neuromusculaire de drosophile (anti HRP) avec ou sans
une forme pathogénique (K467R) de la spastin. L'expression de la forme pathogénique dépourvue
d'activité ATPase entraine une stabilisation anormale du réseau de MTs au niveau des terminai-
sons présynaptiques. (B) Kymographes représentant la progression des bouts � + � des MTs le
long d'un axone moteur de l'embryon de poisson-zèbre. Le knockdown de la spastin (noté spg4atg1)
engendre une diminution dramatique du nombre de bouts � + � en croissance dans ces axones com-
parés aux axones contrôles (COMO). (C) (a,b) Immunohistochimie sur des cultures de neurones
cortico-spinaux de souris Sp Δ/Δ (b) et contrôles (a). Les neurones mutants présentent des dila-
tations axonales qui se forment systématiquement dans une région distale de l'axone caractérisée
par la transition entre des MTs stables (détyrosinés, en rouge) et des MTs dynamiques (tyrosinés,
en vert). (c,d) Kymographes représentant la progression des bouts � + � des MTs le long d'axones
cortico-spinaux Sp Δ/Δ (d) et contrôles (c). On note une forte réduction de la dynamique des bouts
� + � chez les neurones mutants en culture. (e,f) Le nombre de dilatations axonales (e) est fortement
réduit chez les souris Sp Δ/Δ après un traitement à la vinblastine (f). Modi�és de Orso et al. 2005;
Butler et al. 2010; Tarrade et al. 2006; Fassier et al. 2013.
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Ainsi, toutes les données accumulées par l'analyse fonctionnelle de la spastin chez di�érents modèles

animaux s'accordent à souligner l'importance de cette MSE dans le maintien d'un réseau de MTs

dynamiques dans les axones. En e�et, à l'inverse de la �dgetin, qui semble restreindre la quantité de

microtubules labiles dans les neurones (Leo et al. 2015), la spastin limite la quantité de MTs stables

en cassant préférentiellement les MTs dits � âgés � et polyglutamylés. La stabilisation anormale du

réseau de MTs représenterait donc une cause primaire de la dégénérescence axonale des neurones

cortico-spinaux dans les PSH liées à des mutations de SPG4. En outre, ces perturbations de la dy-

namique des microtubules dans les neurones de mammifères dépourvus de spastin sont étroitement

liées à des anomalies du transport axonal antérograde et rétrograde, qui sont détectées par un ralen-

tissement du transport de certains organites et/ou une altération de leur distribution subcellulaire

selon les études (McDermott et al., 2003; Tarrade et al., 2006; Kasher et al., 2009; Fassier et al.,

2013; Denton et al., 2014; Havlicek et al., 2014). Il est intéressant de noter ici que les deux études

anatomopathologiques post-mortem de cas de PSH liées à SPG4 ont révélé des défauts de distribu-

tion des mitochondries ainsi que des dilatations axonales gorgées d'organites et de neuro�laments,

similaires à celles observées chez la souris, renforçant la notion de conservation inter-espèces des mé-

canismes pathogéniques associés à la perte de fonction de la spastin (Wharton et al., 2003; Kasher

et al., 2009).

IV.D.2 Remodelage et tra�c membranaire

IV.D.2.a Tra�c endosomal Depuis la découverte en 2003 d'un domaine MIT (Microtubule-

Interacting and Tra�cking) dans sa séquence primaire (Ciccarelli et al., 2003), la spastin a été

suspectée de jouer un rôle dans le tra�c endosomal à l'image d'autres protéines arborant ce même

domaine comme vps4, SKD1 ou SNX15. Bien que cette hypothèse fut étayée en 2005 par l'iden-

ti�cation de son premier partenaire d'interaction, CHMP1B, un membre du complexe ESCRT-III

participant au tra�c endosomal (Reid et al., 2005), et par sa colocalisation subcellulaire avec cer-

tains marqueurs endosomaux (Reid et al., 2005; Svenson et al., 2005), ce n'est qu'en 2013 que les

premières évidences fonctionnelles établissent l'implication de cette MSE dans la régulation du tra�c

endosomal in vitro et in vivo dans des neurones moteurs (Allison et al., 2013). En e�et, ces travaux
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issus d'une étroite collaboration entre le groupe d'Evan Reid et notre équipe ont déterminé le rôle

clé de la spastin dans la régulation de la �ssion des tubules endosomaux et identi�é son interaction

avec la protéine IST1, un autre membre du complexe ESCRT-III. En outre, cette interaction avec le

complexe ESCRT-III et l'activité de cassure des MTs portée par la spastin se sont révélées cruciales

pour la réalisation de cette fonction de �ssion des tubules endosomaux (Figure 40 ; Allison et al.,

2013).

Figure 40 � La spastin régule la �ssion des tubules endosomaux. Immunodétection de
SNX1, un marqueur des tubules endosomaux (a) dans des cellules HeLa transfectées avec trois
siRNAs di�érents dirigés contre la spastin ou un siRNA contrôle, et (b) dans des cultures primaires
de neurones moteurs spinaux issues d'embryons injectés ou non (Control) avec un morpholino ciblant
l'ATG1 de la spastin (MOspast). Le knockdown de la spastin dans ces deux types cellulaires conduit à
une tubulation anormale des endosomes (encarts) comparée aux cellules contrôles. Modi�é de Allison
et al. 2013.

En e�et, contrairement à la spastin sauvage (isoformes M1 ou M87), la spastin porteuse d'une mu-

tation pathogène inhibant son interaction avec IST1 ou son activité ATPase est incapable de sauver

les défauts de tubulation des endosomes précoces associés au knockdown de la spastin endogène,

alors qu'un traitement au nocodazole, qui dépolymérise les MTs, restaure totalement le phénotype

physiologique. De plus, dans les cellules HeLa dé�cientes en spastin, ces anomalies de tubulation

sont associées à des défauts de recyclage des récepteurs à la transferrin, qui se retrouvent adressés

de façon anormale à la voie endo-lysosomale de dégradation, ce qui souligne l'importance de ces

événements de �ssion des tubules dans l'homéostasie du tra�c endosomal. En outre, ces travaux

montrent que la protéine IST1 est essentielle au recrutement des isoformes M1 et M87 de la spastin
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aux endosomes précoces et que le knockdown d'IST1 altère la �ssion des tubules endosomaux et le

recyclage des récepteurs à la transferrin de façon similaire à la perte de la spastin (Allison et al.,

2013). Ce processus de �ssion endosomale par le complexe spastin/IST1 s'avère également déter-

minant pour l'homéostasie des neurones moteurs puisque le knockdown des orthologues de spastin

ou d'IST1 chez l'embryon de poisson-zèbre engendre des défauts de tubulation des endosomes pré-

coces au niveau des cônes de croissance des neurones moteurs spinaux couplés à des anomalies de

trajectoires axonales de ces neurones (Allison et al., 2013).

IV.D.2.b Remodelage du Réticulum Endoplasmique Le domaine transmembranaire de

type Hairpin, spéci�que à l'isoforme M1 de la spastin, permet à cette forme longue d'être recrutée

au niveau du RE par le biais de ses interactions avec l'atlastin-1, REEP1 et certains reticulons, avec

lesquelles elle forme un complexe macromoléculaire essentiel à la morphogénèse des tubules du RE

(Connell et al., 2009; Park et al., 2010). Si le rôle des reticulons et de REEP1 dans la formation

des tubules du RE (Voeltz et al., 2006) et celui de l'atlastin-1 dans la fusion de ces tubules et la

mise en place des jonctions à trois voies caractéristiques de l'organisation polygonal du REL (Hu

et al., 2009; Orso et al., 2009) a été clairement établi, le rôle exact de M1 dans la morphogénèse du

RE demeure peu documentée. Néanmoins, certaines données de surexpression de formes mutantes

de la spastin dans des cellules non neuronales suggèrent qu'elle puisse contrôler la morphogénèse du

RE en lien avec le cytosquelette de MTs. En e�et, la surexpression de l'isoforme M1 dépourvue de

son activité ATPase engendre une expansion anormale des tubules du RE et leur redistribution le

long des faisceaux de microtubules (Park et al., 2010). A l'inverse, les tubules du RE se rétractent

suite à la surexpression de la protéine M1 sauvage (Lumb et al., 2012). Or, la morphologie et la

distribution du RE à travers le cytoplasme sont intimement liées aux MTs et à leur dynamique. En

e�et, l'élongation des tubules du RE semble être réalisée grâce à deux processus dépendant des MTs :

(i) les tubules peuvent croître en glissant le long de MTs préexistants (Friedman et al., 2010) ou (ii)

s`accrocher aux bouts � + � des microtubules en croissance pour croître avec eux (Waterman-Storer

and Salmon, 1998). Il est donc envisageable que l'activité de cassure des MTs portée par la spastin

soit requise pour réguler l'un de ces processus et restreindre la tubulation du RE de la même façon
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qu'elle contrôle la �ssion des tubules endosomaux (Allison et al., 2013). Cependant, aucune donnée

physiologique ne permet à ce jour de con�rmer le rôle de la spastin endogène dans la morphogénèse

des tubules du RE, ni d'établir de lien entre les défauts de remodelage membranaire de cet organite

et l'axonopathie des PSH liées au gène SPG4.

IV.D.2.c Homéostasie des gouttelettes lipidiques Pour continuer dans la diversité fonc-

tionnelle de la spastin, après transfection, l'isoforme M1 exogène semble également se localiser au

niveau des gouttelettes lipidiques (LD pour Lipid Droplets) qui correspondent à des compartiments

de stockage des lipides formés à partir des tubules du RE. En e�et, l'isoforme M1 de spastin est

acheminée dans les LD par le RE, probablement via son domaine Hairpin qui semble indispensable

à cette localisation. Ce domaine transmembranaire s'avère su�sant pour adresser une protéine rap-

portrice aux LD et la mutation d'un de ces acides aminés a�ecte l'adressage de M1 aux LD. En

outre, la surexpression de l'isoforme M1 dans des cellules HeLa induit l'augmentation de la taille

des LD tout en réduisant leur nombre (Figure 41 ; Papadopoulos et al., 2015).

Figure 41 � La spastin M1 régule la taille et la distribution des gouttelettes lipidiques.
Le marqueur BODIPY permet d'observer (en vert) les gouttelettes lipidiques. (A) Cellules HeLa
surexprimant la mCherry seule (panels du haut) ou fusionnée à l'isoforme M1 de la spastin (en rouge,
panels du bas). La surexpression de la spastin M1 entraine la fusion des gouttelettes lipidiques. (B)
Nerfs des ganglions ventraux de drosophile déplétés en spastin (RNAi) ou surexprimant la Dspastin
sauvage ou une forme mutée (K467R). On remarque une diminution du nombre de LD chez les
larves exprimant la forme mutée de spastin ou déplétées alors que sa surexpresion entraine une
augmentation de la taille et du nombre de LD. Extrait de Papadopoulos et al. 2015.
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Le rôle physiologique de la spastin dans l'homéostasie des LD et le métabolisme des lipides est

renforcé par les travaux menés in vivo chez la drosophile et le nématode. Suite à une surexpression

ubiquitaire de la D-spastin, les LD contenues dans les corps gras de la drosophile apparaissent

plus grosses et moins nombreuses, alors que le taux de TAG (TriAcylGlycérol, autrefois nommé

� triglycéride �) augmente signi�cativement. De façon contrastée, la surexpression de la D-spastin

ciblée dans le muscle ou dans les nerfs accroit le nombre de LD dans ces tissus alors que la perte

de fonction de cette MSE ou l'expression d'une forme dominante négative dépourvue de l'activité

ATPase réduit le nombre de LD ainsi que les taux de TAG dans ces tissus (Papadopoulos et al.,

2015). En�n, la perte de fonction de la spastin (siRNA et mutation nulle) réduit considérablement la

quantité des réserves lipidiques chez C. elegans. L'ensemble de ces données suggère qu'à l'image de

son rôle dans la �ssion des tubules endosomaux, l'activité de cassure des MTs de la spastin pourrait

également réguler les évènements de fusion et de �ssion membranaires participant à la formation des

LD et à l'accroissement de leur taille (Gao and Goodman, 2015; Thiam and Forêt, 2016). Toutefois, le

lien entre des perturbations de l'homéostasie des LD et la dégénérescence axonale des PSH demeure

jusqu'ici encore obscur.

IV.D.2.d Cytodiérèse et reformation de l'enveloppe nucléaire De par sa capacité à in-

teragir avec le complexe ESCRT-III, et plus particulièrement avec la protéine IST1, la spastin est

également recrutée au niveau du midbody et au voisinage de la chromatine à la �n de l'anaphase et

lors de la cytodiérèse, où elle coordonne, avec le complexe ESCRT-III, le remodelage des membranes

et des MTs nécessaires à reformation de l'enveloppe nucléaire et à l'étape �nale d'abscission des cel-

lules �lles (Connell et al., 2009; Vietri et al., 2015). Bien que ces données puissent paraître éloignées

de la physiopathologie de maladies neurodégénératives comme les PSH, elles renforcent toutefois

l'hypothèse selon laquelle un dysfonctionnement du remodelage membranaire serait à l'origine des

PSH liées au gène SPG4 et permettent de préciser certains aspects mécanistiques sous-tendant la

spéci�cité fonctionnelle de la spastin.
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IV.D.3 Fonction nucléaire : la spastin, un facteur de transcription ?

Etonnamment, bien que la spastin possède deux domaines NLS lui permettant d'être acheminée

dans le noyau (Claudiani et al., 2005), aucune étude fonctionnelle n'a jusqu'ici permis de déterminer

si elle exerce une fonction précise dans ce compartiment cellulaire ou si elle doit juste transiter par le

noyau a�n d'être active dans le cytoplasme. Cependant, la présence d'un domaine leucine zipper et

HbH (Hélice-boucle-Hélice) dans sa structure primaire suggère qu'elle puisse se lier à l'ADN, voire

participer à la régulation de l'expression génique comme un facteur de transcription, au même titre

que d'autres protéines AAA (Joly et al., 2012). Une étude publiée en 2011 a montré que la spastin

agirait comme un co-répresseur de HOXA10 (Homeobox A10), un facteur de transcription nécessaire

au développement utérin et à l'implantation de l'embryon (Daftary et al., 2011). En e�et, le complexe

HOXA10 est connu pour réprimer un gène de l'endomètre, EMX2 dont l'expression est inversement

proportionnelle au taux d'implantation (Taylor and Fei, 2005). La spastin forme un complexe avec

HOXA10 qui se �xe sur le promoteur du gène EMX2 pour réprimer sa transcription, et cet e�et

répresseur est aboli suite au knockdown ou à la mutation des NLS de la spastin (Daftary et al.,

2011). Il serait donc intéressant de déterminer si la spastin peut réguler l'expression d'autres gènes

essentiels au développement, à la maintenance et/ou à la plasticité des neurones cortico-spinaux et

si l'altération de cette fonction éventuelle peut contribuer au phénotype pathologique des patients

SPG4.

V Les di�érents modèles d'étude

V.A Les modèles SPG4 de drosophile

Di�érents modèles SPG4 ont été générés chez la mouche grâce à l'utilisation du système de trans-

génèse inductible UAS/GAL4. La perte de fonction ubiquitaire de la spastin est létale au stade

pupal, établissant le rôle crucial de cette protéine au cours du développement embryonnaire de la

drosophile (Trotta et al., 2004). En revanche, les mouches exprimant, dans leurs neurones, un siRNA
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dirigé contre la spastin ou une forme pathogène de cette protéine dépourvue d'activité ATPase (le

mutant K467R) présentent des phénotypes cellulaires, électrophysiologiques et comportementaux

très similaires entre eux, et réciproques de ceux observés lors de la surexpression de la spastin sau-

vage dans les neurones (Trotta et al., 2004; Orso et al., 2005). En outre, un mutant nul de la spastin

(spastin5.75) a également été obtenu par transgénèse insertionnelle (Sherwood et al., 2004). L'intro-

duction chez ce mutant spastin5.75 de deux transgènes exprimant une forme sauvage de la spastin

humaine arborant ou non le polymorphisme S44L ou P45Q et une forme pathogène (K388R) sous le

contrôle d'un promoteur UAS, a permis de générer di�érents modèles de drosophile � humanisés �

pour SPG4 (Du et al., 2010; Baxter et al., 2014). Les caractéristiques phénotypiques majeures de ces

di�érents modèles sont répertoriées dans le Tableau 6. Les anomalies des jonctions neuromusculaires

et les défauts comportementaux observés chez ces di�érents modèles de drosophile sont liés à des

perturbations de la dynamique des MTs et peuvent être diminués ou restaurés dans les modèles

UAS/GAL4 par un traitement avec des agents pharmacologiques ciblant spéci�quement ces poly-

mères (Trotta et al., 2004; Orso et al., 2005) ou suite à une exposition au froid (18°C au lieu de 24°C)

pour les mouches mutantes spastin5.75 (Baxter et al., 2014). En�n, le phénotype locomoteur de deux

nouvelles mouches transgéniques exprimant spéci�quement une forme pathogène de M1 ou de M87

dans les neurones suggère un e�et plus délétère de l'isoforme longue mutante (Solowska et al., 2014).
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Table 6 � Présentation des di�érents modèles SPG4 de drosophile et de leurs phéno-
types. MT, microtubule ; JNM, jonction neuromusculaire.

En conclusion, ces modèles drosophiles qui récapitulent certaines des caractéristiques majeures des

PSH sont des outils puissants pour entreprendre des cribles génétiques en vue d'identi�er des modi-

�cateurs du phénotype ou tester certaines molécules à visées thérapeutiques.

V.B Le modèle poisson-zèbre SPG4

Il n'existe à ce jour aucun mutant SPG4 chez le poisson-zèbre. Les études fonctionnelles réalisées

jusqu'ici chez ce téléoste se sont appliquées à caractériser les conséquences du knockdown de la

Spastin au cours du développement embryonnaire, suite à l'injection d'oligonucléotides antisens (ou

morpholinos ; Wood et al., 2006; Butler et al., 2010). Deux types de morpholinos ont été utilisés,
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l'un ciblant le site d'initiation de la traduction, l'autre un site d'épissage du transcrit SPG4 chez

le poisson-zèbre (Wood et al., 2006). Les embryons injectés avec ces deux morpholinos (appelés

morphants spastin) présentent des phénotypes cellulaires et locomoteurs similaires. Brièvement, ces

morphants sont incapables d'éclore au stade larvaire et la majorité d'entre eux sont immobiles et

présentent une queue anormalement courbe (Wood et al., 2006). Au niveau cellulaire, le knockdown

de la spastin a�ecte de façon dramatique la croissance axonale des neurones moteurs spinaux et de

certains branchiomotoneurones ainsi que la formation des jonctions neuromusculaires (Wood et al.,

2006). De plus, le défaut de croissance axonale des motoneurones s'accompagne d'une réduction

importante de la dynamique des microtubules (diminution du nombre de bout � + � en croissance ;

Butler et al., 2010) et d'une tubulation excessive des endosomes au sein de ces axones (Allison et al.,

2013). En�n, il est à noter que les morphants spastin présentent une apoptose massive qui s'étend à

l'ensemble du système nerveux et dont la spéci�cité vis à vis de la perte de fonction de la spastin est

à prendre avec précaution, sachant que la mort neuronale est l'un des e�ets � o�-target � évidents

dus à l'usage des morpholinos (Wood et al., 2006).

V.C Les modèles murins SPG4

Trois modèles distincts de souris SPG4 ont été générés à ce jour (Tableau 7). La lignée KO Sp Δ/Δ

créée à l'aide du système Cre-loxP est porteuse d'une délétion constitutive des exons 5-7 qui conduit

à la perte d'une partie de la cassette AAA et mime environ 15% des mutations tronquantes re-

trouvées chez les patients (Tarrade et al., 2006). Le modèle knockout publié en 2009, issu d'une

mutagénèse à l'ENU, présente, quant à lui, une mutation ponctuelle au niveau du site accepteur

d'épissage de l'exon 7 (c.1092 + 2 T>G) qui engendre la perte de l'exon 7 et, de ce fait, la délétion

d'une partie de la cassette AAA (Kasher et al., 2009). De façon importante, aucune protéine spastin

tronquée n'a été détectée dans les tissus de ces deux modèles con�rmant l'e�et `perte de fonction' de

ces mutations tronquantes. En�n, le dernier modèle, publié très récemment est une souris knock-in

spastin N384K/N384K, générée à l'aide du système de transgénèse FRT/Flp et porteuse d'une muta-

tion ponctuelle (p.N384K) à l'état homozygote, qui abolit l'activité ATPase de la spastin (Connell

et al., 2016). Il est important de préciser que les souris hétérozygotes ne semblent présenter aucun
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phénotype, comparées aux souris contrôles, ce qui réfute l'hypothèse d'un e�et `dominant-négatif'

ou `gain-de-fonction' toxique pour cette mutation. Ces trois modèles ont des défauts cellulaires et

locomoteurs très similaires, qui récapitulent certaines des principales caractéristiques cliniques et

anatomopathologiques de la maladie humaine. Toutefois, l'étendue de la dégénérescence axonale et

la sévérité de l'atteinte locomotrice sont beaucoup plus modérées chez ces mutants murins homozy-

gotes que chez les patients porteurs de mutations hétérozygotes, suggérant l'existence de mécanismes

compensatoires chez ces rongeurs.

Table 7 � Présentation des di�érents modèles murins associés au gène SPG4 et de
leurs phénotypes locomoteurs et neuropathologiques. SNC : système nerveux central ; ME :
moelle épinière ; MTs : microtubules.

V.D Les cellules iPSC de patients

Ces trois dernières années, di�érents groupes indépendants se sont attelés à développer et carac-

tériser des modèles cellulaires humains à partir de cellules souches de la muqueuse nasale (ONS)

ou d'iPSC (pour `induced Pluripotent Stem Cells', ou cellules souches pluripotentes induites) de

patients atteints de PSH liées à SPG4.
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Les neurones télencéphaliques glutamatergiques di�érenciés in vitro à partir d'iPSC d'un patient

porteur d'une mutation tronquante a�ectant un site d'épissage (c.683 � 1 G>T) et de deux patients

porteurs de la mutation non-sens p.R562X présentent des dilatations axonales, où s'accumulent dif-

férents organites et des marqueurs de stabilité des MTs, et qui s'apparentent à celles observées chez

les modèles murins SPG4 (Tableau 8 ; Denton et al., 2014; Havlicek et al., 2014). Il est important

de noter que le phénotype pathologique de ces neurones humains peut être sauvé par la réexpression

de l'isoforme longue (M1) ou courte (M87) de la spastin (Havlicek et al., 2014). Ces données de

sauvetage impliquent que le phénotype observé ne résulte vraisemblablement pas du dysfonctionne-

ment de certains processus cellulaires régulés spéci�quement par M1, comme la morphogénèse du

RE ou la formation des gouttelettes lipidiques. En outre, les neurones corticaux di�érenciés in vitro

à partir de cellules souches embryonnaires humaines (hESC) et transfectées avec un siRNA contre

la spastin, développent des dilatations axonales en tout point similaires à celles observées dans les

neurones glutamatergiques di�érenciées à partir d'iPSC de patients (Denton et al., 2014). Ces dila-

tations axonales des neurones corticaux apparaissent signi�cativement réduites après un traitement

à la vinblastine, une drogue modulant la dynamique des MTs (Denton et al., 2014). En�n, au sein

des neurones di�érenciés in vitro à partir de cellules souches dérivées de la muqueuse nasale olfac-

tive de patients, qu'ils soient porteurs de mutations faux-sens ou tronquantes, le transport axonal

des peroxysomes est fortement altéré et semble à l'origine d'un stress oxydatif (Wali et al., 2016).

Ces deux phénotypes couplés peuvent être restaurés par un traitement à l'Epothilone D, un agent

pharmacologique qui stabilise les MTs (Wali et al., 2016).
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Table 8 � Présentation des di�érents modèles neuronaux di�érenciés à partir de cellules
souches de patients SPG4 ou d'individus contrôles ayant subi un knockdown de la
spastin endogène, et brève description de leurs phénotypes.

En conclusion, les modèles animaux et cellulaires générés ces dix dernières années ont considérable-

ment enrichi nos connaissances fonctionnelles de la spastin, et ont ainsi contribué à une meilleure

compréhension des mécanismes pathogéniques à l'origine des formes SPG4 de PSH. En outre, la

caractérisation de di�érents modèles SPG4 a permis de révéler une conservation inter-espèce re-

marquable des mécanismes pathogéniques à l'origine des altérations neuronales de ces modèles et

s'accorde à montrer que la stabilisation excessive du réseau de MTs est une cause primaire de l'at-

teinte neuronale dans ces a�ections.
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Chapitre III

Objectifs de la thèse

La cassure des microtubules (MTs) fut initialement décrite comme un processus rapide et abrupt

dont on était loin de percevoir les subtilités en termes de régulation de la dynamique de ces polymères

dans di�érents mécanismes cellulaires. On sait aujourd'hui qu'il s'agit en réalité d'un évènement très

complexe dont l'objectif princeps est de réguler �nement la dynamique de polymérisation et de

dépolymérisation du réseau de MTs, notamment en libérant certains MTs de leur point d'ancrage ou

en générant de nouvelles extrémités polarisées. Le remodelage des éléments structurant l'axone, en

première ligne desquels on trouve les MTs, est un prérequis à la croissance axonale et à la formation

de nouveaux branchements (Dent et al., 2011). Ainsi, les enzymes de cassure des MTs (ou MSE

pour Microtubule Severing Enzymes), et plus particulièrement la spastin et la p60-katanin, jouent

un rôle primordial dans le développement du système nerveux en assurant la dynamique appropriée

du cytosquelette au sein de l'axone et du cône de croissance, qui sous-tend la formation des circuits

neuronaux.

En e�et, il a été montré que le réseau de MTs tient une place essentielle dans le guidage axonal

puisque c'est la stabilisation asymétrique de ces composants du cytosquelette d'un côté du cône

de croissance qui pilote les changements de direction de ce dernier lors de sa migration (Buck and

Zheng, 2002; Conde and Cáceres, 2009). Or, bien que la fonction de la spastin et de la p60-katanin

113



OBJECTIFS DE LA THÈSE

dans l'élongation axonale ait été étudiée dans divers systèmes in vitro comme in vivo (Ahmad et al.,

1999; Karabay et al., 2004; Wood et al., 2006; Riano et al., 2009; Butler et al., 2010; Vitriol and

Zheng, 2012), leur rôle dans la navigation et le cheminement de l'axone suivant une route précise

jusqu'à ses cellules cibles n'avait jamais été décrit à ce jour.

C'est pourquoi, au début de ma thèse, nous nous sommes interrogés sur un rôle éventuel de ces

deux MSE dans le processus de navigation axonale, et ce, in vivo, chez un organisme

vertébré particulièrement adapté pour étudier la mise en place des circuits neuro-

naux : l'embryon de poisson-zèbre. Comment la spastin et la p60-katanin participent-elles

au processus de guidage axonal ? Et dans la mesure où elles sont présentes simultanément dans

les mêmes neurones embryonnaires, possèdent-elles des fonctions redondantes ou à contrario

travaillent-elles séparément à di�érents � postes � de l'axone et de son extrémité, le

cône de croissance ?

En outre, au cours des dix dernières années, un niveau supplémentaire de régulation du réseau de

MTs par leurs protéines associées (ou MAPs pour �Microtubules Associated Proteins �) a été révélé :

l'existence d'un � code tubulin � qui détermine les interactions des di�érentes MAPs sur les MTs, et

contrôle de ce fait la dynamique de ces polymères a été démontrée par des études in vitro comme ex

ou in vivo (Janke and Kneussel, 2010; Janke, 2014). La tubulin subit en e�et des modi�cations post-

traductionnelles (MPT) variées comme l'acétylation, la polyglutamylation, la détyrosination, etc. qui

permettent de dé�nir des sous-populations di�érentes de MTs et ainsi de réguler l'accès des MAPs

et MSE aux MTs. La polyglutamylation de la tubulin, qui constitue la MPT la plus fréquemment

observée dans le système nerveux embryonnaire et adulte (Audebert et al., 1994), contrôle l'a�nité

des MSE pour les MTs ainsi que leur activité de cassure de ces polymères (Lacroix et al., 2010;

Valenstein and Roll-Mecak, 2016). Cependant, le rôle de la polyglutamylation de la tubulin

au cours de la croissance et de la navigation des axones, et en lien avec la régulation

de l'activité des MSE, demeurait inexploré.
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Figure 42 � Quel est le rôle de la spastin et de la p60-katanin dans la mise en place
des circuits neuronaux ? Comment sont-elles régulées par les modi�cations post-traductionnelles
(MPT) et/ou les protéines associées aux microtubules (MAP) ? Leur activité de cassure des MTs
s'exerce-t-elle de façon similaire et aux mêmes étapes du développement du système nerveux ? Sont-
elles redondantes ?

Dans cette première partie de ma thèse, où j'ai été associé, avec un autre doctorant de l'équipe,

Daniel Ten Martin, à une étude questionnant la redondance fonctionnelle des deux MSE majoritaires

du système nerveux, la spastin et la p60-katanin, dans l'établissement des circuits moteurs de la

moelle épinière au cours du développement du poisson-zèbre. En outre, nous avons cherché à préciser

l'in�uence que peut avoir la polyglutamylation catalysée par deux des enzymes TTLL (pour Tubulin

Tyrosine Ligase-Like) sur l'activité de ces deux MSE, et par ce biais sur la croissance et la navigation

axonales des neurones moteurs spinaux.

Dans la deuxième partie de ma thèse, mon sujet principal a consisté à réaliser une analyse compara-

tive de la fonction des deux isoformes majeures de la spastin au cours du développement du téléoste.

En e�et, et bien que la spastin ait été intensivement étudiée en raison de son implication dans la

forme la plus fréquente de PSH, les rôles spéci�ques des deux isoformes majoritaires M1

et M87 de cette MSE, ainsi que leurs contributions respectives à la pathogénèse des PSH,
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n'avaient pas été explorés. Sachant que l'isoforme courte (M87) de la spastin est strictement

contenue dans l'isoforme longue (M1), M87 n'a pas de partenaire spéci�que ni de motif peptidique

propre. A l'inverse, l'isoforme longue de la spastin possède des motifs spéci�ques comme le domaine

transmembranaire (Park et al., 2010), une des deux séquences de localisation nucléaire (NLS ; Beetz

et al., 2004; Claudiani et al., 2005) et ses deux signaux d'export nucléaire chevauchants (Claudiani

et al., 2005), ainsi que des partenaires qui interagissent de manière sélective avec cette forme M1,

incluant entre autres l'atlastin-1, une autre protéine de PSH. De plus, des polymorphismes situés en

amont de la Methionine 87, et en particulier les variants S44L et P45Q (Svenson et al., 2004), ont

été associés à des formes plus précoces et plus sévères de PSH. Au vu de leur localisation dans la

séquence primaire de la spastin, ces variants n'in�uenceraient donc que l'isoforme longue ou bien le

ratio entre les isoformes M1 et M87 (Mancuso and Rugarli, 2008).

Jusqu'ici, un certain nombre de limitations techniques ont empêché l'analyse fonctionnelle compara-

tive de ces deux isoformes dans les modèles utilisés. En e�et, comme ces deux isoformes sont issues

du même transcrit, les modèles animaux ou cellulaires, qui permettaient d'appréhender la fonction-

nalité de la spastin par des études de perte ou de gain de fonction, concernaient la spastin dans son

intégralité et donc l'ensemble de ses isoformes sans distinction. Au cours de mon doctorat, je me

suis donc attaché à cibler le plus spéci�quement possible l'un ou l'autre des sites d'initiation de

la traduction (ATG1/M1 et ATG2/M87) à l'aide d'oligonucléotides antisens ou morpholinos,

qui bloqueraient majoritairement la traduction de l'isoforme M1 ou celle de M87. De plus, nous

avons cherché à déterminer dans quelle(s) grande(s) voie(s) moléculaire(s) pourraient s'intégrer les

deux isoformes majeures de la spastin. En e�et, à l'instar de l'atlastin-1 (Fassier et al., 2010), un des

partenaires d'interaction de M1, il a été suggéré par une étude in vitro que la spastin agirait comme

un inhibiteur de la signalisation des Bone Morphogenetic Proteins (ou BMP ; Tsang et al., 2009).

Si la spastin inhibe réellement cette voie in vivo, ses deux isoformes participent-elles de concert à

cette régulation ? Ou est-ce plus spéci�quement une propriété de l'isoforme M1 ? Et dans ce cas,

M87 s'intègre-t-elle dans une autre voie de signalisation et laquelle ?
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Figure 43 � La spastin régule-t-elle la voie des BMP comme d'autres protéines de
PSH? Si oui, est-ce que ses deux isoformes sont impliquées dans cette voie, ou seule M1, partenaire
d'interaction de l'atlastin-1, est-elle concernée ? Et à plus longs termes, quel serait l'étendue de
l'implication de la voie des BMP dans la pathogénèse des PSH?
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Abstract

The instructive role of microtubules and the subsequent involvement of their post-translational

modi�cations and interacting proteins in neuronal circuit wiring have gradually emerged over the

past decade. In embryonic neurons, microtubule-severing enzymes, p60-katanin and spastin, were

shown to act in axon elongation and branching processes but their suspected role in axon navigation

has never been established. Using loss-of-function analyses during development of the zebra�sh, we

here show that p60-Katanin is required for spinal motor axon targeting in a dose-dependent manner

and that the axon path�nding defects caused by its knockdown directly impact on zebra�sh larval

mobility. We further ascertain that Spastin and p60-Katanin have di�erential roles in motor axon

navigation and identify TTLL6-mediated microtubule polyglutamylation as a key event in regulating

p60-Katanin activity during this axon targeting process. Finally, our in vivo characterisation of

TTLL6 and TTLL11 reveals that these two highly related polyglutamylases play distinct functions

in microtubule-mediated motor axon navigation.

Introduction

In the past decade, microtubules (MTs) have progressively emerged as key players in di�erent steps

of nervous system development, including neuronal polarisation and migration, dendritic spine form-

ation and axon outgrowth and guidance (Conde and Caceres, 2009; Hoogenraad and Bradke, 2009;

Dent et al., 2011). The instructive role of MTs in axon path�nding was initially postulated, since

stabilising MTs on one side of a growth cone was su�cient to induce its turning in vitro (Buck

and Zheng, 2002). MT dynamics and orientation within growth cones were subsequently shown

to be sensitive to axon guidance cues such as Netrin-1, Semaphorin-3a or Wnt3a in vitro (Dent et

al., 2004; Purro et al., 2008). Concomitantly, few MT-associated proteins were identi�ed as major

determinants in growth cone steering and axon guidance decisions during vertebrate or invertebrate

embryogenesis (Rothenberg et al., 2003; Lee et al., 2004; Del Rio et al., 2004; Lewcock et al., 2007;

Dent et al., 2011). The current focus on these underground MT-interacting players in axon navig-
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ation sheds light upon the regulatory mechanisms that tightly control their activity within growth

cones, with a special emphasis on tubulin post-translational modi�cations (PTM). Polyglutamyl-

ation, catalysed by the tubulin tyrosine ligase-like (TTLL; van Dijk et al., 2007) enzymes, is the

most abundant neuronal tubulin PTM (Audebert et al., 1994). However, the conceivable function

of polyglutamylation in axon outgrowth via the regulation of neuronal MT interactors, and in par-

ticular through its impact on MT-severing activity (Lacroix et al., 2010; Valenstein and Roll-Mecak,

2016), has never been explored.

Katanin, the �rst MT-severing enzyme to be identi�ed (Hartmann et al., 1998), was shown to play a

central role in neuronal morphogenesis, migration and plasticity (Sharp and Ross, 2012; Eom et al.,

2014). Furthermore, its neuronal MT-releasing activity from centrosomes was found to be required

for axon outgrowth in vitro (Ahmad et al., 1999). In developing rodent neurons, the expression levels

of p60-katanin, the subunit that bears the MT-severing activity, are highly enriched during the axon

outgrowth phase but drastically drop as axons reach their target cells (Karabay et al., 2004). These

expression data together with the established role of p60-katanin in axon extension and branching

(Ahmad et al., 1999; Karabay et al., 2004; Yu et al., 2008; Butler et al., 2010) prompted us to examine

whether katanin-mediated MT severing controls growth cone directional steering and targeting as

hypothesized in Vitriol and Zheng (2012). Furthermore, the impact of tubulin polyglutamylation

and acetylation on spastin and p60-katanin MT-severing activity (Lacroix et al., 2010; Sudo and

Baas, 2010; Valenstein and Roll-Mecak, 2016) has hinted at the potential in�uence of these tubulin

PTMs on the sensitivity and function of various MT interactors (Janke, 2014) in the wiring of

neuronal circuitry.

During zebra�sh embryogenesis, p60-Katanin and its closely related MT-severer Spastin play a

central role in motor axon elongation (Wood et al., 2006; Butler et al., 2010). To characterise the

role of p60-Katanin in axon targeting, we analysed its loss-of-function phenotypes at di�erent stages

of zebra�sh development, focussing on axon path�nding defects and their consequences on larval

behaviour. Using rescue experiments, we show that Spastin MT-severing activity is unable to correct

the axon path�nding errors caused by the depletion of p60-Katanin, and identi�es TTLL6-mediated

tubulin polyglutamylation as a key regulator of p60-Katanin function in this axon targeting process.
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Finally, our functional analysis of the zebra�sh polyglutamylases TTLL6 and TTLL11 reveals their

crucial role in axon navigation, and provides the �rst in vivo evidence that these two closely related

polyglutamylation enzymes show distinct functions in the MT-mediated wiring of vertebrate motor

circuits.

Results

p60-Katanin knockdown alters zebra�sh spinal motor axon outgrowth and tar-

geting in a dose-dependent manner

To further explore the role of zebra�sh p60-Katanin in axonogenesis, we performed loss-of-function

experiments using various doses of a morpholino oligonucleotide (MOp60Kat) targeted against p60-

Katanin translation initiation site. Two distinct doses of MOp60Kat (1.3 and 3.4 pmoles), for which

injected embryos (termed morphants) appear to develop normally compared to control morpholino-

injected siblings (hereinafter designed as MOCtl or controls), were used to study the developing

axonal projections of p60-Katanin-depleted embryos. In view of the involvement of zebra�sh p60-

Katanin in primary motor axon elongation (Butler et al., 2010) and the enrichment of its transcript

in the developing spinal cord at embryonic stages of motor neuron di�erentiation and axon out-

growth (Supplementary Fig S1), we started our characterisation of the two classes of morphants

(MOp60Kat/1.3pmol and MOp60Kat/3.4pmol) by labelling primary and secondary motor neurons (pMN

and sMN) at two developmental stages. At 26 hours post-fertilisation (hpf), control pMNs had

extended their axons both ventrally and dorsally along the myotome (Fig 1A), while ventrally-

projecting MOp60Kat/1.3pmol pMNs (i.e., CaP neurons) were abnormally branched at their distal end

(arrowheads, Fig 1A) and a signi�cant proportion of MOp60Kat/3.4pmol CaP axons appeared trun-

cated (asterisks, Fig 1A). This stump phenotype is highly reminiscent of the axon elongation defects

reported by Butler et al. (2010). Quanti�cation of MOp60Kat/1.3pmol branches and MOp60Kat/3.4pmol

stumps in 24 hemisegments (n=32 embryos for each class of morphant and control embryos) revealed

that MOp60Kat/1.3pmol CaP axons had twice more distal branches than control and MOp60Kat/3.4pmol
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axons (Fig 1B, p≤0.001) whereas 34% of MOp60Kat/3.4pmol CaP axons appeared truncated compared

to 4% and 6% of CaP stumps in MOCtl and MOp60Kat/1.3pmol respectively (Fig 1C, p≤0.001). To

determine whether these pMN axon branching and elongation defects were speci�cally assigned to

the gradual reduction of p60-Katanin levels, we performed rescue experiments by co-injecting two

doses (120 and 180 pg) of the KATNA1 transcript encoding human p60-katanin with the MOp60Kat.

We initially established that single injection of 120 or 180 pg of KATNA1 mRNA had no obvious

consequence on zebra�sh embryonic morphology and behaviour, nor on spinal motor neuron devel-

opment. Notably, 120 pg of KATNA1 mRNA fully rescued the hyperbranching of MOp60Kat/1.3pmol

pMN axons (Fig 1A and 1B, morphants versus doubly injected embryos: p≤0.001), while 180 pg of

KATNA1 transcript was su�cient to reduce by 75% the number of stumps in MOp60Kat/3.4pmol (Fig

1A and 1C, morphants versus doubly injected embryos: p≤0.001).

To investigate the axon architecture of late-born motor neurons in the two sets of morphants, we

selectively labelled sMN neurons at 72 hpf using a speci�c marker of these neurons (Zn-5 antibody)

in Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae. At this stage, control sMN axons had grown along the pathway

pioneered by pMN axons, fasciculated with them to form the ventral, dorsal (arrow, Fig 2A) and

rostral (arrowheads, Fig 2A) nerves and reached their �nal muscle destination. MOp60Kat/1.3pmol

larvae showed abnormal dorsal projections with subsets of axons parting from the main fascicle and

forming additional aberrant tracts (empty thick arrows, Fig 2A) in 21% of spinal hemisegments

(Fig 2B), while the dorsal projections were totally absent in 45% of MOp60Kat/3.4pmol hemisegments

(Fig 2A and 2C). These distinctive defects of sMN dorsal tracts in the two sets of morphants

were rescued by the two doses of KATNA1 mRNA (120 pg for MOp60Kat/1.3pmol and 180 pg for

MOp60Kat/3.4pmol; Fig 2A-2C), establishing that both the misguided and split dorsal projections in

MOp60Kat/1.3pmol larvae and their apparent inability to grow in MOp60Kat/3.4pmol larvae are speci�c-

ally due to a dose-dependent lack of p60-Katanin. Quanti�cation of these sMN dorsal tract defects

in 20 hemisegments per larva (n=32 in each set of control, morphant and rescued larvae) showed

signi�cant di�erences between morphants and control or rescued larvae (Fig 2B and 2C; p≤0.001).

Moreover, MOp60Kat/3.4pmol and to a lesser extent MOp60Kat/1.3pmol larvae showed a striking and sig-

ni�cant guidance defect of sMN rostral axons that aberrantly grew caudally (empty arrowheads in
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the morphants versus full arrowheads in the controls, Fig 2A) in 26% of MOp60Kat/3.4pmol and 8.75%

of MOp60Kat/1.3pmol spinal hemisegments (Fig 2D). These caudally-oriented `rostral' tracts were di-

minished by 80% after injection of 180 pg of KATNA1 mRNA in MOp60Kat/3.4pmol larvae (Fig 2D;

p≤0.001 between morphant and rescued larvae), and by 66% when 120 pg of KATNA1 transcript

were co-injected in MOp60Kat/1.3pmol larvae (Fig 2D; p≤0.05). Finally, 56% of MOp60Kat/3.4pmol lar-

vae exhibited aberrant ectopic sorting of sMN axons from the spinal cord (asterisk, Fig 2A), which

was rarely observed in control and MOp60Kat/1.3pmol larvae, and reduced by 61% in partially res-

cued larvae (Fig 2E; p≤0.001). To con�rm the prominent axon path�nding defects with another

morpholino directed against p60-Katanin, we reiterated our analysis of sMN axon architecture in

larvae injected with MOkatna1aug1 used in Butler et al. (2010). Notably, all the sMN axon defects of

MOp60Kat/3.4pmol larvae, including caudally oriented `rostral' projections (empty arrowheads, Sup-

plementary Fig S2A and S2B; p≤0.001), absence of dorsal projections (Supplementary Fig S2A and

S2C; p≤0.001) and axon ectopic sorting from the spinal cord (asterisks, Supplementary Fig S2A)

were observed in the same proportion in 72-hpf MOkatna1aug1-injected larvae.

To investigate these defects in sMN axon navigation in vivo, we monitored spinal motor axon out-

growth from 20 to 72 hpf in control and morphant Tg(Hb9 :GFP) transgenic embryos using time-lapse

videomicroscopy (Supplementary movies S1A-D). In contrast to the highly stereotyped behaviour

of MOCtl-injected sMN axons, showing the rostrally projecting sMN defasciculating, turning an-

teriorly and immediately refasciculating to form the rostral projection (Supplementary movie S1A),

morphant `rostral' nerves failed to refasciculate properly and subsets of axons, parting from the

main rostral tract, independently innervated neighbouring areas of the lateral myoseptum (Supple-

mentary movie S1B). Furthermore, our live analysis of the morphants also revealed a misguided

`rostral' projection that abnormally turns and extends caudally to innervate inappropriate targets

(Supplementary movie S1B). As shown for 21% of MOp60Kat/1.3pmol, morphant dorsal sMN axons

partially defasciculate and split into two independent tracts that similarly fail to �nd their proper

targets in the dorsal myotome compared to control dorsal tracts (Supplementary movies S1C and

1D).
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Altogether, our data show that, in addition to its well-de�ned role in axon extension, p60-Katanin

activity is required for motor axon targeting in a dose-dependent manner.

p60-Katanin knockdown causes a severe decrease in larval mobility

We next investigated whether these defects in motor axon navigation induced any major behavioural

e�ect with a special emphasis on larval locomotor activity. Zebra�sh embryos and larvae show a set

of stereotyped motor behaviours including the emergence of organized swimming from 27 hpf that

requires both pMNs and sMNs (Brustein et al., 2003). We compared control and morphant larval

swimming behaviours at 72 hpf using a touch-response test. The two sets of morphant larvae showed

a striking loss of motility compared with control larvae, although they clearly responded to touch

(Fig 3A and Supplementary movies S2A, S2B and S2D). Quanti�cation of the mean swimming speed

and average distance covered by the larvae (Fig 3B and 3C) revealed that both MOp60Kat/1.3pmol and

MOp60Kat/3.4pmol morphants swam signi�cantly slower (p≤0.001; Fig 3C) and over shorter distances

(p≤0.001; Fig 3B) than control larvae. Co-injection of 120 or 180 pg of human KATNA1 transcript,

together with MOp60Kat/1.3pmol or MOp60Kat/3.4pmol respectively, fully restored larval swimming (Fig

3A-C and Supplementary movies S2C and S2E versus morphant mobility in Supplementary movies

S2B and S2D). Conversely, injection of zebra�sh spastin transcript failed to rescue the swimming

de�cit of p60-Katanin morphants. Indeed, larvae doubly injected with 150-200 pg of spastin mRNA

and 1.3 pmol of MOp60Kat swam as slowly, and over shorter distances, as MOp60Kat/1.3pmol larvae did

(Fig 3A-C and Supplementary movie S2F), showing that enhanced MT-severing activity by Spastin

cannot compensate for the lack of p60-Katanin in zebra�sh larval motor behaviour.

Spastin and p60-Katanin play distinct roles in spinal motor neuron development

Zebra�sh Spastin and p60-Katanin were shown to have di�erent but related functions in pMN axon

outgrowth as their simultaneous knockdown substantially aggravates the defects in spinal motor

axon elongation (Wood et al., 2006; Butler et al., 2010). Furthermore, the overexpression of spastin

mRNA, unlike human KATNA1, was unable to rescue the motility de�cit of MOp60Kat-injected lar-
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vae. These combined �ndings prompted us to assess the contingent redundancy of these closely

related MT-severers in spinal motor axon targeting by cross-rescue analysis. Given that the injec-

tion of 150-200 pg of spastin mRNA was unable to rescue the motility de�cit of the less severely

a�ected larvae that were injected with the lower doses of morpholino (i.e., 1.3 pmoles), we carried out

all cross-rescue experiments at this dose of MO. As shown in Fig 4A and 4B, ventrally-projecting

pMN axons of 26-hpf doubly injected (MOp60Kat/1.3pmol + spastin mRNA) embryos exhibit sim-

ilar aberrant branches and in the same proportion (p=0.968; n=20 for each set of embryos) as

in MOp60Kat/1.3pmol embryos (i.e., twice more than the controls, p≤0.001). Likewise, no signi�c-

ant di�erence was observed for each sMN axon path�nding defect between 72-hpf doubly injected

and MOp60Kat/1.3pmol larvae (split and misguided dorsal tracts, empty arrows on Fig 4A, p=0.934

between morphant and doubly injected larvae and p≤0.001 between each of these injected sets and

the MOCtl-injected larvae, Fig 4C; caudally-oriented misguided �rostral� projections, empty arrow-

heads on Fig 4A, p=0.977 between morphant and doubly injected larvae and p≤0.001 between each

of these injected larvae and the controls, Fig 4D; n=20 for each set of embryos).

To exclude the possibility of a rapid degradation of either exogenous Spastin or its transcript in in-

jected embryos, and to validate our initial conclusions, we analysed the consequence of p60-katanin

knockdown in Tg(Hb9 :Gal4;UAS :Spastin-HA) double transgenic embryos that mosaically overex-

press an HA-tagged version of zebra�sh Spastin in some spinal motor neurons. Once again, at

26 hpf, MOp60Kat/1.3pmol CaP axons appeared twice more branched than the control CaP axons,

whether they overexpressed Spastin or not (Fig 4E; n=20 morphant or control embryos and n=200

CaP neurons at least for each of the four classes of pMN, HA-positive or -negative morphants or

controls; p≤0.001 between morphant and control HA+ or HA-CaP axons, Fig 4F). Altogether, these

results con�rm that Spastin and p60-Katanin play non-overlapping roles in vertebrate motor axon

branching and targeting.
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The knockdown of MT polyglutamylating enzymes TTLL6 and TTLL11 a�ects

spinal motor axon targeting

To assess whether this functional di�erence between p60-Katanin and Spastin could be underlain

by their preference for distinct populations of MTs, we investigated one of tubulin post-translation

modi�cations (PTM), the polyglutamylation, known to be enriched in all neuronal compartments

(Janke and Kneussel, 2010) and to impact on MT severing (Sharma et al., 2007; Lacroix et al.,

2010; Valenstein and Roll-Mecak, 2016). Polyglutamylation of MTs by the long-chain-generating

glutamylases, TTLL6 and TTLL11, was indeed shown to in�uence MT severing and/or targeting by

spastin and p60-katanin (Lacroix et al., 2010). The strong expression of both ttll6 and ttll11 tran-

scripts in the zebra�sh developing spinal cord at stages of motor axon outgrowth (Pathak et al., 2011)

prompted us to examine whether these two polyglutamylation enzymes could be involved in motor

neuron development. We �rst veri�ed the presence of polyglutamylated MTs in zebra�sh spinal

motor axons with two antibodies recognizing both long and short chains of glutamates (GT335)

or long chains only (polyE). Polyglutamate chains were detected in both pMN axons at 26 hpf

and sMN tracts at 72 hpf (Fig 5A and 5B). We next carried out loss-of-function analyses of these

polyglutamylases using morpholinos targeted against the translation initiation site of each enzyme,

termed MOTTLL6 and MOTTLL11 respectively. Following injection of 0.2 pmol of MOTTLL6 and 0.8

pmol of MOTTLL11, both TTLL6 and TTLL11 morphants showed a ventrally curved body axis at

72 hpf (Fig 5C, upper panels), which may be associated with the ciliary defects that were previously

described for TTLL6 (Pathak et al., 2011) and might suggest a similar involvement of TTLL11 in

the biogenesis of zebra�sh primary cilia. The analysis of spinal motor axon architecture in the two

sets of morphants revealed that ventrally projecting pMN axons from CaP neurons showed numer-

ous aberrant branches (arrows, Fig 5C, middle panels) in both TTLL6 and TTLL11 morphants

at 26 hpf compared to control embryos (n=30 for each set of embryos; Fig 5D, p≤0.001 between

morphants and controls). Furthermore, 18% of CaP axons were truncated in TTLL11 morphants

(asterisks, Fig 5C, middle right panel), whereas stumps were observed in only 3-4% of MOTTLL6- or

MOCtl-injected spinal hemisegments (Fig 5E, p≤0.001 between MOTTLL11 and control or MOTTLL6

embryos). Interestingly, the phenotype of sMN axons in 72-hpf TTLL6 morphant larvae substan-
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tially di�ered from that of sMN projections in TTLL11 morphant larvae, but was reminiscent of

sMN axon defects in MOp60Kat/1.3pmol larvae. TTLL6 morphant larvae (n=30) were characterised

by split and misguided sMN dorsal tracts (empty arrows, Fig 5C, bottom panels) in 17% of spinal

hemisegments (Fig 5F), while these dorsal projections were missing in 60% of TTLL11 morphant

hemisegments (n=30 larvae), which was barely observed in control larvae (n=30; Fig 5F and 5H,

p≤0.001 between morphants and controls). Moreover, sMN rostral projections were misguided caud-

ally in 30% of MOTTLL6- and 23% of MOTTLL11-injected hemisegments (empty arrowheads, Fig 5C,

bottom panels; Fig 5G, p≤0.001 between morphants and controls). Additionally, MOTTLL11 rostral

tracts appeared totally defasciculated (bracket, Fig 5C, bottom right panel) in 31% of TTLL11

morphant hemisegments, which was rarely detected in TTLL6 morphant and control larvae (Fig 5I;

p≤0.001 between MOTTLL11 and control or MOTTLL6 larvae). Furthermore, some sMN axons ec-

topically exited the spinal cord in 87% of TTLL11 morphant larvae (asterisks, Fig 5C, bottom right

panels) and to a lesser extent in TTLL6 morphants, which was never observed in control larvae (Fig

5J, p≤0.001 between MOTTLL11 and MOCtl or MOTTLL6 larvae). TTLL6 and TTLL11 morphant

axon phenotypes, although partially overlapping, suggested that these two as yet indistinguishable

polyglutamylases could act di�erentially in spinal motor neuron development. Furthermore, the

overlapping defects in motor axon path�nding between TTLL and p60-katanin morphants, coupled

with the known link between MT polyglutamylases and this MT-severing enzyme (Sharma et al.,

2007; Lacroix et al., 2010), could hint at a functional interaction in this developmental process.

TTLL6 and TTLL11 have related but distinct functions in motor axon outgrowth

and navigation

To assess the speci�city of TTLL6 and TTLL11 morphant phenotypes and to further investigate

the role of these related enzymes in spinal motor axon outgrowth, we carried out rescue experiments

by co-injecting MOTTLL6 or MOTTLL11 with mouse TTLL6 or TTLL11 transcripts. At 72 hpf, the

overall curved morphology of TTLL6 and TTLL11 morphants was rescued by injection of 120 pg

of mouse TTLL6 and TTLL11 mRNA respectively (Fig 6A and 6B, upper panels). However, over-

expression of the same amount of TTLL11 mRNA in MOTTLL6-injected larvae failed to rescue the

130



A key role for p60-Katanin in motor axon targeting is conditioned by tubulin polyglutamylase
TTLL6

curved body axis of TTLL6 morphants (Fig 6A, upper panels), while the reciprocal misexpression of

TTLL6 mRNA in MOTTLL11-injected larvae equally failed to alleviate the morphological phenotype

of TTLL11 morphants (Fig 6B, upper panels). We next analysed pMN axon architecture at 26 hpf

(Fig 6A and 6B, middle panels) and sMN projections at 72 hpf (Fig 6A and 6B, bottom panels) in

each set of injected or doubly injected embryos and larvae. Overexpression of mouse TTLL6 mRNA

rescued the hyperbranching of MOTTLL6 CaP axons at 26 hpf (Fig 6A, middle panels, and Fig 6C;

n=20 in each set of embryos; p≤0.001 between morphants and rescued or control embryos), while

TTLL11 mRNA failed to attenuate the aberrant branching of TTLL6 morphants (Fig 6A, middle

panels, and Fig 6C; p=0.12 between TTLL6 morphants and MOTTLL6 + TTLL11 mRNA). Likewise,

injection of TTLL6 mRNA achieved 58% and 82% reduction in misguided rostral and split dorsal

sMN projections respectively (Fig 6A, bottom panels, and Fig 6E-6F; p≤0.05 for rostral tracts and

p≤0.001 for dorsal tracts), whereas TTLL11 overexpression had no e�ect on the misrouting of both

MOTTLL6 rostral and dorsal nerves (Fig 6A, bottom panels, and Fig 6E-6F; p=0.99 and 0.87 between

TTLL6 morphant and �MOTTLL6 + TTLL11 mRNA� rostral and dorsal projections, respectively).

Reciprocally, injection of mouse TTLL11 mRNA reduced by 40% and fully rescued the abnormal

CaP axon branching (arrows, Fig 6B, middle panels) and stumps (asterisks, Fig 6B, middle panels)

of 26-hpf TTLL11 morphants respectively (Fig 6C and 6D; p≤0.001 between morphants and rescued

embryos), while overexpression of TTLL6 transcript did not yield any signi�cant amelioration of

MOTTLL11 pMN axon phenotype (Fig 6B, middle panels, and Fig 6C-6D). Likewise, all sMN axon

defects of 72-hpf TTLL11 morphants, including caudally oriented misguided `rostral' projections

(empty arrowheads, Fig 6B, bottom panels, and Fig 6F), missing dorsal tracts (Fig 6B, bottom

panels, and Fig 6G), defasciculated rostral tracts (Fig 6B, bottom panels, and Fig 6H) and axon

ectopic sorting from the spinal cord (asterisks, Fig 6B, bottom panels, and Fig 6I), were signi�cantly

attenuated by overexpression of mouse TTLL11 but not by TTLL6 misexpression. Overall, these

direct- and cross-rescue analyses thus con�rm that TTLL6 and TTLL11 play non-redundant key

roles in spinal motor axon extension and navigation.
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TTLL6-mediated MT polyglutamylation restores normal motor axon targeting

and locomotion in p60-katanin morphants

The overlapping alterations between p60-katanin and TTLL morphants incited us to assess whether

at least one of these polyglutamylases could speci�cally impact on p60-Katanin activity during

zebra�sh spinal motor outgrowth. We thus undertook rescue experiments by co-injecting either

TTLL6 or TTLL11 mRNA together with MOp60Kat/1.3pmol. We �rst compared the swimming be-

haviour of control, MOp60Kat/1.3pmol-injected, as well as doubly injected (MOp60Kat/1.3pmol+TTLL6

mRNA) and (MOp60Kat/1.3pmol+TTLL11 mRNA) larvae at 72 hpf using a touch-response test.

Injection of 120 pg of mouse TTLL6 transcript, but not TTLL11 mRNA, substantially restored

p60-katanin morphant larval swimming (Fig 7A). Furthermore, the overexpression of mouse TTLL6

in MOp60Kat/1.3pmol-injected embryos partially, but signi�cantly, rescued the supernumerary branch-

ing of morphant CaP axons at 26 hpf (Fig 7B and 7D, n=20 for each set of embryos; p≤0.001:

morphants versus rescued or control embryos). Similarly, TTLL6 overexpression in 72-hpf p60-

katanin morphants reproducibly reduced by 61% and 58%, split and misguided dorsal nerves (empty

thick arrows, Fig 7C and 7E; n=20 for each set of embryos; p≤0.01 morphant larvae versus rescued

or control larvae), and caudally misrouted �rostral� sMN tracts (empty arrowheads, Fig 7C and

7F; p≤0.001: morphants versus rescued or control larvae). In contrast, no signi�cant di�erence in

pMN and sMN axon defects was observed between MOp60Kat/1.3pmol-injected and doubly injected

(MOp60Kat/1.3pmol+TTLL11 mRNA) 26-hpf embryos and 72-hpf larvae (Fig 7B-7F), indicating that

TTLL6, but not TTLL11, is selectively able to rescue the phenotype of p60-katanin morphants.

Discussion

Among the myriad of molecules shown to play prominent roles in axon extension and navigation,

special focus has lately been given to MT interactors due to their evident roles in integrating and

transducing extracellular guidance signals into changes in growth-cone morphology, extension and

steering (Lowery and Van Vactor, 2009; Dent et al., 2011; Kolodkin and Tessier-Lavigne, 2011). The
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MT-severing enzymes, p60-katanin and spastin, are known to be decisive players in axon elongation

and branching in vitro and in vivo (Ahmad et al., 1999; Karabay et al., 2004; Wood et al., 2006;

Yu et al., 2008; Riano et al., 2009; Butler et al., 2010). However, despite a body of corroborating

evidence for their implication in axon elongation and their enriched localisation in developing axons

and growth cones during the whole outgrowth process (Karabay et al., 2004; Errico et al., 2004), the

role of these MT-severers in axon navigation and targeting had never been established in vivo. Using

loss-of-function experiments, we here show that p60-Katanin plays a key role in axon targeting of

primary and secondary spinal motor neurons (pMN and sMN) during zebra�sh embryogenesis.

The involvement of p60-Katanin in motor axon targeting appears to be dose-dependent, since vari-

ations in the knockdown severity lead to di�erent axon path�nding defects of both pMNs and sMNs.

Furthermore, the speci�city of these errors in axon targeting has been assigned to the gradual lack

of p60-Katanin by rescue analyses with two di�erent doses of human KATNA1 transcript. Inter-

estingly, two recent studies revealed that the orthologue of p60-katanin in the Drosophila exerts a

MT-plus-end-depolymerising function in addition to its well known MT-severing activity, and that

this newly identi�ed activity regulates MT plus-end interactions with the cell cortex, and thereby

cell migration (Zhang et al., 2011; Diaz-Valencia et al., 2011). Moreover, Drosophila p60-katanin

was shown to catalyse the severing of MTs and the removal of tubulin dimers from MT plus ends, in

a concentration-dependent manner in vitro. Notably, the maximal depolymerisation rate occurred

at a lower concentration compared to the maximal severing rate (Diaz-Valencia et al., 2011). This

suggests that p60-katanin may preferentially exert one or the other of its activities depending on its

tightly regulated concentration range in di�erent subcellular compartments. This dose-dependent

dual function of p60-katanin in the regulation of MT dynamics may, if applicable in vivo in a

vertebrate model, provide an explanation for the dose-dependent di�erential e�ects of p60-katanin

knockdown in motor axon targeting.

We have further shown that the motor axon navigation defects of p60-katanin morphants expectedly

impact on zebra�sh larval swimming behaviour, and that neither the motor de�cit, nor the axon

path�nding phenotype of the morphants could be rescued by the ubiquitous or motoneuron-speci�c

overexpression of zebra�sh Spastin. Consistently, spastin and p60-katanin were previously shown to
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participate di�erently in the formation of axonal branches in cultured rodent hippocampal neurons

(Yu et al., 2008). The di�erential role of these MT-severing enzymes in axon branching has been

related to the distribution of both spastin at branch formation sites and the MT-stabilising protein

Tau along the axon shaft, which more e�ciently protects MTs from being severed by p60-katanin

than by spastin (Qiang et al., 2006; Yu et al., 2008). Moreover, basic �broblast growth factor (bFGF)

was reported to simultaneously enhance the MT-severing activity of spastin and p60-katanin in cul-

tured neurons, by inducing the phosphorylation and consecutive dissociation of Tau from MTs, thus

giving p60-katanin and spastin equal access to MTs (Qiang et al., 2010). Remarkably, interactions

between the p60-katanin regulator Tau and MTs can be controlled by tubulin polyglutamylation

(Boucher et al., 1994), which may also regulate the activities of MT-severing enzymes (Lacroix et

al., 2010; Valenstein and Roll-Mecak, 2016).

Polyglutamylation of MTs generates a huge variety of signals that may �ne-tune and coordinate the

interactions and activities of MT interactors (Janke, 2014). The tubulin code hypothesis predicts

that the variability of this modi�cation, which may generate shorter or longer glutamate chains on

either alpha- or beta-tubulin, might create sub-species of MTs that are then functionally distinct

(Wehenkel and Janke, 2014). The regulation of these polyglutamylation patterns is expected to

come from the selective action of di�erent tubulin glutamylases that generate distinct subtypes

of this PTM on MTs (van Dijk et al., 2007). So far, only little is known about the molecular and

physiological roles of the tubulin code. In human non-neuronal cells, tubulin polyglutamylation, and

in particular the generation of long glutamate side chains, promotes MT severing by spastin and to

a lesser extent by p60-katanin (Lacroix et al., 2010), while katanin was suggested to preferentially

sever polyglutamylated or polyglycylated MTs in Tetrahymena motile cilia (Sharma et al., 2007).

Furthermore, a single glutamylase is able to biphasically regulate MT severing by spastin, as a

function of the number of glutamates it added per tubulin: spastin activity increases from one to

eight glutamates per tubulin, but decreases below this glutamylation threshold (Valenstein and Roll-

Mecak, 2016). Interestingly, this biphasic response of a MT interactor to the glutamate chain length

was previously shown for the binding a�nity between Tau and MTs (Boucher et al., 1994). Thus,

the response to glutamate numbers may vary from spastin to p60-katanin, which adds another
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level of complexity to the �ne-tuning of MT severing activities. When tested in vitro or under

overexpression conditions, TTLL6 and TTLL11, which both add long glutamate side chains on

MTs (van Dijk et al., 2007), equally enhance spastin-mediated MT activity (Lacroix et al., 2010).

To further characterise the physiological roles of these polyglutamylases in the regulation of MT

severing, we undertook knockdown and rescue analyses of TTLL6 and TTLL11 during development

of the zebra�sh nervous system. While in vitro or in overexpression experiments, both enzymes

undistinguishably induced MT severing, our work reveals the di�erential roles of TTLL6 and TTLL11

in vivo during vertebrate neuronal development. Similar regulatory functions of MT PTMs in axon

outgrowth have so far only been reported once for MT detyrosination in mouse hippocampal and

cerebellar axon projections (Erck et al., 2005; Marcos et al., 2009). The di�erences in motor axon

navigation defects between TTLL6 and TTLL11 morphants suggest that these two polyglutamylases

contribute to this developmental process with distinct regulatory signals. Moreover, the phenotype

similarity between p60-katanin and TTLL morphants, together with the speci�c and exclusive rescue

of p60-katanin morphant axon path�nding errors and impaired swimming behaviour by TTLL6

expression, establish that TTLL6-mediated MT polyglutamylation compensates for the lack of p60-

katanin activity in these developing neurons. Concomitantly, the inability of TTLL11 to rescue

TTLL6 or p60-katanin morphant phenotypes highlights that these two MT polyglutamylases can no

longer be considered as redundant on a physiological level, despite their similar enzymatic activities

(van Dijk et al., 2007). The characterisation of these subtle di�erences that are recognised by p60-

katanin but not by spastin (Lacroix et al., 2010) will require the generation of new tools to determine

with accuracy the number of glutamates added or the exact modi�cation sites targeted by each of

these polyglutamylases.

We here demonstrate for the �rst time an indirect role of MT PTMs in motor axon navigation and

targeting, and reveal the di�erential roles of two biochemically highly similar tubulin glutamylases

in �ne-tuning the activities of MT interactors. Our results further highlight how subtle di�erences

between tubulin-modifying enzymes, which are not easily assessed by in vitro experiments, may

lead to eminently di�erent functional readouts under physiological conditions. Our work may thus

suggest new avenues of research on the involvement of other tubulin PTMs in axon outgrowth and
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guidance, such as MT acetylation, which was shown to in�uence p60-katanin neuronal activity both

in vitro and in vivo (Sudo and Baas, 2010; Mao et al., 2014). Finally, dissecting the function and

regulation of p60-katanin in vivo may provide novel mechanistic insights underlying the pathogenesis

of human cortical malformations and severe microlissencephaly associated with mutations in the

gene encoding its regulatory p80 subunit, which were shown to disrupt the interactions with its p60

catalytic partner and other MT-interacting proteins (Hu et al., 2014; Mishra-Gorur et al., 2014).

Materials and Methods

Zebra�sh maintenance

Zebra�sh embryos (Danio rerio) were obtained from natural spawning of wild-type or transgenic

Tg(Hb9 :GFP) (Flanagan-Steet et al., 2005), Tg(Hb9 :Gal4) (Zelenchuk and Brusés, 2011), and the

newly generated Tg(UAS :Spastin-HA) lines. All embryos were maintained at 28°C in E3 medium (5

mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CaCl2, 0.33 mM MgSO4, 0.00001% (w/v) Methylene Blue) and

staged by hours post-fertilisation (hpf) and gross morphology according to Kimmel et al. (1995).

To prevent pigment formation, 0.2 mM of 1-phenyl-2-thiourea (PTU, Sigma) was added to the E3

media after the prim-5 stage.

Whole mount In situ hybridization

A 3' fragment of p60-Katanin (katna1 ) cDNA was isolated from a collection of 24-hpf zebra�sh em-

bryo mRNAs using the SuperScript® III One-Step RT-PCR system (Invitrogen) with the following

forward and reverse primers: 5'-AGAGTGGATTTACTCAAGATCAACC-3' and 5'-AAGCTTGACT

TGTACGCAGTGAACC-3'. The RT-PCR product was cloned into the TOPO® TA cloning pcr4

vector (Invitrogen) and sequenced. The p60-Katanin (katna1 ) digoxigenin-labeled sense and antis-

ense riboprobes were synthetized from the linearised recombinant TOPO® TA cloning vector using
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T7 and T3 RNA Polymerase (Promega) according to the supplier's instructions. Whole-mount in

situ hybridisation experiments were performed at 18 and 24 hpf using standard procedures (Macdon-

ald et al., 1994). Pictures were acquired with a Leica M165C binocular stereomicroscope combined

with a camera.

Morpholinos and RNA injections

Morpholino oligonucleotides (MO) blocking p60-Katanin, ttll6 or ttll11 translation initiation sites

as well as the standard control MO were developed by GeneTools (Philomath, USA) and designed

as follows :

� MOCtl: 5'-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3',

� MOp60Kat: 5'-CTCATTGATCTCCCCCAAACTCATC-3',

� MOkatna1aug1: 5'-CATCCTGTAAGTTAAAGTGGTCAGT-3' (Butler et al., 2010) ,

� MOTTLL6 : 5'-CTGGTGTCCCCATTCTGATCTCTTC-3' (Pathak et al., 2011) and

� MOTTLL11 : 5'-CGGCTGATTTGTTATCTCATCTAGG-3'.

MOp60Kat was injected at 1.3 and 3.4 pmol/embryo, MOkatna1aug1 at 0.9 pmol/embryo, MOTTLL6

at 0.2 pmol/embryo and MOTTLL11 at 0.8 pmol/embryo, while MOCtl was injected at all these

doses depending on the controlled knockdown experiment. All morpholinos were injected at two-

cell stage. Human full-coding KATNA1 cDNA was isolated from a human fetal brain Marathon-

ready cDNA collection (Clontech, Invitrogen) with the following forward and reverse primers: 5'-

ATATAGGATCCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGTCTTCTTATGATTAGTGAG-

3' and 5'-ATATATCTAGATTAGCATGATCCAAACTCAAATATC-3', and subsequently cloned into

pCS2+ BamH1/XbaI restriction sites for rescue experiments. Zebra�sh spastin full-length cDNA was

ampli�ed and HA-tagged by PCR from the IMAGE clone BG728071 with 5'-ATACTCGAGCAAGCT

TGATTTAGGTGA-3' forward and 5'-GGCTCTAGATCAAGCGTAGTCAGGCACGTCGTAAGGG

TAACTAGCGCCTACGCCAGTCGTGTCTCCGT-3' reverse primers, and cloned into pCS2+ us-

ing the XhoI and XbaI restriction sites contained in the primers. Human KATNA1, mouse TTLL6

and TTLL11 (cDNAs provided by C Janke), as well as zebra�sh spastin mRNAs were in vitro
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transcribed from the corresponding linearized pCS2+ constructs using SP6 mMessage mMachine

kit (Ambion) and injected at one-cell stage. For rescue or overexpression experiments, KATNA1

mRNA was injected at 120 or 180 pg/embryo, spastin transcript at 150 pg/embryo, and both TTLL6

and TTLL11 at 120 pg/embryo.

Touch-escape response test and manual tracking

To assess the motor behaviour of control, morphant and rescued 72-hpf larvae, we performed a touch

response test by applying a tactile stimulus with a pair of forceps and analysing their escape beha-

viour under a Leica M165 C binocular stereomicroscope equipped with a Leica IC80 HD camera.

Swimming speed and distance of each larva were quanti�ed using the Manual Tracking plugin in-

cluded in the Fiji software as reported in Fassier et al. (2010). Statistical signi�cance was evaluated

using an unpaired t Student test in the StatView software. Three independent experiments showed

the same statistical di�erences between control and morphant larvae.

Whole-mount immunohistochemistry

Zebra�sh embryos were �xed in PBS-4% Paraformaldehyde during 2 hours at room-temperature,

washed 3 times with PBT1% (PBS/1% Triton X-100) and permeabilised using a 0.25% trypsin

solution (Gibco) at 25°C when embryos were older than 24 hpf. Embryos were then blocked for

two hours in PBT1% supplemented with 10% of normal goat serum and incubated with primary

antibodies overnight at 4°C PBT1% / 1% normal goat serum. The following primary antibodies

were used: Znp-1 (1/100; ZIRC, University of Oregon), Zn-5 (1/200; ZIRC, University of Oregon)

and GFP (1/1000; Molecular Probes). After several washes in PBT1%, embryos were incubated

overnight at 4°C with the appropriate secondary antibody (Alexa Fluor 488 or 555 at 1/1000,

Molecular Probes).
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For polyglutamylated tubulin staining, embryos were �xed in Dent's �xative (80% Methanol / 20%

DMSO) overnight at 4°C. After rehydration in regressive methanol/ PBS-0.5% Tween 20®, embryos

were blocked in PBT1% supplemented with 1% DMSO, 1% bovine serum albumin and 5% normal

goat serum, and sequentially incubated with primary antibodies, GT335 (1:1000, adipogen) and

PolyE (1:1200; provided by C. Janke), and adequate secondary antibodies. Images were acquired

using a �uorescence microscope equipped with an Apotome module (Zeiss, Axiovert 200M) and

processed with the NIH Fiji software. Each �gure corresponds to a projection image from a z-stack

of 2 µm sections. Each experiment has been reproduced twice to three times independently and 10

control and morphant embryos were analysed in each of them.

Time-lapse videomicroscopy assay

Control and MOp60Kat-injected Tg(Hb9 :GFP) embryos were anesthetized with E3 medium contain-

ing tricaïne and embedded in 0,8% low melting agarose in a 35-mm glass dish (Iwaki). Time-lapse

videomicroscopy recording of spinal motor axon outgrowth was carried out using a Leica DMI 6000B

inverted spinning-disk microscope. Embryos immobilized at 22 hpf were �lmed with a 20x immersion

objective over a period of 48 hours, whereas embryos immobilized at 40 hpf were monitored with a

40x immersion objective over a period of 30 hours. In both cases, 1-µm z-stacks were taken every 8

minutes and compiled into time-lapse movies.

Generation of transgenic Tg(UAS :Spastin-HA) zebra�sh

The DNA construct used for the creation of the transgenic Tg(UAS :Spastin-HA) line was generated

by assembling the three elements below in the following order: (i) a SacII-SwaI fragment of plasmid

`T2 US E1B Cit UAS E1B MCS ACR' (kind gift from Sebastian Gerety and David Wilkinson)

composed of an `alpha-crystallin:mRFP' cassette, used for screening purposes due to its speci�c

expression in the lens, (ii) a SwaI-AvrII fragment from a UAS expression vector (Baraban et al.,

2013) allowing speci�c expression of the transgene in GAL4-expressing cells, and (iii) an SpeI-NotI

fragment containing the full-length HA-tagged Spastin cDNA followed by the SV40 3'UTR and
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polyadenylation signal of the pCS2+ vector. The resulting construct was cloned into pBluescrit

SKI-SceI (Grabher et al., 2004), which was injected at 30pg/egg into freshly fertilised eggs together

with I-SceI endonuclease (Roche) and 0.5% phenol red in 1X I-SceI digestion bu�er (New England

Biolabs). Injected �sh were raised to adulthood and screened for germline transmission by detecting

red �uorescence in the lens of their progeny at 72 hpf. The transgenic Tg(UAS :Spastin-HA) line

was established from these positive carriers.
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Figure legends

Figure 1. pMN axon outgrowth and branching are sensitive to p60-Katanin levels

A. Immunolabelling of pMN axons in 26-hpf embryos injected with a control morpholino (MOCtl;

n=32), 1.3 or 3.4 pmol of p60-Katanin morpholino (MOp60Kat/1.3pmol, n=32; MOp60Kat/3.4pmol,

n=32) or co-injected with the same two doses of p60-Katanin morpholino and 120 (for MOp60Kat/1.3pmol)

or 180 (for MOp60Kat/3.4pmol) pg of KATNA1 transcript encoding human p60-katanin (MOp60Kat/1.3pmol

+ mRNAKATNA1 , n=32; MOp60Kat/3.4pmol + mRNAKATNA1 , n= 32) using Znp-1 antibody. Lat-

eral views of the trunk, anterior to the left. Arrows and asterisks indicate the hyperbranching or

truncated phenotype of CaP axons observed in MOp60Kat/1.3pmol and MOp60Kat/3.4pmol embryos re-

spectively. Scale bar: 50µm.

B. Mean number of branches. For panels B and C, quanti�cations were performed on 24 spinal cord

hemisegments located around the yolk tube and statistically analysed using a Student's unpaired t

test (**p≤0.01 ***p≤0.001). Error bars are SE.

C. Mean average percentage of truncated axons.

Figure 2. p60-Katanin knockdown markedly a�ects secondary motor axon targeting

A. Immunolabelling of sMN tracts in 72-hpf control (MOCtl; n=32), p60-Katanin morphants (MOp60Kat/1.3pmol,

n=32 and MOp60Kat/3.4pmol, n=32) and rescued Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae (MOp60Kat/1.3pmol

+ mRNAKATNA1 , n=32; MOp60Kat/3.4pmol + mRNAKATNA1 , n=32) with Zn-5 and GFP antibody.

Lateral views of the trunk, anterior to the left. Right panels are higher magni�cation of left panels.

Dotted lines mark the lateral myosepta. p60-Katanin knockdown speci�cally a�ects sMN axon tar-

geting in a dose-dependent manner. MOp60Kat/1.3 pmol larvae show abnormal dorsal tracts split in

two (or three) dorsal fascicles (empty thick arrows) that aberrantly innervate the dorsal myoseptum,

while many dorsal nerves fail to form in MOp60Kat / 3.4 pmol larvae compared to control and rescued

larvae (full thin arrows). Moreover, the rostral projections appear misguided and abnormally grow

caudally along the horizontal myoseptum in 26% of MOp60Kat/3.4pmol or 9% of MOp60Kat/1.3pmol
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spinal hemisegments (empty arrowheads) compared to control or rescued hemisegments (full arrow-

heads). Finally, more than half of MOp60Kat/3.4pmol larvae exhibit aberrant ectopic sorting of sMN

axons from the spinal cord (asterisk) which is barely observed in control and MOp60Kat/1.3pmol larvae,

and partially rescued in doubly injected MOp60Kat/3.4pmol + mRNAKATNA1 larvae. Scale bar (Left

panels): 25 µm. Scale bar(Right panels): 50µm.

B-E. Quanti�cations of sMN axon defects caused by p60-Katanin knockdown. These quanti�cations

were performed on 20 spinal hemisegments around the yolk tube and the di�erence between con-

trols, morphants and rescued larvae were statistically analysed for each quanti�ed parameter using

a Student's unpaired t test (*p≤ 0.05; **p≤ 0.01; ***p≤ 0.001). Error bars are SE.

B. Average percentage of hemisegments with a misguided sMN dorsal projection.

C. Average percentage of hemisegments without sMN dorsal projection.

D. Average percentage of larvae with misguided rostral projection.

E. Average percentage of larvae with aberrant ectopic sorting of sMN axons from the spinal cord.

Figure 3. Loss of p60-Katanin function causes a dramatic decrease in zebra�sh larval

mobility

A. Motor behaviour tracking analysis of 72-hpf larvae injected with a control morpholino (MOCtl;

n= 90), MOp60Kat/1.3pmol (n=102) and MOp60Kat/3.4 pmol (n=85), or co-injected with MOp60Kat

and human KATNA1 or zebra�sh spastin mRNA (MOp60Kat/1.3pmol + mRNAKATNA1 , n= 91;

MOp60Kat/1.3pmol + mRNASpast , n= 87; MOp60Kat/3.4pmol + mRNAKATNA1 , n= 97) using a touch-

response test. Each line represents the trajectory of one larva after touch stimulation. Scale bar:

5mm.

B. Quanti�cation of the mean swimming distance.

C. Quanti�cation of the mean swimming speed. The two sets of morphant larvae swim signi�c-

antly slower and over shorter distances compared to control larvae. Co-injection of human KATNA1

transcript, but not zebra�sh spastin mRNA rescues the swimming de�cits of p60-Katanin morphant

larvae (**p≤0.01; ***p≤0.001; Student's unpaired t test). Error bars are SE.
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Figure 4. Ubiquitous or motoneuron-speci�c overexpression of Spastin fails to rescue

spinal motor axon defects of p60-katanin morphants

A. Analysis of pMN and sMN axons in 26-hpf wild-type embryos (upper panels) and 72-hpf Tg(Hb9 :GFP)

larvae (middle and lower panels) injected with a control morpholino (MOCtl; n= 10), 1.3 pmol of

p60-katanin morpholino (MOp60Kat /1.3pmol, n= 10) or co-injected with 1.3 pmol of MOp60Kat and

human spastin mRNA (MOp60Kat / 1.3 pmol + mRNASpast , n= 10). Immunolabelling of pMNs with

Znp-1 antibody (upper panels) and sMNs with Zn-5 and GFP antibodies (middle and lower panels).

Lateral views of the trunk, anterior to the left. Dotted lines indicate lateral myosepta. Co-injection

of zebra�sh spastin mRNA with MOp60Kat/1.3pmol fails to rescue the branching defects of pMN CaP

axons (arrowheads, upper panels), as well as the axon targeting errors of �MiP-like� sMN projections

(empty thick arrows, middle panels) and �RoP-like� sMN tracts (empty arrowheads, bottom panels)

of MOp60Kat/1.3pmol embryos. In the middle and bottom panels, full thin arrows and full arrowheads

indicate normal dorsal and rostral projections respectively. Scale bars : 25 µm.

B. Average number of pMN branches.

C. Average percentage of hemisegments with split and misguided sMN dorsal tract.

D. Average percentage of hemisegments with misguided sMN rostral projection.

B-D. Quanti�cations were performed on 24 spinal hemisegments around the yolk tube in 26-hpf wild-

type or 72-hpf Tg(Hb9 :GFP) control, morphant and doubly injected (MOp60Kat/1.3pmol + spastin

mRNA) embryos and larvae.

E. Immunolabelling of pMNs in 26-hpf double transgenic Tg(Hb9 :Gal4; UAS :Spastin-HA) embryos

injected with a control morpholino or 1.3 pmol of p60-katanin morpholino using Znp-1 and anti-HA

antibodies. Targeted overexpression of the MT-severing Spastin in spinal motor neurons equally fails

to rescue the branching defects (red arrowheads) of MOp60Kat/1.3pmol embryos (yellow arrowheads).

F. Quanti�cation of the average number of branches per 100 Spastin-positive and -negative CaP mo-

tor neurons in 26-hpf Tg (Hb9 :Gal4;UAS :Spastin-HA) control and MOp60Kat/1.3pmol embryos. (B-D

and F). Data were analysed using a Student's unpaired t test (***p≤0.001 ; ns : non signi�cant).

Error bars are SE.
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Figure 5. TTLL6 and TTLL11 knockdown di�erentially a�ects spinal motor axon

outgrowth and targeting

A-B. Immunodetection of polyglutamylated MTs in 26- and 72-hpf wild-type embryos using GT335

(A) and poly E (B) antibodies that respectively label both short and long chains of glutamates or

long chains only. Lateral views of the trunk, anterior to the left. Both populations of polyglutamyl-

ated MTs are observed in pMN (26 hpf) and sMN axons (72 hpf). Scale bars: 25 µm.

C. Overall morphology and spinal motor axon architecture of TTLL6 and TTLL11 morphants.

Morphological analysis of 72-hpf control (MOCtl), TTLL6 (MOTTLL6) and TTLL1 (MOTTLL11)

morphant larvae (upper panels). Both TTLL6 and TTLL11 morphants exhibit a severe ventrally

curved body axis phenotype compared to MOCtl-injected larvae. Scale bars: 250 µm. Immunola-

belling of pMNs using Znp-1 antibody (middle panels) and sMNs using Zn-5 and GFP antibodies

(lower panels) in 26-hpf wild-type embryos or 72-hpf Tg(Hb9 :GFP) larvae injected with MOCtl

(n= 30 at both 26 hpf and 72 hpf), MOTTLL6 (n= 30 at both 26 hpf and 72 hpf) or MOTTLL11

(n= 30 at both 26 hpf and 72 hpf). Lateral views of the trunk, anterior to the left. TTLL6 knock-

down mainly a�ects pMN branching while TTLL11 knockdown mainly alters pMN axon extension

(middle panels). Arrows point out the aberrant branches of MOTTLL6 and MOTTLL11 CaP axons

while asterisks indicate MOTTLL11 truncated CaP axons. In the bottom panels, bottom pictures are

higher magni�cations of upper pictures. Dotted lines indicate lateral myosepta. The path�nding

defects of MOTTLL6 sMN tracts strikingly resemble those of MOp60Kat/1.3pmol sMN axons, including

split and misguided sMN dorsal projections (empty thick arrows) and caudally oriented misguided

sMN �rostral� tracts (empty arrowheads). MOTTLL11 sMN axon defects are somehow di�erent from

those of MOTTLL6 larvae, with the exception of caudally oriented �rostral� projections (empty ar-

rowhead), and are characterized by the lack of 50% of dorsal tracts, the defasciculation of the vast

majority of rostral nerves (bracket) and the occurrence of aberrant ectopic sorting of sMN axons

from the spinal cord (asterisks). Normal dorsal and rostral projections are incated by full thin arrows

and full arrowheads respectively. Scale bars: 25 µm. D. Mean number of branches.

E. Average percentage of truncated CaP axons.

F. Average percentage of hemisegments with split and misguided sMN dorsal tract.
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G. Average percentage of hemisegments with misguided �rostral� projection.

H. Average percentage of hemisegments without sMN dorsal projection.

I. Average percentage of hemisegments with desfasciculated rostral projection.

J. Average percentage of larvae with ectopic sorting of sMN axons from the spinal cord.

D-J. Quanti�cations were performed on 24 spinal hemisegments located around the yolk tube in (D-

E) 26- or (F-J) 72-hpf control, MOTTLL6 and MOTTLL11 embryos and larvae. Data were statistically

analysed using a Student's unpaired t test (**p≤0.01 and ***p≤0.001). Error bars are SE.

Figure 6. TTLL6 and TTLL11 play a non-redundant role in spinal motor axon out-

growth and navigation

A. Rescue and crossed-rescue analyses of TTLL6 morphant phenotype by co-injection of mouse

TTLL6 or TTLL11 transcripts. Overall morphology at 72 hpf (upper panels) and immunohisto-

chemical analyses of pMN (middle panels, Znp-1 antibody) and sMN (lower panels, Zn-5 and GFP

antibodies) axon development in 26-hpf wild-type and 72-hpf Tg(Hb9 :GFP) embryos and larvae

injected with control morpholino (MOCtl, n= 10) TTLL6 morpholino (MOTTLL6, n= 10), or co-

injected with MOTTLL6 and mouse TTLL6 or TTLL11 mRNA (MOTTLL6+mRNATTLL6 , n= 10 and

MOTTLL6+mRNATTLL11 , n= 10). Middle and bottom panels, lateral views of the trunk, anterior to

the left. In the middle panels, arrows point out the additional aberrant branches, while they indicate

the normal dorsal projections in the bottom panels. Dotted lines show the lateral myosepta, full

arrowheads indicate the normal rostral tracts whereas empty thick arrows and empty arrowheads

point out morphant misguided dorsal and rostral projections respectively (bottom panels). Scale

bars: 250 µm (upper panels) and 25 µm (middle and bottom panels).

B. Reciprocal rescue and crossed-rescue analyses of TTLL11 morphant phenotype by co-injection

of mouse TTLL11 or TTLL6 transcripts. Overall morphology at 72 hpf (upper panels) and im-

munohistochemical analyses of pMN (middle panels, Znp-1 antibody) and sMN (lower panels, Zn-5

and GFP antibodies) axon development in 26-hpf wild-type and 72-hpf Tg(Hb9 :GFP) embryos and

larvae injected with control morpholino (MOCtl, n= 10) TTLL11 morpholino (MOTTLL11, n= 10),

or co-injected with MOTTLL11 and mouse TTLL11 or TTLL6 mRNA (MOTTLL11+mRNATTLL11 ,
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n= 10 and MOTTLL11+mRNATTLL6 , n= 10). Middle and bottom panels, lateral views of the trunk,

anterior to the left. Arrows, full arrowheads, empty thick arrows and empty arrowheads indicate

the same normal or altered projections as in A. Asterisks point out pMN truncated axons and sMN

axon extopic sorting from the spinal cord in the middle and bottom panels respectively. Scale bars:

250 µm (upper panels) and 25 µm (middle and bottom panels).

C. Mean number of pMN branches.

D. Average percentage of truncated CaP axons.

E. Average percentage of hemisegments with split and misguided sMN dorsal projection.

F. Average percentage of hemisegments with caudally oriented misguided �rostral� tracts.

G. Average percentage of hemisegments without dorsal nerve.

H. Average percentage of hemisegments with defasciculated rostral tracts.

I. Average percentage of larvae with ectopic sorting of sMN axons from the spinal cord.

All quanti�cations were performed on 20 spinal hemisegments (per embryo) located around the

yolk tube, in each set of (C-D) 26- or (E-I) 72-hpf embryos or larvae. Data were analysed using a

Student's unpaired t test (*p≤0.01; **p≤0.01; ***p≤0.001; ns: non-signi�cant). Error bars are SE.

Figure 7. The control of motor axon targeting by p60-Katanin is selectively in�uenced

by TTLL6-mediated MT polyglutamylation

A. Motor behaviour tracking analysis of 72-hpf larvae injected with a control morpholino (MOCtl,

n=30), 1,3 pmol of MOp60Kat (MOp60Kat/1.3pmol, n=30) or co-injected with 1,3 pmol of MOp60Kat

and mouse TTLL6 (MOp60Kat/1.3pmol+mRNATTLL6 , n=30) or TTLL11 mRNAs (MOp60Kat/1.3pmol

+ mRNATTLL11 , n=30). Each line represents the trajectory of one larva after touch stimulation.

Injection of TTLL6 transcript, but not that of TTLL11 mRNA, rescues the motility de�cit of

MOp60Kat/1.3pmol larvae. Scale bar : 5mm.

B. Analysis of pMN axon architecture by immunostaining with Znp-1 antibody in 26-hpf embryos

injected with control morpholino (MOCtl, n=20), 1,3 pmol of MOp60Kat (MOp60Kat/1.3pmol, n=20)

or co-injected with MOp60Kat/1.3pmol and mouse TTLL6 (MOp60Kat/1.3pmol+mRNATTLL6 , n=20)

or TTLL11 mRNA (MOp60Kat+mRNATTLL11 , n=20). Lateral views of the trunk, anterior to the
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left. Arrows indicate aberrant supernumerary branches of CaP axons. TTLL6 but not TTLL11

overexpression rescues the hyperbranching defects of MOp60Kat/1.3 pmol CaP axons. Scale bar: 25

µm.

C. Immunolabelling of sMN axon tracts using Zn-5 and GFP antibodies in 72-hpf Tg(Hb9:GFP)

larvae injected with a control morpholino (MOCtl, n=20), 1,3 pmol of MOp60Kat (MOp60Kat/1.3pmol,

n=20) or co-injected with MOp60Kat/1.3pmol and mouse TTLL6 (MOp60Kat/1.3pmol+mRNATTLL6 ,

n=20) or TTLL11 mRNA (MOp60Kat+mRNATTLL11 , n=20). Lateral views of the trunk, anterior

to the left. Dotted lines represent lateral myosepta. Full thin arrows and full arrowheads point

out normal dorsal and rostral sMN projections respectively, while empty thick arrows and empty

arrowheads indicate split and misguided dorsal tracts and caudally oriented �rostral� projections

respectively. TTLL6 but not TTLL11 signi�cantly rescues the targeting errors of MOp60Kat/1.3pmol

sMN axon tracts. Scale bar: 25 µm.

D. Average number of CaP axon branches.

E. Average percentage of hemisegments with split and misguided dorsal nerve.

F. Average percentage of hemisegments with caudally oriented misguided �rostral� projection.

All quanti�cations were carried out on 24 spinal cord hemisegments (per embryo) located around the

yolk tube. Data were statistically compared using a Student's unpaired t test (*p≤0.01; **p≤0.01;

***p≤0.001; ns: non-signi�cant). Error bars are SE.
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Figures

Figure 1. pMN axon outgrowth and branching are sensitive to p60-Katanin levels
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Figure 2. p60-Katanin knockdown markedly a�ects secondary motor axon targeting
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Figure 3. Loss of p60-Katanin function causes a dramatic decrease in zebra�sh larval

mobility
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Figure 4. Ubiquitous or motoneuron-speci�c overexpression of Spastin fails to rescue

spinal motor axon defects of p60-katanin morphants
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Figure 5. TTLL6 and TTLL11 knockdown di�erentially a�ects spinal motor axon

outgrowth and targeting
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Figure 6. TTLL6 and TTLL11 play a non-redundant role in spinal motor axon out-

growth and navigation
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Figure 7. The control of motor axon targeting by p60-Katanin is selectively in�uenced

by TTLL6-mediated MT polyglutamylation
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Supplementary Figures legends

Supplementary Figure S1. p60-Katanin transcript is enriched in the zebra�sh devel-

oping nervous system

Whole-mount in situ hybridisation with p60-Katanin sense (upper panel) and antisense (bottom

panel) riboprobes at 18 and 24 hours post fertilisation (hpf). Lateral views of the embryos, anterior

to the left. p60-Katanin is highly enriched in the developing nervous system at both 18 and 24 hpf,

two stages at which pMN and sMN axons exit the spinal cord to travel towards their muscle targets.

Scale bars: 200 µm.

Supplementary Figure S2. p60-Katanin knockdown using a second morpholino, MOkatna1aug1,

induces identical spinal motor axon defects in similar proportions

A. Immunolabelling of sMN tracts in 72-hours-post-fertilisation (hpf) transgenic Tg(Hb9 :GFP) lar-

vae injected with control (n=30) or MOkatna1aug1 (n=30) morpholinos, using Zn-5 and GFP antibod-

ies. Lateral views of the trunk, anterior to the left. Bottom panels represent higher magni�cations

of top panels. Dotted lines indicate lateral myosepta. In MOkatna1aug1-injected larvae, a few sMN

rostral projections are misrouted caudally (empty arrowheads versus full arrowheads in controls)

and dorsal nerves fail to form compared to control dorsal projections (arrows). We also observe

occasional ectopic sorting of sMN axons from the spinal cord in morphant larvae (asterisk).

B. Average percentage of hemisegments with misguided rostral nerve.

C. Average percentage of hemisegments without dorsal nerve. Quanti�cations were performed on

24 spinal hemisegments located around the yolk tube. Data were statistically compared using a

Student's unpaired t test (***p≤0.001). Error bars are SE.
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Supplementary Movies S1: p60-katanin knockdown seriously impairs spinal motor axon

navigation

Time-lapse videomicroscopy on control (Movies S1A and S1C) and MOp60Kat-injected (Movies S1B

and S1D) Tg(Hb9 :GFP) larvae from 20 to 72 hpf (Movies S1A and S1B) or from 42 to 72 hpf (Movies

S1C and S1D).

Supplementary Movies S2: The swimming de�cit of p60-katanin morphants is rescued

by misexpression of human KATNA1 transcript but not by zebra�sh Spastin mRNA

Touch-evoked mobility of 72-hpf control (Movie S2A), MOp60Kat/1.3pmol-injected (Movie S2B), doubly

(MOp60Kat/1.3pmol + 120 pg of human KATNA1 mRNA)-injected (Movie S2C), MOp60Kat/3.4pmol-

injected (Movie S2D), doubly (MOp60Kat/3.4pmol + 180 pg of human KATNA1 mRNA)-injected

(Movie S2E) and (MOp60Kat/1.3pmol + 150 pg of zebra�sh spastin mRNA)-injected (Movie S2F)

larvae.
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Supplementary Figures

Supplementary Figure S1. p60-Katanin transcript is enriched in the zebra�sh devel-

oping nervous system
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Supplementary Figure S2. p60-Katanin knockdown using a second morpholino, MOkatna1aug1,

induces identical spinal motor axon defects in similar proportions

162



Dysregulation of key developmental

signalling pathways in SPG4 -linked

spastic paraplegia

Nicolas Jardin1, François Giudicelli2, Daniel Ten Martín1, Stéphanie De Gois1, Rachel Allison3,

Corinne Houart4, Evan Reid3, Jamilé Hazan1* and Coralie Fassier1*

1. Sorbonne Universités, UPMC Université Paris 06, INSERM, CNRS, Neuroscience Paris Seine -
Institut de Biologie Paris-Seine (NPS-IBPS), 75005 Paris, France

2. Sorbonne Universités, UPMC Université Paris 06, CNRS, INSERM, Biologie du Développement
Paris Seine - Institut de Biologie Paris-Seine (LBD-IBPS), 75005 Paris, France

3. Cambridge Institute for Medical Research, University of Cambridge, Cambridge CB2 OXY, UK

4. Medical Research Council Centre for Developmental Neurobiology, King's College London, Lon-
don SE1 1UL, UK.

* Address correspondence to : Coralie Fassier, Sorbonne Universités, UPMC Université Paris 06,
INSERM U1130, CNRS UMR 8246, Neuroscience Paris Seine - Institut de Biologie Paris-Seine (NPS-
IBPS), 7 quai Saint Bernard, Bâtiment A 3ème étage, case courrier 02, Phone : 00.33.1.44.27.44.21;
E-mail: coralie.fassier@upmc.fr.

Or to: Jamilé Hazan, Sorbonne Universités, UPMC Université Paris 06, INSERM U1130, CNRS
UMR 8246, Neuroscience Paris Seine - Institut de Biologie Paris-Seine (NPS-IBPS), 7 quai Saint
Bernard, Bâtiment A 3ème étage, case courrier 02, Phone : 00 33 1 44 27 32 72; E-mail: jamile.hazan@upmc.fr.

163



Article 2

Abstract

Mutations in SPG4, encoding the microtubule-severing spastin, cause the major form of hereditary

spastic paraplegia (HSP), a paralytic disorder characterised by degeneration of the cortico-spinal

tracts. Spastin is involved in diverse cellular processes coupling microtubule severing to membrane

remodelling such as endosomal tubulation, endoplasmic reticulum shaping and axonal transport

homeostasis. Two main spastin isoforms are synthesized from alternative translational start sites

(M1 and M87). However, their speci�c roles and respective contribution to HSP pathogenesis re-

main largely unknown. To selectively unravel their neuronal function, we blocked spastin synthesis

from each initiation codon during development of the zebra�sh and performed rescue analyses. The

knockdown of each spastin isoform leads to di�erent motor axon path�nding and locomotor defects

that could not be rescued by the selective expression of the other isoform. We further show the

concerted role for M1 spastin and HSP-causing atlastin-1 and NIPA1 in the down-regulation of the

BMP pathway and reveal a speci�c role for M87 spastin as a downstream e�ector of Neuropilin-1

signalling. Altogether, our study emphasizes defective BMP signalling as a key pathogenic mech-

anism in HSP, and show that dysregulation of the Neuropilin-1 pathway may equally contribute to

SPG4 -linked HSP.

Introduction

Alterations of the signalling pathways induced by Bone Morphogenetic Proteins (BMP) are as-

sociated with a broad spectrum of human disorders including cancers, in�ammatory, vascular and

skeletal diseases as well as neurodegenerative disorders (1-3). During the last decade, BMP signalling

has been involved in multiple physiological and pathological conditions of the nervous system and

has more speci�cally emerged as a critical pathway for motor circuit wiring and function (3-7). The

BMP pathway was indeed shown to in�uence motor neuron development (3, 8-10) and degeneration

in a few paralytic disorders including hereditary spastic paraplegia (HSP; 3, 7, 10-16) and axonal

regeneration after spinal cord injury (17).
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HSP is a heterogeneous group of neurodegenerative disorders mainly characterised by progressive

spasticity and weakness of the lower limbs due to the degeneration of the cortico-spinal tracts. HSP

shows an extreme genetic heterogeneity with more than 84 loci and 67 HSP genes identi�ed so far

(18). Among these numerous HSP-causing factors, a signi�cant subgroup of Spastic Paraplegia Genes

(SPG) encode proteins involved in endosomal tra�cking (18-20). Furthermore, six of these proteins,

encoded by SPG3A, SPG4, SPG6, SPG20, SPG39 and SPG42 down-regulate the BMP signalling

pathway either in vitro (12) or in vivo (10-11, 13-16). Among these endocytic HSP proteins, the

well-known microtubule-severing spastin, encoded by SPG4 (21-23), is involved in the most frequent

form of autosomal dominant HSP (AD-HSP) and altered in approximately 40% of AD-HSP cases

(21, 24). More than 200 mutations have been described within SPG4 and the vast majority of them

are likely to act via haploinsu�ciency (23-25). Spastin is essential for numerous cellular processes

linking microtubule (MT) severing to membrane remodelling (26) such as endosomal tubule �ssion

(27), the shaping of tubular endoplasmic reticulum (ER) (28), lipid droplet formation (29) as well

as spindle disassembly, nuclear envelope sealing and midbody abscission during mitosis (30-31). In

neurons, spastin was shown to be required for axon outgrowth and branching (25, 32-35) and for

axonal maintenance and transport homeostasis (36-39). Importantly, mammalian SPG4 transcript

directs the synthesis of two main spastin isoforms through alternative translational start sites (the

long M1 and short M87 isoforms; 40). These major isoforms show di�erent structural domains (40),

subcellular distribution (29, 31, 40) and binding partners (28, 41-43), suggesting their functional

speci�city. Besides, few arguments suggest a role for the M1 isoform in the BMP pathway. M1

speci�cally binds the GTPase atlastin-1 (41-42), which is responsible for the second major form

of AD-HSP (44). Notably, zebra�sh atlastin-1 controls spinal motor axon targeting and larval

mobility by inhibiting the BMP pathway (10) while pathogenic mutations of this GTPase were

shown to interfere with the tra�cking of BMP type II receptor (BMPRII) in cortical neurons (45).

Besides, atlastin-1 interacts with the HSP protein NIPA1 (46-47), which inhibits BMP signalling

by targeting BMPRII to lysosomal degradation (11-12). Finally, BMP signalling is up-regulated in

spastin-depleted HeLa cells (12).
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Although spastin function has been actively investigated, most of its functional studies were per-

formed ex vivo in non-neuronal cell lines and failed to speci�cally address the di�erential roles of

spastin major isoforms in vivo in motor neurons or their respective contribution to SPG4 -linked

HSP pathogenesis. Using knockdown and rescue analyses during zebra�sh embryogenesis, we here

show that both spastin isoforms have critical and non-overlapping function in spinal motor neuron

development and larval locomotion. Furthermore, our study reveals the speci�c involvement of

M1 in the BMP pathway. Indeed, the lack of M1 leads to motor axon targeting defects that are

strikingly similar to those observed in zebra�sh Atlastin-1- and NIPA1-depleted larvae and that

are partially rescued by genetic inhibition of the BMP pathway. Finally, we unexpectedly unveil

a speci�c role for the M87 spastin isoform as a downstream e�ector of Neuropilin-1a signalling in

motor neurons. Thus, our functional analysis of spastin main isoforms led us to hypothesise that

defective Neuropilin-1-mediated signalling associated with M87 spastin de�ciency could contribute

to SPG4 -linked HSP pathogenesis in addition to an abnormal upregulation of BMP signalling.

Results

Zebra�sh spastin transcript drives the synthesis of two Spastin isoforms with

distinct subcellular distribution in developing motor neurons

To date, spastin knockdown experiments in the zebra�sh were performed with antisense morpholino

oligonucleotides targeted against the �rst ATG (27, 34, 48) whereas the presence of a second in-

frame ATG (encoding Methionine 61 and corresponding to human M87), had been detected in the

teleost sequence (34; Figure 1, A). To assess whether alternative translation of zebra�sh spastin

transcript drives the synthesis of two main isoforms as in mammals, we cloned the HA-tagged

version of zebra�sh spastin cDNA with its 5'UTR (UnTranslated Region), known to in�uence the

expression ratio of the two isoforms (40), in a pCS2+ vector (pCS2+DrSp-HA). We next performed

targeted mutagenesis of each ATG (pCS2+DrSp-HAMutATG1; pCS2+DrSp-HAMutATG2; Figure 1,

B) and analysed the expression of Spastin in a heterologous cell system. Western blot analysis
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of total protein lysates from COS-7 cells transfected with these di�erent constructs using an HA

antibody revealed that these two ATG are functional and drive the synthesis of two Spastin isoforms

(Figure 1, C): a long form of 62kDa (DrM1) and a short one of 55kDa (DrM61), which both showed

microtubule-severing activity in vitro (Figure 1, D). As in mammals, the expression ratio of these two

isoforms was strikingly conserved, with the long isoform showing a far weaker expression due to the

presence of a poor but highly conserved Kozak consensus sequence surrounding the �rst ATG (Figure

1, A, C). Similar results were obtained in vivo in zebra�sh embryos, following the injection of spastin

mRNAs that were in vitro transcribed from wild type (DrSpastin-HA) and mutated pCS2+DrSp-

HA constructs (DrM61-HA and DrM1-HA; Figure 1, E), indicating that the synthesis of zebra�sh

Spastin occurs through alternative usage of two initiation codons. Since spastin86-340 antibody,

raised against human spastin (31), speci�cally recognized overexpressed DrM1 and DrM61 in COS-7

cells (Figure 1, C), this antibody allowed us to assess the endogenous expression of these two isoforms

during zebra�sh development. Protein extracts from tailbud embryos injected with DrSpastin-HA

mRNA were used to unequivocally identify endogenous full-length DrM1 and DrM61. Both isoforms

were expressed from early embryonic stages. Furthermore, an additional smaller band around 52kDa

was also detected at all developmental stages (Figure 1, F) and most likely corresponds to a splice

variant of the short isoform: indeed, we showed that (i) spastin exon 4 can be alternatively spliced

at these embryonic stages, as previously described in nematodes and mammals (Figure 1, G; 49-

50); (ii) this shorter variant was not detected in DrSpastin-HA in vitro transcription, but (iii) was

equally immunolabelled by the S51 spastin antibody (data not shown; 51). This splice variant turned

out to be the major short isoform from the 18-somites stage onwards (Figure 1, F). Moreover, the

expression ratio between the long and the short isoforms signi�cantly varied throughout the �rst

days of development, and especially at key time points of spinal motor neuron development (between

18-somites and 32 hours post-fertilization, hpf). This ratio was mainly in�uenced by the striking

variations in DrM1 expression and was highly reproducible, which suggested that tight regulation

of the expression of both isoforms could be important for zebra�sh motor circuit wiring (Figure 1,

F). To investigate their subcellular distribution, we used the UAS/GAL4 system, and generated

two distinct transgenic lines expressing an HA-tagged version of DrM1 or DrM61 under the control
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of a UAS promoter. By crossing these transgenic �sh with the Tg(mnGFF7) �sh (52-53), which

selectively express the transactivator GAL4 in spinal motor neurons (SMN), we showed that both

isoforms display distinct subcellular distribution in these neurons (Figure 1, H). DrM1 showed a

punctate distribution within the soma as well as all along the axon shaft (arrows, Figure 1, H), and

was strikingly enriched in the growth cone (arrowheads, Figure 1, H), while DrM61 was expressed

in the whole neuron and mainly di�used in the cytoplasm, highlighting their suspected functional

speci�city.

The knockdown of each spastin isoform di�erentially a�ects zebra�sh morphology

and locomotor behaviour

To unravel the neuronal function of each Spastin isoform, we took advantages of the morpholino-

based knockdown strategy, which has the unique capacity to block protein synthesis from initi-

ation codons without triggering the degradation of the targeted transcript unlike RNA-interference

approaches in mammals (54). Morpholinos targeting the �rst (MOspATG1) or the second ATG

(MOspATG2) were designed and injected in 2-cell stage embryos to respectively down-regulate DrM1

or DrM61 during zebra�sh development (Figure 2, A). Control mismatch (COMOspATG1 and COMOspATG2)

and scramble morpholinos (MOscr) were used as controls (Supplementary Figure 1). The knock-

down e�ciency of each Spastin isoform was assessed by western blot analysis using protein extracts

from tailbud embryos co-injected with MOspATG1, MOspATG2, or the corresponding mismatch mor-

pholinos and DrSpastin-HA mRNA, using an antibody against the HA tag (Figure 2, B). MOspATG2

speci�cally and e�ciently decreased DrM61 expression by 61% compared to COMOspATG2, without

a�ecting DrM1 levels (Figure 2, B-C). In contrast, as expected for a morpholino targeting a region

located upstream both ATGs (54), MOspATG1 signi�cantly reduced DrM1 expression by 87% com-

pared to COMOspATG1 but also a�ected DrM61 levels (41% decrease compared to COMOspATG1),

although to a lesser extent than MOspATG2 injection (Figure 2, B-C). Notably, both ATG1 and

ATG2 morphants (i.e., embryos injected with MOspATG1 or MOspATG2 respectively) failed to hatch

from their chorion at the onset of larval stages but the two classes of morphants exhibited strik-

ingly di�erent morphological and locomotor phenotypes (Figure 2, D-F). The vast majority of ATG1
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morphants showed a curved-tail phenotype (arrow, Figure 2, D), while all ATG2 morphants displayed

smaller eyes (asterisk, Figure 2, D) and a yolk tube agenesis (arrowhead; Figure 2, D) compared

to COMOspATG1 and COMOspATG2 larvae, respectively. Furthermore, both morphants showed

obvious locomotor de�cits in the escape-touch response test at 72 hpf, which were characterized

by reduced swimming speed and covered distances compared to their related control larvae, and

appeared to be more severe for ATG2 than for ATG1 morphants (Figure 2, D-F and Supplementary

Videos 1, A-D). In addition, ATG2 morphants showed atypical touch-evoked startle response com-

pared to MOspATG1 and COMOspATG2 larvae. In the zebra�sh, the larval startle response triggered

by a tactile stimulus can be fragmented into a series of stereotypic movement patterns including

a high-speed turn, called C-bend, which occurs milliseconds after the stimulus and is required for

escape (55). ATG2 morphants were unable to initiate a rapid C-bend movement in response to

tactile stimuli and reproducibly swam straight ahead over short distances compared to MOspATG1,

COMOspATG1 and COMOspATG2 larvae, which repeatedly exhibited a high C-bend maximal body

curvature to escape in the opposite direction from the stimuli (arrowheads, Figure 2, G-H). These

distinct locomotor behaviours of ATG1 and ATG2 morphants strongly suggested that the loss of

DrM1 or DrM61 could di�erentially alter motor circuit wiring and/or function.

Spinal motor axon path�nding is distinctively altered between the two sets of

Spastin isoform morphants

In view of the morphant locomotor phenotypes, we analysed spinal motor neuron (SMN) develop-

ment in ATG1 and ATG2 morphant larvae with a special focus on secondary motor neurons (sMN),

which are key players in larval fast swimming and startle response behaviours. Immunolabelling

of sMN in 72-hpf ATG1 or ATG2 morphant Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae (56) using zn-5 anti-

body revealed obvious sMN migratory and/or axon path�nding defects, which were mainly typical

of each morphant class. Indeed, in ATG1 morphants, the rostral nerve appeared misguided in 39%

of spinal hemisegments and abnormally grew caudally along the horizontal myoseptum (arrowhead,

Figure 3A), a phenotype rarely observed in COMOspATG1 (0.4%) or MOspATG2 (5.9%) injected-

larvae (Figure 3, A, B). In contrast, the rostral nerve failed to form in 49.9% of ATG2 morphant
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spinal hemisegments (empty arrowhead, Figure 3, A) compared to MOspATG1 morphant (18%) or

COMOspATG2 control larvae (1.1%; Figure 3, A, C). Furthermore, the dorsal nerve was absent in the

majority of both ATG1 (57%) and ATG2 (96%) morphant hemisegments compared to controls (as-

terisk; COMOspATG1: 0%; COMOspATG2: 3%; Figure 3, A, D). In vivo time-lapse videomicroscopy

showed that some sMN axons of both ATG1 and ATG2 morphants displayed di�erent navigational

behaviours at the horizontal myoseptum (i.e. choice point), which strikingly contrasted with the

highly stereotyped behaviour of control sMN axons (Figure 3, F and Supplementary Videos 2, A-C).

As they reached this key intermediate target, a contingent of ATG1 morphant sMN axons, which

should contribute to the rostral nerve, turned in the opposite direction and grew caudally to the

lateral myosepta (arrowheads, Figure 3, F), whereas the same population of sMN axons in ATG2

morphants, abnormally grew ventrally beyond this choice point to ultimately fasciculate with the

ventral nerve (empty arrowheads, Figure 3, F and Supplementary Videos 2, A-C). Finally, some

sMN soma of ATG2 morphants ectopically exited from the spinal cord and migrated along the mo-

tor tracts into the periphery, which was never observed in MOspATG1- or COMOspATG2-injected

larvae (arrows, Figure 3, A, E, F and Supplementary Videos 2, A-C). Altogether, these contrasted

SMN phenotypes of ATG1 and ATG2 morphants primarily indicated the functional speci�city of

each Spastin isoform in motor circuit wiring, and secondarily suggested that DrM61 expression in

ATG1 morphants was not reduced below the same �critical threshold� as in ATG2 morphants.

DrM1 and DrM61 have critical and non-overlapping functions in SMN develop-

ment and zebra�sh locomotion

To clarify the functional speci�city and redundancy of Spastin main isoforms, and con�rm the

relevance of both morphant phenotypes, we performed rescue and cross-rescue experiments. Hu-

man spastin transcripts with their 5'UTR and mutated on the �rst (M87 mRNAs) or second ATG

(M1 mRNAs) were co-injected with MOspATG1, MOspATG2 (Figure 4) or their related control mis-

match morpholinos (Supplementary Figure 2). Overexpression of human M1 or M87 spastin in

COMOspATG2 or COMOspATG1 control larvae did not perturb SMN development (Supplementary

Figure 2). As expected, overexpression of human M87 rescued the morphological, locomotor and
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SMN defects of ATG2 morphants while human M1 failed to alleviate ATG2 morphant phenotypes

(Figure 4, A, C-G). To assess whether this inability of M1 to attenuate the ATG2 morphant defects

was linked to defective spastin dosage associated with the very low expression of M1 compared to

M87, we replaced the weak consensus Kozak sequence surrounding the �rst ATG of the human

spastin cDNA by a robust consensus sequence (M1K mRNA) to boost M1 expression up to that of

M87 (Figure 4, B). Nevertheless, higher level of exogenous M1 still failed to rescue ATG2 morphant

defects (Figure 4, A, C-G) although it did not have any deleterious impact on SMN development

in COMOspATG2 or COMOspATG1 co-injected larvae (Supplementary Figure 2). Reciprocally, only

human M1 partially or fully rescued the morphological, behavioural and SMN defects of ATG1

morphants, even at low expression levels (Figure 4, H-L) indicating that ATG1 morphant pheno-

types can be speci�cally assigned to the drastic knockdown of endogenous DrM1 and not to the

associated decrease in DrM61 levels (Figure 2, B-C). Altogether, these results demonstrate the spe-

ci�city of each spastin morphant phenotypes and unveiled a speci�c and evolutionary conserved role

for spastin main isoforms in vertebrate motor circuit wiring and locomotor activity.

DrM1 controls sMN axon targeting by inhibiting the BMP pathway

M1 spastin was shown to interact with the HSP-causing atlastin-1 (41-42), which controls zebra�sh

SMN axon path�nding through the inhibition of the BMP pathway (10). Furthermore, atlastin-1

binds to the HSP protein NIPA1 (46-47) that was equally identi�ed as a BMP inhibitor (11-12). To

investigate whether defective BMP signalling could underlie the characteristic path�nding defect of

ATG1 morphant rostral nerve, we �rst analysed sMN development in 72-hpf larvae injected with

morpholinos targeting the translation initiation sites of atlastin-1 (10) or NIPA1 transcripts, to-

gether with a universal control morpholino (MOscr). Interestingly, the knockdown of each of these

BMP inhibitors similarly altered the path�nding of the rostral nerve, which abnormally grew caud-

ally along the horizontal myoseptum as described for ATG1 spastin morphants (arrowhead; Figure

5, A-B). To determine whether an upregulation of the BMP pathway, independently of any variation

in HSP protein expression, was su�cient to induce the aberrant caudal turning of the rostral nerve,

we generated a novel Tg(UAS :CA-BMPRI-HA) transgenic line, expressing a constitutively active
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version of type Ia BMP receptor under the control of a UAS promoter and based on a previously pub-

lished line (57). To temporally control the upregulation of BMP signalling, we crossed these �sh with

the Tg(HspGal4-ACR) line, expressing the transactivator GAL4 under the control of a heat-shock

inducible promoter, and heat-shocked the progeny at 42 hpf. We chose this time point to perform

the heat shock since it corresponds to the stage at which motor axons composing the rostral nerve

reach the horizontal myoseptum where they are subsequently guided towards their �nal destination.

Heat-shocked Tg(HspGal4-ACR; UAS :CA-BMPRI-HA) transgenic larvae showed caudally-oriented

misguided rostral nerves (26%) compared to both heat-shocked Tg(UAS :CA-BMPRI-HA) and non

heat-shocked Tg(HspGal4-ACR; UAS :CA-BMPRI-HA) control littermates (arrowheads, Figure 5,

C-D). The occurrence of motor axon path�nding defects in these heat-shocked double transgenic

larvae demonstrated that the over-activation of BMP signalling altered sMN axon targeting in a

similar way to the loss of DrM1 Spastin, Atlastin-1 or NIPA1 function. Moreover, the co-injection

of MOatl and MOspATG1 at sub-e�cient doses, which did not a�ect sMN development when injec-

ted separately, increased to a great extent the number of misguided rostral nerves compared to the

co-injection of MOatl and MOspATG2 or that of control morpholinos, which alluded to a cooperative

role for DrM1 and Atlastin-1 in the inhibition of the BMP pathway in vivo (arrowheads, Figure 5,

E-F and Supplementary Figure 3). Finally, we assessed whether a genetic inhibition of the BMP

pathway could alleviate the sMN defects of spastin ATG1 or NIPA1 morphants as previously shown

for atlastin-1 knockdown (10). To this aim, MOspATG1, COMOspATG1, MONIPA1 and MOatl mor-

pholinos were injected in Tg(Hsp70 :DN-BMPR1-GFP) transgenic embryos expressing a dominant

negative version of type Ia BMP receptor under the control of a heat-shock inducible promoter (58).

ATG1, NIPA1 and atlastin-1 morphant Tg(Hsp70 :DN-BMPR1-GFP) larvae, which were subjected

to heat shock at 42 hpf, showed a striking reduction in the number of mistargeted rostral nerves at 72

hpf compared to non heat-shocked morphant siblings or heat-shocked control larvae (30% reduction;

Figure 5, G-H). However, this partial rescue of sMN axon path�nding errors by the down-regulation

of BMP signalling was not su�cient to rescue the locomotor behaviour and the morphology of ATG1

morphants (Supplementary Figure 3), which suggests that additional factors may contribute to the
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locomotor de�cit of these morphant larvae. In contrast, the inhibition of BMP signalling had no

bene�cial impact on ATG2 morphant sMN phenotypes (Supplementary Figure 3). Altogether, these

data unveil a speci�c role for DrM1 Spastin in sMN axon targeting via the inhibition of the BMP

pathway.

DrM61 acts as a downstream e�ector of Neuropilin1a signalling in spinal motor

neurons

To unravel the signalling pathway(s) in which spastin short isoform was involved during SMN de-

velopment, we focused on the migratory motor neuron phenotype that was exclusively identi�ed

in ATG2 morphants: the aberrant exit of SMN cell soma from the spinal cord. We then searched

for similar migratory defects in published mutants or morphants for signalling cues and associated

receptors known to be involved in neuronal migration and axon guidance processes. Notably, the

knockdown of the Semaphorin receptor Neuropilin-1a (Nrp1a) was shown to cause the misrouting

of SMN cell soma from the spinal cord into the periphery (59). Immunolabelling and time-lapse

videomicroscopy of Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae injected with Nrp1a morpholino (MOnrp1a; 59)

con�rmed that Nrp1a-depleted SMN soma abnormally migrated along spinal motor tracts into the

periphery as shown for ATG2 morphant SMN cell bodies (arrows, Figure 6, A-C and Supplementary

Video 3). Moreover, the double knockdown of Nrp1a and Spastin DrM61 isoform using sub-e�cient

doses of MOnrp1a and MOspATG2 morpholinos dramatically increased the number of mispositioned

SMN soma, compared to the co-injection of MOnrp1a and MOspATG1 or the single injection of each

morpholino (Figure 6, D, E, Supplementary Figure 4). To determine whether DrM61 could act down-

stream the Nrp1a signalling pathway, we carried out a �cross-rescue� experiment by overexpressing

DrM61, either ubiquitously or selectively in SMN, in a Nrp1a morphant context. To this aim, we co-

injected MOnrp1a morpholino together with DrM61Spastin mRNA (Figure 6, F-G) in Tg(Hb9 :GFP)

embryos or only MOnrp1a in triple transgenic Tg(mnGFF7; UAS :GFP; UAS :DrM61-HA) embryos

speci�cally expressing both the GFP and Spastin short isoform in SMN (Figure 6, H-J). Importantly,

both ubiquitous and SMN-targeted overexpression of DrM61 Spastin partially rescued the aberrant

exit of SMN soma from the spinal cord of Nrp1a morphants while overexpression of DrM1 failed
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to alleviate these migratory defects (Figure 6, F-J). Furthermore, among the remaining misplaced

SMN soma in MOnrp1a-injected Tg(mnGFF7; UAS :GFP; UAS :DrM61-HA), 89% did not express

DrM61-HA (i.e., HA negative; Figure 6, J) while the vast majority of SMN soma (74%), located

outside the spinal cord of MOnrp1a-injected Tg(mnGFF7; UAS :GFP; UAS :DrM1-HA) transgenic

larvae, overexpressed DrM1 (i.e., HA positive; empty arrowheads; Figure 6, H, J). These results

thus unveiled a speci�c role for DrM61 as a downstream e�ector of Neuropilin-1a signalling in spinal

motor neurons.

Discussion

This �rst functional analysis of spastin main isoforms in vivo reveals their critical and speci�c

involvement in two distinct developmental signalling pathways that are both essential for motor

circuit wiring and locomotion in a vertebrate model. We here provide compelling evidence for a

concerted role for DrM1 spastin and HSP-causing proteins atlastin-1 and NIPA1 in the inhibition

of the BMP pathway and unexpectedly unveil a speci�c role for DrM61 spastin as a downstream

e�ector of Neuropilin-1a signalling in developing motor neurons. Our work thus contributes to a

better understanding of the molecular pathogenic mechanisms involved in SPG4 -linked HSP and

suggests that the haploinsu�ciency of both M1 and M87 most likely triggers axonal degeneration

through parallel pathogenic pathways, including defective Neuropilin-1 and BMP signalling, the

latter emerging as a major pathway whose dysregulation is implicated in di�erent forms of HSP.

Multiplying spastin function through alternative translation. Mutations in spastin- encod-

ing SPG4 are the most frequent cause of HSP, a heterogeneous group of neurodegenerative diseases

characterized by a retrograde axonopathy of the corticospinal tracts (21, 24). We and others previ-

ously showed that dysregulation of microtubule (MT) dynamics associated with the lack of spastin

MT-severing activity is critical for motor axon development and/or homeostasis in invertebrate and

vertebrate model organisms (32-34, 36-39). However, due to the growing interest in this major HSP-

associated ATPase, the characterisation of its function in various cellular processes has progressively
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added to the richness of its functional diversity but simultaneously complicated the comprehensive

understanding of SPG4 -linked HSP physiopathology. Indeed, spastin main isoforms have so far

been involved in many cellular processes such as ER shaping (M1; 28), lipid droplet homeostasis

(M1; 29), endosomal tubule �ssion (M1 and M87; 27), although the causal connection between their

dysfunction and HSP axonopathy remains to be precisely determined. A major challenge in the

�eld thus aims at deciphering the functional impact of each spastin isoforms, and to identify the

HSP-causing culprit(s) among them, which happen(s) to be critical for the development and homeo-

stasis of the motor system. To tackle this key question in SPG4 -linked HSP, we undertook the �rst

comparative loss-of-function analysis of spastin main isoforms in vivo, using a morpholino-based

strategy to speci�cally block its synthesis from each initiation codon during zebra�sh development.

Our study provides a proof of concept that morpholino-induced knockdown analyses coupled with

appropriate rescue experiments and relevant controls represent a suitable and e�cient approach to

speci�cally target the expression of distinct protein isoforms resulting from alternative translation,

unlike conventional si- or sh-RNA gene silencing technologies that mostly trigger the degradation of

the targeted transcript (54). This strategy allowed us to unmask a critical, speci�c and evolutionary

conserved role of each spastin isoform in motor circuit wiring and larval locomotion. While M1 was

previously shown to carry out key cellular functions through its exclusive transmembrane hairpin

domain (28-29), our functional analysis identi�es a speci�c role for DrM61 in SMN migration and

axon targeting, which is further supported by (i) its contrasted subcellular distribution with respect

to DrM1, (ii) the striking di�erences in SMN and locomotor defects between ATG1 and ATG2

morphants and (iii) the inability of M1 to rescue the ATG2 morphant phenotype. Furthermore, M1

was so far suggested to play a major role in HSP pathogenesis based on its enrichment in the adult

spinal cord (40), its speci�c interaction with HSP-causing proteins (28, 41-43) and the deleterious

e�ects associated with the overexpression of M1 truncated or pathogenic forms (60-61). However,

our loss-of-function analyses, which re�ect the haploinsu�ciency associated with the vast majority

of SPG4 mutations (23-25), demonstrate that the loss of DrM61 function, independently of any im-

pact on DrM1 function, is at least as detrimental for developing motor neurons as that of DrM1 in a

vertebrate model organism. These results thus highlight the importance of alternative translation in
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spastin multifunctionality, as shown for the exponentially growing number of transcripts subjected

to alternative translation, which unlimitedly extends the variability and complexity of these protein

functions (62). Our data also suggest that haploinsu�ciency of each isoform may concomitantly

trigger axonal degeneration through distinct pathogenic pathways.

DrM61 acts downstream Neuropilin-1a signalling. We have here identi�ed a speci�c role for

DrM61 Spastin as a downstream e�ector of the Neuropilin-1a (Nrp1a) pathway in developing motor

neurons. Interestingly, the signalling induced by the interaction between the mouse Semaphorin3A

(Sema3A) and its receptor Nrp1 was shown to be essential for the midline crossing of corticospinal

axons at the pyramidal decussation (63). Furthermore, this axon guidance pathway was incriminated

in an early onset form of X-linked HSP (SPG1 ) caused by mutations in the gene encoding the cell

adhesion molecule L1-CAM (64), which is a co-receptor of Nrp1 required for Sema3A-mediated axon

repulsion (63). Notably, Nrp1-mediated signalling recently emerged as a key pathogenic pathway

and thereby an actionable therapeutic target in two other neurodegenerative disorders a�ecting

motor neurons (65-66). Altogether, these data suggest that defective Nrp1 signalling associated

with M87 spastin de�ciency could contribute to SPG4 -linked HSP by altering corticospinal tract

development and/or maintenance. How would M87 regulate this axon guidance pathway? Since

the primary structure of M87 spastin is entirely contained within the M1 sequence, this shorter

form probably displays a default functional speci�city, which would rely on a �ne-tuned expression

ratio between spastin long and short isoforms, with M87 being predominantly expressed, as well as

on the accurate targeting of M1-containing hexamers to membranous compartments. One plausible

hypothesis could be that a pool of cytosolic hexamers exclusively composed of short isoforms (DrM61

or M87) could coordinate the MT disassembly, which is required for Sema3A-induced growth cone

collapse or migration, together with the MT-associated Sema3A e�ector CRMP2 (67). Notably, the

knockdown of the zebra�sh CRMP2 orthologue also leads to aberrant exit of SMN soma outside

the spinal cord (68), as shown for the depletion of DrM61 and Nrp1a. This hypothesis based on

a �ne-tuned ratio between M1 and M87/M61 may partially explain how intragenic modi�ers (e.g.,

E43Q, S44L, P45Q) worsen the phenotype associated with SPG4 pathogenic mutations. Indeed,
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these modi�ers that are located in the N-terminal part of M1 were shown to alter a PEST motif

involved in M1 degradation (69) and/or a cryptic promoter partly driving M87 expression (70).

These intragenic variants could thus modify the ratio between spastin main isoforms at the expense

of M87 and thereby decrease the cytosolic pool of M87 primarily a�ected by pathogenic mutations,

which would reduce Nrp1 signalling below the critical threshold required for development of the

corticospinal tracts.

DrM1 is a BMP inhibitor. Over the last decade, the up-regulation of BMP signalling has

emerged as a common pathogenic pathway in �ve di�erent genetic subtypes of HSP (10-11, 13-16).

Moreover, it was suggested to contribute to SPG4 -linked HSP based on the increased phosphoryla-

tion of its canonical readout Smad1/5, which was associated with spastin knockdown in HeLa cells

(12). We have con�rmed these in vitro �ndings by unravelling a speci�c role for M1 as a BMP

inhibitor required for vertebrate motor circuit wiring. The knockdown of DrM1 leads to SMN axon

path�nding defects that strikingly mimic those associated with (i) the depletion of HSP-causing

BMP inhibitors Atlastin-1 and NIPA1 or (ii) the overexpression of a constitutively active version

of BMPRI; and (iii) these defects are partially rescued by the genetic inhibition of the BMP path-

way. Moreover, our functional analysis revealed a cooperative role for two key AD-HSP partners,

atlastin-1 and spastin, in the inhibition of the BMP pathway, which ascertains the major role of BMP

signalling in HSP physiopathology. In addition, the key role of this signalling pathway in motor cir-

cuit homeostasis is further supported by its involvement in the pathogenicity of two other disorders

a�ecting the motor system, amyotrophic lateral sclerosis and spinal muscular atrophy (71-72), as

well as in motor axon regeneration following spinal cord injury (17). How would the M1 isoform of

the MT-severing spastin participate in the regulation of this pathway? NIPA1, atlastin-1 and spartin

were shown to modulate BMP signalling through the regulation of BMP receptor tra�cking (11-12,

14, 45). Furthermore, both spastin-depleted HeLa cells and the zebra�sh motor growth cones of

ATG1 morphants were shown to exhibit abnormal endosomal tubulation, which was associated with

defective tra�cking of transferrin receptors in the mammalian cells (27). Therefore, M1 most likely

acts in concert with these HSP proteins to control BMP receptor tra�cking and plasma membrane
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concentration, which may in�uence motor neuron responses to extracellular BMP signals. Interest-

ingly, BMP signalling regulates MT stability and axonal transport homeostasis in the motor neurons

of the Drosophila (11, 14). Thus, the overactivation of BMP signalling associated with M1 de�ciency

may contribute to the axonal swelling phenotype of cultured cortical neurons from spastin knockout

mice and the iPSC-derived neurons from HSP patients, by enhancing the defects in MT dynamics

and axonal transport that are primarily induced by the lack of spastin severing activity (36-39).

In conclusion, the functional analyses of genes responsible for neurodegenerative disorders have

gradually unveiled critical molecular links between neurodegenerative processes and key develop-

mental signalling pathways mediated by axon guidance molecules (65-66, 73-74). Although their

role as neuronal circuit wirers has been well established, the dissection of their physiological and/or

pathological functions in the adult nervous system represents an important area for future research

in the �eld of neurodegenerative disorders, which should provide priceless information on their po-

tential use as tractable therapeutic targets.

Methods

Zebra�sh maintenance

Zebra�sh embryos (Danio rerio) were obtained from natural spawning of wild-type or transgenic

Tg(Hb9 :GFP) (56), Tg(mnGFF7;UAS :GFP) (52-53), Tg(Hsp70 :DN-BMPR1-GFP) (58) and the

newly generated Tg(UAS :DrM1-Spastin-HA), Tg(UAS :DrM61-Spastin-HA), Tg(UAS :CA-BMPRI-

HA) derived from the published line (57), and Tg(HspGal4-ACR) lines. All embryos were maintained

at 28°C in E3 medium and staged by hour post-fertilisation (hpf) and gross morphology according

to Kimmel et al. (75). Pigment formation was prevented by adding 0.2 mM of 1-phenyl-2-thiourea

(PTU, Sigma) to the E3 media past the prim-5 stage. To induce transgene expression from Hsp

promoters, larvae were heat-shocked for 60 minutes at 40°C in pre-warmed E3 medium using a

thermomixer (Eppendorf).
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Constructs and generation of transgenic lines

Zebra�sh spastin cDNA was obtained from the IMAGE clone n°4725923, including 121 bases up-

stream of the ATG initiation codon. It was subsequently ampli�ed and HA-tagged by PCR and

cloned into pCS2+ using the XhoI/XbaI restriction sites (pCS2+DrSp-HA). Targeted mutagenesis of

the �rst ATG was performed using the megaprimer PCR method (pCS2+DrSp-HAMutATG1) while

the mutagenesis of the second ATG codon was carried out using the QuickChange site-directed

mutagenesis kit (Stratagene) and a set of complementary primers (pCS2+DrSp-HAMutATG2).

The DNA constructs used to generate the Tg(UAS :DrM1-HA) and Tg(UAS :DrM61-HA) transgenic

lines were composed by assembling the three elements below in the following order: (i) a SacII-SwaI

fragment of plasmid `T2 US E1B Cit UAS E1B MCS ACR' (a kind gift from Sebastian Gerety

& David Wilkinson) composed of an `alpha-crystallin:mRFP' cassette for screening purposes (ii)

a SwaI-AvrII fragment containing a promoter module made of 5 UAS sites followed by a minimal

promoter and short leader sequence (76) and (iii) a SpeI-NotI fragment containing the full-length

DrSp-HAMutATG1 or DrSp-HAMutATG2 cDNAs followed by the SV40 3'UTR and polyadenylation

signal of the pCS2+ vector. These resulting constructs were cloned into pBluescrit SKI-SceI (77) to

yield (UAS :DrM61-HA) and (UAS :DrM1-HA) plasmids respectively, and injected at 30pg/egg into

freshly fertilised zebra�sh eggs together with the I-SceI endonuclease (Roche). Injected �sh were

raised to adulthood and screened for germline transmission by detecting the red �uorescence in the

lens of their progeny at 72 hpf. The Tg(UAS :DrM1-HA) and Tg(UAS :DrM61-HA) transgenic lines

were established from these positive carriers.

For the Tg(UAS :CA-BMPRI-HA) line, the constitutive active form of BMP type 1a receptor (78) was

PCR-ampli�ed and HA-tagged from a `pME-MCS-ca-BMPR1-HA' construct (a kind gift from Elise

Cau & Patrick Blader; 57) using the following primers: AvrII-zBMPRIa-CA_FOR: 5'-TACGCGCCT

AGGCAATTTGACAATGCGTCAGC-3' and Not1-HA-zBMPRIa-CA_REV: 5'-TTTTCCTTTTGCGG
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CCGCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGTGAGATTTTAATGTCTTGAGATTCC-3', then

cloned in the place of spastin cDNA in the (UAS :DrM61-HA) plasmid using the AvrII/NotI restric-

tion sites. Transgenic �sh were generated and identi�ed as described above. The Tg(HspGal4-ACR)

line has been established in David Wilkinson's lab.

Human spastin cDNAmutated on the second ATG (encoding M1) was obtained from a pIRESspastin-

m87 construct provided by Evan Reid's lab (27). Since this contruct had no 5'UTR that is re-

quired for the regulation of spastin isoform ratio, we ampli�ed a 245-bp fragment corresponding

to human SPG4 5'UTR from human genomic DNA (kindly provided by Catalina Betancur) and

cloned it in pIRESspastin-m87, using the EcoRI site located upstream the �rst initiation codon of

SPG4 (primers Nhe-AvrII-spastinUTR_FOR: 5'-attGCTAGCCTAggcccgagccaccgactgcagg-3' and

Eco-spastinUTR_REV: 5'-ggcGAATTCATtcacagctctcactgcc-3'). M1-spastin cDNA including the

5'UTR was next subcloned in the place of zebra�sh spastin cDNA in the (UAS :DrM61-HA) plasmid

using AvrII/NotI restriction sites to yield the (UAS :M1-HA) construct. In the (UAS :M1K-HA)

construct, the 5'UTR sequence was removed and the initiation codon was placed immediately after

the 5'-ACTTTGAGCTCCTCCACACGAATTGCTAGC-3' Kozak leading sequence, which provides

a more favourable translation initiation context. (UAS :M87-HA) was generated by targeted muta-

genesis of the (UAS :M1-HA) construct using the megaprimer PCR method. All human spastin

constructs were subcloned in the pCS2+ vector and in vitro transcribed using the SP6 mMessage

mMachine kit (Ambion).

Morpholinos and RNA injections

Morpholino oligonucleotides (MO) targeting each translation start site of zebra�sh spastin mRNA

and the initiation codon of NIPA1 mRNA, as well as control mismatch or universal MOs were

developed by GeneTools (Philomath, USA) and designed as follows:

� MOspATG1: 5'-ATTCATTCACCCTTCTCGGGCTCTC-3';

� MOspATG2: 5'-GCTGAAACAGCCACCGAAGAAGCC-3',

� COMOspATG1: 5'-ATTGATTCAGCCTTGTCGCGCTGTC-3',
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� COMOspATG2: 5'-GCTCAAACACCCAGCGAACAAGGC-3',

� MONIPA1 : 5'-GGGTCTCGTCCATAAATATGTGCGA-3',

� MOscr: 5'-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3',

MOs were injected at two-cell stage. MOspATG1, COMOspATG1 and MONIPA1 were injected at 0.4

pmol/embryo while MOspATG2, COMOspATG2, MOatl (10), MOnrp1a (59) and MOscr were injected

at 0.2 pmol/embryo. For rescue experiments, mRNAs were in vitro transcribed from linearized

pCS2+ constructs using the SP6 mMessage mMachine kit (Ambion) and injected at one-cell stage

at 200pmol per embryon.

Touch-escape response test and manual tracking

Locomotor behaviour of control, spastin morphant and rescued larvae were assessed at 72-hpf by

performing a touch-escape response test. A tactile stimulus was applied on each larva with a pair of

forceps and their escape behaviour was recorded under a Leica M165 C binocular stereomicroscope

equipped with a Leica IC80 HD camera. Swimming speed and covered distance of each larva

were quanti�ed using the Manual Tracking plugin (ImageJ software; National Institutes of Health,

Bethesda, MD). Stereotypic movement patterns of the touch-evoked startle response were recorded

under a Leica M165 FC binocular stereomicroscope equipped with a DFC 345 FX camera. C-bend

maximal body curvature angles were manually scored from the videos as described previously (79).

Whole-mount immunohistochemistry

Zebra�sh embryos or larvae were �xed in 4% paraformaldehyde for 2 hours at room-temperature,

washed with PB-T1% (1% Triton X-100 in PBS), permeabilized in a 0.25% trypsin solution (at

25°C) after 24-hpf, blocked for 2 hours in PB-T1% supplemented with 10% of normal goat serum

and subsequently incubated overnight with zn-5 (1/200; ZIRC, University of Oregon), GFP (1/1000;

Molecular Probes) and/or HA (1/100; Roche) antibodies. After several washes in PBT1%, larvae
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were incubated overnight at 4°C with Alexa Fluor 488 or 555 conjugated Goat anti-mouse, -rabbit or

-rat antibodies (1/1000, Molecular Probes). Images were acquired using a �uorescence microscope

equipped with an Apotome module (Zeiss, Axiovert 200M) and processed with the ImageJ software.

Each �gure corresponds to a projection image from a z-stack of 2-µm thick sections.

In vivo time-lapse videomicroscopy

MOspATG1, MOspATG2 and MOscr-injected Tg(Hb9 :GFP) transgenic embryos were anesthetized at

40 hpf with tricaïne and embedded in 0.8% low melting agarose in a 35-mm glass dish (Iwaki).

Time-lapse videomicroscopy recordings of sMN axon navigation were carried out using a Leica DMI

6000B inverted spinning-disk microscope with a 40x/1.25 NA immersion objective over a period of

32 hours. Z-stacks of 1-µm thick planes were taken over 70µm depth every 8 minutes and compiled

into time-lapse movie or �gure panels.

Cell culture, transfection and immunocytochemistry

COS-7 cells were cultured in DMEM supplemented with 10% foetal calf serum at 37°C under 5%

CO2. cDNA constructs were transfected using Lipofectamine 2000 according to the manufacturer's

instructions (Life Technologies) with a DNA:Lipofectamine ratio of 1:1.5. Cells were �xed 24 h post-

transfection in a 4% PFA/4% sucrose solution for 20 min, blocked in PBS-BSA3% supplemented

with 5% normal goat serum and incubated with HA (1:100, Roche) and Tyrosinated tubulin (1:4000,

Sigma) antibodies. After several washes in PBS, cells were incubated with appropriate Alexa Fluor

conjugated secondary antibodies.
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Western blot analysis

COS-7 cells and zebra�sh embryos were lysed in SDS-lysis bu�er (25 mM sodium phosphate pH

7.2, 5 mM EDTA, 1% SDS) and SDS sample bu�er (0.5 µl per embryo; 1M Tris-HCl pH 6.8/ 10%

glycerol/ 5% β-mercaptoethanol/ 3.5% SDS) respectively, supplemented with a cocktail of protease

inhibitors (Roche). A total of 10 µg of zebra�sh protein extracts and 5 µg of total protein lysates

from COS-7 mock and transfected cells were electrophoresed into 10% SDS-PAGE gel and transferred

onto nitrocellulose membranes. Immunoblotting was performed after overnight incubation at 4°C

with HA (1:5000), spastin86-340 (1/1000; ref 31), H2b (1/16000) or actin (1/10000) antibodies.

Immunostained proteins were visualized using appropriate peroxydase-labeled antibodies (Jackson

ImmunoResearch) and a chemiluminescence detection system (Santa Cruz Biotechnology). DrM1-

and DrM61-levels were estimated by quantifying blot band density normalized to H2b values (ImageJ

software).

Statistics

Each experiment has been reproduced at least three times independently. Statistical analyses of

spastin isoform expression levels, swimming behaviour and sMN phenotypes were carried out in

GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA). Statistical signi�cance was evaluated using

the Kruskal�Wallis ANOVA test with Dunn's post-test for samples assuming non Gaussian distri-

bution or using One-Way ANOVA test with Bonferroni's post-test for samples assuming Gaussian

distribution. Data represent mean ± SEM. P values less than 0.05 were considered signi�cant.
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Legends to �gures

Figure 1: Two main spastin isoforms are synthesized during zebra�sh development

through alternative usage of two initiation codons.

(A) Alignment of spastin cDNA sequences surrounding the �rst and second ATG from di�erent

vertebrate species. Kozak sequences surrounding the �rst and second ATG are boxed in red and

blue respectively. Asterisks indicate conserved nucleotides. (B) Schematic representation of the

di�erent spastin constructs used in the present study. Crosses indicate mutagenized ATG. (C-E)

Zebra�sh spastin transcript drives the synthesis of two main spastin isoforms through alternative

translation start sites. (C) Western blot analysis of Spastin expression in COS-7 cells transfec-

ted or not (not transfected, NT) with the di�erent spastin constructs (see panel B) using HA and

spastin86-340 antibodies. (D) Both zebra�sh Spastin isoforms display a microtubule-severing activ-

ity in vitro. Immunolabelling of Spastin and microtubules in COS-7 cells overexpressing DrM1

or DrM61-HA using HA (red) and Tyrosinated tubulin (green) antibodies. Dotted lines surround

transfected cells. Both exogenous DrM1 and DrM61 dismantle the microtubule network. Scale

bar: 20µm. (E) Western blot analysis of exogenous Spastin expression from protein extracts of

tailbud embryos injected or not with in vitro transcribed mRNAs from the di�erent spastin con-

structs using HA antibody. (F) The expression ratio between Spastin isoform varies during zebra�sh

development. Western blot analysis of Spastin main isoforms during zebra�sh development, using

spastin86-340 antibody. Proteins extracts from tailbud embryos that were injected with spastin-HA

mRNA and revealed using an HA antibody, were used as a benchmark to identify endogenous full-

length DrM1 and DrM61. (G) Spastin exon 4 is alternatively spliced during zebra�sh development.

RT-PCR analysis of spastin transcripts at both the tailbud stage and 24 hpf using primers �ank-

ing the exon 4 of the zebra�sh spastin gene. (H) Distinct subcellular distribution of Spastin main

isoforms in spinal motor neurons in vivo. Immunolabelling of 28-hpf Tg(mnGFF7;UAS :DrM1-HA)

and Tg(mnGFF7;UAS :DrM61-HA) transgenic embryos with an HA antibody. Arrows point out the

punctate distribution of DrM1-Spastin along the axon shaft while empty arrowheads indicate its

speci�c enrichment in spinal motor growth cones. Scale bars: 10µm.
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Figure 2: The knockdown of each spastin isoform di�erentially alters larval locomotion.

(A) The knockdown of Spastin main isoforms using a morpholino-based strategy. MOspATG1 and

MOspATG2 morpholinos were designed to block Spastin synthesis from the �rst (M1) or the second

ATG (M61). (B) Western blot analysis showing the e�ciency of Spastin isoform knockdown.

Spastin expression was analysed in protein extracts from tailbud embryos injected with MOspATG1,

MOspATG2 or their corresponding control morpholinos using an HA antibody. H2b was used as a

loading control. (C) Quanti�cation of DrM1 and DrM61 band density normalised to H2b values

(A.U., arbitrary units), from four independent experiments. ***p≤0.001; One-Way ANOVA test

with Bonferroni's post test. Error bars are SEM. (D) Overall morphology (upper panels) and lo-

comotor behaviour (bottom panels) of 72-hpf larvae injected with MOspATG1 (n=301), MOspATG2

(n=182) or control morpholinos (COMOspATG1, n=199 and COMOspATG2, n=194). Tracking ana-

lysis of 72-hpf control and morphant larvae in a touch-escape response test. Each line represents

the trajectory of one larva after touch stimulation while the dotted circle radius symbolizes the

mean swimming distance covered by all larvae. Scale bars: 1mm. (E) Quanti�cation of the mean

swimming distance. (F) Quanti�cation of the mean swimming speed. (G-H) Touch-evoked startle

response of 72-hpf COMOspATG1 (n=25), COMOspATG2 (n=24), MOspATG1 (n=48) and MOspATG2

(n=46) larvae. (G) Representative time series of control and spastin morphant larvae responding to

a tactile stimulation. Arrowheads point out the characteristic high body curvature (called C-bend),

occurring after the touch stimulation. ATG2 morphants are unable to make the C-bend movement.

Scale bar: 2mm. (H) Maximal C-bend body curvature angle of the startle responses. (E-F, H)

***p≤0.001; Kruskal�Wallis ANOVA test with Dunn's post test. Error bars are SEM.

Figure 3: ATG1 and ATG2 morphants exhibit di�erent spinal motor neuron defects.

(A) Immunolabelling of secondary motor neurons (sMN) in 72-hpf COMOspATG1 (n=29), COMOspATG2

(n=29), MOspATG1 (n=41) and MOspATG2 (n=32) Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae using zn-5 an-

tibody. Lateral views of the trunk, anterior to the left. Dotted lines indicate the horizontal myo-

septum (i.e., axon guidance choice point). Arrowheads point out misguided rostral nerves of ATG1
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morphants while arrows indicate the ectopic sorting of sMN soma from the spinal cord of ATG2

morphants. Empty arrowheads and asterisks indicate missing rostral and dorsal nerves respect-

ively, in ATG1 and ATG2 morphant spinal hemisegments. Scale bar: 50µm. (B-E) Quanti�cations

of sMN defects in at least 24 spinal hemisegments of 72-hpf control and spastin morphant larvae.

*p≤0.05; ***p≤ 0.001; Kruskal�Wallis ANOVA test with Dunn's post test. Error bars are SEM. (F)

Distinctive navigational behaviour of ATG1 and ATG2 morphant sMN axons at the choice point.

Representative stills of time-lapse recordings of sMN axon outgrowth monitored in 32 spinal hemiseg-

ments of 40 to 72-hpf Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae injected with MOspATG1, MOspATG2 or a

control morpholino (MOscr). Arrowheads indicate the aberrant caudal turning of ATG1 morphant

sMN rostral axons at the horizontal myoseptum (dotted line) while empty arrowheads point out the

erroneous ventral growth of ATG2 morphant sMN axons beyond this choice point. Arrows track the

aberrant migration of sMN soma along motor tracts of ATG2 morphants. Scale bar: 50µm.

Figure 4: Spastin main isoforms have non-overlapping functions in spinal motor neuron

development and locomotor behaviour.

(A-G) Rescue experiments of ATG2 morphant phenotypes by M1, M1K or M87 mRNAs. (B)

Western blot analysis (bottom panel) of exogenous spastin expression using an HA antibody in

wild-type embryos injected with human spastin (SPG4 ) mRNAs used for rescue experiments and

schematized in the upper panel. The Kozak sequence surrounding the �rst ATG ofM1 transcript has

been replaced by an optimal consensus sequence (M1K mRNA) to boost M1 expression. Actin was

used as a loading control. (H-L) Rescue experiments of ATG1 morphant phenotypes byM1,M1K or

M87 mRNAs. (A, H; upper panels) Immunolabelling of secondary motor neurons (sMN) in 72-hpf

control, morphant and �rescued� (i.e., co-injected with MOspATG1 or MOspATG2 together with each

version of human spastin mRNAs) Tg(Hb9 :GFP) larvae using zn-5 and GFP antibodies. (A) Arrows,

empty arrowheads and asterisks indicate mispositioned sMN, missing rostral and dorsal nerves,

respectively. (H) Arrowheads indicate misguided rostral nerves. Scale bars, 50µm. (A, H; middle

panels) Overall morphology of 72-hpf control, morphant and �rescued� larvae. (A) Arrowheads point

out yolk tube agenesis and asterisks indicate smaller eyes. (H) Arrows indicate curved tails. Scale
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bars: 1mm. (A, H; bottom panels) Tracking analysis of 72-hpf control, morphants and �rescued�

larvae in a touch-escape response test. Each line shows the trajectory of one larva after the stimulus.

Dotted circle radius symbolizes the mean swimming covered distance. Scale bars: 1mm. (C-G and

I-L) Quanti�cations of sMN defects in 24 spinal hemisegments (C-E and I-J), mean swimming

covered distances (F and K) and speed (G and L) of 72-hpf control, morphant and �rescued� larvae.

N value for each larval group has been indicated under the corresponding histogram bar. *p≤0.05;

***p≤ 0.001 versus control larvae; ##p≤0.01; ###p≤0.001 versus morphants; Kruskal�Wallis

ANOVA test with Dunn's post test. Error bars are SEM.

Figure 5: DrM1 controls secondary motor axon targeting through BMP inhibition like

Atlastin-1 and NIPA1.

(A, C, E, G) Immunolabelling of secondary motor neurons (sMN) at 72 hpf using zn-5 (A, G),

zn-5 and HA (C) or zn-5 and GFP antibodies (E). Lateral views of the trunk, anterior to the left.

Arrowheads indicate misguided rostral nerves. Scale bars: 50µm. (B, D, F, H) Mean percent-

age of misguided rostral nerves. Quanti�cations were performed on 24 spinal hemisegments per

larva. The N value for each larval group has been indicated under the corresponding histogram bar.

**p≤0.01, ***p≤0.001 versus internal controls; $$$p≤0.001 for co-injection comparison; #p≤0.05

versus morphant larvae; Kruskal�Wallis ANOVA test with Dunn's post test. Error bars are SEM.

(A-B) sMN analysis in larvae injected with MOspATG1, MOatl, MONIPA1 or control (MOscr) mor-

pholinos. (C-D) sMN analysis in non-heat-shocked or heat-shocked Tg(HspGal4-ACR;UAS :CA-

BMPRI-HA) and heat-shocked Tg(HspGal4-ACR) transgenic larvae. (E-F) sMN analysis in larvae

injected with sub-e�cient doses of MOspATG1, MOspATG2 or MOatl morpholinos or co-injected with

the same sub-e�cient doses of MOatl and MOspATG1 or MOspATG2 morpholinos. (G-H) sMN ana-

lysis in non-heat-shocked or heat-shocked Tg(Hsp70 :DN-BMPR1-GFP) transgenic larvae injected

with MOspATG1, COMOspATG1, MOatl, MONIPA1 and MOscr morpholinos.
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Figure 6: DrM61 acts as a downstream e�ector of Neuropilin-1a signalling in motor

neurons.

(A-C) Neuropilin-1a (nrp1a) morphants show misrouted motoneuron soma as shown for ATG2

morphants. (A) Analysis of secondary motor neurons (sMN) in 72-hpf Tg(Hb9 :GFP) transgenic

larvae injected with MOnrp1a, MOspATG2 or MOscr morpholinos using zn-5 and GFP antibod-

ies. (B) Representative stills of time-lapse recordings showing SMN behaviour in 40 to 72-hpf

Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae injected with MOnrp1a (n=5 larvae; n=32 spinal hemisegment

monitored). Arrows track the aberrant migration of SMN soma along motor axon tracts of Nrp1a

morphants. Scale bar: 10µm. (D) Spinal motor neuron (SMN) analysis in 72-hpf Tg(Hb9 :GFP)

transgenic larvae injected with sub-e�cient doses of MOspATG1, MOspATG2 or MOnrp1a or co-

injected with the same sub-e�cient doses of MOnrp1a and MOspATG1 or MOspATG2 morpholi-

nos. (F) SMN analysis in 72-hpf Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae injected with control (MOscr) or

MOnrp1a morpholinos or co-injected with MOnrp1a and DrM1- or DrM61-spastin mRNA. (H)

SMN analysis in 72-hpf Tg(mnGFF7;UAS :GFP), Tg(mnGFF7;UAS :GFP;UAS :DrM61-HA) and

Tg(mnGFF7; UAS :GFP;UAS :DrM1-HA) transgenic larvae using HA and GFP antibodies. (A,

D, F, H) Lateral views of the trunk, anterior to the left. Arrows indicate mispositioned SMN

soma. Scale bars: 50µm. (H) Empty arrowheads indicate misplaced HA-positive SMN. (C, E, G,

I) Mean number of mispositioned SMN per larva (quanti�ed on 24 spinal hemisegments/larva). (J)

Percentage of misplaced HA-positive or -negative SMN per larva (quanti�ed on 24 spinal hemiseg-

ments/larva). (C, E, G, I-J) The number of larvae analysed per group (n) is mentioned under each

corresponding histogram bar. **p≤0.01; ***p≤ 0.001 versus internal controls; $$$p≤0.001 versus

single injection of each morpholino ###p≤ 0.001 versus morphant larvae; ��p≤0.01; ���p≤0.001

HA-positive versus -negative SMN; Kruskal�Wallis ANOVA test with Dunn's post test. Error bars

are SEM.
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Figures

Figure 1: Two main spastin isoforms are synthesized during zebra�sh development

through alternative usage of two initiation codons.
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Figure 2: The knockdown of each spastin isoform di�erentially alters larval locomotion.
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Figure 3: ATG1 and ATG2 morphants exhibit di�erent spinal motor neuron defects.
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Figure 4: Spastin main isoforms have non-overlapping functions in spinal motor neuron

development and locomotor behaviour.
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Figure 5: DrM1 controls secondary motor axon targeting through BMP inhibition like

Atlastin-1 and NIPA1.
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Figure 6: DrM61 acts as a downstream e�ector of Neuropilin-1a signalling in motor

neurons.

200



Dysregulation of key developmental signalling pathways in SPG4-linked spastic paraplegia

Legends to Supplemental Materials

Supplemental Figure 1: COMOspATG1 and COMOspATG2 morpholinos do not alter

zebra�sh morphology, locomotion and SMN development.

(A-B) Overall morphology (A) and locomotor behaviour of 72-hpf larvae injected with COMOspATG1(n=51),

COMOspATG2 (n=51) or MOscr (n=51) morpholinos. (B) Tracking analysis of 72-hpf larvae injec-

ted with COMOspATG1 ,COMOspATG2 or MOscr morpholinos. Each line represents the trajectory

of one larva after touch stimulation. Dotted circle radius symbolizes the mean covered swimming

distance. Scale bars: 1mm. (C-D) Quanti�cation of the mean swimming covered distance (C) and

speed (D). No statistical di�erences were observed between each group of larvae; Kruskal�Wallis

ANOVA test with Dunn's post test. Error bars are SEM. (E) Immunolabelling of sMN in 72-hpf

Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae injected with COMOspATG1 (n=34), COMOspATG2 (n=34) or MO-

scr (n=35) morpholinos using zn-5 and GFP antibodies. Lateral views of the trunk, anterior to the

left. Scale bar: 50µm. Each group of larvae show normal SMN development.

Supplemental Figure 2: Overexpression M1, M1K or M87 does not a�ect the morpho-

logy, mobility and SMN development of control morpholino-injected larvae.

(A, C-D) Overexpression of M1 or M87 in COMOspATG2 injected larvae. (B, C-D) Overexpression

of M1 or M87 in COMOspATG1 injected larvae. (A, B; upper panels) Immunolabelling of sMN

in 72-hpf COMOspATG2 (A) or COMOspATG1 (B) Tg(Hb9 :GFP) larvae overexpressing or not M1

or M87, using zn-5 and GFP antibodies. Lateral views of the trunk, anterior to the left. Scale

bars: 50µm. Each group of larvae (at least 29 larvae per group) show normal SMN development.

(A, B; middle panels) Overall morphology of 72-hpf COMOspATG2 (A) or COMOspATG1 (B)

Tg(Hb9 :GFP) larvae overexpressing or not M1 or M87. Scale bars: 1mm. (A, B; bottom panels)

Tracking analysis of 72-hpf COMOspATG2 (A) or COMOspATG1 (B) Tg(Hb9 :GFP) larvae overex-

pressing or not M1 or M87 in a touch-escape response test. Each line represents the trajectory

of one larva after touch stimulation. Dotted circle radius symbolizes the mean swimming covered
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distance. Scale bars: 1mm. (C-D) Quanti�cations of the mean swimming covered distance (C) and

speed (D). N value for each larval group is indicated under the corresponding histogram bar. No

statistical di�erences were observed between the di�erent groups of larvae; Kruskal�Wallis ANOVA

test with Dunn's post test. Error bars are SEM.

Supplemental Figure 3: Speci�c involvement of DrM1 in the BMP signalling pathways.

(A) Co-injection of COMOspATG1 or COMOspATG2 control morpholinos with sub e�cient doses

of MOatl morpholino does not perturb rostral nerve targeting. (A) Immunolabelling of sMN in

72-hpf larvae injected with low doses of COMOspATG1, COMOspATG2 or MOatl morpholinos or

co-injected with COMOspATG1 or COMOspATG2 and MOatl morpholinos using zn-5 and GFP an-

tibodies. Lateral views of the trunk, anterior to the left. Scale bars: 50µm. Each group of larvae

(at least 20 larvae per group) show normal SMN development. (B-D) Genetic inhibition of the

BMP pathway does not improve the morphology and locomotor behaviour of ATG1 morphants.

Overall morphology (B, upper panels) and tracking analysis (B, bottom panels) of non-heat-shocked

or heat-shocked 72-hpf Tg(Hsp70 :DN-BMPR1-GFP) transgenic larvae injected with MOspATG1 or

COMOspATG1 morpholinos. (E-J) Genetic inhibition of the BMP pathway has no bene�cial e�ect

on ATG2 morphant phenotypes. (E) sMN analysis (left panels), overall morphology (upper right

panels) and locomotor behaviour (lower right panels) of non-heat-shocked or heat-shocked 72-hpf

Tg(Hsp70 :DN-BMPR1-GFP) transgenic larvae injected with MOspATG2 or COMOspATG2 morpholi-

nos. (B, E) Each line represents the trajectory of one larva after touch stimulation. Dotted circle

radius symbolizes the mean swimming covered distance. (B) Arrows indicate the curved tail phen-

otype. (E) Arrowheads point out yolk tube agenesis; asterisks indicate smaller eyes. Scale bars:

1mm. (C-D and I-J) Quanti�cations of the mean swimming covered distance (C, I) and speed

(D, J). N value for each larval group has been indicated under the corresponding histogram bar.

***p≤0.001 versus controls; Kruskal�Wallis ANOVA test with Dunn's post test. (E, left pan-
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els) Immunolabbeling of sMN using zn-5 and GFP antibodies. Empty arrowheads and asterisks

indicate missing rostral and dorsal nerves respectively. Arrows indicate misplaced sMN. Scale bar:

50µm. (F-H) Quanti�cations of sMN defects (in 24 spinal hemisegments/larva). ***p≤0.001 versus

COMOspATG2; Kruskal�Wallis ANOVA test with Dunn's post test. Error bars are SEM.

Supplemental Figure 4: Co-injection of COMOspATG1 or COMOspATG2 control mor-

pholinos with sub e�cient doses of MOnrp1a morpholino does not a�ect SMN devel-

opment.

Immunolabelling of sMN in 72-hpf larvae injected with low doses of COMOspATG1 (n=28), COMOspATG2

(n=37) or MOnrp1a (n=48) morpholinos or co-injected with COMOspATG1 (n=37) or COMOspATG2

(n=39) and MOnrp1a morpholinos using zn-5 and GFP antibodies. Lateral views of the trunk, an-

terior to the left. Scale bars: 50µm. Each group of larvae shows normal SMN development.

Supplementary Video 1, A-D: ATG1 and ATG2 morphants show obvious and di�erent

locomotor de�cits.

Monitoring of touch-evoked escape behaviours of 72-hpf larvae injected with MOspATG1 (Supplementary

Video 1, A), COMOspATG1 (Supplementary Video 1, B), MOspATG2 (Supplementary Video

1, C) and COMOspATG2 (Supplementary Video 1, D).

Supplementary Video 2, A-C: Distinctive navigational behaviour of ATG1 and ATG2

morphant sMN axons at the choice point.

Time-lapse recording of sMN axon outgrowth in 40-72hpf Tg(Hb9 :GFP) transgenic control (MO-

scr, Supplementary Video 2, A), MOspATG1 (Supplementary Video 2, B) and MOspATG2

morphant (Supplementary Video 2, C) larvae using a spinning disk microscope. The white line

indicates the horizontal myoseptum. Frames were taken every 8 minutes.
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Supplementary Video 3: Navigational behaviour of nrp1a morphant sMN.

Time-lapse recording of sMN outgrowth in 40-72hpf Tg(Hb9 :GFP) transgenic larvae injected with

MOnrp1a using a spinning disk microscope. The white line indicates the horizontal myoseptum.

Frames were taken every 8 minutes.

Supplemental Materials

Supplemental Figure 1: COMOspATG1 and COMOspATG2 morpholinos do not alter

zebra�sh morphology, locomotion and SMN development.
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Supplemental Figure 2: Overexpression M1, M1K or M87 does not a�ect the morpho-

logy, mobility and SMN development of control morpholino-injected larvae.
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Supplemental Figure 3: Speci�c involvement of DrM1 in the BMP signalling pathways.
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Supplemental Figure 4: Co-injection of COMOspATG1 or COMOspATG2 control mor-

pholinos with sub e�cient doses of MOnrp1a morpholino does not a�ect SMN devel-

opment.
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Discussion

I Y a t-il une redondance fonctionnelle entre la spastin et la p60-

katanin ?

(Article 1, Ten Martin et al., soumis)

La spastin et la p60-katanin, qui appartiennent au même sous-groupe dit � méiotique � d'ATPases,

présentent des homologies signi�catives de séquence et de fonction. En e�et, ces deux membres

de la superfamille des AAA (pour ATPases Associées à Diverses Activités Cellulaires) sont deux

enzymes de cassure des MTs, enrichies dans le système nerveux, qui se sont révélées essentielles à la

croissance axonale de di�érentes populations de neurones tant in vitro qu'in vivo (Ahmad et al., 1999;

Karabay et al., 2004; Wood et al., 2006; Riano et al., 2009; Butler et al., 2010; Vitriol and Zheng,

2012). Toutefois, la déplétion de l'une dans de neurones en culture ne semble pas être compensée

par la présence de l'autre puisque des phénotypes cellulaires émergent après la perte de fonction

de chacune d'entre elles (Ahmad et al., 1999; Karabay et al., 2004; Riano et al., 2009). En outre,

l'haploinsu�sance de la spastin, qui semble être le mécanisme le plus fréquemment incriminé dans

les PSH associées à des mutations dans le gène SPG4, n'est clairement pas contrebalancée par la

présence de la p60-katanin dans les neurones corticaux. Il a été proposé que la p60-katanin ne pouvait

pas compenser la fonction de la spastin à l'âge adulte, car l'expression de cette protéine samouraï

diminue considérablement après la naissance (Yu et al., 2005; Solowska et al., 2008). Cependant, il

est à noter que les niveaux d'expression de la p60-katanin sont signi�cativement plus élevés comparés

aux contrôles dans des cellules souches induites de patients SPG4 (Havlicek et al., 2014).

Au cours du développement, il semblerait qu'il n'y ait pas non plus de réelle redondance fonctionnelle

entre ces deux protéines et que, bien que très similaires, la spastin et la p60-katanin aient des fonctions

indépendantes, même quand elles agissent au sein d'un même processus cellulaire. Par exemple, lors

de l'anaphase mitotique, la spastin stimule la dépolymérisation des MTs par la kinesin 13 à partir

des bouts � - � en les libérant de leur ancrage au centrosome alors que la p60-katanin casse les

MTs à partir de leurs bouts � + � pour cette fois les libérer de leur ancrage au kinétochore et

les rendre ainsi accessible à cette même kinesin dépolymérisante (Zhang et al., 2007a). De plus,

ces deux enzymes semblent participer di�éremment au développement neuritique. En e�et, on note
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l'apparition de branches surnuméraires dans des neurones en culture surexprimant la spastin ce

qui n'est pas observé lors de la surexpression de la p60-katanin (Figure 44 ; Yu et al., 2008b). Il a

été proposé que cette di�érence d'action entre ces deux MSE (pour Microtubule-Severing Enzyme)

pouvait être due à la � protection � du réseau axonal de MTs par la protéine stabilisatrice Tau :

ainsi, la p60-katanin ne pourrait casser les MTs décorés par Tau alors que la spastin ne serait pas

bloquée par la présence de cette MAP (pour Microtubule-Associated Protein) (Figure 44 ; Qiang

et al., 2006; Yu et al., 2008b).

Figure 44 � Les activités de cassure des microtubules portées par la spastin et la
p60-katanin ne semblent pas redondantes. (A-C) Seule la surexpression de la spastin dans
des neurones entraîne une augmentation du nombre de branches. Neurones hippocampiques surex-
primant EGFP (A), EGFP-p60-katanin (B) ou EGFP-spastin (C). (D-G) La protéine stabilisatrice
tau protègerait les MTs de la cassure par la p60-katanin et n'aurait que peu d'e�et sur l'activité de
cassure de la spastin. Marquage de la tubulin dans des �broblastes de rat exprimant la P60-katanin
(D,E), la spastin (F,G) et la protéine tau (E,G). Modi�é de Yu et al. 2008b.

Nos travaux chez des embryons de poisson-zèbre montrent que les défauts de l'architecture axonale

des neurones moteurs spinaux suite à la perte de la p60-katanin ne peuvent être sauvegardés par la

surexpression de la spastin, qu'elle soit ubiquitaire ou motoneurone-spéci�que grâce à l'utilisation

du système UAS/GAL4 (Ten Martin et al., Article 1). Ces résultats con�rment donc les expériences

de knockdown isolé de la spastin ou de la p60-katanin, qui ont toutes deux un impact sur le déve-

loppement des motoneurones spinaux du téléoste, mais dont la perte de l'une n'est pas compensée
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par la présence de l'autre dans ces neurones embryonnaires in vivo (Wood et al., 2006; Butler et al.,

2010). Quels mécanismes in ou ex vivo pourraient expliquer les di�érences fonctionnelles de ces deux

enzymes dont les activités in vitro sur des MTs polymérisés sur des lames de verre sont pourtant si

proches ?

En plus de la présence de MAPs décorant les MTs qui peuvent in�uencer de façon di�érentielle

leur activité sur le réseau de MTs, les modi�cations post-traductionnelles (ou MPT) de la tubulin,

qui créent par ce biais di�érentes sous-populations de MTs, ont également un impact direct sur

l'activité des protéines interagissant avec ces polymères. En ce sens, la queue C-terminale de la

tubulin (ou CTT pour Carboxy-Terminal Tail) semble être déterminante pour la cassure des MTs

par la spastin ou la katanin puisqu'un traitement à la subtilisin, dégradant cette CTT, confère aux

MTs une résistance face à ces deux MSE (Roll-Mecak and Vale, 2005; Eckert et al., 2012). Ainsi,

les MPT que subit la queue C-terminale de la tubulin participent à la régulation de leur activité

enzymatique. Par exemple, la polyglutamylation de la tubulin, qui avec l'acétylation marqueraient

de façon prédominante les MTs au sein des neurones, jouerait un rôle crucial dans le développement

du système nerveux (Audebert et al., 1994; Janke and Kneussel, 2010; Janke and Bulinski, 2011).

En outre, il a été montré que la polyglutamylation in�uence l'activité de cassure de la spastin et

probablement, mais dans une moindre mesure, celle de la p60-katanin (Lacroix et al., 2010; Valenstein

and Roll-Mecak, 2016). En e�et, les MTs peuvent être `marqués' par des chaînes latérales de résidus

glutamates, de longueur variable, qu'ajoutent les enzymes de type Tubulin Tyrosine Ligase Like (ou

TTLL ; van Dijk et al., 2007). Dans des cellules non neuronales ou in vitro, il a été établi que l'addition

de longues chaînes de glutamates par les enzymes TTLL6, 11 et 7 sur la queue C-terminale de la

tubulin conféraient aux MTs une plus grande sensibilité à la cassure par la spastin et que l'activité

de cette dernière était donc �nement régulée par le degré de polyglutamylation engendré par ces

TTLL (Lacroix et al., 2010; Valenstein and Roll-Mecak, 2016). Chez l'embryon de poisson-zèbre, les

transcrits codant les protéines TTLL6 et TTLL11 sont tous deux fortement enrichis dans le système

nerveux embryonnaire, et en particulier dans la moelle épinière (Pathak et al., 2011). Comme ces deux

polyglutamylases, dont les activités étaient jusqu'ici indistinguables, modulent clairement l'activité

de la spastin et que la polyglutamylation de la tubulin par TTLL6 semble générer l'accumulation
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de la P60-katanin sur les MTs (Lacroix et al., 2010), nous avons cherché à savoir quel(s) est/sont

le(s) rôle(s) de ces TTLL et quels liens elles entretiennent avec nos deux MSE d'intérêt au cours du

développement du système nerveux du poisson-zèbre. Nos travaux ont montré que la surexpression

d'une et une seule de ces TTLL, TTLL6, permettait de sauvegarder les défauts de trajectoire axonale

des motoneurones spinaux suite à la perte de fonction de la p60-katanin (Ten Martin et al., Article 1).

Nous avons donc pu compléter les travaux de Lacroix et al. (2010), en montrant que la p60-katanin,

à l'image de la spastin, subit l'in�uence de la polyglutamylation par la TTLL6 in vivo. Notre étude

établit également que cette MPT a un impact sur la navigation axonale des neurones moteurs spinaux

et donc sur la formation des circuits moteurs, et ce, entre autres, via la régulation de l'activité de ces

MSE. En outre, nous avons identi�é une di�érence fonctionnelle entre ces deux polyglutamylases qui

n'étaient pas di�érenciées dans la littérature jusqu'ici. En e�et, non seulement la perte de TTLL6

n'engendre pas les mêmes défauts de croissance et de navigation axonales des motoneurones que

le knockdown de TTLL11 mais, de plus, la surexpression de l'une ne peut compenser la perte de

l'autre dans le développement des circuits moteurs, et réciproquement. Une question demeure :

est-ce que la polyglutamylation par la TTLL6 accroît l'activité de la p60-katanin résiduelle dans

le contexte du knockdown de cette MSE ou au contraire permet-elle d'activer anormalement la

spastin à des � postes de travail � du neurone embryonnaire qu'occupe uniquement la p60-katanin

en conditions physiologiques ? Le traitement de cultures primaires de neurones hippocampiques de

rat par le peptide amyloïde induit une accumulation anormale de la protéine tau dans les dendrites,

qui, à son tour, stimule la cassure des MTs par la spastin, activée par l'invasion simultanée de la

protéine TTLL6 et la polyglutamylation accrue des MTs dans ces dendrites (Zempel et al., 2013).

Ces données pourraient suggérer que le sauvetage par TTLL6 du phénotype axonal engendré par le

knockdown de la p60-katanin serait dû à une désinhibition de l'activité de cassure de la spastin qui

� succèderait � à sa grande s÷ur samouraï de MTs dans ce contexte.

Alternativement, la protéine tau, qui protège les MTs de la cassure par la p60-katanin (Qiang et al.,

2006; Yu et al., 2008b), présente une a�nité variable pour les MTs selon le degré de polyglutamy-

lation de ces polymères (Boucher et al., 1994). En e�et, l'ajout de 1 à 3 résidus glutamate(s) sur

la queue C-terminale de la tubulin stimule l'interaction entre Tau et les MTs, qui est au contraire
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inhibée si la chaîne de glutamates est composée de plus de 4 à 5 résidus (Boucher et al., 1994).

Or les polyglutamylases de type TTLL6 et 11 sont plus clairement impliquées dans l'élongation

des chaînes de glutamates sur la queue CTT de la tubulin que dans l'initiation du processus de

glutamylation comme l'est TTLL7 (van Dijk et al., 2007). Or même TTLL7 est capable d'ajouter

des chaînes de glutamates de di�érentes longueur in vitro (supérieure ou égale à 8 Glu) et cette

variabilité de taille des chaînes in�ue directement, et à quelques résidus glutamates près, sur l'ac-

tivité de cassure des MTs exercée par la spastin (Valenstein and Roll-Mecak, 2016). Au vu de nos

résultats, on pourrait donc faire l'hypothèse, que dans les neurones moteurs spinaux de poisson-

zèbre, l'enzyme TTLL6 ajoute une chaîne conséquente de glutamates mais d'une longueur di�érente

à celle qu'ajoute TTLL11, et que cette chaîne de glutamates, potentiellement supérieure à 3 résidus,

pourrait perturber l'interaction de Tau avec les MTs (Boucher et al., 1994), et booster ainsi l'activité

résiduelle de la p60-katanin après knockdown, sans impliquer sa protéine s÷ur, la spastin. En�n, la

di�érence fonctionnelle observée in vivo entre les deux polyglutamylases à longues chaînes, TTLL6

et TTLL11, pourrait être également expliquée par l'ajout de chaînes de glutamates à des positions

di�érentes sur la queue C-terminale de la tubulin, ce qui, couplé à des longueurs de chaînes variables,

permettraient une régulation �ne et complexe de l'activité de cassure exercée par la p60-katanin ou

la spastin.

Dans cette étude, nous avons donc établi que ces deux enzymes de cassure des MTs ont un impact

distinct sur la croissance et surtout la navigation des axones des motoneurones spinaux, et avons

mis à jour le rôle de la polyglutamylation de la tubulin dans la formation des circuits moteurs.

Notre travail révèle donc le deuxième exemple de modi�cations post-traductionnelles (MPT) de la

tubulin, avec le phénomène de tyrosination/détyrosination du dernier résidu de la queue C-terminale

de l'α-tubulin, qui participent à des processus de croissance et de navigation axonales au cours du

développement des circuits neuronaux (Erck et al., 2005; Marcos et al., 2009). Une troisième MPT des

MTs, l'acétylation de la tubulin, est très abondamment enrichie dans les neurones embryonnaires et

en particulier dans les axones en croissance ou matures (Janke and Kneussel, 2010). Or, l'acétylation

de la tubulin a également un impact sur l'activité de cassure des MTs exercée par la p60-katanin. En

e�et, dans des �broblastes et des neurones de rat en culture, l'inhibition de l'histone déacétylase 6

215



Discussion

(HDAC6) entraîne une augmentation de l'acétylation des MTs, ce qui a pour e�et de favoriser la

cassure de ces polymères acétylés par la p60-katanin mais n'a que peu d'e�et sur l'activité de sa

petite s÷ur, la spastin (Sudo and Baas, 2010). Parallèlement, des mutations nulles de la p60-katanin

chez Tetrahymena provoque une augmentation massive du taux de MTs acétylés (Sharma et al.,

2007) et réciproquement, la surexpression de la déacétylase HDAC6 chez la drosophile permet de

sauver le phénotype des jonctions neuromusculaires (i.e., un excès de boutons synaptiques) associé à

la surexpression de la p60-katanin (Mao et al., 2014). Toutefois, comme HDAC6 contrôle également

l'acétylation d'autres substrats susceptibles d'in�uencer le réseau de MTs, comme la cortactin (Zhang

et al., 2007b), il serait intéressant d'étudier l'éventuelle implication de l'acétylation des MTs dans la

formation des circuits moteurs d'embryons de poisson-zèbre, sauvages ou déplétés en p60-katanin,

et ce via la modulation de l'expression de la tubulin acetyl transferase αTAT1 (ou MEC-17 ; Akella

et al., 2010).

II Un rôle di�érentiel pour les deux isoformes majoritaires de la

spastin

(Article 2, Jardin et al., soumis)

S'il est clair aujourd'hui que la régulation de la dynamique des MTs assurée par la spastin est cru-

ciale pour le développement et l'homéostasie des circuits moteurs, son implication dans de nombreux

processus cellulaires rend plus ardue la compréhension des mécanismes pathogéniques à l'origine des

PSH liées au gène SPG4. Cependant, la synthèse de deux isoformes majoritaires par l'utilisation al-

ternative de deux codons initiateurs de la traduction (ATG1 et ATG2) sur le transcrit SPG4 suggère

que la spastin puisse � répartir � ses multiples fonctions entre ses di�érentes formes (Claudiani et al.,

2005). Depuis la découverte des deux isoformes longue (ou M1) et courte (ou M87) de la spastin

(Claudiani et al., 2005), certaines études ont cherché à déterminer le(s) rôle(s) spéci�que(s) de cha-

cune d'entre elles, via l'identi�cation de leurs partenaires d'interaction, ce qui pouvait suggérer leur

localisation subcellulaire. D'autres analyses ont consisté à surexprimer dans des cellules en culture

l'une ou l'autre de ses deux isoformes, en utilisant des constructions d'ADNc de SPG4, mutées sur
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l'ATG2 (expression spéci�que de l'isoforme longue, M1), sur l'ATG1 ou des constructions débutant

à l'ATG2 (expression sélective de l'isoforme courte, M87). Toutefois, aucune étude n'a étudié les

conséquences de la perte de fonction spéci�que de l'une ou de l'autre des isoformes majeures de la

spastin à ce jour.

Des di�érences en matière de domaines structuraux, partenaires d'interaction et localisation sub-

cellulaire (Claudiani et al., 2005; Sanderson et al., 2006; Connell et al., 2009; Park et al., 2010;

Papadopoulos et al., 2015) ont jusqu'ici suggéré une implication prédominante de l'isoforme longue

(M1) dans la pathogénèse de cette maladie. En e�et, l'isoforme M1, bien que minoritaire en ni-

veau d'expression, est plus particulièrement enrichie dans le système nerveux dans son ensemble, y

compris chez l'adulte (Claudiani et al., 2005; Solowska et al., 2008). En outre, les 86 acides aminés

N-terminaux spéci�ques à la séquence de M1 lui confèrent la possibilité d'interagir sélectivement

avec des partenaires dont certains sont impliqués dans d'autres formes de PSH, comme atlastin-1,

REEP1 et reticulon 2 (Sanderson et al., 2006; Evans et al., 2006; Park et al., 2010; Montenegro

et al., 2012).

Cependant, les expériences de surexpression des di�érentes formes de la spastin présentent certains

inconvénients pour l'identi�cation de leur(s) fonction(s) physiologique(s) sachant que les niveaux

d'expression de chaque isoforme sont �nement régulés au cours du temps et en fonction des di�é-

rentes populations de neurones pour maintenir un rapport bien dé�ni, principalement en faveur de

l'isoforme courte (Claudiani et al., 2005). Par exemple, la surexpression d'isoformes porteuses d'une

mutation ponctuelle (M1_C448Y et M87_C448Y) ou tronquées (M1_STOP et M87_STOP) dans

des neurones de rat en culture a pu conduire à des conclusions discutables quant à la cytotoxicité de

l'isoforme longue mutée et à l'implication exclusive de M1 dans la pathogénèse des PSH (Solowska

et al., 2008). En e�et, les niveaux massifs de protéines surexprimées ne sont en rien comparables

aux taux d'expression endogènes de chacune de ces isoformes. Et, il en va de même pour une se-

conde étude du même groupe qui montre des défauts de croissance neuritique consécutifs à la seule

surexpression de M1_C448Y dans des neurones en culture ainsi qu'un dé�cit locomoteur chez des

drosophiles transgéniques surexprimant cette même isoforme longue mutée (Solowska et al., 2014).
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Les di�érences de niveaux entre le taux de M1 endogène et celui engendré par la surexpression

de M1_C448Y ou M1_STOP proscrivent toute comparaison entre ces modèles cellulaires ou ani-

maux et les mécanismes pathogéniques impliqués chez les patients porteurs de mutations à l'état

hétérozygote.

C'est pourquoi nous avons cherché à déterminer la contribution spéci�que de chaque isoforme de la

spastin dans la pathogénèse des PSH liées au gène SPG4 en réalisant une analyse comparative de leur

fonction au cours du développement des circuits moteurs du poisson-zèbre. Dans ce but, nous avons

ciblé les deux sites d'initiation de la traduction (ATG1 et ATG2) à l'aide d'oligonucléotides antisens

ou morpholinos, après avoir mis en évidence que ces deux ATG étaient bien fonctionnels lors du

développement de ce téléoste. Ces morpholinos nous ont permis, d'une part, de bloquer sélectivement

le deuxième codon initiateur (ATG2), conduisant à la seule expression de l'isoforme longue chez

les morphants dits ATG2, et d'autre part, d'inhiber la quasi-totalité de la production de l'isoforme

longue tout en bloquant une partie de l'expression de la forme courte chez les morphants ATG1. Ainsi,

contrairement au morpholino dirigé contre ATG1 qui diminue partiellement la traduction à partir de

l'ATG2, le morpholino dirigé contre l'ATG2 ne pouvait perturber l'initiation de la traduction à partir

de l'ATG1 dans la mesure où un morpholino ne montre aucune e�cacité s'il s'apparie au-delà d'une

vingtaine de paire de bases en aval du codon initiateur ciblé (Nasevicius and Ekker, 2000). L'usage

des morpholinos, assez décriés ces dernières années pour leurs e�ets aspéci�ques (ou � o�-target �,

Kok et al., 2015), couplé à des expériences de sauvetage appropriées et à l'usage concomitant de

morpholinos contrôles nous ont permis d'appréhender la fonction de ces isoformes in vivo chez un

modèle vertébré par l'analyse des phénotypes de perte de fonction. Cette approche, fondée sur l'usage

des morpholinos s'est ainsi révélée e�cace pour réaliser le knockdown de chacune de ces isoformes

codées par un unique transcrit, contrairement aux stratégies d'ARN interférence utilisant les si- ou

sh-RNA qui, en grande majorité, conduisent à la dégradation du transcrit ciblé (Summerton, 1999).

Nous avons ainsi pu montrer que les deux isoformes majoritaires de la spastin chez le poisson-zèbre

(notées DrM1 pour Danio rerio M1, et DrM61, l'équivalent de la M87 chez l'homme ou la M85

chez les rongeurs) participaient di�éremment à la formation des circuits moteurs de la moelle. En

e�et, la déplétion de l'une ou de l'autre de ces isoformes conduit à des défauts de navigation axonale
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des neurones moteurs spinaux distincts, ce qui entraîne di�érents dé�cits locomoteurs, spéci�ques

de la perte majoritaire de l'isoforme longue ou de celle de la courte. De plus, nos expériences de

sauvetage croisé des phénotypes causés par le knockdown d'une de ces isoformes par l'autre ont

révélé l'absence de redondance fonctionnelle entre ces deux isoformes de la spastin, ce qui souligne à

nouveau leur spéci�cité fonctionnelle. Nos travaux nous ont également permis de mettre en évidence

l'implication de DrM1 et de DrM61 dans deux voies de signalisation moléculaire distinctes : (i)

l'isoforme DrM1 serait impliquée dans le développement des motoneurones via son rôle régulateur

de la voie des BMP de concert avec d'autres protéines de PSH comme l'atlastin-1 et NIPA1 ; et

(ii) nous avons identi�é un rôle inédit et spéci�que de DrM61 dans la migration neuronale et le

navigation axonale en lien avec la signalisation du récepteur Neuropilin-1. Nos résultats suggèrent

donc que les isoformes majeures de la spastin, M1 et M87, pourraient toutes deux contribuer de

manière di�érente mais simultanée à la pathogénèse des PSH. En e�et, si DrM1/M1 conserve sa

place de coupable idéal en lien avec la voie moléculaire des BMP la plus fréquemment incriminée

dans les PSH, avec pas moins de six formes concernées à ce jour (SPG3A/atlastin-1, Fassier et al.,

2010 ; SPG4/spastin M1, Tsang et al., 2009 & nos travaux ; SPG6/NIPA1, Wang et al., 2007 &

Tsang et al., 2009 ; SPG20/spartin, Renvoisé et al., 2012 & Nahm et al., 2013 ; SPG39/Pnpla6,

Song et al., 2013 ; et SPG42/SLC33A1, Mao et al., 2015), nous allons voir ci-dessous que la voie

induite par la �xation des ligands semaphorins sur les récepteurs neuropilin-1 n'en est pas moins

importante pour le développement et l'homéostasie des faisceaux cortico-spinaux.

Dans nos deux études fonctionnelles de deux gènes de PSH (Fassier et al., 2010 ; Jardin et al., sou-

mis), le poisson-zèbre a été un modèle idéal pour identi�er les voies moléculaires dans lesquelles nos

protéines d'intérêt, l'atlastin-1 et la spastin, s'intégraient. Les avantages évidents de ce modèle ver-

tébré, abondamment décrits dans la littérature, comme la conservation fonctionnelle de ses génome

et protéome au cours de l'évolution, mais également la similarité des mécanismes moléculaires et

cellulaires impliqués dans le développement du système nerveux (Babin et al., 2014), ainsi que la

transparence de ses embryons et larves permettant le suivi de processus cellulaires et développemen-

taux in vivo, lui confèrent une place de choix dans le Panthéon des modèles animaux. Toutefois,

a�n de se rapprocher de la physiopathologie des PSH, il est important d'observer la contribution
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de ces voies de signalisation au phénotype cellulaire décrit chez les patients et reproduit dans des

modèles de cellules souches induites ou chez un modèles de mammifères, telles que les souris knockout

(KO) pour le gène SPG4 (Tarrade et al., 2006; Kasher et al., 2009; Denton et al., 2014; Havlicek

et al., 2014). La suite de mon travail impliquera donc l'utilisation de neurones corticaux issus d'em-

bryons de souris KO SPG4 en culture primaire, a�n de con�rmer l'importance de ces deux voies

de signalisation, BMP et Semaphorin/Neuropilin-1, dans l'apparition du phénotype princeps de ces

neurones, les dilatations axonales (Tarrade et al., 2006; Kasher et al., 2009; Fassier et al., 2013),

et par le biais de test d'e�ondrement (collapse) des cônes de croissance de ces neurones en réponse

à ces molécules de signalisation (Figure 45). En outre, dans le but d'a�ner nos analyses chez le

poisson, nous avons généré deux lignées transgéniques porteuses de mutations tronquantes localisées

après le premier ATG (et donc potentiellement mutée pour l'isoforme longue exclusivement), ou

juste en aval de l'ATG2 (mutant nul pour les deux isoformes de la Spastin) par la technique de

CRISPR/Cas9 qui nous permettront d'étudier l'impact de ces mutations sur le développement mais

également l'homéostasie des circuits moteurs chez le poisson adulte (Figure 45). De plus, il serait

intéressant de déterminer si la mutation tronquante située entre les deux codons ATG chez l'homme

(p.51fs1X ; Proukakis et al., 2003) permet toujours l'expression de l'isoforme courte comme cela avait

été suggéré précédemment (Claudiani et al., 2005), ce qui renforcerait les arguments en faveur de

l'implication de la forme longue et donc de la voie des BMP dans la pathogénèse des PSH.

Figure 45 � Contribution respective des modèles souris et poisson-zèbre à l'analyse des
voies de signalisation dérégulées par les isoformes DrM1/M1 ou DrM61/M87 dans le
développement et la dégénérescence des circuits moteurs.
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III L'isoforme courte en tant qu'e�ecteur de la signalisation

Semaphorin/Neuropilin-1

Si l'isoforme longue de la spastin demeurait le suspect privilégié dans la pathogénèse des formes de

PSH liées au locus SPG4, certains arguments dans la littérature nous laissaient entrevoir qu'une

altération spéci�que de l'isoforme courte pouvait être aussi délétère pour l'homéostasie des faisceaux

nerveux a�ectés. En e�et, il existe des variants intragéniques comme S44L et P45Q (Svenson et al.,

2004; Schickel et al., 2007), qui engendrent une avancée de l'âge d'apparition de la maladie couplée à

l'aggravation des symptômes des patients porteurs d'une mutation dans le gène SPG4. Ces variants

� modi�cateurs � sont positionnés dans la séquence primaire de l'isoforme longue, au sein d'une

région (acides aminés 23-45) comprenant à la fois un motif PEST nécessaire à la dégradation de

l'isoforme M1 (Schickel et al., 2007) et un promoteur cryptique permettant l'expression de l'isoforme

M87 (Mancuso and Rugarli, 2008). Deux hypothèses quant au rôle délétère de ces polymorphismes

ont été avancées, et toutes deux soulignent l'importance de l'isoforme courte, jusqu'alors négligée,

dans la pathogénèse des PSH. (i) Ces polymorphismes pourraient en perturbant le signal induit par

le motif PEST stabiliser l'isoforme longue (Schickel et al., 2007). (ii) Dans le même ordre d'idée,

une altération du promoteur cryptique permettant l'expression massive de l'isoforme courte pourrait

réduire le taux de M87 en comparaison du niveau endogène normal de M1, ce qui perturberait le

ratio entre ces deux isoformes (Mancuso and Rugarli, 2008). Ces variants aggravant le phénotype des

patients SPG4 pourraient donc indirectement modi�er la composition des hexamères de spastin, dont

l'oligomérisation est nécessaire au bon fonctionnement de cette enzyme (Ogura and Wilkinson, 2001;

Roll-Mecak and Vale, 2008), en stabilisant anormalement l'isoforme M1 et en bloquant partiellement

l'expression de M87. Au vu du ratio physiologique d'expression de M1/M87, toujours très déséquilibré

en faveur de l'isoforme courte, la spéci�cité de cette isoforme pourrait donc résider dans la formation

d'hexamères constitués exclusivement de M87, qui ne seraient pas soumis aux mêmes interactions

protéiques et de ce fait pas adressés aux mêmes compartiments cellulaires que les hexamères mixtes
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composés des deux isoformes M1 et M87. On pourrait donc supposer que ces hexamères (M87)6

seraient au vu des niveaux d'expression de M87 principalement a�ectés par l'haploinsu�sance de

la spastin, liée à la grande majorité des mutations de SPG4, ainsi qu'aux variants modi�cateurs de

type S44L et P45Q.

Notre étude comparative de ces deux isoformes majeures de la spastin au cours du développe-

ment du poisson-zèbre suggère également que l'isoforme courte par son lien avec la signalisation

Semaphorin/Neuropilin-1 pourrait également jouer un rôle clé dans la formation et la maintenance

des faisceaux cortico-spinaux chez l'homme. En e�et, dans l'une des nombreuses formes génétiques

de PSH liée au locus SPG1 sur le chromosome X, le gène responsable de la maladie code la molé-

cule d'adhérence L1CAM (Jouet et al., 1994), dont une étude ultérieure a pu montrer qu'elle était

un corécepteur avec Neuropilin-1 (Nrp1) du ligand Semaphorin3A (Sema3A) et que l'interaction

de Sema3A avec ces deux récepteurs Nrp1/L1-CAM était nécessaire à la décussation des faisceaux

cortico-spinaux au cours du développement embryonnaire de la souris (Castellani et al., 2000). En

outre, la signalisation Sema3A/Nrp1 a été également impliquée dans deux autres maladies neu-

rodégénératives a�ectant le système moteur : une neuropathie de Charcot-Marie Tooth de type 2

(CMT2D) et la forme familiale la plus fréquente de sclérose latérale amyotrophique associée à des

mutations dans le gène SOD1 (Venkova et al., 2014; He et al., 2015). D'une part, le gène GARS,

responsable de la neuropathie de type CMT2D, code une Glycyl-tRNA synthetase (GlyRS) qui se lie

anormalement au récepteur Nrp1 et entre en compétition avec l'un de ses ligands clés, VEGF (pour

Vascular Endothelial Growth Factor ; He et al., 2015). D'autre part, les anomalies des jonctions

neuromusculaires et le dé�cit locomoteur des souris mutantes SOD1 G39A sont signi�cativement

améliorés par une injection intrapéritonéale de l'anticorps ciblant le site de liaison entre Nrp1 et

Sema3A (Venkova et al., 2014). Ces deux études, couplées au lien précédemment décrit entre la

forme SPG1 de PSH et à notre étude fonctionnelle des isoformes de la spastin, con�rment l'implica-

tion de cette signalisation Sema3A/Nrp1 dans di�érentes neuropathies a�ectant le développement

et le maintien des neurones moteurs.
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Chez le poisson-zèbre, les neurones moteurs spinaux (NMS) expriment les deux récepteurs de

Sema3A : PlexinA3 et Nrp1a (Feldner et al., 2005; Palaisa and Granato, 2007), alors que les deux

orthologues de Sema3A chez le téléoste sont exprimés aux extrémités dorsale et ventrale du myotome

pour Sema3A1 et dans la partie caudale de chaque somite pour sema3A2 (Feldner et al., 2005). La

trajectoire axonale de ces NMS ainsi que la position de leur corps cellulaire au sein de la moelle

épinière est dépendante de la sécrétion des Sema3A par le myotome, ainsi que de leur interaction

avec leur récepteur Nrp1a à la membrane des NMS (Sato-Maeda et al., 2006, 2008). En e�et, le

knockdown de Nrp1a entraine une sortie anormale des corps cellulaires des NMS dans la périphé-

rie et hors de la moelle, le long de leurs faisceaux d'axones, impliquant que le signal Sema3A est

requis pour restreindre le positionnement des soma des NMS à la moelle épinière (Feldner et al.,

2005). Dans notre caractérisation fonctionnelle de l'isoforme courte DrM61 de la Spastin, nous avons

con�rmé la notion d'autonomie cellulaire pour le récepteur Nrp1a puisque les défauts de migration

des corps cellulaires des NMS associé à la perte de fonction de Nrp1a peuvent être restaurés par la

surexpression exclusive de l'isoforme courte dans les NMS.

Comment expliquer le rôle de cette isoforme courte de la spastin dans la signalisation Sema3A/Nrp1 ?

De façon intéressante, il a été révélé récemment que la protéine CRMP2 (pour Collapsin Response

Mediator Protein-2) joue un rôle important dans le positionnement des corps cellulaires des NMS

chez le poisson-zèbre, et ce, via sa phosphorylation par cdk5 (Morimura et al., 2013). De plus,

CRMP2 agit en aval de la voie Sema3A/Nrp1, dans la mesure où son inhibition par l'addition

d'anticorps sur des neurones en culture abolit l'e�ondrement des cônes de croissance, normalement

induit par la présence de Sema3A (Goshima et al., 1995). En�n, CRMP2 possède une a�nité pour

les dimères de tubulin qui lui confère la capacité d'assembler les microtubules. Or, la phosphorylation

de CRMP2 par cdk5 altère la liaison de CRMP2 à la tubulin, ce qui perturbe la croissance axonale

et la formation de branches dans des cultures primaires de neurones (Fukata et al., 2002; Uchida

et al., 2005). De plus, comme la perte de fonction de CRMP2 chez le poisson-zèbre entraîne un

phénotype très semblable à celui observé chez nos larves déplétées pour l'isoforme courte de la

Spastin, on pourrait formuler l'hypothèse que l'isoforme DrM61/M87 agit en aval de la signalisation

Nrp1a/Sema3A par un remodelage des microtubules réalisé de concert avec CRMP2.
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Comment démontrer par la suite l'implication de la voie Nrp1a/Sema3A dans les PSH liées à des

mutations du gène de la spastin ? Les souris mutantes pour la protéine L1-CAM, impliquée dans une

forme rare de PSH (SPG1 ) présentent une hypoplasie des voies cortico-spinales, due à la � mau-

vaise � décussation de ces faisceaux qui ne traversent plus la ligne médiane (ou midline) pour se

projeter du côté controlatéral et constituer les faisceaux pyramidaux croisés (Jouet et al., 1994;

Cohen et al., 1998). Dans la suite de notre étude, nous étudierons en détail le développement des

faisceaux cortico-spinaux chez les souris knockout SPG4 avec une attention toute particulière sur

la décussation des faisceaux pyramidaux. Dans ce but, nous réaliserons un traçage antérograde des

axones de ces faisceaux à l'aide de l'injection d'un marqueur de type carbocyanine, Dextran, DiI

ou PKH-26 (Kawaguchi et al., 2010) dans le cortex moteur de l'hémisphère cérébral. Par ailleurs,

nous chercherons à savoir si les neurones corticaux des souris knockout SPG4 (Tarrade et al., 2006)

répondent correctement au signal induit par l'interaction entre Sema3A et son récepteur Nrp1, à

l'aide d'une expérience d'e�ondrement (collapse) du cône de croissance. En e�et, les di�érents com-

partiments des neurones corticaux embryonnaires répondent de manière opposée aux signaux des

Semaphorins : les dendrites sont � attirées � tandis que les axones sont repoussés par Sema (Polleux

et al., 1998, 2000). Si la perte de fonction de la spastin entraîne une altération du comportement

des axones et/ou dendrites des neurones mutants en culture après l'ajout de Sema3A dans le milieu,

nous déterminerons laquelle des isoformes de la spastin est responsable de cette réponse par des ex-

périences de sauvetage phénotypique via la transfection de ces neurones. Nous pourrons également

évaluer le rôle de drogues ciblant la dynamique des microtubules (Fassier et al., 2013) sur la réponse

des neurones corticaux mutants au signal Sema3A.
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IV La voie des Bone Morphogenetic Proteins (BMP) dans la pa-

thogénèse des PSH

Ces dix dernières années, la signalisation des Bone Morphogenetic Proteins (ou BMP) a émergé

comme un mécanisme pathogénique commun à di�érentes formes de PSH. En e�et, la protéine

NIPA1 (codée par SPG6 ) joue un rôle dans la dégradation des récepteurs aux BMP (ou BMPR)

en les internalisant et les adressant au lysosome (Wang et al., 2007; Tsang et al., 2009). L'atlastin-1

(codée par SPG3A) est également impliquée dans l'inhibition de la voie des BMP. Chez le poisson-

zèbre et la drosophile, une suractivation de la voie des BMP est détectée dans les neurones moteurs

des animaux déplétés en atlastin-1 (Fassier et al., 2010; Summerville et al., 2016). Par ailleurs,

l'expression de formes mutantes de l'atlastin-1 perturbe le tra�c des récepteurs aux BMP (Zhao and

Hedera, 2013). Notons ici qu'atlastin-1 et NIPA1 interagissent et que cette interaction est abolie

par des mutations pathogéniques, suggérant que ces deux protéines de PSH agissent ensemble dans

l'inhibition de la voie des BMP (Botzolakis et al., 2011). Spartin (codée par SPG20 ) est une protéine

impliquée dans une forme rare de PSH, connue sous le nom de syndrome de Troyer, qui inhibe

également la signalisation des BMP. En e�et, il a été montré dans di�érents modèles cellulaires et

animaux que la perte de fonction de spartin entraîne la suractivation de la voie des BMP (Tsang et al.,

2009; Renvoisé et al., 2012; Nahm et al., 2013). De plus, à l'instar d'atlastin-1 et de NIPA1, spartin

participe à l'internalisation et à la dégradation des BMPR (Nahm et al., 2013). Ajoutons à cette

liste, les protéines PNPLA6 (SPG39 ) et SLC33A1 (SPG42 ) qui jouent, elles aussi un rôle inhibiteur

de la voie des BMP dans des �broblastes de patients et au cours du développement du poisson-zèbre

(Song et al., 2013; Mao et al., 2015). En outre, les drosophiles mutantes swiss cheese (sws, orthologue

chez la mouche de SPG39 ) présentent des défauts typiques de la neurodégénérescence, causés par

la formation de vacuoles, ce qui pourrait suggérer que PNPLA6 inhibe la voie des BMP via une

altération du tra�c membranaire de ses récepteurs (Sujkowski et al., 2015). En�n, il a été proposé

que la signalisation des BMP soit liée aux formes SPG4 de PSH, au vu de l'augmentation anormale de

la phosphorylation de Smad1/5, principaux e�ecteurs de la voie canonique BMP, dans des cellules
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HeLa déplétées pour la spastin (Tsang et al., 2009). Ainsi, notre caractérisation fonctionnelle de

l'isoforme longue de la spastin s'inscrit dans les données de littérature, tout en apportant une preuve

directe de l'implication de la voie des BMP dans les processus de navigation axonale des neurones

moteurs spinaux au cours du développement d'un organisme vertébré.

Au vu de l'interaction spéci�que entre l'isoforme longue de la spastin et l'atlastin-1 (Sanderson et al.,

2006; Evans et al., 2006), on pouvait faire l'hypothèse que la forme M87 ne serait pas, ou à moindre

échelle, impliquée dans la régulation de la signalisation des BMP. Cette hypothèse fut tout d'abord

con�rmée par la similarité des défauts de trajectoires axonales observées chez les embryons morphants

ATG1 et déplétés principalement pour la forme longue DrM1 de la Spastin de poisson-zèbre, ainsi

que chez les morphants atlastin-1 et NIPA1, ce qui renforce la notion d'une interaction de ces trois

protéines dans l'inhibition de la voie des BMP. Par la suite, la double injection de deux morpholinos

(MOspATG1 + MOatl) ou (MOspATG2 + MOatl) à des doses substoechiométriques qui ne donnaient

aucun phénotype en injection simple, nous a permis de montrer que la perte de fonction de DrM1

et de l'atlastin-1 aggrave signi�cativement le phénotype axonal des neurones moteurs, ce qui n'est

jamais observé pour le double knockdown de DrM61 et d'atlastin-1. Nous avons alors cherché à savoir

si le phénotype axonal observé chez nos trois types de morphants était spéci�que d'une dérégulation

de la voie des BMP, indépendamment de la perte de fonction d'une de ces protéines de PSH. Dans

ce but, nous avons utilisé le système UAS/GAL4 pour surexprimer par un choc thermique une

forme dominante négative du BMPR de type I (BMPRI) ou une forme constitutivement active de

BMPRI (Nikaido et al., 1999; Pyati et al., 2005) à un stade précis du développement correspondant

à la croissance axonale des neurones moteurs spinaux (NMS). Nous avons ainsi démontré que la

suractivation de la voie des BMP était nécessaire et su�sante pour engendrer des défauts sévères de

navigation axonale des NMS. De plus, nous avons pu déterminer une fenêtre temporelle de l'e�et de

cette suractivation correspondant à la sortie des axones des NMS hors de la moelle épinière. En outre,

ces défauts de trajectoire axonale observés chez nos morphants MOspATG1, MOatl et MONIPA1 ont

pu être partiellement sauvés par l'expression de la forme dominante négative du BMPRI et donc

l'inhibition génétique de cette signalisation au cours de cette même fenêtre temporelle.
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Ces résultats nous permettent de conclure que la voie des BMP est, d'une part, �nement contrôlée par

plusieurs protéines impliquées dans les PSH, et d'autre part, qu'elle est essentielle au développement

et à la mise en place des circuits moteurs chez les vertébrés. En�n, ce rôle critique de la voie BMP

dans des axonopathie du système moteur a été retrouvé dans d'autres maladies neurologiques de ces

neurones, comme une forme rare de sclérose latérale amyotrophique ou d'amyotrophie spinale, et

impliquée dans la régénérescence axonale à la suite d'un trauma de la moelle épinière (Ratnaparkhi

et al., 2008; Bai et al., 2011; Zhong and Zou, 2014).

A�n de déterminer quel(s) mécanisme(s) en aval de la signalisation BMP contribue(nt) à la patho-

génèse des PSH, il serait probablement riche d'informations d'étudier les liens potentiels entre la

dérégulation de la voie BMP et le défaut de transport axonal observé chez les souris knockout SPG4.

Il a été montré que la signalisation des BMP régule la transmission synaptique des neurones moteurs

via l'organisation du réseau de microtubules (MTs) au niveau des jonctions neuromusculaires de la

drosophile (Ball et al., 2015). De plus, une hausse de la signalisation BMP liée à la perte de fonction

de spartin chez cet arthropode altère la croissance synaptique via une stabilisation anormalement

accrue du réseau de MTs, un phénotype qui peut être sauvé par l'administration de vinblastine, un

agent dépolymérisant des MTs (Nahm et al., 2013). Ainsi, la dérégulation de la signalisation BMP

issue de la perte de fonction de M1 spastin pourrait contribuer au phénotype de dilatations axonales

dû à un défaut de l'activité de cassure des MTs de la spastin et observé dans les modèles murins

knockout spastin mais également dans des neurones dérivés de cellules iPSC de patients SPG4 (Tar-

rade et al., 2006; Kasher et al., 2009; Fassier et al., 2013; Denton et al., 2014; Havlicek et al., 2014;

Connell et al., 2016). Grâce aux cultures primaires de neurones corticaux des souris mutantes pour

la spastin (Fassier et al., 2013), nous pourrons déterminer si la voie des BMP est suractivée dans ces

neurones et si l'utilisation de drogues ciblant la dynamique des MTs parvient à bloquer les consé-

quences de la suractivation de cette voie. En parallèle, l'utilisation d'une drogue, la dorsomorphin

ou le LDN-193189, qui inhibe la voie des BMP pourrait nous permettre de sauver le phénotype de

dilatations axonales chez ces neurones mutants (Yu et al., 2008a; Cannon et al., 2010).
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Une autre piste pour le rôle de l'isoforme M1 de la spastin dans la régulation de la voie des BMP

provient des données émanant de l'étude des autres protéines de PSH régulant cette signalisation. En

e�et, la spastin est localisée au même compartiment cellulaire que la spartin, interagit directement

avec l'atlastin-1, et indirectement (via atlastin-1) avec NIPA1 (Sanderson et al., 2006; Evans et al.,

2006; Renvoisé et al., 2010; Botzolakis et al., 2011; Zhao and Hedera, 2013). Ces données suggèrent

que ces di�érentes protéines de PSH puissent réguler la voie des BMP via un mécanisme cellulaire

commun. Rappelons que la régulation de la voie des BMP par l'atlastin-1, la spartin et NIPA1

passe par l'internalisation et le tra�c endosomal des BMPR (Wang et al., 2007; Tsang et al., 2009;

Fassier et al., 2010; Nahm et al., 2013; Zhao and Hedera, 2013). Par ailleurs, notre équipe a montré

dans le cadre d'une collaboration avec le groupe d'Evan Reid que la perte de fonction de la spastin

dans des cellules humaines en culture ou chez l'embryon de poisson-zèbre entraîne des défauts de

�ssion des tubules d'endosome, associés à une altération du tra�c des récepteurs à la transferrin

dans le modèle cellulaire (TfR ; Allison et al., 2013). Or, les TfR sont nécessaires à la transduction

des signaux BMP au cours de la morphogénèse cranio-faciale (Lei et al., 2016). Ainsi, la forme

longue de la spastin pourrait contrôler la voie des BMP en régulant directement ou indirectement le

tra�c des BMPR a�n de moduler la réponse des neurones moteurs aux signaux BMP émanant des

muscles. Dans la poursuite de nos travaux, il serait intéressant d'analyser les interactions entre ces

protéines de PSH et les di�érents BMPR par des expériences de co-immunoprécipitation. De plus, il

est possible grâce à la transparence des larves de poisson-zèbre de suivre le tra�c des BMPR marqués

en conditions physiologiques ou de knockdown de chacune de ces protéines de PSH. Dans ce but,

nous utiliserons des lignées transgéniques fondées sur le système UAS/GAL4 qui permet l'expression

d'un BMPR tagué dans un type cellulaire donné, couplée à di�érents marqueurs endosomaux tels

que Rab5 (endosomes précoces), Rab7 (endosomes tardifs) ou encore Rab4 (endosomes de recyclage)

fusionnés à la GFP. De plus, par des expériences de transplantation embryonnaire de tissus, nous

suivrons la formation des circuits moteurs face à l'expression ectopique de di�érents ligands BMP

surexprimés dans des tissus musculaires gre�és.
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Qu'en est-il du signal BMP, et accessoirement de sa source de provenance, capables de contrôler

avec précision la migration des cônes de croissance des neurones moteurs spinaux ? Est-ce la voie

canonique ou non canonique qui intervient dans ce phénomène de guidage axonal ? En plus de leur

fonction classique de morphogènes au cours du développement embryonnaire précoce, les molécules

de signalisation comme les BMP sont en e�et connues pour jouer un rôle plus tardif dans le guidage

axonal et l'établissement des jonctions synaptiques au cours du développement du système nerveux

(Charron and Tessier-Lavigne, 2005; Van Battum et al., 2015). Les di�érents ligands BMP se lient

de manière homomérique ou hétéromérique à deux types de récepteurs : les récepteurs de type I

(comprenant ALK2, ALK3 alias BMPRIA et ALK6 alias BMPRIB) et les récepteurs de type II

(incluant BMPRII, ACTRIIA et ACTRIIB). Suite à la liaison du ligand et de ces récepteurs, la

transduction du signal débouche sur l'activation spéci�que de di�érents membres de la famille des

protéines Smad. Une fois la protéine Smad activée par le couple récepteur/ligand, elle va se multimé-

riser à l'aide d'un co-Smad (pour common-mediator Smad), a�n d'être transloquée au noyau où elle

jouera un rôle de régulation de l'expression génique avec d'autres co-activateurs ou co-répresseurs

de la transcription (Liu and Niswander, 2005).

Un des médiateurs de la voie non canonique des BMP a été identi�é comme clé dans la régulation

de ces processus de navigation axonale : il s'agit de la LIMK1 (pour LIM-domain-containing protein

kinase 1). Cette protéine se lie au récepteur BMPRII en l'absence de ligand BMP, ce qui inhibe

son activité de phosphorylation de la co�lin. L'ajout de ligand BMP permet alors de libérer LIMK1

lui permettant de réguler la dynamique de l'actine via l'inactivation par phosphorylation de la co-

�lin (Foletta et al., 2003; Liu and Niswander, 2005). Cette voie non canonique apparait également

centrale dans la réponse du cytosquelette d'actin à d'autres voies de signalisation. En e�et, sa sur-

expression inhibe les e�ets de l'EGF sur la polymérisation de l'actine via la phosphorylation de la

co�lin (Zebda et al., 2000). En�n, un lien clair entre la LIMK1 et la croissance axonale a été établi

chez l'embryon de poulet où l'expression de LIMK1 dans les ganglions dorsaux réprime l'avancée

du cône de croissance et l'extension neuritique via la phosphorylation de la co�lin (Endo et al.,

2003). Mais si le rôle de certains morphogènes dans le guidage axonal a été clairement démontré, les

mécanismes moléculaires en aval qui in�uencent directement le comportement du cône de croissance
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en réponse à ces gradients de morphogènes demeurent obscurs et sujets à controverse. La naviga-

tion du cône de croissance est-elle contrôlée par l'activation de la voie canonique BMP/Smad via la

régulation de la transcription de certains gènes cibles ? Ou par l'activation d'autres d'e�ecteurs des

BMP comme la LIMK1, ou certaines MAP Kinases qui auraient un e�et direct sur le remodelage du

cytosquelette au sein du cône de croissance ? Ou encore par l'action concertée des voies canonique et

non canonique ? Compte tenu de la rapidité avec laquelle le cône de croissance des neurones change

de direction, s'arrête en pause ou se rétracte pour partir du côté opposé, il semble intuitivement peu

probable que cet e�et passe par des modi�cations de la transcription de gènes cibles. En outre, il

a été montré que le changement d'orientation des cônes de croissance induit par l'application d'un

gradient de BMP7 sur des cultures primaires de neurones spinaux de xénope se fait indépendamment

de l'activation de la voie canonique BMP/Smad mais requérait l'activation de la LIMK1 et/ou de

la phosphatase Slingshot par le récepteur BMPRII (Wen et al., 2007). De plus, ces deux protéines

modulent l'activité de la co�lin, et de ce fait contrôlent directement l'organisation du cytosquelette

d'actin et de MTs. Néanmoins, au niveau de la jonction neuromusculaire de la drosophile, le contrôle

de la croissance synaptique par la protéine Gbb (orthologue de BMP) s'accompagne d'une augmen-

tation de la quantité de phospho-Smad dans le noyau du neurone présynaptique (McCabe et al.,

2003) qui engendre l'activation transcriptionnelle de Trio, un facteur d'échange du GTP pour la

protéine G Rac (Rac-GEF ; Ball et al., 2010). En e�et, au cours de la croissance et du guidage de

l'axone, Trio participe au remodelage du cytosquelette d'actin via l'activation de la protéine Rac.

En�n, les travaux antérieurs de l'équipe ont montré que le knockdown de l'atlastin-1 chez l'embryon

de poisson-zèbre provoque une augmentation de la quantité de phospho-Smad1/5/8 dans les noyaux

des neurones spinaux, ce qui suggère que les défauts de trajectoire des NMS pourraient être associés

à une dérégulation de la transcription (Fassier et al., 2010). De nombreuses études à venir seront

nécessaires pour déterminer avec précision, et ce pour chaque type de neurones, si l'in�uence des

BMP sur le guidage axonal passe par (i) une signalisation canonique avec régulation de l'activité
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génique, (ii) non canonique avec un remodelage direct du réseau de MTs et d'actine au sein des cônes

de croissance ou encore (iii) l'action simultanée des deux types de signalisation avec la régulation de

l'expression génique survenant dans un deuxième temps pour conforter la prise de décision du cône

de croissance, médiée en premier lieu par des modi�cations du cytosquelette.
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Nicolas Jardin 
 

ROLE DE LA SPASTIN DANS LE DEVELOPPEMENT DES CIRCUITS MOTEURS ET LEUR 

DEGENERESCENCE DANS LES PARAPLEGIES SPASTIQUES HEREDITAIRES 

 
Résumé 
 
Les mutations du gène SPG4 codant la spastin sont responsables de la forme la plus 
fréquente de Paraplégies Spastiques Héréditaires (PSH), des maladies neurologiques 
caractérisées par une dégénérescence des faisceaux cortico-spinaux. La spastin, ainsi que 
son homologue p60-katanin sont des enzymes de cassure des microtubules (MSE) 
essentielles à la croissance des neurones moteurs spinaux (NMS) chez l’embryon de 
poisson-zèbre mais dont le rôle dans les processus de guidage axonal également dépendant 
des microtubules (MTs) demeurent énigmatiques. 
Les principaux objectifs de ma thèse ont consisté à préciser le rôle et le degré de 
redondance fonctionnelle existant entre ces deux MSE lors de l’établissement des circuits 
moteurs chez ce téléoste et de clarifier les mécanismes pathogéniques à l’origine des PSH 
liées au gène SPG4. 
J’ai tout d’abord contribué à montrer que la p60-Katanin contrôle la trajectoire des axones 
des NMS et la mobilité des larves de façon dose-dépendante et non redondante avec la 
spastin. De plus, notre étude identifie la polyglutamylation des MTs par TTLL6 comme un 
élément clé de l’activité de la p60-Katanin lors de ce processus. 
Sur le même modèle, j’ai révélé un rôle différentiel des isoformes majoritaires de la spastin 
(résultant d’une traduction alternative, M1 et M61) au cours du développement des NMS en 
démontrant un rôle coopératif de M1 et d’autres protéines de PSH dans l’inhibition de la voie 
des BMPs et révélant un rôle pour M61 en aval de la signalisation Neuropilin-1. Ces données 
suggèrent que l’altération de ces deux grandes voies de signalisation essentielles au 
développement des NMS pourrait contribuer à la pathogénèse des formes SPG4. 

 

Abstract 
 
Mutations in SPG4, encoding spastin cause the major form of Hereditary Spastic Paraplegias 
(HSP), a paralytic disorder characterised by the degeneration of the corticospinal tracts. 
Spastin and its close homologue p60-katanin are microtubule-severing enzymes (MSE) 
required for spinal motor neuron (SMN) axon extension during zebrafish development. 
However, their roles in SMN axon navigation which also rely on microtubules (MTs) remain 
elusive. 
My PhD work aimed at refining the functional specificity and redundancy of these MSE 
during motor circuit wiring and clarifying the physiopathology of SPG4-linked HSP. 
I have first contributed to show that p60-Katanin controls SMN axon targeting and larval 
locomotion in a dose-dependent manner. We also demonstrated that Spastin and p60-
Katanin play differential roles in SMN navigation and identified TTLL6-mediated MT 
polyglutamylation as a key event in regulating p60-Katanin activity in this process. 
Concomitantly, I have conducted a functional analysis of spastin main isoforms (resulting 
from alternative translation, M1 and M61) during zebrafish development, which reveals their 
critical and specific involvement in two distinct signalling pathways that are both essential for 
motor circuit wiring and locomotor behaviours. This study has provided compelling evidences 
for a concerted role for M1 and other HSP proteins in the down-regulation of the BMP 
pathway and reveals a specific role for M87 as a downstream effector of Neuropilin-1 
signalling. Altogether, our study emphasizes defective BMP signalling as a key pathogenic 
mechanism in HSP, and shows that dysregulation of the Neuropilin-1 pathway may equally 
contribute to SPG4-linked HSP. 

 


