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1 Abréviations 

aa : acide aminé 

ADAM10 : A Disintegrin And Metalloprotease 10 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

ADNc : Acide DésoxyriboNucléique complémentaire 

Adnp : Activity-dependent neuroprotective protein 

Akt : Protein Kinase B 

APC : Adenomatous polyposis coli 

ARN : Acide RiboNucléique 

ARNm : Acide RiboNucléique messager 

ARP : Actin-Related Proteins 

BDNF : Brain Derived Neurotrophic Factor 

BMCC1 : Bcl2, the adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 2 and the Cdc42 GAP homology BCH 

motif-containing molecule at the carboxy-terminal region 1 

BMP : Bone Morphogenic Protein 

CA1/3 : Cornu Ammonis 1/3 

CAM : Cell Adhesion Molecule 

CaMKII : Ca2+/calmoduline dependent kinase II 

cAMP : cyclic Adenosine Mono-Phosphate 

CDC42 : Cell division control protein 42 homolog 

Cdk5 : Cyclin-dependent kinase 5 

cGMP : cyclic Guanosine Mono-Phosphate 

CLASP : Cytoplasmic linker associated protein 1 

CRMP : Collapsin Response Mediator Protein 

CSPGs : Chondroitin Sulfate Proteoglycans 

CXCL12 : C-X-C motif chemokine 12 

Dab1 : Disabled-1 

DAT : Dopamine Active Transporter 
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DCC : Deleted in Colorectal Carcinomas 

DHHC : aspartate-histidine-histidine-cystein 

DHPase : dihydropyrimidinase 

DRG : Dorsal Root Ganglia 

DsCAM : Down syndrome Cell Adhesion Molecule 

DTI : Diffusion Tensor Imaging 

DYRK2 : Dual Tyrosine-Regulated Kinase 2  

EB1 : Microtubule-associated protein RP/EB family member 1 

Eps15 : Epidermal growth factor receptor substrate 15 

FA : Fraction d'Anisotropie 

Fes : FES proto-oncogene, tyrosine kinase 

Fyn : Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Fyn 

Fz : Frizzled 

GAP : GTPases-Activating Proteins 

GEF : Guanine Exchange Factors  

GFP : Green Fluorescent Protein 

GIPC1 : GIPC PDZ domain containing family, member 1 

GM130 : Golgi Matrix protein 130 

GPI : Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol 

GSK3β : Glycogen Synthase Kinase 3β  

HEK : Human embryonic kidney 

HPA : Hypothalamo-Pituitary Axis 

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique 

ITSN1 : Intersectin 1  

kD : kilo Dalton 

KD : Knock Down  

KI : Knock In 
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KLC1 : Kinesin Light Chain 1 

KO : Knock Out  

LTDP : Long Term Depression 

LTP : Long Term Potentiation 

MAG : Myelin-Associated Glycoprotein    

MAI : Myelin Associated Inhibitor 

MAP : Microtubule Associated Protein 

MAP6d1 : MAP6 domain-containing protein 1 

mcht : medial cortico-hypothalamic tract 

MEMRI : Manganese-Enhanced Magnetic Resonance Imaging 

MLC : Myosin Light Channel 

MM : corps mamillaires 

Mtl : MIG-2-like 

mtt ou mt : Mammillo-Thalamic Tract 

NaV : Voltage-gated sodium channel 

Nedd4-2 : Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4-2 

NGF : Nerve Growth Factor 

NgR : Nogo Receptor 

NLS : Nuclear Localisation Sequence 

NMDA : N-methyl-D-aspartate 

Nrp : Neuropiline 

OMgp : Oligodendrocyte Myelin Glycoprotein 

OTK : Offtrack 

pb : paires de bases 

PC12 : pheochromocytoma 12 

pI : point iso-électrique 

PI3K : PhosphoInositide 3 kinase 
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Pitch : Protein Patched Homolog 1 

Plx : Plexin 

PTP : post-tetanic potentiation 

Rac : Ras-related C3 botulinum toxin substrate 

RhoA : Ras homolog gene family member A 

Rln : Reelin 

RMS : Rostral Migratory Stream 

Robo : Roundabout 

ROCK2 : Rho-associated kinase 2 

Sema : Semaphorin 

Shh : Sonic hedgehog 

SH3 : Srk Homology 3 

Slp1 : Secretory leukocyte protease inhibitor  

SL21 : STOP-like protein 21 kD 

Sra1 : Specifically Rac1-associated protein 1 

SV2 : Synaptic Vesicle protein 2 

+TIPs : positive end-Tracking Protein 

TMEM106B : Transmembrane protein 106B 

TrkB : Tyrosine Receptor Kinase B 

TOAD-64 : Turn On After Division - 64kD 

UNC : Uncoordinated phenotype 

VEGFR2 : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2  

WASP : Wiskott-Aldrich syndrome family protein 

WAVE : WASP-family verprolin-homologous protein 

WT : Wild Type 

Yes : Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Yes 

3T3 : 3-day transfer, inoculum 3 x 105 cells 
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2 Vue d'ensemble de mon projet de thèse. 

 Le cerveau est le siège de la perception, de la cognition et du contrôle du 

mouvement. Ces fonctions sont déterminées par le réseau de connexions entre les milliards 

de neurones qui le composent. Tout dysfonctionnement dans l'établissement de ces 

connexions et dans leur intégrité peut entraîner des maladies neurologiques ou 

psychiatriques. Le guidage axonal nécessaire à la précision de la mise en place de ce réseau 

est assuré par une grande variété de protéines signalisatrices mais aussi de protéines 

transductrices de ce signal qui vont in fine promouvoir ou au contraire inhiber la croissance 

axonale dans une direction donnée. Un des challenges de l'étude de ces mécanismes est 

d'identifier les spécificités de ces protéines au sein de cette multitude de voies de 

signalisations possibles. 

  L'équipe d'Annie Andrieux, dans laquelle j'ai réalisé ma thèse, étudie les protéines 

MAP6. Celles-ci ont été initialement décrites comme des protéines associées aux 

microtubules responsables de la stabilité des microtubules au froid. Les souris déficientes en 

protéines MAP6 sont viables mais présentent, entre autre, des troubles cognitifs et 

comportementaux. Il a été montré que certains de ces phénotypes ne sont pas sans rappeler 

les symptômes observés chez les patients atteints de schizophrénie. Certains des troubles 

comportementaux et biologiques des souris MAP6-KO sont par ailleurs corrigés par 

l'administration de neuroleptiques, traitement classique de cette pathologie. Récemment un 

lien entre les défauts comportementaux de ces souris et des défauts de connectivité 

cérébrale a été mis en évidence. En effet, les cerveaux MAP6-KO présentent un déficit 

axonal se traduisant par une hypoplasie de nombreux faisceaux neuronaux tels que le fornix. 

Ce faisceau de neurones appartient au système limbique contrôlant la mémoire et les 

émotions et son absence peut directement être reliée à certains troubles comportementaux 

observés chez les souris KO MAP6. L'étude plus approfondie des causes de l'absence du 

fornix chez ces souris, a permis de mettre en évidence l'implication de MAP6 dans la voie de 

signalisation induite par la molécule de guidage sémaphorine 3E (Sema3E). Contre  toute 

attente, la délétion des domaines de MAP6 contrôlant ses interactions avec les microtubules 

et l’actine n’altère pas la réponse à la Sema3E. 
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 L'objectif de ma thèse a été de mieux comprendre le rôle de MAP6 dans le guidage 

axonal et en particulier dans la signalisation dépendante de la Sema3E. J'ai tout d'abord 

participé à la poursuite de la caractérisation des défauts neuro-anatomiques des souris KO 

MAP6. Dans ce projet nous nous sommes servis d'acquisitions DTI de haute résolution afin 

de compléter l'identification des altérations de connectivités neuronales des cerveaux de ces 

souris. J'ai  contribué à la validation et à l'approfondissement de la compréhension de ces 

altérations à travers une étude comparative entre les données DTI et celles que j'ai obtenues 

par des techniques classiques d'histologie ou de transparisation de cerveaux. 

 Dans un second temps, notre laboratoire a cherché à identifier les partenaires de 

MAP6 en utilisant une colonne d’affinité associée à une analyse en spectrométrie de masse. 

Parmi ces partenaires, 3 protéines CRMP (Collapsin Response Mediator Protein), CRMP1, 2 

et 4, ont particulièrement retenu notre attention. En effet, cette famille de protéines a déjà 

été décrite dans la régulation de la croissance axonale et ces trois isoformes (CRMP1, 2 et 4) 

ont été impliquées dans la signalisation dépendante de la sémaphorine 3A. J’ai examiné 

l’effet de l’inhibition des CRMP 1, 2 et 4 sur la signalisation Sema3E dans des neurones du 

subiculum en utilisant des siRNA spécifiques pour chaque CRMP. J’ai démontré que seule 

l’inhibition de CRMP4 abolit la stimulation de la croissance axonale des neurones du 

subiculum par la Sema3E. L’utilisation des souris CRMP4-KO m’a permis de vérifier que les 

neurones CRMP4-KO du subiculum étaient eux aussi insensibles à la Sema3E. J’ai ensuite 

entrepris une étude du fornix chez ces souris et montré que l’absence de CRMP4 

s’accompagne d’un retard de croissance et d’une forte diminution du volume de ce faisceau. 

Finalement, les croisements des lignées de souris CRMP4 avec les lignées Sema3E ou MAP6 

ont permis de révéler l’existence d'une coopération entre ces différentes protéines. 

L’ensemble de mes résultats met en évidence l’implication de CRMP4 dans la mise en place 

du fornix dépendante de la voie de signalisation Sema3E, et suggère fortement une 

coopération entre CRMP4 et MAP6 dans cette voie de signalisation. J’ai débuté en parallèle 

une étude biochimique pour mieux caractériser les interactions entre MAP6 et CRMP4. J’ai 

ainsi pu identifier deux domaines, dans la région N terminale de MAP6, nécessaire à son 

interaction avec CRMP4. 
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 Enfin durant ma thèse j'ai participé à l'amélioration de techniques d'imageries (mise 

au point de techniques de transparisation de tissus au sein du laboratoire) mais aussi 

d'analyse d'image. Dans ce domaine j'ai rédigé, conjointement avec un collègue du 

laboratoire, une macro sur le logiciel ImageJ permettant la quantification automatique de 

différents paramètres morphométriques de cultures primaires de neurones.  
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3 Le guidage axonal 

3.1 Neuro-développement, les grandes lignes 

 Très tôt pendant le développement embryonnaire, la mise en place des feuillets 

embryonnaires (ectoderme, mésoderme, endoderme) par la gastrulation, va aboutir à leur 

différenciation. Ce mécanisme va conduire à la production des différents types de 

progéniteurs cellulaires. Ainsi l'ectoderme va former, entre autres, le tube neural à l'origine 

du système nerveux central et de la plus grande partie du système nerveux périphérique. La 

mise en place de ce système nerveux passe par la neurogénèse, qui va se dérouler en 

plusieurs étapes. Ces étapes vont se succéder ou partiellement se chevaucher à l'échelle 

d'un neurone isolé mais sont concomitante à l'échelle du cerveau dans son ensemble : 

 Tout d'abord une phase de prolifération, où pratiquement la totalité des futurs 

neurones, appelés neuroblastes, vont être produits à partir des cellules du tube neural. 

 Puis une phase de migration/différentiation, au cours de laquelle les neuroblastes 

vont migrer de leur lieu de production vers leurs localisations finales. Parallèlement à cette 

migration, les neuroblastes vont commencer à acquérir leur spécificité, par différenciation, 

en fonction du nouvel environnement qu’ils rencontrent.  

 Une fois leur positionnement effectué, les neurones en développement commencent 

la phase d'axonogenèse. C'est une phase tardive du développement embryonnaire, qui va se 

poursuivre après la naissance. C'est durant cette troisième phase que les prolongements 

axonaux, vont croître dans des directions bien précises pour permettre l'établissement des 

futures connections inter-neuronales. Cette croissance est dirigée, tout d'abord, par la 

présence de molécules de guidage. Elles vont être exprimées, soit à la surface membranaire 

des cellules environnant le passage emprunté par l'axone, soit directement sécrétées dans le 

milieu extracellulaire où elles vont diffuser. Des molécules d'adhérence cellulaire ainsi que 

des molécules de la matrice extracellulaire vont aussi participer à ce guidage axonal (Tessier-

Lavigne and Goodman, 1996). Le cône de croissance, situé à l'extrémité distale de l'axone, a 

une fonction de senseur de l’environnement. En fonction de sa sensibilité pour telle ou telle 

molécule de guidage, il va orienter la croissance axonale selon deux grands mécanismes. Il va 

être soit attiré par ces molécules et donc croitre dans leur direction ou à l'inverse être 

repoussé par celles-ci et se rétracter (on parle alors de collapse) (Figure 1).  
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Cette sensibilité va dépendre en grande partie de la composition en récepteurs exprimés à la 

surface du cône de croissance, mais aussi de la composition et de la régulation des 

effecteurs intracellulaires exprimés par le neurone en croissance (chapitre 3.2). 

 La dernière étape est la synaptogenèse, au cours de laquelle les connections 

neuronales vont devenir fonctionnelles et permettre la survie des neurones actifs. En effet la 

surproduction de neurones durant le développement embryonnaire conduit à une phase 

finale d'élagage (ou "pruning" en anglais), durant laquelle les connections neuronales 

inactives, non nécessaires aux fonctions cérébrales, vont dégénérer et conduire à l'apoptose 

des neurones inutilisés tandis que les neurones actifs vont voir leurs connections se stabiliser 

et se renforcer.  

 

 Une des problématiques de l'étude du neuro-développement, est de comprendre les 

mécanismes permettant un contrôle aussi précis de la mise en place des milliers de 

connections que chacun des milliards de neurones va établir au cours de l'axonogenèse et de 

la synaptogenèse. 

3.2 Les grandes familles de molécules guidant la croissance 
axonale 

3.2.1  Molécules de guidage "canoniques" 

 La caractérisation des molécules de guidage axonal a conduit à l'indentification de 4 

grandes familles de protéines, chacune fortement conservée phylogénétiquement, ainsi qu'à 

l'implication de molécules originellement identifiées pour d'autres fonctions cellulaires. Ces 

molécules vont pouvoir agir à courte distance lorsqu'elles sont exprimées à la surface de la 

membrane plasmique de cellules environnant le passage de l'axone en croissance (on parle 

alors d'attraction ou de répulsion de contact), mais aussi à longue distance lorsqu'elles sont 

sécrétées dans la matrice extracellulaire où elles diffusent (on parle alors de chémo-

attraction ou chémo-répulsion). Elles agissent sur le cône de croissance par un ou plusieurs 

des mécanismes d'attraction ou de répulsion, à courte ou longue distance (Figure 1). Ces 

molécules de guidage sont donc nombreuses et ont été classifiées en différentes familles au 

cours de leurs découvertes. La prochaine partie de ce chapitre sera consacrée à une brève 

description de ces familles. 
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Figure 1 : Schéma récapitulatif des quatre types d'effets que peuvent avoir les molécules de guidage axonal.  
On retrouve les effets à courte distance (attraction et répulsion de contact) et à plus longue distance (chémo-attraction 
et chémo-répulsion). Pour chacun des effets, des exemples de familles de molécules de guidage impliquées sont donnés.  
Adapté de (Van Battum et al., 2015). 
 

3.2.1.1 Nétrines et leurs récepteurs DCC et UNC5 

 Les nétrines sont au nombre de 3 chez les mammifères. Les nétrines-1 et 3, très 

homologues sont plutôt apparentées à la chaîne γ de la laminine (Koch et al., 2000). La 

nétrine-4 (ou nétrine-β) a une structure générale similaire aux nétrines-1 et 3 mais présente 

une plus forte homologie de séquence avec la chaine β de la laminine. 

 Les nétrines ont tout d'abord été identifiées chez C.Elegans, pour qui le gène unc-6, 

nécessaire au guidage axonal (Hedgecock et al., 1990), encode une nétrine (Ishii et al., 1992). 

La nétrine-1 a par la suite été identifiée chez les mammifères pour son implication dans le 

croisement de la ligne médiane du tube neural par les axones de neurones commissuraux 

(Tessier-Lavigne et al., 1988; Kennedy et al., 1994).  

Les nétrines sont bi-fonctionnelles. La présence du récepteur DCC (Deleted in Colorectal 

Carcinomas) rend les nétrines attractives tandis que la famille de récepteurs UNC5 (A à D 

chez les mammifères) les rend répulsives (Hong et al., 1999; Keleman and Dickson, 2001).  
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Un récepteur supplémentaire, nommé néogénine, est lui aussi capable de lier la nétrine 

conduisant à une réponse attractive du cône de croissance (De Vries and Cooper, 2008).  

 La génération de souris invalidées pour la nétrine-1 a permis de confirmer cette 

fonction primordiale des nétrines dans la formation de certaines commissures cérébrales 

(Serafini et al., 1996). En effet ces souris KO nétrine-1 présentent une forte altération des 

commissures antérieures, du corps calleux ainsi que de la commissure hippocampale. On 

retrouve un phénotype similaire chez les souris KO DCC (Fazeli et al., 1997) suggérant un rôle 

important des fonctions attractives des nétrines dans la formation de ces commissures inter-

hémisphériques.  

3.2.1.2 Slits et leurs récepteurs Robo 

 Si la propriété chémo-attractive des nétrines sur les neurones commissuraux était 

connue, sa bi-fonctionnalité n'a été découverte que plus tard. C'est pourquoi les recherches 

dans le champ ont porté à cette époque sur l'identification des facteurs permettant à ces 

neurones commissuraux de croiser cette ligne médiane puis de continuer leur croissance 

contra-latérale sans croiser de nouveau cette frontière. Ainsi le récepteur Robo 

(Roundabout) (Kidd et al., 1998) et son ligand Slit (Kidd et al., 1999), furent successivement 

identifiés, chez la drosophile, pour leur effet chémo-répulsif sur les axones commissuraux. 

 Trois gènes (Slit1 à 3) codent pour les protéines Slit et 4 gènes codent pour les 

différents récepteurs de la famille Robo chez les mammifères. Les protéines Slit sont de 

grosses protéines d'environ 200 kDa généralement sécrétées mais pouvant parfois être 

associées à la matrice extracellulaire ainsi qu'aux membranes cellulaires (pour revue voir 

Blockus and Chédotal, 2016). Certaines Slits sont par ailleurs susceptibles d'être clivées, 

formant un fragment de 140 kDa, toujours capable de lier les récepteurs Robo (Wang et al., 

1999). Les 4 récepteurs transmembranaires Robo, sont structuralement similaires au 

récepteur DCC et constituent un sous-groupe de la superfamille des Immunoglobulines. 

 Enfin Slit et Robo sont aussi impliqués dans le contrôle des points de branchement 

axonaux des neurones sensitifs ainsi que dans la bonne orientation de ces arborisations (Ma 

and Tessier-Lavigne, 2007). 
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3.2.1.3 Ephrines et leurs récepteurs Eph 

 Les éphrines sont regroupées en deux sous-familles : 5 éphrines A et 3 éphrines B. Les 

éphrines A sont localisées à la membrane plasmique par un ancrage lipidique de type GPI 

(glycosylphosphatidylinositol), tandis que les éphrines B sont des protéines 

transmembranaires. Ces deux sous-familles de ligands interagissent respectivement avec les 

récepteurs tyrosines kinases de la famille de Eph A (8 récepteurs) et B (6 récepteurs). 

Les éphrines ont été largement étudiées pour leur implication dans l'organisation des 

projections des cellules ganglionnaires de la rétine dans le cortex visuel (Feldheim and 

O’Leary, 2010). Ces fonctions organisatrices de la rétinotopie dénotent de la diversité des 

capacités régulatrices des éphrines. En effet, elles entrent en jeu à la fois dans la régulation 

de la croissance axonale mais aussi dans la régulation des points de branchements axonaux 

(Gao et al., 1999; Marler et al., 2008; Joly et al., 2014). Enfin elles ont aussi un effet sur la 

synaptogenèse et par la suite sur l'élagage (« pruning ») des connections neuronales non 

fonctionnelles (Gao et al., 1999) (pour revue voir (Shen and Cowan, 2010). 

 Enfin la complexité de la signalisation médiée par les éphrines a encore progressé 

après la découverte de la possibilité d'une signalisation inversée ("reverse signaling") dans 

laquelle les éphrines transduisent le signal généré par leur liaison aux récepteurs Eph 

(Cowan and Henkemeyer, 2002; Palmer et al., 2002).    

3.2.1.4 Sémaphorines et leurs récepteurs pléxines et neuropilines. 

 Les sémaphorines représentent sans doute la plus grande famille de molécules de 

guidance (plus d'une vingtaine de membres). Elles sont réparties en 8 classes (Sema1 à 7 et 

la Sema Virale (V), dont les classes 1, 2 et 5 sont retrouvées uniquement chez les invertébrés 

(Tableau 1). Elles peuvent être transmembranaires ou sécrétées (dans le cas des classes 2, 3 

et V), mais ont toutes pour point commun la présence d'une séquence conservée, d'environ 

500 acides aminés, nommée sema domaine. Comme la plupart des autres molécules de 

guidage les sémaphorines sont bi-fonctionnelles (Kantor et al., 2004; Julien et al., 2005). Ceci 

peut être permis par les différentes combinaisons possibles de récepteurs/corécepteurs 

exprimées par les neurones sensibles aux sémaphorines (Chauvet et al., 2007) (Chapitre 

5.1.1), mais aussi par les niveaux cytosoliques de GMP cyclique de ces neurones (Nishiyama 

et al., 2008; Togashi et al., 2008). 



23 
 

 Les pléxines (au nombre de 9 chez les vertébrés), réparties en 4 classes (A à D), sont 

les récepteurs aux sémaphorines nécessaires à la transduction du signal qu'elles apportent. 

Cependant, un certain nombre de sémaphorines fonctionnent en présence de corécepteurs 

tels que les neuropilines-1 et 2 (Nrp1 et 2), Cell Adhesion Molecules (L1-CAM, Nr-CAM), 

VEGFR2, ainsi que les récepteurs tyrosines kinases Offtrack (OTK), ErbB2 et Met ( 

Tableau 1) (Tran et al., 2007).  La classe 3 des sémaphorines  a la particularité de nécessiter 

la présence de neuropiline pour être fonctionnelle. En effet, les membres de cette classe se 

lient directement aux neuropilines (He and Tessier-Lavigne, 1997; Kolodkin et al., 1997), bien 

que ce soit toujours la pléxine qui transduise le signal (Takahashi et al., 1999). Cette 

particularité conduit à une classification ambiguë des neuropilines parfois comme récepteur, 

parfois comme corécepteur.  

 Les sémaphorines ont été identifiées dans un grand nombre de fonctions cellulaires, 

non seulement dans la régulation du guidage axonal, mais aussi dans le maintien de la 

fasciculation des faisceaux neuronaux, dans l'établissement de leurs arborisations ou au 

contraire dans leur élagage. Elles participent à la régulation de la migration cellulaire et 

interviennent dans la réponse immunitaire. Enfin il a été identifié que ces sémaphorines 

sécrétées pouvaient jouer un rôle dans la vascularisation (pour revue voir Tran et al., 2007). 

 Tout comme pour les éphrines, une signalisation inversée est possible chez les 

sémaphorines. Elle fut mise en évidence chez la drosophile pour son importance dans la 

fasciculation axonale, et confirmée par la suite chez les vertébrés pour certains membres des 

classes 4 et 6 (pour revue voir (Battistini and Tamagnone, 2016). 

  Sémaphorine Récepteur Corécepteur 

Invertébrés 

1A et B pléxine-A D-OTK 

2A et B pléxine-B / 

5C / / 

Vertébrés 

3A à 3G 
pléxine A1-A4, D1 

 

L1-CAM 
Nr-CAM 

neuropiline-1 et 2 
VEGFR2 

OTK 
6A à 6D 

4A-G pléxine B1-B3 
CD72 (immunité) 
Tim-2 (immunité) 

ErbB2 
Met 5A-B 

7A intégrines 
pléxine-C1 

/  
Virus V 

 
Tableau 1 : Classification des Sémaphorines ainsi que des récepteurs et co-récepteurs associés à chacunes d'entre elles.   
Adapté de (Tran et al., 2007). 
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3.2.2 Molécules d'adhérence cellulaire (CAM)  

 Les molécules d'adhérence cellulaire sont aussi impliquées dans des événements de 

croissance axonale à travers la modulation d'interactions entre le neurone et la matrice 

extracellulaire ainsi qu'entre le neurone et les cellules avoisinantes. C'est pourquoi elles ont 

été des candidates privilégiées pour l'identification d'effecteurs impliqués dans le guidage 

axonal avant que l'on ne découvre les familles dites "canoniques" présentées 

précédemment. On retrouve 3 grandes familles de CAM étudiées pour leurs propriétés de 

guidage: la superfamille des Immunoglobulines (Ig CAM) comprenant la N-CAM, L1-CAM et 

les Fasciclines, la superfamille des cadhérines et celle des intégrines.  

  Les premières études avaient montré  le rôle important des N-CAM, des intégrines et 

de la  N-cadhérine dans la fasciculation axonale ainsi que dans la croissance axonale. En effet 

l'incubation de neurones en culture avec des anticorps dirigés contre les CAM provoque une 

diminution de la vitesse de croissance axonale de ces neurones ainsi qu'une défasciculation 

des axones (Bixby et al., 1988; Drazba and Lemmon, 1990). Ces phénotypes sont  aussi 

retrouvés in vivo (Harrelson and Goodman, 1988; Stoeckli and Landmesser, 1995). Par la 

suite, l'importance des cadhérines dans l'organisation des projections axonales au niveau du 

tectum optique a été montrée chez le poulet puis chez la drosophile (Inoue and Sanes, 1997; 

Nern et al., 2008). 

 Il faut noter que certaines CAMs et en particulier des membres de la superfamille des 

immunoglobulines sont en fait des récepteurs ou corécepteurs aux molécules de guidage 

"canoniques" plutôt que des molécules de guidage en elles-mêmes. En effet, les récepteurs 

aux nétrines, DCC et UNC5, font partie de la famille des Ig CAMs, et les Nr-CAM et L1-CAM 

ont été identifiés comme des corécepteurs à la signalisation induite par les sémaphorines de 

la classe 3 (Castellani et al., 2000; Julien et al., 2005). Cependant, si les interactions 

hétérophiliques des Ig CAMs (interaction avec d'autres récepteurs/ligands) jouent 

vraisemblablement un rôle important dans le guidage axonal, cela n'exclut pas un possible 

rôle des interactions homophiliques (interaction de deux CAM identiques). Ainsi l'utilisation 

de "micropattern" recouverts de fractions extracellulaires de L1-CAM suffit à induire un 

guidage axonal de neurones hippocampaux en culture (Oliva et al., 2003). De plus des études 

chez la drosophile montrent l'importance des interactions homophiliques des DsCAM (Down 

syndrome Cell Adhesion Molecule) pour la mise en place des connectivités cérébrales.  
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Près de 20000 isoformes de Dscam peuvent être produites par épissage alternatif, et ceci 

permet à chacun des neurones de reconnaître ses propres neurites afin d'éviter leur 

fasciculation et permettre que chaque ramification axonale se connecte correctement (D. 

Hattori et al., 2007; Wojtowicz et al., 2007). Dans cet exemple l'interaction homophilique des 

DsCAM conduit bien à une répulsion axonale. 

3.2.3 Autres molécules de guidage 

 D'autres molécules, plus atypiques, ont été identifiées pour leurs effets sur le guidage 

axonal. La famille des neurotrophines, dont le NGF (nerve growth factor) et le BDNF (brain 

derived neurotrophic factor), joue un rôle critique dans l'établissement et le maintien du 

système nerveux. Les récepteurs de ces neurotrophines, tels que TrkA et P75, font partie de 

la famille des récepteurs tyrosine kinase Trk et vont activer différentes voies de signalisation 

incluant Ras, RhoA et PI3K/Akt. Ils vont aussi moduler les niveaux de cAMP/cGMP 

cytosolique jouant un rôle important dans le guidage axonal (voir chapitre 3.3.1) (pour revue 

Huber et al., 2003). 

 Les protéines Wnt, Sonic Hedgehog (Shh) et Bones morphogenic protein (BMP), sont 

des molécules à l'origine identifiées pour leur signalisation canonique conduisant à la 

modulation de l'expression de gènes responsables de la spécification et différenciation 

cellulaire. Leurs récepteurs respectifs sont Frizzled (Fz), Pitch1 (Protein patched homolog 1) 

et les récepteurs BMP I et II (BMPRI, BMPRII). Toutes régulent une signalisation non 

canonique impliquée dans le guidage axonal (pour revue Yam and Charron, 2013). 

 Certaines protéines associées à la myéline (MAI), tels que Nogo, MAG ou OMgp ont 

été tout d'abord identifiées pour leur fonction inhibitrice de la régénération axonale dans le 

système nerveux central (détails dans le chapitre 8.3.4). Cependant l'expression de ces 

protéines durant le développement embryonnaire laisse entrevoir une possible fonction 

physiologique dans le guidage axonal. Tous se lient au récepteur NgR (Nogo receptor). 

 Enfin, une nouvelle molécule de guidage répulsive nommée draxine a été plus 

récemment identifiée. Elle est nécessaire à la formation de l'ensemble des commissures du 

pro-encéphale (Islam et al., 2009), mais est aussi impliquée dans l'établissement de la 

formation hippocampale (Zhang et al., 2010). Ses récepteurs sont, comme pour les nétrines, 

DCC ainsi que la néogénine. Cependant il n'y a pas d'homologie de séquence entre draxine et 

les nétrines.   
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3.3 Diversité des réponses aux molécules de guidage et leur 
modulation 

 En plus d'une grande variété de molécules de guidage, ainsi que de récepteurs qui 

leur sont associés, il existe de multiples mécanismes moléculaires permettant de moduler 

rapidement les réponses du cône de croissance aux molécules de guidage qu'il rencontre 

pendant l'axonogenèse. 

3.3.1 Réponse transitoire ou "switching responses".  

 Durant le développement embryonnaire la réponse de certains cônes de croissance 

nécessite d'être régulée très finement spatialement mais aussi temporellement. Un des 

mécanismes neuro-développementaux le mieux étudié, illustrant parfaitement cette 

nécessité, est le croisement de la ligne médiane du tube neural par les neurones 

commissuraux lors du développement de la moelle épinière. En effet durant ce processus, 

les projections axonales des neurones commissuraux vont répondre à des signaux attractifs 

et ignorer les signaux répulsifs en naviguant vers la plaque du plancher pour traverser la 

ligne médiane (phase attractive). Cependant, une fois ce croisement achevé, ils ne vont plus 

être attirés par cette ligne médiane mais continuer à croître contra-latéralement à leur corps 

cellulaire (phase répulsive). L'étude de ce processus a mis en évidence différents 

mécanismes moléculaires permettant la transition d'une signalisation attractive vers une 

signalisation répulsive.   

 La régulation du transport axonal des récepteurs ainsi que de l'adressage de ceux-ci à 

la membrane du cône de croissance permet de moduler la réponse de l'axone aux molécules 

de guidage qu'il rencontre. Par exemple, des vésicules cargo enrichies en récepteur Robo1 

vont adresser ces derniers à la membrane durant la phase attractive. En revanche, durant la 

phase répulsive, c'est le transport du récepteur à la signalisation Wnt : Frizzled-3 qui va 

prendre le relais (Alther et al., 2016) (Figure 2 - A). 

 L'adressage ainsi que le recyclage des récepteurs vont permettre au neurone de 

moduler leur composition à la surface du cône de croissance et ainsi d'engendrer la 

formation de complexes de récepteurs hétérodimériques, permettant une modulation de 

leurs réponses (détails au chapitre 3.3.2). Par exemple, durant la phase attractive le 

récepteur DCC va avoir une réponse positive à la nétrine ce qui va attirer le cône au niveau 

de la ligne médiane. 
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 Cependant une fois au niveau de la plaque du plancher, le cône de croissance va entrer en 

contact avec Slit, cela va entraîner l'hétérodimérisation de DCC avec Robo. La réponse à la 

nétrine va alors être inhibée en faveur de la répulsion induite par Slit (Stein and Tessier-

Lavigne, 2001). De manière similaire, l'attraction DCC dépendante de la nétrine peut être 

transformée en répulsion, toujours DCC dépendante, par la dimérisation de ce récepteur 

avec UNC5 (Hong et al., 1999) (Figure 2-B).   

 Une signalisation peut aussi être inhibée rapidement par le clivage d'un récepteur (ou 

du ligand qui lui est associé). Cette coupure peut être extracellulaire, par exemple lorsque le 

cône de croissance rencontre certaines métalloprotéases présentes dans la matrice 

extracellulaire. On peut citer le cas de la conversion de l'attraction médiée par l'éphrine-A2 

en répulsion par la coupure de celle-ci via la métalloprotéase ADAM10 (A Disintegrin And 

Metalloprotease 10) (Hattori et al., 2000). Un équivalant intracellulaire de ce mécanisme 

existe aussi. Par exemple, l'arrivée du cône de croissance au niveau de la plaque du plancher 

va induire une inhibition de l'activité de la protéase Calpain, celle-ci ne va alors plus couper 

la PlexinA1, permettant ainsi la mise en place de la répulsion induite par la Sema3B et 

empêchant certains neurones commissuraux de croiser de nouveau la ligne médiane 

(Nawabi et al., 2010) (Figure 2-C et D)  

 L'importance des modifications post-traductionnelles dans les mécanismes de 

transductions de signaux a depuis longtemps été établie. Pour ne citer qu'un exemple on 

peut évoquer la nécessité de la phosphorylation par Cdk5 et GSK3β de CRMP2 pour 

l'induction du collapse de cône de croissance par la sémaphorine 3A (Uchida et al., 2005) 

(Figure 2-E et chapitre 8.3.3.2). Ces modifications peuvent être une conséquence de la 

signalisation induite pas une molécule de guidage, ou alors une condition préalable à la 

transduction du signal.  

 Enfin, les concentrations locales en calcium sont particulièrement importantes dans 

la détermination de la direction de croissance axonale. En effet, il a été montré que le 

relargage local par photoactivation de calcium emprisonné est suffisant pour induire une 

attraction ou une répulsion du cône de croissance en fonction des concentrations basales en 

calcium intracellulaire (Zheng, 2000). Les niveaux des seconds messagers, AMP cyclique et 

GMP cyclique, semblent aussi très importants dans la détermination des effets d'une 

molécule de guidage. 
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En effet, l'incubation d'une version d'AMP cyclique non hydrolysable avec des neurones en 

culture est suffisante pour inverser la réponse de ces neurones à cette même molécule de 

guidage (Song et al., 1997, 1998) (Figure 2 - F). 

 

 

Figure 2 : Schéma récapitulatif des mécanismes régulant l'inversion rapide des effets d'une signalisation ou son inhibition.  
Adapté de (Kaplan et al., 2014) 
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3.3.2 Combinatoire 

 Parmi les mécanismes permettant d'augmenter les possibilités de réponse aux 

molécules de guidage, celui donnant la plus grande diversité est sans doute la combinatoire, 

c'est à dire  les effets que peuvent engendrer l'association combinée de plusieurs molécules 

de guidage ainsi que de plusieurs récepteurs pour ces molécules.  

3.3.2.1 Addition 

 Dans une revue, Morales et Kania présentent les différents types de combinaisons 

possibles qu'ils divisent en quatre parties (Morales and Kania, 2016). Tout d'abord 

l'additivité, où l'action combinée de deux molécules de guidage a pour résultante, sur la 

croissance axonale, la somme des effets individuels de chacune des molécules. Par exemple, 

la formation des projections thalamocorticales est sous le contrôle de la molécule de 

guidage draxine et de ses récepteurs DCC et néogénine. Les souris KO Draxine présentent un 

défaut sévère de ces projections, celles-ci n’entrant plus dans le cortex. Les souris KO DCC ou 

KO néogénine présentent une plus faible altération de ce réseau neuronal. Enfin les souris 

double KO DCC/néogénine phénocopient avec les souris KO Draxine montrant que l'action 

de chacun de ces deux récepteurs agit simultanément sur la formation des projections 

thalamocorticales (Shinmyo et al., 2015).   

 

Figure 3 : Schéma explicatif de l'additivité de deux molécules de guidage axonal.  
Adapté de (Morales and Kania, 2016). 
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3.3.2.2 Synergie 

 Une seconde combinatoire, relativement similaire, est aussi observée. On parle 

d'action synergique entre deux signalisations lorsque l'effet de l'une ne s'additionne pas 

seulement à l'autre mais va la potentialiser. Ce mécanisme peut tout aussi bien concerner 

deux signalisations congruentes (deux signalisations additives ou deux répulsives), que deux 

signalisations opposées. Si on reprend l'exemple de la croissance des neurones 

commissuraux au niveau de la plaque du plancher, on peut voir que durant la phase 

attractive le récepteur Robo3.1 est exprimé. 

Celui-ci va non seulement participer à l'inhibition de la signalisation répulsive de Slit 

(Sabatier et al., 2004), mais aussi potentialiser la signalisation attractive entre nétrine-1 et 

DCC (Zelina et al., 2014). 

  

Figure 4 : Schéma explicatif de  l'effet synergique de deux molécules de guidage axonal.  
Adapté de (Morales and Kania, 2016). 
 

3.3.2.3 Permission 

 Certaines molécules de guidage ne sont fonctionnelles qu'en présence d'une 

seconde. C'est le cas de la nétrine-1 sur les neurones thalamiques. En effet la nétrine-1 seule 

n'a pas d'effet sur ces neurones alors que Slit est répulsive. En revanche lorsque les deux 

molécules de guidage sont présentes, la signalisation nétrine-1 dépendante devient possible 

et va induire une réponse attractive de ces neurones (Bielle et al., 2011). 

 

Figure 5 : Schéma explicatif de l'effet permissif entre deux molécules de guidage axonal.  
Adapté de (Morales and Kania, 2016). 
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3.3.2.4 Inhibition 

 Dans certains cas la signalisation induite par une molécule de guidage peut primer sur 

une seconde. Cette hiérarchie de signalisations est une nouvelle fois mise en évidence par 

l'exemple de la croissance des neurones commissuraux. On observe que ces neurones sont 

capables de répondre à la fois à l'attraction induite par l'interaction DCC/nétrine mais aussi à 

la répulsion induite par Robo/Slit. Cependant lorsque ces deux signalisations sont présentes, 

la signalisation nétrine est inhibée par l'interaction Robo/DCC au profit de la répulsion 

induite par Slit (Stein and Tessier-Lavigne, 2001).  

 

Figure 6 : Schéma explicatif de l'inhibition d'une molécule de guidage axonal sur une autre.  
Adapté de (Morales and Kania, 2016). 
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4 Bases moléculaires de la motilité du cône de croissance 

4.1 Rencontre entre cône de croissance et un ligand attractif. 

 Le cône de croissance axonale correspond à la structure la plus distale de l'axone. Il 

joue le rôle de senseur de l'environnement dans lequel pousse cet axone, ce qui lui permet 

de déterminer la direction de sa croissance. Dans ce but, le cône de croissance est composé 

de 3 régions, un domaine central (domaine C), une zone de transition (zone T), et un 

domaine périphérique (domaine P) (Figure 7). Le domaine central est majoritairement 

composé de microtubules associés en faisceaux. Il va permettre la croissance de l'axone et la 

stabilisation de la portion axonale nouvellement formée. La zone de transition est à 

l'interface entre les réseaux de microtubules et d'actine. Riche en Myosine II, elle est le lieu 

de contraction de l'actine permettant d'attirer le domaine central dans une direction 

donnée. Enfin le domaine périphérique, composé d'un réseau dense d'actine réparti au sein 

des filopodes et des lamellipodes est le lieu de progression dirigée du cône de croissance. 

C'est la véritable région sensitive permettant la détection des indices extracellulaires guidant 

la croissance axonale (pour revue voir Lowery and Van Vactor, 2009). 

  Le processus de croissance axonale peut être subdivisé en quatre grandes étapes:  

 Tout d'abord le domaine périphérique va rencontrer un substrat adhésif dans 

l'environnement (Figure 7-a). Ceci va induire une cascade de signalisation permettant la mise 

en place d'un complexe protéique qui va relier le réseau local d'actine à ce substrat adhésif. 

Ce phénomène va rompre l'équilibre dynamique des filaments d'actine (détails au chapitre 

4.2).   

 La liaison de l'actine filamenteuse (actine-F) au substrat adhésif conduit à la phase de 

protrusion durant laquelle les filopodes, poussés par la polymérisation à l'extrémité barbée 

de l'actine-F, vont croître. Conjointement, la zone T va s'élargir suite à la dépolymérisation 

de l'extrémité pointue de cette actine-F (Figure 7-b). 

 Une fois que l'élargissement de la zone T a atteint la zone de liaison entre l'actine-F et 

le substrat adhésif, vient la phase d'engorgement. Durant cette phase, la polymérisation des 

microtubules entre en jeu, et conduit à l'invasion de ceux-ci en direction de la zone T. Ces 

microtubules sont guidés par les bundles d'actine qui forment des arcs en direction de la 

zone d'attachement tout autour des microtubules (Figure 7-c).  
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 Enfin, une phase de consolidation se met en place durant laquelle la portion 

proximale du cône de croissance va se condenser. Les arcs d'actine, vont se contracter 

autour des microtubules sous l'effet de la myosine II. Et les protéines stabilisatrices des 

microtubules vont se mettre en place (Figure 7-d).  

 

 
Figure 7 : Schéma des grandes étapes de remodelage du cône de croissance conduisant à la croissance axonale. 
Ici le processus est enclenché à la suite de la liaison du cône de croissance à un substrat extracellulaire attractif. 
Adapté de (Lowery and Van Vactor, 2009) 
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4.2 Précisions sur l'équilibre dynamique de l'actine-F au sein du 
domaine périphérique, ou phénomène de "tapis roulant". 

 Au niveau des filopodes du cône de croissance, l’actine-F est dans un état d'équilibre 

dynamique. En effet la polymérisation de ces filaments à l'extrémité distale du filopode, est 

compensée par leur dépolymérisation au niveau de la zone T. Les monomères d'actine 

glomérulaire (actine-G) sont alors transportés vers l'extrémité distale pour être de nouveau 

polymérisés en actine-F. A cet état d'équilibre, on observe un flux rétrograde des actines-G 

au sein des filaments d'actine, et le maintien d'une longueur constante des filaments 

d'actine (Figure 8).  En revanche en présence d'un substrat adhésif, la création d'un 

complexe protéique, composé entre autres de molécules d'adhérence comme les intégrines 

ou les cadhérines, va lier ce substrat extracellulaire aux filaments d'actine. Cette liaison va 

bloquer le flux rétrograde d'actine. Ceci va provoquer un allongement de l'actine-F à son 

extrémité distale, conduisant à la protrusion du filopode dans la direction du substrat 

adhésif. De l'autre côté, la dépolymérisation de l'actine-F à son extrémité pointue 

(proximale) va conduire à l'élargissement de la zone T. 

 
 
Figure 8 : Schéma explicatif du mécanisme de "tapis roulant" de l'actine G (points rouges) au sein des filopodes du cône 
de croissance. Le couplage des filaments d'actine avec le substrat extracellulaire inhibe le flux rétrograde d'actine (flèche 
verte) et favorise ainsi l'avancée des filaments d'actine à l'extrémité du filopode (flèche bleue).  
Adapté de (Lowery and Van Vactor, 2009). 
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4.3  Modulation de la dynamique de l'actine 

 Il existe un grand nombre d'évidences suggérant l'importance, dans la croissance et le 

guidage axonal, des cascades de signalisations conduisant à la modulation des Rho GTPases 

telles que RhoA, Rac1 ou CDC42. Par exemple, la perte de fonction des trois Rac GTPases 

(Rac1, Rac2 et Mtl) conduit chez la drosophile à des défauts de branchement, de guidage et 

de croissance axonale (Ng et al., 2002). Au contraire, c'est la surexpression de mutants 

constitutivement actifs de CDC42 qui conduit à des défauts de guidage axonal chez la 

drosophile (Kim et al., 2002). 

 Ces Rho GTPases sont sous le contrôle d'activateurs et inactivateurs nommés 

respectivement GEF (Guanine Exchange Factors) et GAP (GTPases-activating proteins). Ces 

GEF et GAP vont modifier l'état des Rho GTPases, qui peuvent être soit liées à un GTP à l'état 

actif (facilité par l'action des GEF) soit liées à un GDP à l'état inactif (facilité par l'action des 

GAP) (Figure 9). 

 Bien sûr, la diversité des cascades de signalisation est importante pour la capacité des 

neurones à répondre spécifiquement à différents signaux de croissance axonale. 

Paradoxalement, une partie de ces signalisations sont communes entre elles. Par exemple, 

l'activité des Rho GTPases clefs telles que RhoA, Rac1 ou CDC42 va être modulée par la 

plupart des familles de molécules de guidage (Huber et al., 2003; Govek et al., 2005) (Figure 

9 et chapitre 3.2.1). Cependant, une plus grande spécificité, ainsi qu'une plus grande 

diversité sont retrouvées pour les régulateurs des Rho GTPases. Ainsi plus de 70 protéines 

GEFs et 80 GAPs ont été identifiées à ce jour. Ces régulateurs possèdent différentes 

spécificités d'action sur les Rho GTPases ainsi que différentes spécificités d'expression 

spatio-temporelle (Tcherkezian and Lamarche-vane, 2007; Heasman and Ridley, 2008).        

 Parmi les protéines effectrices retrouvées en aval des signalisations des Rho GTPases, 

sont présentes de nombreuses protéines affectant le cytosquelette d'actine. On peut citer la 

protéine nucléatrice ARP2/3 ainsi que ses activateurs WASP ou WAVE, qui vont conduire à la 

stimulation de la nucléation et de la polymérisation de l'actine nécessaire à la protrusion des 

filopodes. On retrouve aussi les chaines légères de myosine (MLC) dont la phosphorylation, 

stimulée par les Rho GTPases, va modifier l'activité contractile de l'actomyosine lors de la 

rétraction du cône de croissance (Govek et al., 2005). 
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Figure 9 : La place centrale des Rho GTPases dans la transduction des signaux des molécules de guidage à travers le 
contrôle de la dynamique de l'actine.   
La transduction du signal apporté par les molécule de guidage conduit à l'activation ou l'inhibition d'une ou plusieures 
GEF/GAP modulant ainsi l'activité des Rho GTPases sur les protéines effectrices qui vont en retour affecter localement la 
dynamique du cytosquelette d'actine.  
Adapté de (Lowery and Van Vactor, 2009). 
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4.4 Importance des microtubules 

 Il est clair que le cytosquelette d'actine joue un rôle primordial dans la croissance 

axonale, et plus particulièrement lorsque celle-ci est modulée par l'environnement cellulaire. 

En effet, sans dynamique de l’actine-F, les cônes de croissance ne sont plus capables de 

détecter spécifiquement la présence de substrats de culture comme la laminine ou la 

polylysine (Marsh and Letourneau, 1984; Turney and Bridgman, 2005). Cependant, 

l'utilisation d'inhibiteur de la polymérisation de l'actine, tout comme l'utilisation d'inhibiteur 

de l'activité de la myosine, a permis de démontrer que la dynamique de l'actine-F n'est pas 

indispensable à l'élongation de l'axone, qui est alors seulement ralentie. Ceci n'exclut 

cependant pas un rôle des microtubules dans le guidage axonal. En effet, l'application locale 

de taxol (une drogue stabilisatrice des microtubules) va induire une réorganisation du cône 

de croissance en direction du gradient de diffusion de cette drogue (Buck and Zheng, 2002).  

 L'exploration par des microtubules très dynamiques, à l'intérieur des filopodes dans 

la zone P des cônes de croissance, a été observée (Schaefer et al., 2002). La fonction de ces 

microtubules n'est pas précisément établie. Cependant il a récemment été montré que ces 

microtubules sont capables de se lier au récepteur DCC, plus précisément à travers 

l'isoforme TUBB3 de la β-tubuline. Cette liaison est favorisée par le ligand de DCC, la nétrine 

(Qu et al., 2013). Un modèle a été établi selon lequel la liaison entre nétrine, DCC, et 

tubuline permettrait de stabiliser les microtubules explorateurs au niveau des filopodes. Ceci 

aboutirait ainsi à l'inhibition de la rétraction du filopode conduisant à une croissance axonale 

dans cette direction. Semblant confirmer ce modèle, l'utilisation de drogues stabilisatrices 

ou déstabilisatrices des microtubules va abolir la réponse attractive ou répulsive induite sur 

le cône de croissance par la nétrine (Buck and Zheng, 2002). De même, l'inhibition de 

l'expression de TUBB3 bloque aussi la croissance axonale induite par la nétrine-1 in vivo et in 

vitro (Qu et al., 2013). 
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 D'autres évidences soutiennent l'importance des microtubules dans l'établissement 

d'une croissance axonale dirigée. Par exemple, la présence des MAP (Microtubule Associated 

Protein), telles que MAP1B, CRMP (Collapsin Response Mediator Protein) (Chapitre 8.3.3.2) 

ou CLASP, est nécessaire à certains processus de guidage axonal et leur dérégulation induit 

des défauts de croissance axonale de manière générale. Les +TIPs, tels que APC et EB1, sont 

enrichis dans les cônes de croissance et leur perturbation locale provoque aussi des défauts 

de croissance axonale (pour revue voir Liu and Dwyer, 2014). 

 D'autre part le couplage entre cytosquelette d'actine et microtubules semble lui aussi 

important dans la croissance axonale. Cette liaison entre microtubule et actine a commencé 

à être établie par l'observation du comportement des microtubules au sein du cône de 

croissance. Il a pu être montré un couplage entre la dynamique des microtubules et le flux 

rétrograde d'actine (Schaefer et al., 2002) et de la même manière le réseau d'arcs d'actine 

(en périphérie du domaine C) dirige l'orientation de la polymérisation des microtubules 

(Schaefer et al., 2002, 2008). La voie de signalisation par laquelle passe ce mécanisme n'est 

pas encore établie, cependant il est possible de spéculer quant à l'implication de certaines 

MAPs capables de se lier aux deux cytosquelettes, telles que CRMP (voir chapitre 8.3.1) ou 

Tau (Elie et al., 2015).  

4.5  Régulation de la dynamique des microtubules 

 La superfamille Ras des petites GTPases, (Rho, Ras, Arf, Sar et Ran) joue aussi un rôle 

important  dans la régulation de la croissance axonale en modulant non seulement la 

dynamique de la F-actine mais aussi celle des microtubules. Par exemple, dans la 

signalisation apportée par la Sema3A certains membres de la famille des Rho tels que Rnd1 

ou Rnd2 peuvent moduler l'activité de PI3 kinase et ainsi modifier la dynamique des 

microtubules à travers la voie de signalisation Akt/GSK3β (Ito et al., 2006). De plus, elle est 

capable de réguler les fonctions de nombre de MAPs comme MAP1B, CRMP ou CLASP (Liu 

and Dwyer, 2014). 

 La kinase GSK3β est impliquée, avec CDK5, dans de multiples signalisations de 

guidage axonal. Elle est capable de phosphoryler de nombreuses MAPs telles que MAP1B, 

Tau, CRMP ou APC. Et les activations ou inhibitions de ces protéines par phosphorylation 

vont toutes influencer la dynamique des microtubules, tout en conduisant à des défauts de 

croissance axonale (pour revue voir Liu and Dwyer, 2014) (Chapitre 8.3.3.2). 
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5 Précisions sur la Sémaphorine 3E 

5.1 Mécanismes d'action de la Sema3E 

 La sémaphorine 3E (Sema3E) présente quelques particularités par rapport aux autres 

membres de la classe 3. En effet, si les neuropilines-1 et 2 sont les récepteurs des Sema 

sécrétées, dans le cas de la Sema3E, celle-ci va se lier à la pléxine-D1 (Gu, 2005). 

5.1.1 Attraction versus répulsion 

 La sémaphorine 3E est bi-fonctionnelle : elle va stimuler la croissance axonale des 

neurones subiculaires mais va également avoir un effet répulsif sur certaines sous-

populations de neurones corticaux (cortex piriforme) (Chauvet et al., 2007). Il a été montré 

que c'est la composition de l'holorécepteur qui va permettre cette bi-fonctionnalité de la 

Sema3E. En effet, les neurones subiculaires expriment la neuropiline-1 ainsi que la pléxine-

D1 et sont attirés par la Sema3E, tandis que les neurones corticaux n'expriment que la 

pléxine-D1 et sont repoussés par la Sema3E. Par la suite il a été établi que la transduction du 

signal attractif de la Sema3E n'est pas réalisée par la pléxine-D1 ni même par la neuropiline-1 

mais par le récepteur VEGFR2 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) (Bellon et al., 

2010). Pour le montrer les auteurs utilisent des cultures de neurones thalamiques car ils 

n'expriment aucun des récepteurs de la Sema3E. Ils mettent ainsi en évidence que le 

traitement de ces neurones avec de la SemaE, lors de la surexpression de mutants de 

pléxine-D1 et de neuropiline-1 n'ayant plus leur domaine intracellulaire et en présence de 

VEGFR2, permet tout de même d'induire une stimulation de la croissance de leurs axones. 

Les auteurs montrent alors que c'est par l'intermédiaire du corécepteur VEGFR2 que ce 

signal est transduit. 

 La pléxine-D1, commune aux deux voies de signalisation induites par la Sema3E, est 

fortement exprimé dans certaines sous-populations neuronales. On remarque 

particulièrement une forte expression au niveau des couches corticales IV et V, du striatum 

et du subiculum (Chauvet et al., 2007; Molyneaux et al., 2009; Ding et al., 2012). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial_growth_factor


40 
 

 L'étude des souris invalidées pour le gène de la Sema3E a mis en évidence son 

importance dans la formation d'au moins trois faisceaux neuronaux. D'une part le fornix, 

formé par les projections axonales des neurones du subiculum, sur lequel la Sema3E a un 

effet attractif (voir détails chapitre 6.1.2). D'autre part les projections striato-nigrales, qui 

n'expriment que la pléxine-D1, vont éviter les sources de Sema3E présentes autour de leur 

trajectoire (Chauvet et al., 2007). Chez les souris KO Sema3E, on observe des erreurs de 

guidage de ces neurones qui vont quitter la capsule interne et projeter leurs axones au 

niveau du noyau thalamique réticulé au lieu de focaliser en direction de la substance noire 

réticulée (Chauvet et al., 2007; Ehrman et al., 2013; Burk et al., 2017). Enfin, la commissure 

antérieure, au niveau de son passage inter-hémisphérique, voit son diamètre augmenté en 

l'absence de Sema3E ou de pléxine-D1  mettant ici aussi en cause la répulsion axonale 

induite par cette sémaphorine (Burk et al., 2017). En effet, cette commissure est formée en 

partie par les neurones du cortex piriforme qui expriment la pléxine-D1 et dont la croissance 

axonale est inhibée, en culture, par la Sema3E (Chauvet et al., 2007; Burk et al., 2017). Dans 

cette dernière étude, les auteurs montrent que la transduction du signal répulsif de la 

Sema3E est permise par l'endocytose du récepteur pléxine-D1 lors de son activation. Ils 

montrent par ailleurs que l'interaction de pléxine-D1 avec la protéine GIPC1 va permettre 

l'adressage du récepteur vers des compartiments vésiculaires spécifiques, facilitant ainsi son 

action d'inhibition de la Rho GTPase R-Ras enrichie dans ces types de vésicules (Rab4 et 

Rab11 positives). Enfin, GIPC1 est nécessaire au recyclage de la pléxine-D1 à la surface de la 

membrane plasmique, facilitant vraisemblablement aussi cette voie de signalisation par ce 

biais (Burk et al., 2017). 
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 En conclusion, la transduction du signal apporté par la sémaphorine 3E va avoir un 

effet répulsif sur la croissance axonale des neurones exprimant uniquement le récepteur 

pléxine-D1, en revanche, cette sémaphorine aura un effet attractif sur les axones des 

neurones exprimant le complexe de récepteur tripartite pléxine-D1/neuropiline-1/VEGFR2 

(Figure 10). Dans les deux cas, ces voies de signalisation vont moduler la voie Pi3 kinase/Akt. 

La voie de signalisation attractive va ainsi stimuler la phosphorylation d'Akt et de GSK3β 

inhibant ainsi l'activité de cette dernière (Bellon et al., 2010). En revanche, dans la voie de 

signalisation répulsive de la Sema3E, l'activité Rho GAP de la pléxine-D1 va aboutir, en 

présence de Rnd2, à l'inhibition de la Rho GTPase R-Ras. Ceci va conduire à la 

déphosphorylation de Akt et à la levée d'inhibition de GSK3β (Ito et al., 2006; Uesugi et al., 

2009; Silver et al., 2014) (Figure 10). 

 

 
Figure 10 : Schéma récapitulatif de la bi-fonctionnalité de la sémaphorine 3E et des connaissances de la cascade de 
signalisation qui en découle. 
L'effet attractif de la Sema3E est permis en présence du complexe récepteur tripartite (neuropiline-1, pléxine-D1, 
VEGFR2), il conduit dans ce cas à la phosphorylation de Akt et à l'inhibition de la kinase GSK3β. L'effet répulsif de la 
Sema3E est permis en l'absence de neuropiline-1, il conduit à la déphosphorylation de Akt à travers l'inhibition de R-Ras, 
ceci maintient l'activité kinase de GSK3β. La transduction du signal étant réalisée par la pléxine-D1 pour l'effet répulsif, et 
par le VEGFR2 dans l'effet attractif. 
On remarquera que les effecteurs finaux de cette voie de signalisation modulant la dynamique des cytosquelettes de 
microtubules et d'actine n'ont pas été identifiés. 
Adapté de (Ito et al., 2006; Uesugi et al., 2009; Bellon et al., 2010; Silver et al., 2014). 
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5.1.2 Vascularisation 

 La Sema3E contrôle la vascularisation inter-somitique indépendamment de la 

neuropiline-1. On observe un gradient d'expression de la Sema3E caudo-rostral au niveau 

des somites dès le jour embryonnaire E10.5. Ce gradient va avoir un effet répulsif sur les 

cellules endothéliales exprimant pléxine-D1, restreignant l'invasion du réseau vasculaire 

dans la région inter-somitique (Gu, 2005). Cette restriction est perdue à la fois chez les 

embryons de souris KO Sema3E ou KO pléxine-D1 (Gu, 2005).  

 Une fonction répulsive similaire de la Sema3E a aussi été identifiée pour la formation 

de l'aorte dorsale. Pour cette fonction le Sema3E est très tôt exprimée au niveau de la 

notochorde et de la plaque mésodermique latérale, afin d'établir deux régions avasculaires 

nécessaires à la restriction de la formation de l'aorte dorsale entre ces deux régions 

(Meadows et al., 2012).   

 La Sema3E stimule aussi la vascularisation rétinienne (Kim et al., 2011). Dans cette 

fonction l'expression de la Sema3E est uniforme. A l'inverse, c'est l'expression de la pléxine-

D1 qui va être finement régulée, au niveau de l'extrémité en croissance des vaisseaux, par le 

VEGF (Fukushima et al., 2011; Kim et al., 2011). En retour, la signalisation Sema3E/pléxine-

D1 va réguler négativement la signalisation Dll4/Notch induite par le VEGF, formant ainsi une 

boucle de rétro-contrôle. La Sema3E va promouvoir la vascularisation à travers l'activation 

de la GTPase RhoJ et l'inactivation de Cdc42, à l'inverse, le VEGF va lui activer Cdc42 et 

inactiver RhoJ dans la signalisation Dll4/Notch. Les embryons KO Sema3E ou KO pléxine-D1 

vont donc avoir une vascularisation rétinienne diminuée (Fukushima et al., 2011).  

 Enfin, la Sema3E stimule la vascularisation rétinienne (Kim et al., 2011). Dans cette 

fonction l'expression de la Sema3E est uniforme. A l'inverse, c'est l'expression de la pléxine-

D1 qui va être finement régulée au niveau de l'extrémité en croissance des vaisseaux par le 

VEGF (Fukushima et al., 2011; Kim et al., 2011). En retour, la signalisation Sema3E/pléxine-

D1 va réguler négativement la signalisation Dll4/Notch induite par le VEGF, formant ainsi une 

boucle de rétro-contrôle. La Sema3E va promouvoir la vascularisation à travers l'activation 

de la GTPase RhoJ et l'inactivation de Cdc42. Les embryons KO Sema3E ou KO pléxine-D1 

vont donc avoir une vascularisation rétinienne diminuée. A l'inverse, le VEGF va lui activer 

Cdc42 et inactiver RhoJ (Fukushima et al., 2011).  



43 
 

6 Précisions sur le fornix 

6.1 Un exemple de l'implication de la Sema3E dans la formation 
de connections interneuronales: le fornix 

6.1.1 Neuro-anatomie et connectivité 

 La formation hippocampale, est conventionnellement décrite comme étant  

constituée du cortex entorhinal, des trois aires CA1 à CA3, du girus denté ainsi que du 

subiculum (Schultz and Engelhardt, 2014). Ce subiculum est la voie de sortie principale des 

efférences de la formation hippocampale. Il reçoit des projections axonales venant 

majoritairement de l'aire CA1, mais aussi du cortex entorhinal, de l'amygdale et du noyau 

thalamique antérieur. En retour les projections axonales du subiculum connectent de très 

nombreuses régions neuronales incluant, des régions corticales (cortex rhinal, retrospinal et 

préfrontal), des régions thalamiques (majoritairement les noyaux hypothalamiques antérieur 

et postérieur, mais aussi le noyau thalamique antérieur) et la région septale (le noyau 

accumbens et le septum) (Witter, 2006) (Figure 11). 

 

 

Figure 11 : Schéma simplifié des connections afférentes et efférentes du subiculum. 
La majorité des efférences viennent de l'aire CA1 de l'hippocampe tandis que la pré-commissure du fornix émet des 
projections dans le septum et le noyau accumbens, tandis que la post-commissure du fornix projette plus 
particulièrement dans les noyaux thalamiques et hypothalamiques, l'amygdale et les corps mamillaires. 
Adapté des informations publiées dans (Aggleton and Christiansen, 2015). 
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 Les projections axonales du subiculum majoritairement, en association avec celles 

des régions CA1 et CA3, forment un faisceau d'axones composant la fimbria. Les 

composantes subiculaires de ce faisceau vont se compacter pour former le fornix, qui est 

constitué de trois portions. La portion proximale nommée fornix pré-commissural, 

commence dès la densification de la fimbria. Elle va adopter une trajectoire postéro-

antérieure et latéro-médiale chez la souris, pour venir s'accoler au fornix contralatéral. La 

portion ou les deux fornix sont accolés, sans pour autant former de projections inter-

hémisphériques, est nommée corps du fornix. Le corps du fornix va ensuite se diviser, la pré-

commissure du fornix va continuer antérieurement pour former les connections septales en 

avant de la commissure antérieure. L'autre partie, nommée fornix post-commissural, va 

contourner la commissure antérieure pour adopter une trajectoire antéro-postérieure afin 

de connecter les régions hypothalamiques via tout d'abord le détachement, ventralement au 

fornix post-commissural, d'une partie des fibres nommée faisceau cortico-hypothalamique 

médial (mcht) et enfin la connexion de la partie distale de ce fornix post-commissural au 

niveau des corps mamillaires (Figure 12). 

 

 
 
Figure 12 : Schéma de l'anatomie du fornix et des ses efférences principales.  
Le fornix (en rouge) est issu des projections axonales des neurones de la formation hippocampale. La post-commissure 
du fornix projette majoritairement dans les corps mamillaires (en violet).  
pre-f : pré-commissure du fornix, post-f : post-commissure du fornix, FH : Formation Hippocampale, SPT : Septum, HA : 
Hypothalamus antérieur, MM : Corps Mamillaires, ca : commissure antérieure, mcht : médial cortico-hypothalamic tract.  
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6.1.2 Guidage axonal du fornix 

 La formation du fornix débute autour de E14 (Warner, 1980; Ashwell et al., 1996). 

Cette croissance va évidement être dirigée par des molécules de guidage dont certaines ont 

été identifiées. 

 La voie attractive de la sémaphorine 3E est un acteur important dans l'établissement 

du fornix post-commissural. En effet les neurones du subiculum expriment la neuropiline-1 

ainsi que le VEGFR2, deux corécepteurs de la pléxine-D1, essentiels à l'effet stimulateur de la 

Sema3E sur la croissance axonale (Chauvet et al., 2007; Bellon et al., 2010). Le traçage 

lipidique (DiI) du fornix chez les embryons de souris (E17.5) KO Sema3E ou KO pléxine-D1 

présente un retard de développement de ce faisceau qui, à cet âge, n'a pas encore formé sa 

portion post-commissurale, conduisant à une diminution de son diamètre chez le jeune 

adulte (P30) (Chauvet et al., 2007). Au niveau comportemental, les souris KO Sema3E 

présentent des altérations rappelant une altération du subiculum ou des corps mamillaires, 

à savoir une altération de la mémorisation spatiale ainsi que de l'anxiété (Chauvet et al., 

2007). La délétion conditionnelle du VEGFR2 neuronal induit, elle aussi, un retard de 

croissance du fornix post-commissural, conduisant à une diminution de son diamètre chez le 

jeune adulte (P30) (Bellon et al., 2010).  

 Si la Sema3E est clairement impliquée dans la formation du fornix, elle n'est pas 

suffisante au développement de ce faisceau. D'une part, en son absence, une partie des 

fibres du fornix post-commissural arrive tout de même à atteindre sa cible.  Et d'autre part, 

l'expression de cette Sema3E sur la trajectoire de croissance du fornix est principalement 

réalisée par les neurones des aires CA1-CA3 dont les projections axonales suivent la même 

trajectoire au niveau du fornix pré-commissural. Cette expression ne permet donc pas 

d'expliquer comment les axones du fornix post-commissural peuvent être guidés jusqu'aux 

corps mamillaires.  

 De plus, d'autres délétions de molécules de guidage ont permis d'établir leur lien 

avec la formation du fornix, notamment la  sémaphorine 6A dont l’absence conduit à une 

forte défasciculation de celui-ci (Rünker et al., 2011). La délétion de la draxine induit, elle 

aussi, une disparition complète du fornix post-commissural chez la souris (Zhang et al., 

2010). Cependant, les auteurs montrent une forte augmentation de l'apoptose à E18.5 dans 

le subiculum de ces souris, pouvant expliquer l'altération des projections axonales de cette 

structure.  
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6.1.3 Fonction 

 Le fornix appartient au système limbique et plus particulièrement au circuit de Papez. 

Ce circuit implique différentes aires corticales et sous corticales et a pour fonction globale de 

gérer la mémoire et les émotions ainsi que leur association (Figure 13). Parmi les 

composantes principalement impliquées, on trouve l'hippocampe dans la gestion de la 

mémoire factuelle, tandis que l'amygdale est plus particulièrement impliquée dans la gestion 

de l'état émotionnel de l'individu. Elle permet, en association avec l'hippocampe, de 

moduler l'importance d'un souvenir par une composante émotionnelle au moment de 

l'établissement de celui-ci. Par ailleurs, il apparait que l'intégrité de cette boucle est aussi 

importante que la fonction individuelle des différentes structures qui la composent (Thomas 

et al., 2011). Ainsi une lésion du fornix va, par exemple, causer de multiples symptômes, à la 

fois associés à la mémorisation mais aussi aux émotions. 

 

 

Figure 13 : Schéma récapitulatif des noyaux impliqués dans le circuit de Papez et de la position du fornix dans cette 
boucle.  
Les afférences néocorticales apportent les informations sensorielles environnementales. Ces informations sont alors 
traitées et associées à l'état émotionnel de la personne par les noyaux de la boucle de Papez, avant d'être stockées à 
long terme dans le néocortex.   
mt : faisceau mamillo-thalamic. 
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6.1.4 Mémoire 

 La plupart des études effectuées sur le rôle du fornix ont été réalisées à travers 

l'analyse du comportement de rongeurs après une lésion de ce faisceau ou du subiculum. 

Les premiers travaux ont montré, grâce au test de la piscine de Morris, des déficits de 

mémorisation spatiale lors d'une lésion du subiculum (Morris et al., 1990) ainsi qu'en cas de 

lésion bilatérale du fornix (Fletcher, 2006). Il apparait que, contrairement à une lésion 

hippocampale, la lésion du fornix ne semble induire qu'un déficit de mémorisation spatiale, 

sans affecter la mémoire préétablie avant la lésion (Chai and White, 2004). Les travaux de 

Vann ont montré que les corps mamillaires sont fortement impliqués dans ce type de 

mémorisation, et la lésion de cette structure, ainsi que de ses efférences (le faisceau 

mamillo-thalamique ou mt) conduisent aussi à des déficits de mémorisation spatiale (Vann 

and Aggleton, 2003; Vann, 2010, 2013). 

 Une seconde stratégie pour l'étude des fonctions du subiculum, a été de corréler les 

enregistrements de l'activité neuronale de champ ou unitaire au sein du subiculum, pendant 

le déplacement libre de rats dans différents environnements. Il apparait que tout comme au 

niveau de l'aire CA1, le subiculum possède des neurones (nommés "place cells")  dont 

l'activité est dépendante de la position de l'animal dans son environnement (Sharp and 

Green, 1994). Cependant cette cartographie établie au sein du subiculum n'est pas aussi 

précise que celle établie dans l'hippocampe et semble dépendre d'autres paramètres tels 

que la direction du mouvement de l'animal (Sharp and Green, 1994; Sharp, 1999). Une 

théorie selon laquelle le subiculum permettrait  l'intégration ainsi que la complémentation 

des informations spatiales apportées par l'hippocampe émerge (Sharp, 1999; O’Mara et al., 

2009).  
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6.1.5 Stress 

 Le fornix post-commissural ainsi que le mcht connectent des régions du système 

limbique associées à l'axe adrénergique hypothalamo-pituitaire (HPA), sur lesquelles ils vont 

avoir un effet majoritairement  inhibiteur (Lowry, 2002). En effet, la lésion du subiculum 

ventral (formant la plupart des projections du fornix post-commissural) induit une 

dérégulation de la sécrétion de glucocorticoïde en réponse à un stress, sans affecter les 

niveaux basaux (Herman et al., 1995). L'utilisation de différents types de stress (hypoxie, 

labyrinthe élevé, auditif etc...) a permis de montrer une implication différente du subiculum 

selon le stress. Il est alors apparu que celui-ci joue un rôle plus complexe qu'une simple 

inhibition de l'axe HPA et peut même avoir un effet stimulateur dans certains cas (hypoxie 

par exemple) (Mueller et al., 2004; Herman and Mueller, 2006).  

6.1.6 Motivation et récompense 

 Dans la fin des années 80, Rawlins a montré l’implication du subiculum ventral dans 

la motivation de rats à effectuer une tache pour obtenir une récompense (Rawlins et al., 

1989). Cette observation sera confirmée plus tard par des approches pharmacologiques. En 

effet, l'inhibition des récepteurs dopaminergiques D1 du subiculum ventral induit une 

diminution des performances d'apprentissage en vue d'une récompense, ainsi qu'un point 

de rupture dans le test de ratio progressif plus rapidement atteint. Ceci n'affecte cependant 

pas les comportements moteurs spontanés et dirigés vers la nourriture. La même inhibition 

au niveau du subiculum dorsal n'induit pas d'effet montrant une nouvelle fois la dissociation 

fonctionnelle du subiculum ventral et dorsal (Andrzejewski et al., 2006). 
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7 MAP6 

7.1 Bref Historique 

 Les microtubules sont des composants essentiels du cytosquelette. Ils sont impliqués 

dans de nombreux mécanismes cellulaires comme la division, la migration ou encore le trafic 

intracellulaire. Ces microtubules sont formés par la polymérisation de dimères de tubulines 

alpha et beta en protofilaments. Ces protofilaments s'associent alors par contacts latéraux 

sous forme de tubes, que l'on appelle microtubules. La capacité qu'ont certains microtubules 

à résister à des facteurs dépolymérisants, tels que le froid (<15°C), des drogues ou encore 

une forte pression hydrostatique, a depuis longtemps été observée (Robinson, 1969; 

Brinkley and Cartwright, 1975; Schliwa et al., 1981). Cependant deux théories s'opposaient 

sur l'origine de cette stabilité des microtubules au froid. Certains pensaient qu'elle était 

permise par une modulation des propriétés biochimiques intrinsèques de la tubuline (Brady 

et al., 1984; Binet et al., 1987).  D'autres en revanche pensaient qu'elle impliquait un 

"facteur" qui s'incorporerait aux microtubules pendant leur polymérisation (Webb and 

Wilson, 1980). 

 La découverte que la stabilité des microtubules au froid, chez les vertébrés, est 

sensible à la présence du complexe calmoduline/Ca2+ (Job et al., 1981) a permis d'élaborer 

une stratégie de purification de ce potentiel "facteur" stabilisateur. A partir d'une fraction 

enrichie de microtubules stables au froid de cerveaux de rat et en utilisant une 

chromatographie d'affinité sur colonne  échangeuse de cation puis sur colonne de 

calmoduline, Job et al. identifièrent la protéine STOP (pour Stable Tubule Only Polypeptide) 

(Job et al., 1982). Cette protéine est aujourd'hui plus connue sous l'appellation MAP6 (pour 

Microtubule Associeted Protein 6) et je la nommerai donc ainsi dans la suite de ce manuscrit. 

La production d’anticorps monoclonaux spécifiques de la protéine MAP6 a permis de purifier 

celle-ci en plus grande quantité sur colonne d’immuno-affinité, et de confirmer sa capacité à 

potentialiser la stabilité des microtubules au froid (Margolis et al., 1986).  
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 L'étude de MAP6 s'est naturellement poursuivie par le clonage et le séquençage de 

l'ADNc de la protéine, toujours à partir de cerveaux de rats adultes (Bosc et al., 1996). C'est 

une protéine basique (pI = 9.5), présentant plusieurs motifs répétés dans sa séquence, 

caractéristique retrouvée chez la plupart des protéines associées aux microtubules (Lewis et 

al., 1988; West et al., 1991). Cette protéine de 952 acides aminés n'avait cependant aucune 

homologie avec d'autres MAP (Bosc et al., 1996), et était la seule protéine connue capable 

de stabiliser les microtubules au froid. 

7.2 La famille MAP6 

7.2.1 Les différentes isoformes de MAP6 

 La migration sur gel d'accrylamide des protéines d'un lysat de cerveau de souris 

adulte, ainsi qu'un lysat de lignées cellulaires (PC12 et NIH 3T3) en culture,  a révélé des 

bandes de différents poids moléculaires. Ces bandes suggèrent que MAP6 puisse être 

exprimée sous différentes isoformes (Denarier et al., 1998b; Guillaud et al., 1998). Les 

protéines MAP6 sont codées par un seul gène qui a été localisé chez la souris (gène Map6) 

au niveau de la région E2-F1 du chromosome 7 (Denarier et al., 1998a). Le gène Map6 est 

localisé sur le chromosome 1q32 chez le rat et 11q14 chez l’homme (gène MAP6). Les 

différentes isoformes de MAP6 sont des variants présentant des expressions tissulaires et 

développementales distinctes. Elles sont obtenues par l'épissage alternatif ou l'utilisation de 

promoteurs différents du gène Map6 (Aguezzoul et al., 2003). 

 Ce gène comporte 4 exons, l'exon 1 code pour la portion amino-terminale de MAP6 

ainsi que les répétitions centrales, l'exon 2 pour un domaine nommé "Linker", l'exon 3 pour 

le domaine riche en arginine nommé "KR", enfin l'exon 4 code les répétitions caboxy-

terminales de la protéine (Bosc et al., 2003). Six isoformes de la protéine MAP6 ont été 

identifiées jusqu’à ce jour, soit par la découverte de variations d'épissage, soit par leurs 

immuno-réactivités croisées avec différents anticorps dirigés contre MAP6 : N-MAP6 

(120kD), E-MAP6 (80kD), O-MAP6 (89kD), A-MAP6 (60kD), MAP6-48 (48kD) et F-MAP6 

(42kD) (Denarier et al., 1998b; Guillaud et al., 1998; Galiano et al., 2004) (Figure 15).  
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7.2.1.1 Les isoformes neuronales 

 Les isoformes "N" (Neuronale) et "E" (Early) de MAP6 sont spécifiques des neurones. 

Cette spécificité tissulaire explique l'appellation de la N-MAP6, tandis que le préfix "E" de la 

E-MAP6 réfère au fait que le début de son expression est plus précoce lors du 

développement embryonnaire. On observe ainsi un déplacement de l’expression de la 

protéine E-MAP6, majoritaire chez l'embryon, vers la N-MAP6 qui devient majoritaire chez 

l'adulte. Toute fois, l'expression de E-MAP6 perdure, en moindre quantité chez l'adulte, alors 

que la N-MAP6 est absente jusqu'à environ 17 jours de gestation chez l'embryon de souris. 

La N-MAP6 est constituée de 906 acides aminés chez la souris et migre à un poids 

moléculaire apparent de 120kD sur gel d'accrylamide. Elle est produite par la transcription 

des 4 exons du gène Map6. La N-MAP6 est ainsi composée de la région C-terminale 

complète avec 28 motifs répétés. A l'inverse, la E-MAP6 est dépourvue des répétitions C-

terminales suite à l'épissage alternatif du gène Map6 conduisant à la transcription des exons 

1, 2 et 3 à partir du même promoteur que N-MAP6 (Aguezzoul et al., 2003). Cependant 

l'épissage de l'intron entre les exons 3 et 4 conduit à la poursuite de la traduction de l'intron 

en aval de l'exon 3, menant très rapidement à l'apparition d'un codon stop.  Il en résulte une 

E-MAP6 plus courte, d'un poids moléculaire apparent de 80kD chez la souris (Figure 14).  

 

 

 
Figure 14 : Représentation schématique des différentes isoformes de MAP6 et de la correspondances entre les exon du gène 

Map6 avec les différentes portion de la protéine.  
Les ADNc des N-MAP6, E-MAP6 et F-MAP6 ont été séquencés, permettant de déterminer avec précision la composition en acides 
aminés de leurs protéines correspondantes (A). La composition des O-MAP6, A-MAP6 et MAP6-48 reste établie de manière 
théorique en fonction des épitopes reconnus par les anticorps pour lesquels ces isoformes présentent une immunoréactivité (B) 
(Cf Figure 15). 
pN = promoteur N-MAP6, pF = promoteur F-MAP6 
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7.2.1.2 Les Isoformes non-neuronales 

 Une autre isoforme de MAP6 a été caractérisée à partir d'extraits d'une lignée de 

fibroblastes murin (NIH 3T3), où elle est majoritairement exprimée (Figure 15). Cette 

protéine de 42kD a été nommée F-MAP6 ("Fibroblastic-MAP6"). Elle est issue de l'expression 

du gène Map6, mais à partir d'un site d'initiation de la transcription situé 609 pb en aval de 

celui codant pour les N- et E-MAP6. L'initiation de la transcription du gène à partir de ce 

second site produit un ARNm composé d'une partie de l'exon 1 et de l'exon 2. Il s'ensuit 

alors, l'épissage alternatif de l'exon 3 et conduisant à la fusion des exons 2 et 4, et  

l'apparition d'un site de terminaison de la transcription 21 pb en aval de l'exon 2 (Aguezzoul 

et al., 2003). Cette protéine est ainsi composée essentiellement des domaines répétés 

centraux et du domaine Linker (Figure 14). 

 L'isoforme O-MAP6 ("Oligodendrocytic-MAP6") a été partiellement caractérisée dans 

des oligodendrocytes matures et immatures, à l'aide d'une combinaison d'anticorps anti-

MAP6 dirigés contre des épitopes de la protéine situés sur différentes portions de celle-ci 

(Galiano et al., 2004) (Figure 14 et 15). Cette isoforme de 89kD contiendrait donc une partie 

du domaine N-terminale, les répétitions centrales, le domaine Linker, le domaine KR et au 

moins une partie des répétitions C-terminales. Elle serait donc l'isoforme la plus proche de la 

N-MAP6. 

 L'isoforme A-MAP6 ("Astrocytic-MAP6") a été elle aussi partiellement caractérisée 

selon le même procédé mais dans des cellules astrocytaires cette fois-ci (Galiano et al., 

2004). Avec un poids moléculaire apparent de 60 kD, elle n'est détectable que par les 

anticorps dirigés contre des épitopes situés dans les répétitions centrales et le domaine 

Linker. Cette isoforme est donc proche de la F-MAP6 (Figure 14 et 15).  

 Enfin une isoforme de 48 kD, nommée 48-MAP6 est détectable à la fois dans les 

fibroblastes, les astrocytes et les oligodendrocytes. Cette isoforme possède la même 

immunoréactivité que les isoformes A-MAP6 et F-MAP6 et ne possèderait donc que les 

répétitions centrales et le domaine Linker en commun avec la N-MAP6 (Figure 14 et 15). 

Les ADNc des isoformes A- O- et 48-MAP6 n'ont pas encore été déterminés à l'heure actuelle 

ce qui ne nous permet pas de pouvoir affirmer formellement l'existence des ces isoformes ni 

la composition de leur séquence en acides aminés.    
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Figure 15 : Présentation des différentes isoformes de MAP6 observées après Western-Blot de lysats de cerveaux, de 
fibroblastes (NIH 3T3), d'oligodendrocytes ou d'astrocytes.  
Les différentes isoformes sont révélées par immunomarquage avec l'anticorps 23C (A). Représentation schématique des 
localisations sur la protéine N-MAP6 des épitopes contre lesquels sont dirigés les différents anticorps anti-MAP6 (B). 
Tableau représentatif des différentes immunoréactivités des isoformes de MAP6 en fonction des anticorps (C).  
Adapté de (Galiano et al., 2004). 

7.2.2 Localisation tissulaire et subcellulaire des différentes isoformes. 

7.2.2.1 Localisation des isoformes neuronales 

 Les protéines MAP6 neuronales sont présentes dans toutes les aires du cerveau avec 

des régions où elles sont plus particulièrement exprimées telles que les glomérules du bulbe 

olfactif, la couche VII du cortex, l’hippocampe, l’hypothalamus et le cervelet (Andrieux et al., 

2002). En revanche, certaines cellules neuronales n'expriment pas de MAP6. On peut citer, 

par exemple, les cellules mitrales et granulaires du bulbe olfactif ou les cellules de la couche 

moléculaire du cervelet (Couegnas et al., 2007).  

 Pour ce qui est de leur localisation subcellulaire, lorsque l'on observe des cultures de 

neurones des ganglions dorsaux de la moelle épinière, on retrouve MAP6 dans l'ensemble 

des neurones avec une forte présence au niveau de l'axone, tout le long des microtubules 

qui le composent (Guillaud et al., 1998). La présence de MAP6 a aussi été détectée au niveau 

des synapses par des expériences de microscopie électronique (Andrieux et al., 2002). 

L'analyse biochimique de la composition en MAP6 de synaptosomes purifiés a permis de 

confirmer la présence de MAP6 à la fois en pré- et post-synaptique. On note un 

enrichissement de MAP6 dans des fractions synaptosomales associées à des structures 

insolubles telles que la PSD (Andrieux et al., 2002).  

48-STOP 
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Par ailleurs, une sous population de MAP6 a été observée associée à l'appareil golgien (Gory-

Fauré et al., 2006, 2014; Tortosa et al., 2017). Cette relocalisation golgienne de MAP6 est 

sous la dépendance de sa palmitoylation N-terminale (chapitre 7.3.4). Enfin MAP6 est 

associée à la fraction de mitochondries purifiée à partir d'homogénats de cerveaux de souris 

(Gory-Fauré et al., 2014). 

7.2.2.2 Localisation des isoformes non-neuronales 

 L'étude de l'expression tissulaire de la F-MAP6 en Nothern et Western Blot a montré 

qu'elle est exprimée dans de nombreux organes. On la retrouve en grande quantité dans les 

poumons, et en plus faible quantité dans les testicules, le cœur, les muscles, et les reins. En 

revanche, les ARNm de F-MAP6 tout comme la protéine ne sont pas détectés dans le foie et 

la rate (Aguezzoul et al., 2003). Cette étude n'a pas été réalisée pour les autres isoformes 

non-neuronales. 

 L'analyse biochimique de différentes isoformes non-neuronales à partir d'extraits 

cellulaires a permis de détecter la F-MAP6 à la fois dans les fibroblastes, les oligodendrocytes 

et les astrocytes. Dans les fibroblastes en culture (NIH 3T3), la F-MAP6 est majoritaire (Figure 

15), et principalement cytosolique. Cependant, elle se délocalise au niveau des microtubules 

du fuseau mitotique lors de la division de ces cellules. On retrouve cette même relocalisation 

microtubulaire lors de l'exposition de ces cellules au froid (4°C) (Denarier et al., 1998b). 

 La O-MAP6 n'est retrouvée que dans les fibroblastes et les oligodendrocytes, tandis 

que la A-MAP6 n'est détectable que dans les astrocytes. Enfin la MAP6-48, tout comme la F-

MAP6, est détectable dans ces trois types cellulaires (Galiano et al., 2004) (Figure 15).  

7.3 Caractérisation des domaines fonctionnels de MAP6 

 La connaissance de la séquence en acides aminés de N-MAP6 a contribué à 

l'identification et à la caractérisation de domaines fonctionnels des MAP6. Ces domaines 

sont impliqués dans de nombreuses fonctions de la protéine allant de son activité régulatrice 

de la dynamique des microtubules, à son adressage subcellulaire, ou encore à la régulation 

de son interaction avec ses partenaires.  
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7.3.1 La liaison aux microtubules par les domaines Mn et Mc 

 L'étude structure-fonction de MAP6 a permis d'identifier les domaines permettant la 

liaison de MAP6 aux microtubules (Bosc et al., 2001). On retrouve deux types de domaines 

distincts de par leurs séquences mais aussi leurs fonctions, les modules Mc et les modules 

Mn (Figure 16). 

 Les modules Mc (de 46 acides aminés chacun) correspondent, aux répétitions 

centrales de MAP6. Ces modules, une fois transfectés dans les cellules Hela dépourvues de 

MAP6 endogène, sont suffisants pour stabiliser les microtubules au froid (4°C) ou au 

nocodazole. On remarque cependant que l'expression d'un seul module ne suffit pas à 

apporter ces résistances (Bosc et al., 2001). Une étude a montré que l'affinité des modules 

Mc pour les microtubules est directement proportionnelle à la diminution de température. 

En effet ceux-ci semblent passer d'une structure de type beta à 37°C pour se déstructurer 

avec la diminution de température, augmentant ainsi leur affinité avec les microtubules à la 

fois in vivo et in vitro (Delphin et al., 2012). Cette étude permet d'expliquer la relocalisation 

de F-MAP6 sur les microtubules, à basse température (Denarier et al., 1998b). En effet la F-

MAP6 ne possédant pas de module Mn, sa localisation aux microtubules va être directement 

liée à l'affinité des modules Mc pour ces derniers (Figure 16).  

 MAP6 est conservée au cours de l'évolution au moins depuis l'émergence de la classe 

des Ostéichtyens (poissons) jusqu'aux grands primates (Bosc et al., 2003). On peut alors se 

poser la question du rôle de MAP6 chez de nombreux animaux homéothermes, pour qui les 

variations de température corporelle sont faibles. On remarque cependant une variation du 

nombre de modules Mc entre les différentes espèces pouvant être corrélée à leur capacité 

ou nécessité de résistance au froid. Ainsi les espèces murines, connues pour entrer en état 

de torpeur lors de périodes nécessitant une économie d'énergie, peuvent avoir leur 

température corporelle fortement diminuée. Cette aptitude est corrélée à la présence d'au 

moins 4 modules Mc dans leur gène Map6. Une espèce murine fait cependant exception : le 

rat taupe (Delphin et al., 2012). Ces animaux résistent très mal aux baisses de températures, 

ce qui fait du froid leur première cause de mortalité. On remarque que le gène Map6 de ces 

animaux ne possède qu'un seul module Mc. Enfin si on s'intéresse aux primates, dont la 

thermorégulation est beaucoup plus stable, ceux-ci n'ont conservé qu'un seul module Mc 

dans leur gène MAP6.  
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La branche des lémuriens fait cependant exception avec 3 à 6 modules Mc, mais 

étonnamment cette branche de primates a la particularité de rentrer en torpeur. Enfin, on 

peut noter que l'expression de la F-STOP est très majoritaire dans les poumons, organe 

fortement exposé aux températures extérieures du fait de sa fonction respiratoire. 

Evidement, d'autres fonctions encore inconnues des modules Mc peuvent aussi expliquer 

leur conservation. 

 Les modules Mn, sont au nombre de trois (Mn1 à Mn3) et encadrent les modules Mc 

(Figure 16). Composés d'une séquence de 21 aa, ils sont capables à la fois de protéger les 

microtubules de leur dépolymérisation au froid, mais aussi contre des drogues 

dépolymérisantes comme le nocodazole (Bosc et al., 2001). Cette caractéristique 

additionnelle des modules Mn, tout comme la variation du nombre de modules en fonction 

des différentes isoformes de MAP6,  apporte des éléments d'explication aux différences de 

propriété de résistance à la dépolymérisation en fonction du type cellulaire. Par exemple, 

dans les cellules neuronales les microtubules sont résistants à la fois au froid et aux drogues 

dépolymérisantes (Baas et al., 1994; Guillaud et al., 1998), tandis que dans de nombreuses 

cellules fibroblastiques seule la résistance au froid est conservée (Lieuvin et al., 1994; 

Denarier et al., 1998b). En effet ces cellules  (au contraire des cellules neuronales) 

n'expriment pas les isoformes E et N de MAP6 qui sont deux isoformes ayant conservé 

l'ensemble de leurs modules Mn. Plus récemment il a été montré que le module Mn3 est 

impliqué dans la multimérisation de MAP6 (Gory-Fauré et al., 2014). La fonction 

physiologique de cette propriété n'a pas encore été élucidée. Mais on peut spéculer que 

MAP6, possédant deux autres domaines Mn, puisse interagir avec les microtubules en 

gardant cet état multimérisé et ainsi favoriser la création de faisceaux de microtubules. 

7.3.2 Régulation de l'activité de MAP6 sur le cytosquelette par la liaison à la 
Calmoduline. 

 Si l'interaction des modules Mc avec les microtubules peut être régulée par la 

température, ce n'est pas le cas des modules Mn. D'autres mécanismes doivent donc être 

présents pour réguler l'activité stabilisatrice de MAP6. La capacité de MAP6 à lier 

directement la calmoduline en présence de calcium a été établie très tôt durant l'étude de 

cette protéine (Job et al., 1982).  



57 
 

D'autre part, l'importance de la calmoduline/Ca2+ dans la déstabilisation des microtubules a 

elle aussi été démontrée expérimentalement (Job et al., 1981). Par la suite, l'utilisation de 

"peptides spots" a permis d'identifier les domaines putatifs d'interaction de MAP6 avec la 

calmoduline. Ces domaines furent alors confirmés par des expériences de liaison de 

fragments de MAP6 ou de mutants de délétion sur colonne de calmoduline (Bosc et al., 

2001). On retrouve ainsi 11 sites dans MAP6 capables de lier la calmoduline. Ces sites sont 

nommés Cam1 à Cam7 et CamR1 à CamR4. L'ensemble des domaines de liaison aux 

microtubules de MAP6 chevauche avec les sites de liaison à la calmoduline. Ainsi les Mn1, 

Mn2 et Mn3 chevauchent respectivement les sites Cam2, Cam3 et Cam5 (Figure 16). Tandis 

que les quatre modules Mc, chez la souris, chevauchent les sites CamR1 à CamR4. Ce 

chevauchement est la base de l'interprétation de l'inhibition de la fonction stabilisatrice de 

MAP6 par la calmoduline qui provoquerait, en présence de calcium, un encombrement 

stérique sur MAP6, empêchant ainsi son interaction avec les microtubules.         

7.3.3 Régulation de l'interaction de MAP6 avec le cytosquelette lors de sa 
phosphorylation par la CaMKII. 

 Lors de l'établissement de la séquence en acide aminé de MAP6, quatre sites 

potentiels de phosphorylation de MAP6 (P1 à P4) par la kinase CaMKII ("Ca2+/calmoduline 

dependent kinase II") ont été identifiés (Bosc et al., 1996). Ces sites se situent à l'intérieur de 

sites de liaison de MAP6 avec la calmoduline (Cam2, Cam4, Cam5 et Cam6) (Figure 16). La 

production d'anticorps spécifiques dirigés contre chacun des sites phosphorylés, a permis 

d'observer cette phosphorylation de MAP6 in vitro (sur les sites P1, P2 et P4) mais aussi in 

vivo (sur les sites P2 et P4) (Baratier et al., 2006). Lorsque l'on observe, dans des neurones 

hippocampaux en culture, la forme phosphorylée de MAP6 on remarque que celle-ci ne co-

localise plus aussi bien avec le réseau de microtubules mais va par contre s'associer au 

réseau d'actine (Baratier, 2006). Dans cette même étude, des expériences de co-

sédimentations montrent d'ailleurs cette perte d'interaction entre MAP6 et microtubules en 

faveur de MAP6 avec l'actine lorsque MAP6 est phosphorylée sur ces sites.  Ainsi la 

phosphorylation de MAP6 par la CamKII, tout comme son association avec le complexe 

Ca2+/calmoduline, vont détacher MAP6 du réseau microtubulaire. Baratier et ses 

collaborateurs montrent par ailleurs que cette phosphorylation de MAP6 peut être induite 

par un traitement de ces cultures de neurones hippocampaux avec du glutamate.  
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Ainsi l'activité synaptique de ces neurones aurait pour conséquence la relocalisation de 

MAP6 dans des régions enrichies en actine. Dans ces neurones en culture, cette sous-

population de MAP6 phosphorylée co-localise, au moins partiellement, avec des protéines 

pré- et post-synaptiques comme Synapsin et Homer.  

 La CamKII est une enzyme clé de la plasticité synaptique (Fukunaga et al., 1996; Bayer 

et al., 2001). Celle-ci est activée de manière constitutive par autophosphorylation suite à son 

interaction préalable avec le complexe Ca2+/calmoduline. On observe donc deux mécanismes 

distincts temporellement et permettant la délocalisation de MAP6 des microtubules. Le 

premier, a lieu directement après un influx de calcium,  et consiste en l'interaction entre 

MAP6 et la calmoduline. Le second,  à savoir la phosphorylation de MAP6 par la CamKII, se 

produit plus tardivement bien après le retour à la normale des niveaux de calcium locaux. Ce 

second mécanisme perdurerait vraisemblablement plus longtemps, jusqu'à ce que la CamKII 

retourne dans un état non activé constitutivement (Miller and Kennedy, 1986) et que MAP6 

soit déphosphorylée. A travers cette signalisation on peut spéculer quant au rôle de MAP6 

dans des événements dépendant d'influx de calcium tels que les mécanismes sous-jacents à 

la plasticité synaptique (LTP, LTD etc...). Il est intéressant de noter qu'en effet ces 

mécanismes sont déficients chez les souris KO MAP6 (Chapitre 7.4.3.2).   

7.3.4 Introduction de SL21 et adressage de MAP6 au Golgi par ses domaines 
de palmitoylation.  

 La recherche dans des banques de données de protéines apparentées aux MAP6 a 

permis d'identifier SL21 ("STOP-like protein 21 kD") (Bosc et al., 2001). Cette protéine est 

aussi connue sous l'appellation MAP6d1 (MAP6 domain-containing protein 1). Elle contient 

une séquence de 35 aa N-terminaux ayant 83% d'homologie avec la portion N-terminale des 

E- et N-MAP6. Cette séquence comprend le motif Cam1 de liaison à la calmoduline 

caractérisé chez MAP6. De plus, un second domaine de SL21 de 24 aa partage 74% 

d'homologie avec le module de stabilisation des microtubules Mn3 de MAP6 (Gory-Fauré et 

al., 2006) (Figure 16). Gory et al. ont démontré que cette protéine est exclusivement 

exprimée dans le cerveau et en post-natal chez la souris. Elle se co-localise avec l'appareil de 

Golgi mais aussi avec des structures Golgiennes dendritiques nommée "Outposts" de Golgi 

dans les neurones hippocampaux en culture.  
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Cette localisation de SL21 au Golgi est permise par la présence de 3 résidus cystéines en N-

terminal (acides aminés 5, 10 et 11) entourés de résidus basiques. Ces résidus constituent 

effectivement des sites de fixation d'acides gras, les palmitates. Et c'est cette palmitoylation 

de SL21 qui permet son encrage aux membranes Golgiennes (Gory-Fauré et al., 2014). De 

plus, les enzymes Palmitoyl-acyltransférases à domaine DHHC 2, 3, 7, 15 et 21 sont capables 

de palmitoyler SL21 lorsqu'elles sont co-transfectées dans un système hétérologue (HEK 

293). De façon moins prononcée, les isotypes 6, 10, 12 14 et 20 palmitoylent aussi SL21. 

D'autre part, tout comme MAP6, la présence du module Mn de SL21 lui confère des 

propriétés stabilisatrices des microtubules au froid et aux drogues dépolymérisantes 

(nocodazole) (Gory-Fauré et al., 2006). 

 Les MAP6 neuronales N et E possèdent toutes deux les mêmes sites de 

palmitoylation que SL21. En effet, lorsque que l'on transfecte la N-MAP6 en faible quantité 

dans des cellules 3T3 NIH, celle-ci se co-localise avec un marquage anti-GM130 du Golgi 

(Gory-Fauré et al., 2006). A l'instar de SL21, cette localisation Golgienne de MAP6 est 

dépendante de sa palmitoylation N-terminale (Gory-Fauré et al., 2014).   

 Une étude très récente a montré que MAP6 s'associe à des vésicules sécrétrices dans 

des neurones hippocampaux non polarisés (Tortosa et al., 2017). En revanche, elle va se 

localiser de manière plus stable au niveau de la portion proximale de l'axone lors de 

l'initiation de la polarisation du neurone. Elle stabiliserait alors la dynamique des 

microtubules. D'autre part MAP6 semble importante dans le transport mitochondrial 

dépendant de la kinésine-1 au niveau de l'axone. L'ensemble de ces données tend à suggérer 

l'importance de MAP6 dans la polarisation neuronale et la détermination de l'axone. 

L'utilisation de shRNA dirigés contre MAP6 va d'ailleurs altérer cette polarisation. Enfin 

Tortosa et al. montrent que cette fonction neuronale de MAP6 nécessite la coupure de ses 

palmitates par l'enzyme a/b-Hydrolase domain-containing protein 17 (ABHD17B) (Tortosa et 

al., 2017). Des travaux antérieurs au sein du laboratoire avait montré l'importance de cette 

palmitoylation pour l'adressage subcellulaire de MAP6 (Gory-Fauré et al., 2006, 2014). 

Cependant cette dernière étude met en lumière pour la première fois l'importance de la 

palmitoylation de MAP6 dans la maturation des neurones hippocampaux. 
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7.3.5 Rôle des domaines riches en proline dans l'interaction de MAP6 avec 
d'autres protéines. 

 MAP6 possède deux sites en tandem riches en proline correspondant à des sites 

putatifs de liaison à des protéines à domaine SH3 (Srk Homology 3) (Bosc et al., 1996). 

Cependant, le rôle de ces domaines d'interaction est longtemps resté obscur. L'analyse en 

spectrométrie de masse de l'interactome de la protéine Intersectin 1 (ITSN1) a permis 

l'identification de MAP6 comme un de ses partenaires (Morderer et al., 2012). Cette 

interaction est retrouvée en co-immunoprécipitation à partir de lysats de cerveaux totaux, à 

la fois en utilisant des anticorps dirigés contre l'ITSN1 et contre MAP6. Des expériences de 

pull-down à partir de différents domaines SH3 de l'ITSN1 purifiés montrent que cette 

interaction passe par le domaine SH3A. Enfin ITSN1 et MAP6 se co-localisent, en culture, au 

niveau des neurites de neurones hippocampaux ainsi que de leur soma (Morderer et al., 

2012). 

 

Figure 16 : Représentation schématique de N-MAP6 et SL21 et de leurs domaines fonctionnels identifiés.  

 

7.3.6 Autres interactions fonctionnelles connues de MAP6 

 BMCC1 (Bcl2, the adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 2 and the Cdc42 GAP 

homology BCH motif-containing molecule at the carboxy-terminal region 1) est une protéine 

de 390kD importante dans de nombreux mécanismes cellulaires impliquant de petites Rho 

GTPases, tels que l'apoptose. Cette protéine est par ailleurs maintenant utilisée pour le 

pronostic de neuroblastomes (Machida et al., 2006). L'identification des partenaires de 

BMCC1s, une isoforme cérébrale de BMCC1, a conduit à MAP6. En effet BMCC1s est capable 

d'interagir directement avec les isoformes E et N-MAP6 mais pas la F-MAP6 à la fois in vitro 

et in vivo (Arama et al., 2012). Arama et al. montrent par ailleurs qu'en présence de BMCC1s 

l'isoforme N-MAP6 n'est plus capable de stabiliser les microtubules à 4°C in vitro.  
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Cette capacité stabilisatrice n'est, en revanche, pas affectée chez la F-MAP6 qui n'interagit 

pas avec BMCC1s. Enfin les auteurs montrent que, à l'instar de la phosphorylation de MAP6 

par la CaMKII, son interaction avec BMCC1s semble délocaliser MAP6 des microtubules. 

Dans des neurones corticaux en culture cette délocalisation de MAP6 induit une 

augmentation du nombre et de la taille des neurites. 

 TMEM106B, un facteur de risque pour le développement de dégénérescences du 

lobe fronto-temporal, est une protéine transmembranaire originellement associée aux 

endosomes tardifs et aux lysosomes (Schwenk et al., 2013). Cette protéine interagit, elle 

aussi, avec MAP6 au niveau de ses répétitions C-terminales. En culture primaire de neurones 

de rat, Schwenk et al. montrent que l'inhibition de l'expression de TMEM106B, tout comme 

la surexpression de MAP6, a pour effet une augmentation du transport antérograde et 

rétrograde des lysosomes dans les dendrites (Schwenk et al., 2013). Ce phénotype est 

associé à une diminution de l'arborisation dendritique de ces neurones. D'autre part, 

l'inhibition de l'expression de MAP6, dans le contexte d'une inhibition au préalable de 

l'expression de TMEM106B, va rétablir ce transport lysosomal ainsi que la quantité 

d'arborisations dendritiques (Schwenk et al., 2013). Enfin les auteurs démontrent 

l'implication directe du transport lysosomal dans la formation de l'arborisation dendritique. 

Ces données leur permettent d'établir la théorie selon laquelle MAP6 serait un frein au 

transport lysosomal en fixant les lysosomes au cytosquelette microtubulaire via son 

interaction avec TMEM106B.   

7.4 La souris KO MAP6 

7.4.1 Génération de la souris KO MAP6 et fond génétique 

 Afin d'étudier la fonction intégrée de MAP6 chez l'animal, des souris invalidées pour 

le gène codant les protéines MAP6 (KO MAP6) ont été produites au laboratoire (Andrieux et 

al., 2002). Pour cela, l'exon 1 du gène Map6 a été remplacé, par recombinaison homologue, 

par une cassette contenant un gène rapporteur (β-galactosidase) sous le contrôle du 

promoteur endogène des N- et E-MAP6. Les souris homozygotes ainsi générées sont viables 

et n'expriment plus aucune isoforme de MAP6. 
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7.4.2 Implications de MAP6 sur la neuro-anatomie des souris 

7.4.2.1 Morphologie du cerveau des souris KO MAP6 

 Les souris KO MAP6 présentent des défauts neuro-anatomiques disparates en 

fonction des régions cérébrales. Tout d'abord, on remarque une hypoplasie cérébrale 

associée à un important élargissement des ventricules latéraux (Powell et al., 2007). Powell 

et al. observent par ailleurs que cette hypoplasie affecte uniquement certaines régions 

cérébrales telles que le striatum, le noyau thalamique ou encore le cortex, alors que d'autres 

régions, comme l'hippocampe, ne sont pas affectées. D'autre part, il a été mis en évidence 

des défauts de maturation des bulbes olfactifs des souris KO MAP6. En effet celles-ci 

présentent à P6 une diminution de la taille des glomérules olfactifs associée à une 

augmentation de leur nombre par rapport aux souris sauvages (Richard et al., 2009).  

Enfin une étude montre une diminution du nombre de fibres axonales sérotoninergiques, 

issues des noyaux du raphé, non corrélée à une diminution du nombre de somas au sein de 

ces noyaux (Fournet et al., 2010). Cette observation laisse supposer un défaut de croissance 

axonale de ce type de neurone. 

7.4.3  Implications de MAP6 sur la physiologie des cellules neuronales 

 L'étude des phénotypes cellulaires de ces souris KO MAP6 par différents laboratoires 

a permis d'identifier de nombreuses modifications métaboliques, synaptiques, mais aussi 

des niveaux d'expression génique.  

7.4.3.1 Altérations métaboliques 

 Tout d'abord, le métabolisme du glucose cérébral de ces souris est significativement 

augmenté dans certaines régions incluant le cortex olfactif, l'hypothalamus, l'aire 

tegmentale ventrale et la substance noire compacte (Hanaya et al., 2008). De plus, le niveau 

de corticostérone plasmatique, hormone communément associée au stress, est augmenté 

au niveau basal chez les souris KO MAP6. Même si ces souris sont toujours capables de voir 

leur niveau de corticostérone plasmatique augmenter suite à un stress modéré (injection 

saline), la variation observée par rapport au niveau basal est nettement plus faible que chez 

les souris sauvages (59% contre 159% d'augmentation) (Fournet et al., 2012a).   
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7.4.3.2 Hypoglutamatergie hippocampale 

 Au niveau synaptique, les souris KO MAP6 présentent des défauts de 

neurotransmission. En effet, l'analyse au niveau de l'hippocampe de l'ultrastructure 

synaptique des neurones de la couche stratum radiatum du CA1 montre une diminution de 

moitié des vésicules pré-synaptique de ces neurones glutamatergiques (Andrieux et al., 

2002). Associée à cela, une diminution du taux de glutamine au niveau du cerveau total a été 

noté chez ces souris (Brenner et al., 2007). Cette hypoglutamatergie est corrélée à des 

défauts de plasticité synaptique. Des expériences d'électrophysiologie ont ainsi montré une 

altération de la potentialisation et de la dépression à long terme (LTP, LTD) (Andrieux et al., 

2002, 2006). Enfin, les taux d'ARNm de certaines protéines pré- et post-synaptiques sont 

diminués au niveau de l'hippocampe chez les souris KO MAP6, possiblement subséquent à 

une perte de densité synaptique (Eastwood et al., 2007).  

7.4.3.3 Hyperdomaminergie 

 Il a aussi été observé que l'absence de MAP6 induit une augmentation de la quantité 

de dopamine relarguée au niveau du noyau accumbens après une stimulation à haute 

fréquence (15 à 50 Hz) (Brun et al., 2005) alors qu'aucune différence significative n'est 

observée dans le striatum. Au niveau striatal, on observe tout de même une tendance allant 

vers plus de dopamine au niveau basal mais le ratio (niveau basal/relargage après 

stimulation) reste similaire aux souris sauvages. Associée à cette hyperdopaminergie du 

noyau accumbens, il est observé une diminution du taux de récepteurs D2 et D3 dans le 

striatum et le noyaux accumbens, alors que la densité de transporteur DAT (Dopamine 

Active Transporter) n'est pas affectée (Bouvrais-Veret et al., 2008). Enfin, la mesure de 

capture de  dopamine radiomarquée au niveau de synaptosomes, indique une déficience de 

recapture au niveau du noyau accumbens mais pas au niveau du striatum (Bouvrais-Veret et 

al., 2008).      

7.4.3.4 Altération du transport axonal 

 A travers une étude du transport du manganèse (Mn²+) en MEMRI (Manganese-

Enhanced Magnetic Resonance Imaging), Daoust et al. ont montré que le transport de ce 

cation est déficient chez les souris KO MAP6.  
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Ce phénotype reflète vraisemblablement un défaut de transport axonal ainsi que de 

transmission synaptique puisque cette déficience est accentuée lors du transport du  Mn²+ 

dans un réseau polysynaptique. 

7.4.3.5 Altération des mécanismes d'autophagie 

 Une étude récente a montré que les souris hétérozygote pour MAP6 sont déficientes 

en protéine Beclin1 au niveau de l'hippocampe (Merenlender-Wagner et al., 2014). Cette 

altération est aussi observée au niveau de l'expression des ARNm de cette protéine ainsi que 

pour deux autres ARN qui lui sont associées (Adnp et Adnp2). Cette protéine Beclin1 est 

impliquée dans la régulation des mécanismes d'autophagie en recrutant des membranes 

pour la formation d'auto-phagosomes. Une autre étude ultra-structurale de microscopie 

électronique montre, qu'en l'absence de MAP6, les glomérules olfactifs présentent des 

altérations pré-synaptiques caractérisées par l'apparition de structures similaires à des 

vésicules d'autophagie (Benardais et al., 2010).  

 Ajouté aux travaux de Morderer sur l'interaction entre MAP6 et ITSN1 ainsi que ceux 

de Tortosa sur le transport vésiculaire dépendant de la kinésine-1 et de MAP6 (Morderer et 

al., 2012; Tortosa et al., 2017), il apparait maintenant que MAP6 est clairement impliquée 

dans la régulation de trafiques  vésiculaires.   

7.4.4 Le comportement des souris KO MAP6 

 Les souris KO MAP6 présentent des troubles comportementaux pouvant être 

répertoriés en trois types : les troubles positifs, négatifs et cognitifs.  

 Parmi les troubles positifs, on observe notamment une hyperactivité locomotrice de 

ces souris à la fois basale et en réponse à un stress aigu tel que l'injection d'amphétamines 

(Brun et al., 2005; Begou et al., 2007; Powell et al., 2007). Ceci est associé à un 

fractionnement de leur activité, c'est à dire une augmentation du nombre de transitions 

entre différentes activités (locomotion, toilettage, sommeil, prise de nourriture etc...) 

(Andrieux et al., 2002, 2006). 

 Parmi les troubles négatifs, on retrouve une altération du comportement maternel  

de ces souris (Andrieux et al., 2002). En effet les mères présentent un désintérêt flagrant 

pour la constitution d'un nid, ainsi que pour les souriceaux nouvellement nés. Ceci induit une 

mortalité totale des nouveaux nés durant les 48 premières heures de leur vie.  



65 
 

Ce retrait social des souris KO MAP6 est aussi mis en évidence par leur faible performance au 

test de l'intrus anesthésié (Andrieux et al., 2002; Bégou et al., 2008; Delotterie et al., 2010) 

ainsi que par la diminution de leur agressivité lors de la rencontre entre deux males 

(Andrieux et al., 2002). Enfin, une anhédonie caractérise ces souris dans le test de 

préférence au sucrose (Fournet et al., 2012b).  

 La caractérisation de l'état d'anxiété des souris KO MAP6 est controversée, une étude 

montre que ces souris paraissent plus anxieuses dans le test de la boîte claire-obscure 

(Andrieux et al., 2002). Cependant dans le test d'enfouissement des billes, les souris KO 

MAP6 on un score d'enfouissement diminué. Cela pourrait suggérer un effet anxiogène des 

billes moins fort chez ces souris (Delotterie et al., 2010). 

 Enfin les souris KO MAP6 présentent aussi des troubles cognitifs. Par exemple, elles 

ont des déficits dans le filtrage sensorimoteur tels qu'une diminution de l'inhibition motrice 

successive à un pré-stimulus sonore (Fradley et al., 2005). Enfin on note de nombreuses 

altérations des capacités d'apprentissage de ces souris. Ces déficiences touchent à la fois la 

mémorisation motrice comme le montre le test du rotarod (Fradley et al., 2005), ou encore 

la mémoire de travail spatial comme démontré par le test de la piscine de Morris (Bouvrais-

Veret et al., 2007) ou le test d'apprentissage spatial guidé par l'olfaction (Bégou et al., 2008). 

On peut aussi noter des défauts de mémorisation à court et/ou long terme. En effet, lors du 

test de reconnaissance d'un nouvel objet, les souris KO MAP6 ne s'habituent pas à la 

nouveauté et maintiennent une exploration de l'objet familier quand les souris WT 

présentent une claire préférence exploratoire vers le nouvel objet au détriment du familier 

(Fournet et al., 2012b). Des défauts de mémoire sociale sont aussi apparents chez ces souris, 

comme le montre le test de l'introduction répété d'un intrus anesthésié (Volle et al., 2013). 

7.4.5 Effets des antipsychotiques chez la souris KO MAP6 

 Le traitement chronique des souris KO MAP6 avec des anti-psychotiques typiques 

(halopéridol, chlorpromazine), permet de restaurer en partie de nombreux phénotypes 

observés chez ces souris. Ainsi ces traitements vont améliorer à la fois le comportement 

maternel, l'hyperactivité locomotrice, l'apprentissage spatial, l'interaction sociale  (Andrieux 

et al., 2002; Brun et al., 2005; Bégou et al., 2008; Delotterie et al., 2010).  
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Associées à ces améliorations comportementales des données électrophysiologiques 

montrent des améliorations de la plasticité synaptique à court terme au niveau de 

l'hippocampe (Andrieux et al., 2002). De plus un traitement chronique des souris KO MAP6 

avec des anti-psychotiques atypiques cette fois-ci (clozapine ou rispéridone) induit des 

améliorations de plasticité synaptique hippocampale à long terme (LTP) associées à des 

améliorations comportementales au niveau de l'hyperactivité mais aussi des niveaux 

d'anxiété chez ces souris (Fradley et al., 2005; Delotterie et al., 2010; Merenlender-Wagner 

et al., 2010).  

7.4.6 Effets de l'épothilone D chez la souris KO MAP6 

 L'épothilone D est un analogue du taxol qui interagit directement avec la tubuline et 

qui a pour effet de stabiliser les microtubules. Cette drogue possède, à la différence du taxol 

la capacité de passer la barrière hémato-encéphalique (Nettles et al., 2004; Wang et al., 

2005). 

 Cette drogue améliore différents troubles comportementaux des souris KO MAP6 tels 

que le déficit de soins maternels, la fragmentation de l'activité spontanée ainsi que la 

mémorisation à court terme dans le test de reconnaissance d'un nouvel objet (Andrieux et 

al., 2006; Fournet et al., 2012a). L'épothilone D améliore également le nombre de vésicules 

glutamatergiques hippocampales tout en restaurant  la plasticité synaptique à court et à 

long terme chez les souris KO MAP6 (PTP et LTP) (Andrieux et al., 2006). Enfin les déficits de 

transport axonal du manganèse observé par Daoust et al. sont aussi améliorés après le 

traitement de ces souris avec de l'épothilone D (Daoust et al., 2014). 

 Il est intéressant d'observer que la seule compensation de l'activité régulatrice des 

microtubules de MAP6 permet d'améliorer certains déficits cellulaires et comportementaux 

induits par l'invalidation de MAP6 chez les souris. Ceci dénote clairement  l'importance de la 

régulation de la dynamique des microtubules dans ces déficits. Allant dans ce sens, des 

études sur le comportement des souris partiellement invalidées de MAP6 (hétérozygotes 

MAP6), traitées chroniquement avec un peptide (Davunetide) ont été réalisées. Ce peptide 

est lui aussi impliqué dans la stabilisation des microtubules, et il améliore les déficits 

d'hyperactivité, et de mémorisation des souris hétérozygotes MAP6 (Merenlender-Wagner 

et al., 2010; Gozes, 2011). 
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7.4.7 Les souris KO MAP6, un modèle d'étude de pathologies psychiatriques 
reconnu 

 La validation d'un modèle animal pour l'étude de pathologies humaines s'effectue 

généralement au regard de trois grand critères : la reproduction des symptômes, la réponse 

commune (entre animal et homme) aux traitements médicamenteux, et enfin l'étiologie de 

la pathologie, c'est-à-dire la correspondance des mécanismes causant la pathologie avec 

ceux impliqués dans l'induction du modèle. 

 L'ensemble des études menées sur les souris KO MAP6 ont permis de faire accepter 

cette lignée par la communauté scientifique comme un modèle pour l'étude de la 

schizophrénie humaine. En effet, ces souris récapitulent de nombreux troubles 

comportementaux pouvant être comparés aux différentes dimensions de la schizophrénie 

(symptômes positifs, négatifs, cognitifs). De plus, ces souris valident le critère de prédiction à 

travers l'amélioration de leurs symptômes par les traitements neuroleptiques. Enfin, 

l'étiologie de la schizophrénie humaine présente des similitudes avec certains phénotypes 

des souris KO MAP6. On peut citer par exemple, la diminution de l'expression de certains 

ARNm retrouvée chez les patients schizophrènes et les souris KO MAP6 (Webster et al., 

2001; Eastwood et al., 2007), l'altération des mécanismes d'autophagie observée à la fois sur 

ce modèle et chez dans la pathologie humaine (Merenlender-Wagner et al., 2014; Schneider 

et al., 2017), ainsi qu'un polymorphisme du gène MAP6 chez une famille japonaise atteinte 

de schizophrénie (Shimizu et al., 2006). Par ailleurs, des perturbations de la 

neurotransmission glutamatergique (Benes et al., 1992; Akbarian et al., 1996) ainsi qu'une 

hypodopaminergie (Remington et al., 2011; Rice et al., 2016; Weinstein et al., 2017) ont 

aussi été observées chez les patients schizophrènes. Ces considérations étiologiques de la 

schizophrénie portent, pour ce modèle, sur les causes génétiques de la pathologie. Il faut 

toutefois garder à l'esprit que le spectre des pathologies schizoïdes peut avoir de multiples 

causes génétiques mais aussi environnementales et comportementales (consommation de 

drogues...). Bien évidemment la simplification d'une pathologie psychiatrique humaine à un 

modèle animal implique une perte d'information sur l'ensemble des composantes de la 

pathologie.  
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En revanche, cette modélisation permet d'utiliser ce genre de modèle pour l'étude d'autres 

pathologies partageant des symptômes avec la schizophrénie. Ainsi les souris KO MAP6 ont 

aussi été utilisées pour l'étude de la dépression (Fournet et al., 2012b) ainsi que pour l'étude 

de traitements associés à la dépression comme l'électro-convulsivo-thérapie (données en 

cours de publication). 
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8 Les CRMPs 

8.1 Historique 

 A l'origine, c'est en 1974 que Brenner identifie un gène, nommé unc-33 chez 

Caenorhabditis Elegans, pour son importance dans les fonctions motrices de cet invertébré. 

Ce gène unc-33  code pour un orthologue des CRMP. Ce n'est que 11 ans plus tard que 

Hedgecock et al. démontrèrent que ce gène est nécessaire à l'établissement des connexions 

axonales de neurones chemo- et mechano-senseurs chez C. Elegans  (Hedgecock et al., 

1985). Ils observent aussi une surabondance de microtubules axonaux chez la souche de C. 

Elegans mutante pour unc-33 et proposent que ce gène puisse être nécessaire à la bonne 

formation du cytosquelette axonal, et ainsi contrôler l'orientation de la croissance axonale. 

En 1995, Minturn et al. identifient un orthologue de UNC-33 chez le rat qu'ils nomment 

TOAD-64 (Turn On After Division - 64kD) (Minturn et al., 1995a). Cet orthologue sera aussi 

décrit deux mois plus tard par Goshima et al. chez le poulet (Goshima et al., 1995). Ceux-ci 

démontrent alors, par des techniques d'électrophysiologie, l'implication  de cette protéine 

dans la cascade de signalisation induite par la Collapsin1 (maintenant connue sous le nom de 

sémaphorine 3A). Ils nomment alors cette nouvelle protéine CRMP-62 (pour Collapsin 

Response Mediator Protein - 62kD maintenant nommée CRMP2) (Goshima et al., 1995). De 

plus, Goshima et al. démontrent l'importance de cette CRMP dans l'induction, par la 

sémaphorine 3A, du collapse des cônes de croissance de neurones de DRG (Dorsal Root 

Ganglia) de poulet en culture.  

 Depuis lors, la CRMP2 a été largement étudiée, permettant ainsi l'identification de 

quatre autres isoformes de cette protéine. De nombreuses caractéristiques de CRMP2 sont 

alors retrouvées chez les autres isoformes, qui présentent de fortes homologies de 

séquences avec CRMP2 (voir tableau ci-dessous). Ces cinq CRMP sont décrites dans la 

littérature sous différentes appellations en fonction de l'espèce animale chez qui elles sont 

étudiées. Ces différentes appellations sont récapitulées dans le tableau ci-dessous.  
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Noms 
Isoformes  

1 2 3 4 5 

Collapsin Response Mediator 

Protein 

CRMP1 CRMP2 CRMP3 CRMP4 CRMP5 

Dihydropyrimidinase Like Protein DPYSL1 DPYSL2 DPYSL4 DPYSL3 DPYSL5 
Dihydropyrimidinase Related 

Protein 
DRP1 DRP2 DRP4 DRP3  

UNC-33 Like Phosphoprotein ULIP3 ULIP2 ULIP4 ULIP1 ULIP6 

TOAD64 / Ulip / CRMP TUC1 TUC2 TUC3 TUC4  

Turn On After Division    TOAD-64  

Collapsin Response Mediator 

Protein 
 CRMP-62    

CRMP Associated Molecule     CRAM 

Homologie avec CRMP2 76%  75% 76% 50% 

 

Tableau 2 : Nomenclature des CRMP et pourcentage d'homologie avec CRMP2. 
 

8.2 Structure et diversité des CRMP 

8.2.1 Homologie de séquence 

 Chez les Mammifères, les CRMP sont codées par 5 gènes différents (crmp1 à 5). Les 

CRMP1 à 4 partagent 70 à 80% d'homologie. CRMP5 elle, ne partage que 50% d'homologie 

avec les autres isoformes (Charrier et al., 2003). Bien qu'elles n'aient pas conservé d'activité 

enzymatique, ces CRMP  présentent tout de même environ 50% d'homologie de séquence 

avec l'enzyme dihydropyrimidinase (DHPase) du foie  (Wang and Strittmatter, 1997; Quinn et 

al., 1999). Il semble que cette perte d'activité enzymatique soit due à la disparition au cours 

de l'évolution d'un résidu histidine crucial à la fixation de cations métalliques au sein du site 

actif (Holm and Sander, 1997). Cette homologie avec la DHPase est particulièrement 

observée dans la portion centrale de la séquence en acides aminés des CRMP (Hamajima et 

al., 1996) (Figure 17, bleu ciel).  

Domaine d'homologie avec la DHPase  
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Figure 17 : Représentation schématique des différentes isoformes de CRMP, de leurs domaines identifiés ainsi que de 
leurs sites de modification post-traductionnelle. 
Adapté de (Uchida et al., 2009; Yamashita and Goshima, 2012). 
 

8.2.2 L'épissage alternatif des CRMPs 

 Les gènes CRMP sont composés de 14 exons (Torres and Polymeropoulos, 1998; 

Kitamura et al., 1999). Malgré cela, un seul épissage alternatif de ces gènes a été identifié, 

aboutissant au remplacement de la première dizaine d'acides aminés N-terminaux de la 

protéine (Figure 17, orange foncé) par un fragment plus long (environ 110 aa). Cet épissage 

conduit à la formation de deux isoformes (une courte et une longue) chez les CRMP 1, 2 et 4 

(Leung et al., 2002; Quinn et al., 2003; Yuasa-Kawada et al., 2003). Ce même épissage 

alternatif a été retrouvé chez le poulet pour CRMP3 (Yuasa-Kawada et al., 2003) mais ne 

semble pas exister chez les mammifères. Enfin, on ne retrouve que l'isoforme courte de 

CRMP5 (Yuasa-Kawada et al., 2003). De manière générale les isoformes courtes sont bien 

plus fortement exprimées que les longues (Leung et al., 2002; Alabed et al., 2007; Yoneda et 

al., 2012), et parmi les isoformes longues, celles des CRMP1 et 2 sont les mieux représentées 

(Quinn et al., 2003). 
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 La fonction de l'ajout de cette portion N-terminal n'est pas encore complètement 

élucidée mais les études tendent à s'accorder sur une spécificité d'action des formes longues 

des CRMP1, 2 et 4 dans la modulation de la cascade de signalisation en aval de la GTPase 

RhoA (Leung et al., 2002; Alabed et al., 2010; Morgan-Fisher et al., 2013). (Chapitre 8.3.4) 

8.2.3 Expression tissulaire 

 Toutes les CRMP sont très majoritairement exprimées au niveau du système nerveux 

des  vertébrés (Wang and Strittmatter, 1996), aussi bien central que périphérique (Quinn et 

al., 1999). Dans le système nerveux central, on retrouve les CRMP1, 2, 4 et 5 dans toutes les 

régions cérébrales (Wang and Strittmatter, 1996; Quinn et al., 1999; Fukada et al., 2000; 

Ricard et al., 2001). CRMP4 a très tôt été observée comme fortement exprimée dans les 

neurones immatures (Minturn et al., 1995b). Cette protéine est depuis utilisée comme 

marqueur de ces neurones précoces (Seki, 2002; Tamura et al., 2007). Chez l'adulte, on 

retrouve ainsi CRMP4 enrichie dans les zones où la neurogenèse est encore présente ( la 

zone sous-ventriculaire et la couche granuleuse du girus denté de l'hippocampe), mais aussi 

le long des voies de migration de ces neurones néoformés (Rostral Migratory Stream ou 

RMS) et dans les structures où ces neurones s'établissent (les bulbes olfactifs dans le cas de 

la neurogenèse sous-ventriculaire) (Nacher et al., 2000; Liu and Martin, 2003; Liu et al., 

2003).  

 Les ARNm des CRMP1 à 4 ont tous été retrouvés dans les oligodendrocytes matures 

et immatures, même si  l’expression protéique n’est montrée, dans cette étude, que pour 

CRMP2. Aucun ARNm n'est en revanche retrouvé dans les astrocytes (Ricard et al., 2000). 

Plus récemment les protéines CRMP2 et 5 ont été observées colocalisées dans les 

oligodendrocytes où elles seraient, comme pour les neurones, impliquées dans des 

mécanismes de remodelages cyto-architecturaux (Ricard et al., 2001; Fernández-Gamba et 

al., 2012). 

 Bien qu'étant exprimées très majoritairement dans le système nerveux, une petite 

proportion de ces CRMP peut cependant être retrouvée dans d'autres tissus. Par exemple, 

CRMP4 a la particularité d'être exprimée dans les cellules souches stromales de la moelle 

osseuse (Abdallah et al., 2016).  
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La présence d'une petite quantité d'ARNm de CRMP2 (Quinn et al., 1999) et CRMP4 (Byk et 

al., 1998) est rapportée au niveau des poumons des souris et des rats mais aussi dans les 

muscles et reins de souriceaux pour CRMP2 (Byk et al., 1998), sans qu'une fonction ne leur 

soit attribuée. L'expression des CRMP1, 4 (Taketo et al., 1997; Kato et al., 1998) et 5 (Ricard 

et al., 2001) a pu être observée dans les testicules et  plus particulièrement au niveau des 

spermatides durant leur différentiation pour CRMP1 et 4. Enfin CRMP5 est aussi retrouvée 

dans les tissus musculaires chez le raton (Ricard et al., 2001). 

 L'expression des CRMP, est finement contrôlée dans le temps. Les CRMP sont ainsi 

particulièrement exprimées durant la période d'axonogenèse et de synaptogenèse. Ce pic 

d'expression périnatal est observé pour chacune d'entre elles, et l'expression de CRMP2 

perdure jusqu'à l'âge adulte. Il en va de même pour CRMP3 mais uniquement au niveau du 

cervelet et de la couche moléculaire du girus denté de l'hippocampe (Wang and Strittmatter, 

1996; Quach et al., 2008a). Ceci laisse supposer des fonctions spécifiques des CRMP2 et 3 

chez l'adulte (Wang and Strittmatter, 1996; Byk et al., 1998; Charrier et al., 2003). Par 

ailleurs, il existe des différences de régulation temporelle des isoformes courtes et longues 

des CRMP. Ainsi, CRMP1-L est exprimée plus précocement (E12) dans les cerveaux de rat 

que son homologue courte (E15), à l'inverse de CRMP2 pour qui la forme longue apparaît 

beaucoup plus tardivement que la courte (autour du 15ème jour post-natale) (Quinn et al., 

2003). Enfin l'isoforme longue de CRMP4 n'est exprimée que pendant une courte période de 

l'embryogénèse (E15 à E18) dans les cerveaux de rats (Quinn et al., 2003). 

8.2.4 Modification post-traductionnelles des CRMPs 

8.2.4.1 Les sites de phosphorylation des CRMP 

 Les études s'accordent sur l'importance de la phosphorylation des CRMP pour la 

régulation de leurs activités. De nombreuses kinases ciblant les CRMP ont été identifiées, 

notamment la Glycogen Synthase Kinase 3β (GSK3β), la Cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5), 

Dual Tyrosine-Regulated Kinase 2 (DYRK2) et Rho-associated kinase 2 (ROCK2) (Yamashita 

and Goshima, 2012). La plupart de ces phosphorylations ciblent la région C-terminale des 

CRMP (Figure 17). 
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 GSK3β est une kinase originellement découverte pour sa fonction dans la synthèse du 

glycogène. Sous le contrôle de la signalisation découlant de la kinase Akt, elle est impliquée 

dans de nombreux processus comme le métabolisme, la différenciation, ou encore le neuro-

développement (Hermida et al., 2017). La phosphorylation des CRMP par GSK3β est sans 

doute la plus largement étudiée. Elle cible les résidus Thréonine509, Thréonine514 et Serine518 

(Uchida et al., 2005; Yoshimura et al., 2005; Yamashita and Goshima, 2012) mais aussi 

Thréonine516 pour CRMP5 (Brot et al., 2014). Cette modification est sous la dépendance 

d'une phosphorylation préalable sur la Sérine522. Cette phosphorylation préalable peut être 

réalisée par différentes kinases comme Cdk5 ou DYRK2 (Uchida et al., 2005; Cole et al., 2006; 

Tanaka et al., 2012; Morimura et al., 2013). Mise à part CRMP3, toutes les CRMP possèdent 

un site de phosphorylation par Cdk5 consensus au niveau de leur Sérine522 (Uchida et al., 

2005). CRMP1 en possède d'ailleurs un second au niveau de la Thréonine509 (Uchida et al., 

2005) (Figure 18).   

 ROCK2 est une kinase clef de la régulation du cytosquelette d'actine (Amano et al., 

1996; Kimura et al., 1996). Elle partage, avec la CaMKII (Hou et al., 2009), une spécificité 

d'action sur le résidu Thréonine555 de CRMP2 (Arimura et al., 2000, 2005). ROCK2 est aussi 

capable de phosphoryler CRMP1 (Leung et al., 2002). 

 D'autres sites de phosphorylation des CRMP sont plus brièvement décrits dans la 

littérature. Ainsi une phosphorylation de CRMP2 par la kinase Yes a lieu sur le résidu 

Tyrosine479 (Varrin-Doyer et al., 2009). Un site de phosphorylation au niveau N-terminal de 

CRMP a aussi été identifié, il concerne le résidu tyrosine32 qui est ciblé par Fyn et Fes (deux 

membres de la famille des kinases Src) (Sasaki et al., 2002; Yamashita et al., 2006; Uchida et 

al., 2009). Enfin Fyn phosphoryle aussi spécifiquement le résidu Tyrosine504 de CRMP1 (Buel 

et al., 2010) (Figure 18).   

 La phosphorylation des CRMP permet de moduler leurs fonctions et en particulier 

leurs interactions avec leurs partenaires.  Ce point  va être développé dans les chapitres 

suivants  (Figure 18).   

 

 

 

 



75 
 

8.2.4.2 O-Glycosylation 

 La protéine CRMP2 est O-glycosylée au niveau du cytosol synaptosomal  (Cole and 

Hart, 2001). Cette modification post-traductionnelle consiste en l'ajout d'un N-

acétylglucosamine sur un résidu sérine ou thréonine. La simulation sur le serveur NetOGlyc 

prédit cette modification avec une forte probabilité au niveau C-terminal de la protéine (aa 

500 à 540), sur la base de sa séquence et de l'accessibilité du domaine (Hansen et al., 1998). 

C'est pourquoi, il est proposé que cette modification puisse empêcher la phosphorylation de 

CRMP2 au niveau de cette région C-terminale, permettant un niveau supplémentaire de 

régulation de l'activité de cette protéine (Comer and Hart, 2000; Cole and Hart, 2001). 

8.2.4.3 SUMOylation  

 Une dérégulation de la SUMOylation de CRMP2 sur le résidu Lysine374 engendre des 

perturbations de l'adressage membranaire de canaux voltage-dépendants (Ju et al., 2013; 

Dustrude et al., 2016) (Chapitre 8.3.5 et Figure 18). On retrouve ce site de SUMOylation sur 

l'ensemble des CRMP 1 à 5 (Ju et al., 2013). La phosphorylation de CRMP2 par Cdk5 est 

indispensable pour initier la SUMOylation et cette dernière semble importante  dans la 

régulation de l'oligomérisation de CRMP2 (Baumann and Kursula, 2017). 

8.2.5 Oligomérisation 

 Les CRMP sont toutes enclines à former des hétéro-dimères et tétramères in vivo et 

sont capables, dans une plus faible mesure, d'homo-oligomérisation (Wang and Strittmatter, 

1997). Peu d'études ont été réalisées sur les compositions préférentielles en CRMP des 

hétéro-tétramères. L'une d'entre elles a tout de même montré, par des expériences de 

double hybride et de co-immunoprécipitation, les différences d'affinité entre les CRMP. On 

observe que les CRMP2 oligomérisent préférentiellement avec CRMP3 au détriment de 

CRMP1 ou de l'homo-oligomérisation. Il en va de même pour l'oligomérisation de CRMP1 

avec CRMP3 (Wang and Strittmatter, 1997). CRMP5 interagit préférentiellement avec les 

CRMP 2, 3 et 4 mais pas avec CRMP1 (Fukada et al., 2000).  

 CRMP2 présente la particularité, in vitro, de former plus facilement des homo-

tétramères en présence de Ca2+ ou de Mg2+ (Majava et al., 2008). A l'inverse,  ces cations 

divalents auraient plutôt tendance à déstabiliser l'homo-tétramérisation des CRMP1 et 5 

(Ponnusamy and Lohkamp, 2013).  
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 Les oligomérisations sont aussi contrôlées par les niveaux de phosphorylations des 

CRMPs : seules les monomères non-phosphorylées (par CDK5 et GSK3β) de CRMP2 et 4 

oligomérisent avec les monomères de CRMP1 et 4 ou de CRMP1 et 2 respectivement. 

(Rembutsu et al., 2008). Enfin, sachant que la phosphorylation par Cdk5 favorise la 

SUMOylation de CRMP2 (Baumann and Kursula, 2017), et que ce site de SUMOylation n'est 

accessible que dans l'état monomère ou dimère de CRMP2 (Myllykoski et al., 2017), on peut 

imaginer que cette modification post-traductionnelle puisse aussi contribuer à réguler la 

tétramérisation.  

 Une théorie intéressante émerge de ces observations. Il est possible que les effets 

parfois antagonistes des CRMP (Brot et al., 2010) puissent permettre d'inhiber leurs activités 

via leur hétéro-oligomérisation. Ainsi, en présence de facteurs régulateurs de ces 

interactions entre CRMP (comme le Ca2+ ou Mg2+), les homo-oligomérisations seraient alors 

favorisées, permettant à l'isoforme d'avoir son activité (Petratos and Lee, 2013). On peut 

citer l'exemple de l'adressage membranaire des canaux sodiques voltages dépendants (NaV) 

qui est favorisée par la forme SUMOylée, et donc non tétramérique de CRMP2 (Dustrude et 

al., 2016). 
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Figure 18 : Schéma non exhaustif récapitulant les cascades de signalisations 
aboutissant aux modifications post-traductionnelles des CRMP ainsi que l'effet de 
ces modifications sur l'interaction des CRMP avec leurs partenaires. 

Ces modifications vont moduler l'affinité des CRMP avec leur différents 
partenaires présentés. Les enzymes apportant des modifications post-
traductionneles stimulant l'interaction avec  les CRMP sont inscrites en grises, 
lorsqu'elles vont l'inhiber sont inscrites en rouge. Les valeurs associées aux 
phosphorylations ("P" dans un cercle rouge) correspondent aux positions des 
acides aminés des formes courtes des CRMP que la modification affecte. 
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8.3 Fonctions cellulaires des CRMP 

8.3.1 Modulation du cytosquelette 

8.3.1.1 Liaison aux microtubules 

 La caractérisation des fonctions des CRMP a rapidement mené à l'identification de 

leur capacité de liaison aux microtubules. En effet, des expériences de pull-down montrent 

que toutes les CRMP (1 à 5) interagissent directement avec la tubuline purifiée ou dans des 

lysats de cerveaux (Fukata et al., 2002; Brot et al., 2010; Ji et al., 2014). Cette liaison permet 

à certaines CRMP (1, 2 et 4) d'agir directement sur les microtubules en les stabilisant tout en 

favorisant leur polymérisation (Fukata et al., 2002; Lin et al., 2011; Khazaei et al., 2014). Pour 

CRMP3, à l'inverse, cette interaction va inhiber la polymérisation des microtubules 

(Aylsworth et al., 2009). Enfin, malgré sa liaison aux microtubules, CRMP5 semble ne pas 

avoir d'effet stabilisateur des microtubules in vitro (Brot et al., 2010). De nombreuses études 

ont montré l'interaction entre CRMP et microtubules in vitro et en culture, ainsi qu'un effet 

des CRMP sur l'assemblage in vitro de ces microtubules. Cependant aucune étude de l'effet 

des CRMP sur la dynamique globale des microtubules n'a été réalisée (vitesse de 

polymérisation/dépolymérisation, taux de catastrophe et de sauvetage).  

  Les travaux publiés par le laboratoire de Kaibuchi, et en particulier ceux portant sur 

CRMP2, tendent vers une théorie originale. En effet les auteurs, montrent que CRMP2 

interagit préférentiellement in vitro avec les dimères de tubuline plutôt qu'avec les 

microtubules polymérisés (Fukata et al., 2002). En s’appuyant  sur le fait que CRMP2 favorise 

la polymérisation des microtubules, ils spéculent alors que c'est grâce à sa liaison avec les 

dimères de tubuline que CRMP2 permettrait de faciliter l'assemblage des microtubules. Ils 

parlent alors d'une co-polymérisation des microtubules avec CRMP2. Les auteurs 

déterminent aussi pour la première fois un domaine de CRMP (aa 323 à 381) nécessaire à 

son activité sur l'assemblage des microtubules in vitro (Figure 19). 
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8.3.1.2 Liaison à l'actine 

 L'interaction entre CRMP et actine a été étudiée par différents laboratoires pour 

toutes les CRMP sauf l'isoforme 3 (Arimura et al., 2005; Rosslenbroich et al., 2005; Khazaei et 

al., 2014; Tan et al., 2015; Cai et al., 2016; Gong et al., 2016; Yu-Kemp and Brieher, 2016). Le 

domaine impliqué dans cette interaction a été caractérisé chez CRMP4 et correspond aux 50 

acides aminés C-terminaux (470 à 520) (Khazaei et al., 2014; Cha et al., 2016).  

 CRMP1 et CRMP4 interagissent directement avec l'actine-F (Khazaei et al., 2014; Yu-

Kemp and Brieher, 2016). CRMP4 va ainsi stimuler la formation de faisceaux d'actine in vitro 

(Rosslenbroich et al., 2005; Khazaei et al., 2014). Ceci va conduire, in vivo, au remodelage du 

cône de croissance en favorisant la formation de filopodes (Khazaei et al., 2014). De son coté 

CRMP1 va promouvoir le branchement de l'actine-F en présence de Arp2/3 et de son 

activateur ActA in vitro (Yu-Kemp and Brieher, 2016). En culture de cellules cancéreuses 

(DU145), l'utilisation d'ARN interférant avec CRMP1 augmente la formation de filaments 

d'actine (Cai et al., 2016). 

 Aucune interaction directe entre actine et CRMP2 n'a pu être démontrée. Leur 

interaction passerait sans doute par un complexe entre CRMP2/Sra1/actine (Arimura et al., 

2005; Kawano et al., 2005). CRMP2 servirait alors plutôt au transport du complexe 

"specifically Rac1-associated protein 1" (Sra-1)/"WASP family verprolin- homologous protein 

1" (WAVE1) au niveau de cône de croissance, où il stimulerait la polymérisation de l'actine 

via son action sur Arp2/3 (Kawano et al., 2005) (Figure 19 et chapitre suivant).  
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Figure 19 : Récapitulation des mécanismes impliquant les CRMP et le cytosquelette dans la croissance axonale.  
La kinésine-1 est présente uniquement dans l'axone. CRMP2 interagit avec la kinésine-1 et va servir de protéine 
adaptatrice pour le transport antérograde de différents cargo tels que la dynéine, les dimères de tubuline, le complexe 
Sra-1/WAVE-1...  
Une fois arrivée au cône de croissance, les phosphorylations des CRMP vont moduler leurs interactions avec leurs 
partenaires permettant ainsi leurs effets sur la croissance axonale. 
En vert : microtubules, en rouge : actine. 
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8.3.2 Transport axonal et vésicules 

 CRMP2 interagit avec la chaîne légère (KLC1) du moteur moléculaire spécifique de 

l'axone, kinésine 1 (Kawano et al., 2005; Kimura et al., 2005; Arimura et al., 2009b). Les 

expériences de pull-down montrent que cette interaction a lieu au niveau C-terminal de 

CRMP2 (aa 440 à 572). La délétion de ce domaine induit une délocalisation de CRMP2 qui est 

moins présente à l'extrémité axonale. Ceci va se traduire, en culture, par une diminution de 

la croissance axonale. Cette observation est par ailleurs confortée par le fait que la mutation 

de l'orthologue de la kinésine1, délocalise UNC-33 (orthologue des CRMP) des axones chez 

C.Elegans (Tsuboi et al., 2005). Par l'intermédiaire de KLC1, CRMP2 va jouer le rôle de 

protéine adaptatrice pour le transport antérograde de cargos vers le cône de croissance. 

 On retrouve notamment le transport du complexe Sra1/WAVE1 (Kawano et al., 

2005).  Une interaction directe entre CRMP2 et la chaine lourde de la dynéine a aussi été 

observée. Elle permettrait de bloquer les fonctions motrices de la dynéine. D'après les 

auteurs ceci induirait le transport antérograde de la dynéine au cône de croissance (Arimura 

et al., 2009a). Les auteurs montrent de plus que cette interaction est aussi possible entre la 

dynéine et les CRMP 1, 3 et 4. Plus récemment une étude a montré que CRMP2 forme un 

complexe in vivo et in vitro avec Slp1 et Rab27 (Arimura et al., 2009b). Les auteurs montrent 

alors que ces interactions, vont permettre le transport antérograde de vésicules contenant 

TrkB (Tyrosine Recepteur Kinase B), un récepteur du facteur de croissance BDNF (Brain 

Derived Neurotrophic Factor).  

 Enfin CRMP2 médie aussi le transport de dimères de tubulines au niveau des cônes 

de croissances (Kimura et al., 2005; Tsuboi et al., 2005). Les auteurs montrent, en effet, que 

l'interaction in vitro entre KLC1 et tubuline n'est possible qu'en présence de CRMP2. De plus 

l'inhibition de l'expression de CRMP2 ou de KLC1 va provoquer une diminution de la vitesse 

du transport axonal de la tubuline fusionnée à la GFP (Kimura et al., 2005). Cette étude 

complète la théorie selon laquelle la stimulation de l'assemblage des microtubules passe par 

l'interaction de CRMP2 avec les dimères de tubuline (Chapitre 8.3.1.1). Il faut toutefois noter 

que  l'interaction préférentielle de CRMP2 avec les dimères de tubuline ainsi que le domaine 

impliqué restent controversés (Chae et al., 2009; Lin et al., 2011).  
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En effet, certains laboratoires n'ont pas retrouvé de capacité de liaison à la tubuline dans la 

portion C-terminale des CRMP comportant les aa 323 à 381 originellement identifiés (Fukata 

et al., 2002). De plus, les auteurs montrent que la liaison de CRMP2 aux microtubules est 

sensible au taxol et à l'épothilone-B. Ceci suggère donc que cette interaction ne soit pas 

spécifique des dimères libres de tubuline. 

 L'interaction entre CRMP2 et les protéines Numb (Nishimura et al., 2003; Kawano et 

al., 2005; Dustrude et al., 2016) mais aussi  Eps15, l'ubiquitine ligase Nedd4-2 (Dustrude et 

al., 2016) ou l'α-adaptine (Nishimura et al., 2003) semblent médier l'endocytose clathrine-

dépendante de protéines transmembranaires comme la molécule d'adhérence neuronale L1 

(Nishimura et al., 2003) et le canal sodique NaV1.7 (Dustrude et al., 2016) (Chapitre 8.3.5).  

La surexpression de Numb suffit à compenser la diminution de la croissance axonale induite 

par l'inhibition de l'expression de CRMP2. Cet effet est d'ailleurs corrélé à la proportion de 

molécules d'adhérence L1 endocytées au niveau des cônes de croissance (Nishimura et al., 

2003). 

 Globalement, ces fonctions adaptatrices de CRMP2 semblent reliées à la 

détermination de l'axone ainsi qu'à la croissance axonale du fait de la spécificité de la 

Kinésine-1 pour ce compartiment cellulaire (Figure 19). 

  Enfin CRMP4 pourrait aussi jouer un rôle dans le trafic vésiculaire. En effet, 

elle se co-localise, au niveau des cônes de croissance, avec les vésicules enrichies en 

protéine SV2 (Synaptic Vesicle protein 2) et interagit avec la protéine adaptatrice 

Intersectine-1 via ses domaines SH3A et SH3E (Quinn et al., 2003). 

8.3.3 Croissance neuritique 

8.3.3.1 Via son effet sur le cytosquelette 

 Les capacités d'interaction des CRMP avec les cytosquelettes d'actine et de tubuline 

sont clairement impliquées dans les mécanismes de croissance neuritique. En effet, la 

mutation des domaines de liaison au cytosquelette des CRMP altère leur capacité de 

modulation de la croissance neuritique. Par exemple, la surexpression de CRMP2 (Brot et al., 

2010) ou 4 (Khazaei et al., 2014; Cha et al., 2016) dans des neurones hippocampaux, va 

stimuler leur croissance neuritique moyenne, en revanche la surexpression de CRMP2 

(Fukata et al., 2002) ou 4 (Khazaei et al., 2014; Cha et al., 2016) tronquées de leur domaine 

d'interaction avec les microtubules inverse son effet (CRMP2) ou l'annule (CRMP4).  
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La version phospho-mimétique de CRMP2 (S514D) a une interaction diminuée avec la 

tubuline. La surexpression de ce phospho-mimétique dans des neurones hippocampaux en 

culture induit une diminution de la croissance neuritique (Yoshimura et al., 2005). De même, 

la phosphorylation de CRMP2 sur le résidu T555 inhibe son interaction avec la tubuline, et la 

surexpression de phospho-mimétiques de CRMP2 (T555D) va inhiber la croissance axonale 

de neurones de DRG (Arimura et al., 2005). 

 Les mêmes expériences réalisées avec CRMP5 montrent un effet sur la croissance 

neuritique opposé à celui de CRMP2. Cet effet inhibiteur est par contre perdu lors de la 

délétion du domaine C-terminal de liaison aux microtubules de CRMP5 (Brot et al., 2010). La 

surexpression de phospho-déficient de CRMP5 au niveau de son résidu Thréonine516 

(T516A), va fortement diminuer son taux de co-immunoprécipitation avec l'α-tubuline. De 

plus, ce phospho-déficient de CRMP5 perd sa capacité à diminuer la croissance neuritique 

hippocampale en culture (Brot et al., 2014) (Tableau 3). 

 Des capacités régulatrices des CRMP entre elles émergent de nouveau (Chapitre 

8.2.5). En effet, la stimulation de la croissance neuritique par CRMP2 est abolie par la 

surexpression de CRMP5 ou à l'inverse exacerbée par l'inhibition de l'expression de CRMP5 

(Brot et al., 2010). Dans une autre étude on peut voir que les effets stimulateurs de la 

croissance axonale induit par la surexpression des CRMP2 et 4 peuvent être diminués par la 

surexpression simultanée des CRMP4 et 2 tronquées de leurs domaines de liaison au 

cytosquelette respectivement (Tan et al., 2015). 

 
Effet sur la croissance neuritique 

siRNA Surexpression Mutants 

CRMP2 ↓ ↑ 

S514A  ↑ 
S514D ↓ 
T555D ↓ 

∆Cter (323-572) → 
∆323-381 ↓  

CRMP4 ↓ ↑ 
∆Cter (470-520) → 
∆Nter (1-323) ↑  

CRMP5 ↑ ↓ 
∆Cter (472-564) → 

T516A → 
T516D ↓  

 
Tableau 3 : Récapitulation des effets de la manipulation des interactions entre CRMP et tubuline  sur la croissance 
neuritique de neurones en culture.  
La modulation des capacités des CRMP à interagir avec le cytosquelette de microtubules va influencer leurs capacités à 
stimuler ou inhiber la croissance axonale.  
Attention ces expériences n'ont pas toute été réalisées sur le même type neuronal (hippocampe, cortex, DRG). 
Adapté des données publiées dans (Fukata et al., 2002; Arimura et al., 2005; Yoshimura et al., 2005; Brot et al., 2010, 2014; 
Tan et al., 2015; Cha et al., 2016). 
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8.3.3.2 Via la médiation de la transduction des signaux de guidages axonaux 

 Depuis la découverte par Goshima de l'implication de CRMP2 dans la transduction du 

signal induit par la sémaphorine 3A (Sema3A) (Goshima et al., 1995), l'effet des différentes 

CRMP en réponse aux molécules de guidage a été largement exploré.  

 La signalisation Sema3A peut être reconstituée en système hétérologue en 

surexprimant ses corécepteurs, la neuropiline-1 (Nrp1) et la PlexineA1 (PlxA1), dans des 

cellules COS7. Le traitement de ces cellules avec la Sema3A induit leur contraction (Deo et 

al., 2004). Les CRMP1 à 4 interagissent toutes avec le récepteur pléxine-A1 dans des 

expériences de co-immuno précipitation. De plus, elles sont toutes capables d'amplifier la 

réponse à la Sema3A. En effet, leur surexpression concomitante avec les récepteurs NP1 et 

PlxA1 va permettre d'augmenter la rapidité de la contraction cellulaire en réponse à la 

Sema3A. De plus, l'incubation des cellules COS7 avec la Sema3A va favoriser l'interaction 

entre CRMP4 et PlxA1 (Deo et al., 2004). Ce système hétérologue a permis, en outre, 

d'identifier l'importance de certaines kinases, telles que Fyn et Fes, dans cette voie de 

signalisation. 

 La plupart des kinases impliquées dans la phosphorylation des CRMP (GSK3β, Cdk5, 

ROCK, Fyn, Fes) ont une influence sur la signalisation induite par les sémaphorines et 

particulièrement la Sema3A qui est de loin la mieux caractérisée (Mitsui et al., 2002; Uchida 

et al., 2005, 2009; Yukawa et al., 2005). Le traitement de culture de neurones de DRG avec la 

Sema3A va augmenter la proportion de CRMP2 phosphorylée par Cdk5 et induire le collapse 

des cônes de croissance. L'utilisation d'ARN interférant avec l'expression de CRMP1 ou 2, 

tout comme la surexpression de CRMP2 phospho-déficiente pour les résidus ciblés par Cdk5 

(S522A), par GSK3β (T509A ou T514A ou S518A) ainsi que par Fyn (Y32F), vont fortement 

diminuer ce collapse induit par la Sema3A (Brown, 2004; Uchida et al., 2005, 2009). De la 

même manière, l'expression de l'enzyme Fes, mutée pour sa fonction de kinase, inhibe le 

collapse en réponse à la Sema3A (Mitsui et al., 2002) et l'utilisation d'inhibiteurs de ROCK 

altère la réponse à la Sema4A (Yukawa et al., 2005). On remarque qu'au contraire de  

l'inhibition de l'expression des CRMP, les phospho-mutants des CRMP, ainsi que l'inhibition 

de kinases qui les phophorylent, n'abolissent pas totalement les effets morpho-cellulaires 

des sémaphorines. Ceci peut s'expliquer par le fait que la signalisation sémaphorine semble 

impliquer différentes voies de signalisations vraisemblablement distinctes. Les CRMP 

semblent être des effecteurs clefs de ces signalisations. 
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 Si les CRMP sont clairement impliquées dans la modulation de la croissance 

neuritique induite par les sémaphorines, on remarque qu'elles sont aussi un effecteur 

intracellulaire du collapse des cônes de croissance induit par d'autres molécules de guidage. 

L'Ephrine-A5 ainsi que l'acide lysophosphatidique (LPA) induisent toutes deux la 

phosphorylation de CRMP2 par ROCK (S555) et cette phosphorylation est nécessaire au 

collapse alors qu'elle n'est pas impliquée dans la signalisation Sema3A (Arimura et al., 2000, 

2005). 

 En conclusion, les molécules de guidage vont moduler plus ou moins spécifiquement 

l'activité des kinases sur les CRMP et par ce biais réguler la croissance neuritique. 

8.3.4 Régénération axonale 

 Les CRMP ont été largement caractérisées dans des contextes neuro-

développementaux, cependant ce n'est que plus récemment que la question du possible rôle 

des CRMP dans la régénération axonale a été posée. Les premières investigations ont porté 

sur le système nerveux périphérique (SNP). On remarque tout d'abord que la production 

d'ARNm de CRMP1, 2 et 5 augmente suite à la blessure d'un nerf périphérique (nerf 

hypoglosse) à l'inverse des ARNm de CRMP3 et 4 qui eux diminuent (Suzuki et al., 2003). Les 

auteurs montrent alors que l'expression de CRMP2 par infection virale va potentialiser la 

repousse axonale après une lésion de ce nerf. Dans un autre modèle de lésion nerveuse 

périphérique (axonotomie du nerf sciatique), une augmentation de la production des ARNm 

des deux isoformes de CRMP4 est observée (Jang et al., 2010). 



86 
 

 Cependant un des challenges de la recherche dans le domaine de la régénération 

axonale est de comprendre les mécanismes inhibant cette régénération au niveau système 

nerveux central (SNC). Des travaux pionniers dans ce domaine montrent que cette différence 

de capacité régénérative entre SNP et SNC seraient, au moins en partie, due à une disparité 

du micro-environnement de l'axone lésé. En effet, ils montrent que la repousse de neurones 

centraux est rendue possible s'ils sont greffés dans un environnement périphérique comme 

le nerf sciatique (Richardson et al., 1980). Depuis lors, la recherche dans le domaine a permis 

d'identifier diverses molécules inhibitrices présentes dans le SNC après une lésion telles que 

Nogo, les MAG (Myelin-Associated Glycoprotein), les OMgp (Oligodendrocyte Myelin 

glycoprotein). A cela s'ajoute la gliose réactionnelle des astrocytes, en association avec 

l'inhibition induite par les CSPGs (Chondroitin Sulfate Proteoglycans), qui vont créer une 

barrière physique et chimique à la régénération. Enfin, plus récemment, certaines molécules 

de guidage ont été ajoutées à la liste des inhibiteurs de la régénération comme l'éphrine-B3, 

la Sema4D ainsi que le nétrine-1 (pour revue voir Yiu and He, 2006). Il apparaît que toutes 

ces molécules inhibitrices sont impliquées dans l'activation d'une voie de signalisation 

commune. En effet, RhoA et ROCK sont des effecteurs intracellulaires dont l'activité est 

modulée par les MAG, Nogo, OMgp ainsi que les CSPG (pour revue voir Fujita and Yamashita, 

2014). De plus, leur modulation a aussi été associée aux molécules de guidages Ephrine-B3 

(Sahin et al., 2005), Sema4D (Aurandt et al., 2002; Swiercz et al., 2002) et à la Nétrine-1 

(Moore et al., 2008) (Figure 20). 

 Les CRMP1 et 2 sont des cibles de ROCK (Chapitre 8.2.4.1). La phosphorylation de 

CRMP2 par ROCK, au niveau du résidu Thréonine555, est par exemple induite par un 

traitement de cultures de neurones du cervelet avec des MAG ou Nogo. Cette 

phosphorylation va alors inhiber la croissance neuritique de ces neurones (Mimura et al., 

2006). CRMP4 n'est pas une cible de phosphorylation de ROCK2 (Alabed et al., 2007). 

Cependant elle est capable de se lier avec RhoA et ainsi d'inhiber en amont l'activité de 

ROCK2 (Alabed et al., 2007).  A la différence de CRMP4, la forme longue de CRMP1 se lie à 

ROCK via son domaine kinase. Cette interaction inhiberait la contraction de cellules de 

neuroblastomes (SY5Y) induite par RhoA en diminuant l'activité de ROCK probablement sur 

CRMP2 (Leung et al., 2002). 
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 Les variants d'épissage des CRMP semblent jouer des rôles distincts dans cette 

signalisation RhoA-dépendante. On remarque que la forme longue de CRMP4 (CRMP4-L) 

présente une plus grande affinité pour RhoA que son isoforme courte. Il semble que cette 

liaison soit indispensable à l'inhibition de la croissance neuritique induite par l'exposition à la 

myéline où aux CSPG tel que l'aggrecan. En effet la co-immunoprécipitation de CRMP4-L 

avec RhoA est stimulée par un traitement préalable avec Nogo. A l'inverse, elle va être 

inhibée par la co-expression du fragment N-terminal spécifique de la forme longue de 

CRMP4. En culture de neurones de DRG, la surexpression de ce fragment va bloquer 

l'inhibition de la croissance axonale induite par la myéline ou l'aggrecan (Alabed et al., 2007). 

Par la suite, les auteurs ont montré que cette interaction entre CRMP4-L et RhoA est 

bloquée par la phosphorylation de CRMP4 par GSK3β (Alabed et al., 2010). 

 Malgré l'apparente importance de la signalisation découlant de RhoA, on remarque 

tout de même que la phosphorylation de CRMP2 par GSK3β au niveau de son résidu 

Thréonine514  semble, elle aussi, suffisante à l'inhibition de la régénération axonale induite 

par la myéline (Liz et al., 2014). 

 

Figure 20 : Schéma récapitulatif de la position centrale de la signalisation RhoA dans l'inhibition de la régénération 
axonale via son action sur les CRMP.  
Adapté des résultats publiés dans (Leung et al., 2002; Alabed et al., 2007, 2010). 
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8.3.5 Régulation des courants ioniques 

 Certaines études mettent en évidence le rôle des CRMP dans l'adressage à la 

membrane plasmique de canaux ioniques voltages dépendants (Brittain et al., 2009; Quach 

et al., 2013; Dustrude et al., 2016).  

 En effet, la surexpression de CRMP2 ou 3 induit une augmentation des courants 

calciques de neurones en culture (Brittain et al., 2009; Quach et al., 2011). Cet effet passe 

par l'interaction entre CRMP2 et les canaux calciques de type N (Cav2.2) (Brittain et al., 

2009) alors que l'effet de CRMP3 serait plutôt imputable à son action sur des canaux de type 

L (Quach et al., 2013). L'utilisation d'ARN interférents dirigés contre CRMP2 va diminuer le 

nombre de canaux CaV2.2 au niveau de la membrane plasmique des neurones de DRG (Chi 

et al., 2009), ainsi que des canaux Nav1.07 (Dustrude et al., 2016, 2017), conduisant à une 

diminution des courants ioniques qui leur sont associés. 

 Cet adressage membranaire va être modulé par certaines modifications post 

traductionnelles de CRMP2. Ainsi, sa phosphorylation par Cdk5 va augmenter l'affinité de 

CRMP2 pour Cav2.2 (Brittain et al., 2009). De la même manière, la SUMOylation de CRMP2 

semble diminuer l'activité des canaux calciques (Ju et al., 2013) et augmenter l'adressage des 

canaux sodiques à la surface de la membrane plasmique (Dustrude et al., 2016). De plus, 

cette SUMOylation va être favorisée par la phosphorylation préalable par Cdk5 (Dustrude et 

al., 2016) et la transfection de neurones corticaux avec une CRMP2 non phosphorylable par 

Cdk5 ou phospho-mimétique (S522A ou S522D) induit une diminution des courants calciques 

(Brittain et al., 2012). Ceci implique que CRMP2 est capable de moduler l'activité synaptique. 

En effet, on remarque ainsi que la surexpression de CRMP2 dans des cultures de neurones 

hippocampaux va augmenter le relargage de glutamate après stimulation, tout en 

augmentant le diamètre des épines dendritiques (Brittain et al., 2009). Dustrude et al vont 

plus loin encore dans l'étude de cette fonction de CRMP2 sur les Nav1.07. Ils montrent que, 

à l'inverse de l'effet de Cdk5, la phosphorylation de CRMP2 par Fyn, va réduire sa 

SUMOylation, alors que l'affinité de CRMP2 pour des protéines du complexe d'endocytose 

dépendant de la clathrine va augmenter (Numb, Eps15, Nedd4-2). Ceci permettrait 

d'augmenter l'endocytose des NaV1.7. Par ce mécanisme, CRMP2 va participer à l'adressage 

de ces canaux ioniques à la surface de la cellule ou, au contraire, à son internalisation et ainsi 

moduler la densité des courants qui leur sont associés (Dustrude et al., 2016).  
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 Ces canaux calciques et sodiques sont des cibles thérapeutiques pour le traitement 

de la douleur (en particulier les douleurs chroniques). Cependant, au vu des nombreux effets 

secondaires des médicaments ciblant directement ces canaux, les CRMP sont de bons 

candidats thérapeutiques alternatifs (Wilson et al., 2011; Baumann and Kursula, 2017). 

8.3.6 Apoptose 

 Les CRMP sont sensibles au clivage par des protéases non-lysosomiales : les 

calpaïnes. L'activité de ces enzymes calcium-dépendantes peut être activée par le N-methyl-

D-aspartate (NMDA) dans les neurones (Kowara et al., 2005; Bretin et al., 2006). La 

troncation par la calpaïne est observée pour toutes les CRMP sauf la 5ème isoforme (Bretin 

et al., 2006; Liu et al., 2009). Elle conduit à la production d'une seule protéine d'environ 54 à 

58 kD, à l'exception de CRMP1 pour laquelle deux produits de clivage sont observés (Bretin 

et al., 2006). La calpaïne cible un site C-terminal des CRMP, sauf pour CRMP3 pour laquelle le 

site de clivage est en N-terminal (Hou, 2006; Liu et al., 2009). Ces calpaïnes sont connues 

pour être localisées dans ce compartiment cellulaire où elles jouent un rôle dans la 

régulation des fonctions synaptiques (Wu and Lynch, 2006). Il a été proposé que le clivage 

des CRMP puisse être restreint dans ce compartiment cellulaire et joue un rôle dans cette 

régulation des fonctions synaptiques (Jiang et al., 2007). La troncation des CRMP a été 

effectivement impliquée dans des mécanismes de plasticité synaptique et d'apoptose après 

une ischémie cérébrale (Hou, 2006; Jiang et al., 2007), un stress oxydatif (Kowara et al., 

2005) ou encore une excitotoxicité induite par le glutamate (Kowara et al., 2005; Bretin et 

al., 2006; Hou, 2006).          

 Les mécanismes sous-jacents au clivage des CRMP sont encore mal connus ; il est 

possible que la protéine tronquée agisse directement au niveau nucléaire. Rogemond et al. 

spéculent que le clivage de la portion C-terminale (aa 503 à 570) de CRMP2, contenant une 

partie des domaines de fixation au cytosquelette, permettrait de détacher la protéine de ses 

partenaires pour favoriser sa translocation. En effet, il a été montré que le clivage de CRMP2 

conduit à l'exposition d'une séquence bipartite de localisation nucléaire (NLS) présente au 

niveau des acides aminés 470 à 490, engendrant sa localisation nucléaire (Rogemond et al., 

2008).  
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 Compte tenu du fait que cette séquence est particulièrement bien conservée entre 

les CRMP, il est possible que leur translocation passe par le même mécanisme, excepté pour 

CRMP3 dont le clivage semble plutôt N-terminal. Cependant la localisation nucléaire de la 

forme clivée de CRMP3 a aussi été reportée (Hou, 2006). Dans une étude plus récente, les 

auteurs montrent que cette CRMP3 possède une activité déacétylase sur l'histone H4 et ils 

montrent que cette activité est à l'origine d'une condensation nucléaire conduisant à 

l'apoptose après une incubation de glutamate sur des neurones corticaux (Hou et al., 2013).  

8.3.7 Migration cellulaire 

 Une partie des mécanismes régulant la migration cellulaire met en jeu les même 

acteurs moléculaires que ceux impliqués dans la croissance neuritique (Ridley et al., 2003). Il 

n'est donc pas surprenant que les CRMP soient elles aussi identifiées comme des régulateurs 

de la migration cellulaire. 

 CRMP1 est nécessaire à la migration des neurones corticaux en réponse à la 

signalisation induite par la Reelin (Rln) (Yamashita et al., 2006). L'absence de cette molécule 

sécrétée provoque des défauts de migration cellulaire conduisant à une inversion des 

couches corticales. Les auteurs montrent que CRMP1 se colocalise avec la protéine 

adaptatrice dans la signalisation Reelin,  disabled-1 (Dab1). Tout comme CRMP1, Dab1 est  

phosphorylée par la kinase Fyn (Arnaud et al., 2003). CRMP1 et Dab1 sont toutes deux plus 

fortement exprimées chez les souris KO Reelin (Yamashita et al., 2006). Enfin, le croisement 

des souris KO CRMP1 avec les souris hétérozygotes pour Dab1 a montré une interaction 

génétique entre ces protéines. Ce croisement donne lieu à une aggravation de défauts de 

migrations qui sont similaires à ceux observables chez les souris KO Reelin (Yamashita et al., 

2006).  

 CRMP2 est, elle, mise en jeu dans la régulation de la migration des lymphocytes T 

induite par la chimiokine CXCL12 (Varrin-Doyer et al., 2009). Dans cette signalisation, CRMP2 

va être phosphorylée par la kinase Yes  sur le résidu Tyrosine479, alors que la phosphorylation 

par GSK3β va être, à l'inverse inhibée. 

 Outre CRMP1 et 2, CRMP4 a elle aussi été identifiée dans la régulation de la 

migration. En effet, la surexpression de CRMP4 inhibe la migration de cellules de 

neuroblastome (B35), en perturbant probablement la régulation de l'association en 

faisceaux de l'actine filamenteuse (Rosslenbroich et al., 2005).   
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 Les fonctions des CRMP dans ces phénomènes migratoires font de ces protéines des 

cibles thérapeutiques potentielles dans le contexte du développement des cancers, et plus 

particulièrement des processus métastasiques (Shih et al., 2001; Li et al., 2015; Zhou et al., 

2015). 

8.4 Les souris KO CRMP 

 Des souris invalidées pour chacune des CRMP ont été générées. L'étude de ces 

animaux a permis à la fois de confirmer in vivo de nombreuses fonctions des CRMP, mais 

aussi d'en identifier de nouvelles. Ces phénotypes sont récapitulés dans le tableau suivant : 
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Phénotypes neuro-anatomiques et cellulaires 

observés chez les souris Knock-Out 

Phénotypes comportementaux, ou 
associés à des pathologies cérébrales,  
chez les souris Knock-Out ou Knock-in 

CRMP1 

Prolifération cellules granulaires cérébelleuses et 
apoptose (Charrier et al., 2006) 

 
Migration neuronale retardée (Yamashita et al., 2006) 

 
Mauvaise orientation des dendrites apicales (couche 

V corticale) 
Diminution de la densité d'épines dendritiques 

(couche V corticale) 
(Yamashita et al., 2007) 

 
Altération de la LTP 

(Su et al., 2007) 

Hyperactivité. 
Diminution de l'inhibition motrice successive 
à un pré-stimulus, pouvant être rétablie par 

un traitement à la chlorpromazine. 
Déficit de mémorisation à long terme. 

(Yamashita et al., 2013) 
 

Déficit de mémorisation spatiale. 
(Su et al., 2007) 

CRMP2 

Altération des dendrites primaires (couche V  
corticale) 

(Yamashita et al., 2012) 
 

Augmentation du branchement des dendrites 
proximales de neurones hippocampaux en réponse à 

la Sema3A 
(Niisato et al., 2012) 

Amélioration du rétablissement moteur et 
sensitif et de la régénération axonale après 

lésion de la moelle épinière. 
Diminution de l'inflammation et de la gliose 

réactionnelle associée à la lésion. 
 

Observations chez la souris CRMP2(S522A) 
Knock-In (KI) 

(Nagai et al., 2016a) 

CRMP3 
Altération de la maturation des épines dendritiques 

hippocampales associée à une diminution de LTP 
(Quach et al., 2008b) 

Diminution de l'inhibition motrice successive 
à un pré-stimulus 

(Quach et al., 2008a) 

CRMP4 

Altération des dendrites primaires (couche V  
corticale) 

Augmentation du branchement des dendrites 
proximales de la CA1 et altération de la réponse à la 

Sema3A 
(Niisato et al., 2011) 

 
Augmentation de la croissance dendritique et 

hyperactivité au niveau du bulbe olfactif 
(Tsutiya et al., 2015, 2016) 

Amélioration de la régénération axonale et du 
rétablissement sensitif et moteur après lésion 

de la moelle épinière. 
Limitation de l'inflammation et de la gliose 

réactionnelle associée à la lésion. 
(Nagai et al., 2015, 2016b) 

 
Altération des vocalisations ultrasoniques 
associées à l'olfaction des nouveaux nés 

(Tsutiya et al., 2015) 
 

Mort retardée des neurones dopaminergiques 
chez un modèle d'étude de la maladie de 

Parkinson. 
(Tonouchi et al., 2016) 

CRMP5 

Atrophie de cellules de Purkinje et altération de la LTP 
(Yamashita et al., 2011) 

Altération de l'interaction entre cellules de Schwann 
et axone 

(Camdessanché et al., 2012) 

 

 
Tableau 4 : Récapitulation des phénotypes de chacune des souris invalidées pour une des CRMP. 
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8.5 Les CRMP et les maladies psychiatriques 

 La corrélation entre l'altération des CRMP et la schizophrénie est de plus en plus 

rapportée dans la littérature. 

 Tout d'abord, certaines altérations neuro-anatomiques observées chez les souris 

invalidées pour une ou plusieurs CRMP, font écho à ce qui a pu être observé chez les 

patients schizophrènes. En particulier, on remarque que l'altération de la cyto-architecture 

des neurones hippocampaux et de certaines régions corticales, observée chez les souris 

invalidées pour CRMP1, 2, 3 ou 4, est reportée chez les patients schizophrènes (Harrison, 

2004; Garey, 2010). A cela s'ajoute l'action de ces CRMP, fortement modulée par la kinase 

Cdk5, dont l'activateur neuronal (p35) est sous-exprimé dans le cortex préfrontal et 

l'hippocampe de cerveaux post-mortem de patients schizophrènes (Engmann et al., 2011). 

CRMP1 est aussi nécessaire à la transduction du signal induit par la Reelin (Yamashita et al., 

2006), et on remarque que les niveaux de Reelin sont aussi diminués dans les cerveaux post-

mortem de patients schizophrènes (Guidotti et al., 2000).  

 Ensuite, ces phénotypes cellulaires sont associés à des altérations comportementales 

caractéristiques de la schizophrénie. L'altération de l'inhibition motrice successive à un pré-

stimulus observée chez les souris KO CRMP1 ou CRMP3 en est un bon exemple (Braff and 

Geyer, 1990). On remarque d'ailleurs que ce phénotype peut être amélioré par le traitement 

avec un antipsychotique (la chlorpromazine) des souris KO CRMP1. Allant dans ce sens, une 

étude a montré des variations des niveaux de phosphorisation des CRMP 2 et 4 après le 

traitement de rats avec d'autres antipsychotiques (la clozapine, et le rispéridone) (Kedracka-

Krok et al., 2014). 

 Enfin, un polymorphisme des gènes codant CRMP1 et CRMP2 ainsi qu'une altération 

du niveau d'expression hippocampal de CRMP2 ont été montrés chez des cohortes de 

patients schizophrènes (Edgar et al., 2000; Beasley et al., 2006; Bader et al., 2012). De plus 

les gènes crmp2 (8p22-p21) mais aussi crmp3 (10q26) et crmp4 (5q32), sont localisés dans 

des régions chromosomales associées à un facteur de risque pour la schizophrénie (Ross et 

al., 2000). Pour finir, une diminution de l'expression de CRMP4 au niveau des régions CA2 et 

CA3 de l'hippocampe a aussi été reportée chez des patients schizophrènes (Föcking et al., 

2011). Cette diminution semble sous le contrôle du gène MIR137 (codant pour le micro-RNA 

137), qui est aussi un gène de susceptibilité à la schizophrénie. 
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 D'autres pathologies psychiatriques ont été associées aux CRMP. On retrouve 

notamment, Alzheimer où une hyperphosphorylation de CRMP2 est observée, la dépression 

où ce sont principalement les altérations hippocampales dues aux CRMP qui semblent en 

cause, les douleurs neuropathiques mettant en jeux la régulation des canaux ioniques CaV et 

NaV par les CRMP2 et 3 (chapitre 8.3.5). Enfin des variations des niveaux d'expression des 

CRMP sont rapportées dans des études sur l'épilepsie et les maladies à prion humain. Pour 

revue voir (Quach et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

9 Objectif de ma thèse : 

 L'équipe d'Annie Andrieux, qui m'a accueillit durant ma thèse, s'intéresse à la 

physiopathologie du cytosquelette. Dans ce cadre, un des champs d'investigation principaux 

de cette équipe porte sur l'étude des fonctions des protéines MAP6, allant des aspects 

biochimiques et cellulaires jusqu'aux fonctions intégrées de la protéine chez l'animal. Mon 

travail a principalement porté sur l'étude des fonctions de MAP6 dans le développement 

neuronal. 

 La souris KO MAP6, a été reconnue au cours des dernières années comme modèle 

pour l'étude de pathologies psychiatriques. Parmi les causes de survenue de ces pathologies, 

une théorie neuro-développementale propose que certaines prédispositions puissent être 

acquise par l'altération du développement cérébral au cours de l'embryogénèse. Concordant 

avec cette théorie l'analyse structurale des cerveaux des souris KO MAP6 a pu mettre en 

évidence une corrélation entre les troubles comportementaux de ces souris et des 

altérations bien spécifiques de leurs cerveaux, comme l'absence de fornix post-commissural. 

Ce défaut ne semble pas dut à l'absence des capacités de MAP6 à stabiliser les microtubules, 

mais plutôt à la perte de ses fonctions signalisatrices dans le guidage axonal induit par la 

sémaphorine 3E. C'est pourquoi nous avons analysé les partenaires protéiques interagissant 

avec l'isoforme neuronale de MAP6 (N-MAP6), afin d'identifier de nouvelles protéines 

pouvant compléter cette cascade de signalisation. Cette étude en spectrométrie de masse a 

permis d'identifier trois membres de la famille des CRMP (les CRMP1, 2 et 4). 

 L'objectif principal de ma thèse a été d'évaluer la potentielle importance de ces 

CRMP dans la signalisation induite par la sémaphorine 3E. Auquel cas nous évaluerions la 

fonction de ces CRMP dans la formation du fornix. Dans un second temps j'ai eu pour 

objectif d'approfondir les connaissances des altérations neuro-anatomiques des souris KO 

MAP6. Pour cela un projet en collaboration avec une équipe de l'institut spécialisé dans 

l'imagerie IRM a été mise en place. L'objectif de cette collaboration est de tenter de détecter 

ces altérations en DTI (Diffusion Tensor Imaging), puis de confirmer ces observations en 

histologie. 
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10 Résultats 

10.1 Résumé de l'article " Microtubule-associeted protein 6 
mediates neuronal connectivity through Semaphorin 3E-
dependent signaling for axonal growth. " 

 par JC Deloulme, S Gory-Fauré, F Mauconduit, S Chauvet, J Jonckheere, B Boulan, E 

 Mire, J Xue, M Jany, C Maucler, AA Deparis, O Montigon, A Daoust, E.L Barbier, C 

 Bosc, N Deglon, J Brocard, E Denarier, I Le Brun, K Pernet-Gallay, I Vilgrain, P.J. 

 Robinson, H Lahrech, F Mann & A Andrieux. 

 Nature Communication 2015 Jun 3; 6:7246; DOI: 10.1038/ncomms8246 

 

 L’invalidation, chez la souris, du gène codant pour la protéine MAP6 (KO MAP6) 

induit des défauts biologiques et neurochimiques associés avec des altérations profondes du 

comportement. Il  a été démontré que ces souris ont un phénotype reproduisant de 

nombreux symptômes couramment observés chez les patients atteints de schizophrénie. 

Certains de ces troubles comportementaux sont corrigés par les neuroleptiques ou les 

antidépresseurs utilisés classiquement pour le traitement de ces pathologies (Andrieux et al., 

2002; Bégou et al., 2008; Delotterie et al., 2010). 

 L'étude par IRM du cerveau des souris KO MAP6 confirme la diminution du volume 

cérébral global, associé à un élargissement des ventricules. Ces défauts proviennent plus 

particulièrement d'une altération de connectivités neuronales et donc affectent 

préférentiellement la substance blanche (Figure1). Certains faisceaux d'axones sont ainsi 

altérés (comme la commissure antérieure ou le fornix), alors que d'autres non (comme le 

faisceau mammillo-thalamique), montrant une spécificité des conséquences de l'absence de 

MAP6 sur l'intégrité de certains faisceaux neuronaux (Tableau 1). Parmi les faisceaux 

touchés, le fornix est drastiquement affecté. En effet, l'absence totale de sa portion post-

commissurale est observable dès le stade développemental E18.5 de ces souris (Figure 4) et 

perdure à l'âge adulte (Figure 3). Plusieurs études ont mis en évidence une altération du 

fornix chez des patients atteints de schizophrénie (Lee et al., 2013; Goghari et al., 2014). Il 

nous a donc paru intéressant de mieux comprendre le rôle que pouvait jouer MAP6 dans la 

mise en place de ce faisceau. 
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 La sémaphorine 3E (Sema3E) joue un rôle essentiel dans la formation du fornix 

(Chauvet et al., 2007; Bellon et al., 2010). Nous avons pu montrer que MAP6 est 

indispensable à la signalisation de la Sema3E au cours du développement du fornix. En effet, 

en l'absence de MAP6, les neurones du subiculum, à l'origine du fornix, ne répondent plus à 

cette molécule de guidage (Figure 5). La régulation de cette signalisation par MAP6 a 

vraisemblablement lieu en intracellulaire après l'activation du complexe récepteur de la 

Sema3E (Neuropiline-1/Pléxine-D1/VEGFR2). En effet, la transduction du signal de la Sema3E 

conduit à la phosphorylation du VEGFR2, phénomène n'étant pas affecté par l'absence de 

MAP6 (Figure 6). 

De manière surprenante, les sites de liaison aux microtubules de MAP6 ne sont pas 

impliqués dans ce mécanisme, révélant pour la première fois un rôle de cette protéine 

indépendant de son interaction directe avec les microtubules (Figure 7).  La fonction de 

MAP6 dans cette signalisation semble en revanche mettre en jeu son interaction avec des 

protéines à module SH3 à travers son domaine PDR (proline rich domain) (Figure 7).  

 Ma contribution à cette étude a porté sur l'analyse des interactions entre MAP6 et le 

complexe tripartite  récepteur de la Sema3E exprimé par les neurones du subiculum (Bellon 

et al., 2010). A travers des expériences de co-immunoprécipitation en système hétérologue, 

j'ai tout d'abord montré que MAP6 est capable d'interagir indépendamment avec chacun de 

ces récepteurs (Figure Sup 7). De plus, j'ai observé que la précipitation de la Neuropiline-1, 

ou de la Pléxine-D1, est suffisante à co-immunoprécipiter les autres membres du complexe 

tripartite avec MAP6 (Figure 7 et Figure Sup 7).  

 A travers cette étude, il émerge un modèle dans lequel MAP6 jouerait un rôle de 

chaperonne, permettant de rassembler différents protagonistes de la signalisation découlant 

de la Sema3E, afin de permettre leur fonction au niveau du cône de croissance. 

 

 

10.2 Article 1 : " Microtubule-associeted protein 6 mediates 
neuronal connectivity through Semaphorin 3E-dependent 
signaling for axonal growth. " 
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10.4 Résumé de l'article "Characterization of CRMP4 as a partner of 
the MAP6 protein in the semaphorin-3E signaling pathway." 

 par Boulan B., Ravanello C., Bosc C., Delphin C., Denarier E., Valiron O., Kraut A., 

 Fournier A., Andrieux A., Gory-Fauré S., et Deloulme J.C. 

 En soumission prochainement. 

 Dans cette étude nous nous sommes intéressés à l'identification de partenaires 

protéiques interagissant avec MAP6 au niveau cérébral dans le but de déterminer de 

possibles acteurs de la signalisation induite par la Sema3E. Cette molécule de guidage 

axonale est impliquée, avec MAP6, dans la formation des projections axonales des neurones 

du subiculum, le fornix. En effet, le traitement avec de la Sema3E de neurones du subiculum 

en culture stimule leur croissance axonale. De plus l'inhibition de cette signalisation conduit 

à des altérations du fornix in vivo. 

 A partir d'élutions de lysat de cerveaux sur colonne d'affinité couplée à des anticorps 

dirigés contre MAP6, nous avons pu identifier les membres 1, 2 et 4 de la famille des 

Collapsin Response Mediator Protein (CRMP) en spectrométrie de masse (Figure 1-A). Ces 

protéines nous ont particulièrement intéressé car elle avaient déjà été caractérisées pour 

leur implication dans des signalisations dépendantes de la Sema3A (Goshima et al., 1995; 

Uchida et al., 2005; Yamashita et al., 2007; Niisato et al., 2011). Les CRMP étant, tout comme 

MAP6, capable d'interagir avec les cytosquelettes d'actine et de microtubule nous avons 

montré par des expériences de pulldown qu'une interaction directe entre les CRMP1, 2 ou 4 

et les isoformes neuronales (N et E) de MAP6 est possible (Figure 1-C). 

 Dans un second temps, nous avons testé l'effet de l'inhibition de l'expression des 

différentes CRMP interagissant avec MAP6 sur la stimulation de la croissance axonale des 

neurones du subiculum induite par la Sema3E. L'inhibition de l'expression des CRMP par 

électroporation de siRNA dans des cultures de neurones, nous a permis de montrer que 

seule CRMP4 est nécessaire à cette signalisation (Figure 2-A,B,C). Nous avons reproduit ces 

résultats à partir de cultures de neurones KO CRMP4 (Figure 2-E) montrant ainsi l'absence de 

compensation de la suppression de cette protéine dans notre système. C'est pourquoi nous 

nous sommes focalisé sur cette protéine pour l'étude des conséquences neuro-anatomiques 

du KO CRMP4.  
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 Nous avons tout d'abord vérifié que CRMP4 est exprimée, in vivo (Figure 3-B, C) et in 

vitro (Figure 3-D), aussi bien au niveau des corps cellulaires que des projections axonales des 

neurones du subiculum.  

 En accord avec son implication dans la signalisation attractive Sema3E dépendante, 

un défaut de formation du fornix a été observé chez les souris KO CRMP4. En effet l'analyse 

histologique du fornix a permis de montrer un retard de croissance à P0 (Figure 4-A, B). 

Retard, qui a ensuite été confirmé par l'étude plus fine de ce faisceau entre le jour 

embryonnaire  E18.5 et le jour post-natal P2. Pour cela nous avons mis au point des 

techniques de transparisation des cerveaux nous permettant de montrer à la fois des 

altérations de la taille, du volume et de la fasciculation du fornix quelque soit son stade 

développemental (Figure 4-C). Ce retard de croissance à pour conséquence une diminution 

de la surface de fibre post-commissurale du fornix à l'âge adulte (Figure 4-B). Les techniques 

de transparisation ont alors permis la détection de conséquences plus subtiles de l'absence 

de CRMP4. Ainsi, des perturbations de l'émergence d'une branche du fornix nommée 

faisceau cortico-hypothalamique médial  (mcht) ont pu être révélées (Figure 4-A). 

 Pour finir, nous nous sommes intéressés aux interactions génétiques possibles entre 

MAP6, CRMP4 et la Sema3E. Nous avons donc croisé différentes lignées de souris mutées 

pour l'expression de chacune de ces protéines. Le retard de croissance du fornix est aggravé 

chez les souris doubles hétérozygotes pour les gènes Map6 et Crmp4 comparé aux simple 

hétérozygotes (Figure 6-A, B). En revanche, cette aggravation n'a pu être montrée que chez 

les souris doubles KO CRMP4 et Sema3E en comparaison des simples KO (Figure 6-A, B). La 

spécificité d'action de ces différents acteurs de la croissance du fornix a été contrôlée par 

l'analyse simultanée du faisceau mamillaire dont le diamètre n'est pas affecté quelque soit le 

génotype testé (Figure 4-B, 5-C et 6-C). 

 Cette publication qui sera soumise prochainement, constitue la majeure partie de 

mes travaux de thèse. En conséquence j'ai contribué à cet article tout d'abord pour la 

réalisation de l'ensemble des expériences (excepté l'analyse des partenaires de MAP6 en 

spectrométrie de masse), puis à travers sa rédaction. 

 

10.5 Article 2 : "Characterization of CRMP4 as a partner of the 
MAP6 protein in the semaphorin-3E signaling pathway." 
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10.6 Résumé de l'article "3D imaging of the brain morphology and 
connectivity defects in a model of psychiatric disorders: 
MAP6-KO mice" 

 par U Gimenez, B Boulan, F Mauconduit, F Taurel, M Leclercq, E Denarier, J Brocard,  

 S Gory-Fauré, A Andrieux,H Lahrech*, J.C Deloulme* 

 Scientific Reports 2017 Sep 4;7(1):10308.  DOI: 10.1038/s41598-017-10544-2. 

 

 L'imagerie DTI est basée sur la détection des molécules d'eau lorsque l'on applique 

un champ magnétique sur un tissu. Cette détection est permise par la sensibilité des atomes 

d'hydrogène, qui composent les molécules d'eau, à ce champ magnétique. De cette manière, 

il est possible de calculer localement le coefficient de diffusion des molécules d'eau. Dans un 

tissu biologique, la diffusion de ces molécules va être restreinte par le milieu qui les entoure. 

Cette restriction est nommée fraction d'anisotropie (F.A). Elle correspond à la propension 

qu'ont les molécules d'eau à se déplacer de façon aléatoire au sein de ce tissu (faible F.A.), 

ou alors dans une direction déterminé (forte F.A.). Il est admis qu'un ensemble de fibres 

neuronales myélinisées, constituant principal de la substance blanche, vont avoir tendance à 

contraindre le déplacement des molécules d'eau dans la même orientation qu'elles et ainsi 

augmenter localement la F.A. du tissu. A l'inverse pour la matière grise, composée 

principalement des corps cellulaires des neurones ainsi que d'autres types cellulaires, la F.A. 

observée sera plus faible. C'est ainsi qu'il est possible d'extrapoler, à partir de la diffusion 

des molécules d'eau, l'organisation des différentes fibres nerveuses composant le cerveau. 

  Le but de cette étude a été d'affiner la connaissance des défauts neuro-anatomiques 

des souris KO MAP6 par l'analyse approfondie de l'imagerie IRM de leur cerveau. Pour cela 

de nouvelles techniques d'IRM ont été utilisées permettant d'améliorer la résolution spatiale 

en 3D des acquisitions. Une résolution isotropique de  60µm en IRM-3D et 80µm en DTI-3D 

(Diffusion Tensor Imaging 3D) a ainsi pu être atteinte dans cette étude. 

 A travers l'analyse structurale en IRM-3D, les hypoplasies déjà identifiées (cortex, 

thalamus, bulbe olfactif...) ont tout d'abord été confirmées. Puis de nouvelles ont pu être 

révélées (caudate putamen, colliculi...). En revanche, on remarque que certaines structures 

comme la formation hippocampale ou le globus pallidus ne sont absolument pas affectés par 

l'absence de MAP6 (Figure 1).  
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 Sachant que l'hypoplasie cérébrale des souris KO MAP  est principalement due à une 

diminution des volumes de substance blanche, l'intégrité des connectivités a été étudiée par 

mesure DTI-3D. En accord avec les observations précédentes (Deloulme et al., 2015), 

l'absence de la post-commissure du fornix a de nouveau pu être mesurée en DTI. En 

comparant ces acquisitions DTI-3D avec l'observation, plus directe, de ce faisceau dans des 

cerveaux rendus transparents, nous avons pu apprécier la fiabilité et la précision de ces 

mesures (Figure 2). 

 Différentes altérations de faisceaux neuronaux ont été mesurées, à la fois sur la base 

de leur volume de fibres ainsi que sur leur orientation spatiale au sein du cerveau, 

paramètre difficilement accessible en histologie (Figure 3 et 4). Cette analyse a permis la 

détection de différentes altérations jusqu'ici passées inaperçues. Tout d'abord, on observe 

chez les souris KO MAP6, que le fasciculus retroflexus ainsi que le tract mamillo-thalamic 

apparaissent mal orientés avec un angle décalé, par rapport à la normale, de 12 et 15° 

respectivement. Un autre défaut majeur a pu être mis en évidence, celui-ci consiste en une 

rupture du signal DTI du faisceau pyramidal au niveau du noyau pontique (Figure 5). Ce 

faisceau fait partie d'un ensemble de fibres formant le tractus corticaux-spinal. Il est 

constitué de projections axonales de neurones de la couche V corticale, qui vont traverser la 

capsule interne (ic) et le pédoncule cérébral (cp) avant d'aller connecter la moelle épinière. 

Nous avons tiré avantage de l'expression endogène de la YFP (Yellow Fluorescent Protein) 

par les neurones de la couche V corticale chez la lignée H de souris Thy1, que nous avons 

croisée avec les souris KO MAP6 afin d'observer directement l'état du faisceau pyramidal en 

l'absence de MAP6. De nouveau, l'analyse histologique des cerveaux de ces souris a permis 

d'étayer cette observation découverte en DTI-3D. Nous avons déterminé qu'une forte 

défasciculation du faisceau pyramidal au niveau du noyau pontique est à l'origine de cette 

rupture apparente du signal DTI-3D (Figure 6). Associée à cette défasciculation locale, nous 

avons observé une diminution de la surface de section de ce faisceau tout au long de son 

trajet. 
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 Nous avons tenté de montrer à travers cette étude l'utilité de l'IRM pour 

l'investigation d'altérations neuro-anatomiques. En dépit de la faible résolution de cette 

technique en comparaison à l'histologie (80 µm en DTI-3D contre 1,6 à 6,5µm en 

microscopie à fluorescence dans cette étude), elle est suffisante pour la détection et 

l'observation de défauts subtils. Ces observations permettent alors de faciliter le travail 

d'analyse histologique en ciblant les régions d'intérêt. Une observation plus précise permet 

alors de mieux détailler l'altération détectée. Ma participation dans cette étude correspond 

à la réalisation de l'ensemble de l'analyse histologique ayant permis la confirmation ou 

l'approfondissement des observations IRM. 
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10.7 Article 3 : "3D imaging of the brain morphology and 
connectivity defects in a model of psychiatric disorders: 
MAP6-KO mice" 
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10.8 Résultat préliminaire en lien avec l'article de Gimenez et al. 

10.8.1 Phénocopie du défaut du faisceau pyramidal chez les souris KO 
CRMP4. 

 Les souris KO CRMP4, tout comme les souris KO Sema3E, ont un retard de croissance 

du fornix. Les souris KO MAP6 présentent, elles, un phénotype plus prononcé puisque leur 

portion post-commissurale du fornix est totalement absente. Nous avons pu mettre en 

évidence que l'absence de MAP6 conduit à l'altération d'autres connectivités telle que le 

faisceau pyramidal (Gimeneze et al., 2017). Nos résultats préliminaires tendent à montrer 

que ce phénotype est aussi présent chez les souris KO CRMP4, chez qui le faisceau pyramidal 

est défasciculé au niveau du noyau pontin et dont la surface semble diminuée en amont 

dans le pédoncule cérébelleux et en aval dans le bulbe rachidien. 

 

 

Figure 21 : Observation du faisceau pyramidal (py) chez les souris KO CRMP4. Des souris Thy1 de la lignée H dont les 
neurones pyramidaux de la couche 5 expriment fortement la YFP ont été croisées avec des souris KO CRMP4 comme 
spécifié dans (Boulan et al. en soumission). Des coupes coronales de l'ensemble de leur cerveau ont été réalisées afin 
d'observer le faisceau pyramidal à différents niveaux antéro-postérieurs. Sont présentées ici des images de coupes 
représentatives du faisceau pyramidal  observé chez 2 souris KO CRMP4 et 2 souris WT au niveau du pédoncule cérébelleux 
(cp) (B), du noyau pontin (pn) (C) et plus distalement avec la décussation du faisceau (D). 
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10.9 Résumé de l'article  "Vasohibins/SVBP are tubulin 
carboxypeptidases (TCP) that regulate neuron differentiation" 

 par Chrystelle Aillaud, Christophe Bosc, Leticia Peris, Anouk Bosson, Pierre 

 Heemeryck, Juliette Van Dijk, Julien Le Friec, Benoit Boulan, Frédérique Vossier, 

 Laura E. Sanman, Salahuddin Syed, Neri Amara, Yohann Couté, Laurence Lafanechère, 

 Eric Denarier, Christian Delphin, Laurent Pelletier, Sandrine Humbert, Matthew 

 Bogyo, Annie Andrieux, Krzysztof  Rogowski, Marie-Jo Moutin. 

 Accepté dans la revue Sciences 

 Le cycle de tyrosination/détyrosination de l'α-tubuline, est une modification post-

traductionnelle cruciale à la régulation de la dynamique du cytosquelette microtubulaire. 

Celui-ci est sous le contrôle de deux types d'enzymes. Les enzymes TTL (Tubulin Tyrosin 

Ligase) sont responsables de la tyrosination de la tubuline et sont relativement bien 

caractérisées. Les enzymes TCP (Tubulin Carboxy Peptidase) sont elles responsables de la 

détyrosination et n'ont pas été découvertes jusqu'à présent. Grâce à l'étude des enzymes 

TTL, il a été montré que l'altération de ce cycle peut causer de nombreuses pathologies, 

allant de l'invasivité des cellules cancéreuses (Whipple et al., 2010) à des défauts de 

migrations neuronales (Erck et al., 2005). Cependant sans connaître les enzymes TCP il est 

difficile de comprendre pleinement ces mécanismes. 

 Cet article présente l'identification de cette TCP longtemps recherchée. L'utilisation 

d'un inhibiteur irréversible de l'activité détyrosinase, ainsi qu'une série de purifications 

couplées à une analyse en spectrométrie de masse des fragments co-purifiés avec 

l'inhibiteur , a permis d'identifier la protéine VASH1 (vasohibin-1) et son homologue VASH2. 

Ces deux homologues, lorsqu'ils sont en complexe avec la protéine SVBP (Small Vasohibin 

Binding Protein), présentent une forte activité détyrosinase in vitro et in vivo (Figure 2). 

L'utilisation de shRNA dirigés contre ce complexe protéique, dans des neurones en culture, 

induit une diminution de la proportion de microtubules détyrosinés (Figure 3). Ceci conduit à 

un fort retard de leur différentiation, caractérisé par une diminution du nombre de neurones 

au stade III de différenciation, une diminution de la longueur axonale moyenne, ainsi qu'une 

augmentation du nombre de dendrites primaires. De plus, l'ensemble des neurites 

présentent une augmentation du nombre de leurs branchements (Figure 3).  
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Enfin l'électroporation in utero de ces mêmes shRNA provoque un retard de migration des 

neurones corticaux chez les embryons de souris (Figure 4) mettant en évidence l'importance 

de la régulation de cette modification post-traductionnelle dans la différenciation et la 

migration neuronale. 

 Ma participation à cette étude a été la création d'une macro, nommée AutoNeuriteJ, 

codée sous ImageJ, pour permettre la quantification et la classification automatisée de 

l'ensemble des neurites de neurones en culture (Annexe 1). Cette macro s'utilise à partir de 

l'acquisition d'une mosaïque d'images d'une culture de neurones sur lamelle de verre après 

immuno-marquage de l'α-tubuline et des noyaux. Cette culture doit être peu dense afin 

d'optimiser la probabilité d'observer des neurones isolés les uns des autres. La macro 

fonctionne en quatre grandes étapes dont seule la première nécessite d'être réalisée 

manuellement. Ces étapes sont présentées dans la suite de ce chapitre: 

  Le laboratoire s'est récemment équipé d'un scanner de lame. A l'instar d'un 

microscope à feuillet de lumière, ce type d'équipement et capable de fournir rapidement 

une grande quantité de données. En effet, il permet d'obtenir une mosaïque d'images au 10-

20X ou 40X de l'ensemble d'une lamelle de culture en quelques minutes, mais aussi de 

l'ensemble des conditions d'une expérience en quelques heures. Le premier problème que 

l'on rencontre avec ce type d'acquisition est son analyse, qui nécessite d'être automatisée si 

l'on veut tirer le meilleur parti de l'acquisition de très nombreux neurones. 

 

 1) A partir d'une mosaïque d'images nous pouvons extraire une image binaire de ces 

neurones ainsi que de leurs noyaux pour obtenir les trois types d'images suivantes dont la 

macro pourra mesurer les paramètres.  
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Figure 22 : Exemple d'un fragment de mosaïque d'une culture de neurones et des images complémentaires à créer pour 
le fonctionnement d'AutoNeuriteJ. 

 2) A partir de ces 3 images, les débris sont automatiquement éliminés (sur le critère 

de leur petite surface et d'absence de noyaux associés), ainsi que les noyaux non associés à 

un marquage tubuline (correspondant en général à des cellules mortes). Un squelette de 

chacun des neurones isolés est généré par la fonction "Skeletonize (2D/3D)" d'ImageJ 

(Arganda-Carreras et al., 2010). Enfin, en utilisant la fonction "BinaryConditionalDilate" 

d'ImageJ (Landini, 2008), qui par remplissage partiel de l'image binaire du neurone à partir 

de la position du noyau, la macro va créer le corps cellulaire à superposer au squelette. 

 

 

Figure 23 : Exemple d'un neurone quantifié dont la macro utilise l'image binaire pour en générer un squelette partant du 
soma. 

  

 3) Chacune des branches du squelette est mesurée, comparée avec les autres pour 

déterminer le prolongement majeur et superposée avec les autres pour déterminer, en cas 

de contact, leur hiérarchie par rapport au corps cellulaire (primaire, secondaire, tertiaire 

etc...). L'encodage en couleur de cette hiérarchie permet ainsi la représentation des 

neurones tel que présenté dans la Figure 3 afin de faciliter le contrôle visuel de l'analyse.    
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Figure 24 : Exemple de résultat obtenu après comparaison des neurites d'un neurone. 

 4) Enfin, un fichier compatible avec Excel est créé, dans lequel les paramètres 

suivants sont stockés pour chacun des neurones :  

Numéro du neurone (dans l'ordre croissant de détection) 

Nombre de primaires 

Ordre pour chacun des neurites (primaire, secondaire etc...) 

Taille moyenne des primaires 

Longueur de chacun des neurites 

Longueur du neurite primaire majeur 

Longueur de l'axone s'il existe (*) 

Longueur de l'arbre axonal (taille de l'axone et de ses branchements) 

Nombre de branchements sur l'axone. 

(*) : L'axone est déterminé sur la base de paramètres modulables prenant en compte une 

taille minimum ainsi qu'une taille supérieure à l'ensemble des autres neurites. Par exemple, 

dans cet article la taille minimale a été fixée à 48µm, avec une longueur d'axone devant être 

1,3 fois supérieure à n'importe quel autre neurite. 

 

 Une sauvegarde automatique de chacune de ces étapes est réalisée par la macro afin 

de pouvoir contrôler leur bon déroulement. Pour finir une gestion de plusieurs répertoires a 

été implémentée de façon à permettre le lancement successif de l'analyse de plusieurs 

conditions de cultures.  

 

10.10 Article 4 : "Vasohibins/SVBP are tubulin 
carboxypeptidases (TCP) that regulate neuron differentiation" 
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11 Discussion et perspectives 

 Durant cette thèse, j'ai participé à la caractérisation du rôle de MAP6 dans la 

signalisation Sema3E. L'absence de MAP6, chez les souris, conduit à la disparition de la post-

commissure du fornix dont la formation est en partie dépendante de la Sema3E. Nous avons 

montré que MAP6, de part son domaine PRD, est indispensable à la voie de signalisation 

attractive de cette molécule de guidage. Il semblerait que MAP6 soit impliquée dans la 

transduction de la signalisation attractive de la Sema3E, d'une part à travers son interaction 

avec le complexe tripartite de récepteurs à la Sema3E, et d'autre part avec des protéines à 

domaine SH2/SH3 comme Pi3K. 

 La recherche par analyse protéomique des partenaires de MAP6 a notamment 

permis l'identification des CRMP1, 2 et 4, déjà connues pour leur implication dans la 

signalisation Sema3A. Nous avons montré que dans la signalisation Sema3E affectant les 

neurones du subiculum, seule la présence de CRMP4 est nécessaire. Nous avons complété 

ces résultats par une étude histologique qui nous a permis d’observer que les souris KO 

CRMP4 présentent, elles aussi, une altération de la post-commissure du fornix. Cette 

altération se traduit par un retard de croissance aux stades embryonnaires et post-nataux, 

puis à l'âge adulte par une perte de densité de fibres au niveau du faisceau medial-cortico-

hypothalamique ainsi qu'à proximité des corps mamillaires. Nous avons pu observer une 

aggravation de ces phénotypes lors du croisement des lignées KO MAP6, KO CRMP4 et KO 

Sema3E entre elles. Ceci renforce notre conviction de l'importance des fonctions conjointes 

de ces trois protéines dans l'établissement du fornix. J’ai également pu participer à l'étude 

par IRM des cerveaux de souris KO MAP6. Nous avons ainsi pu mettre en évidence de 

nouvelles altérations de leur neuro-anatomie tel que l'affaiblissement du faisceau pyramidal. 

Une étude histologique, nous a permis de confirmer ce défaut qui se traduit par une 

diminution de son  volume sur toute sa longueur ainsi que par une forte défasciculation lors 

de son passage au niveau du noyau pontin. Pour finir, nos besoins récurrents au sein du 

laboratoire m'ont conduit à contribuer à la création d'une macro sous ImageJ permettant la 

quantification automatique de la morphométrie de cultures primaires de neurones.  

 Je vais maintenant discuter de la pertinence de ces résultats ainsi que des 

perspectives qui en découlent, en me concentrant plus particulièrement sur les résultats que 

j'ai produits, et certains points peu ou pas abordés dans les discussions des articles. 
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11.1 Rôle de MAP6 et CRMP4 dans la signalisation Sema3E 

11.1.1 Interaction avec complexe tripartite 

 Les expériences de co-immunoprécipitation ont montré que MAP6 est capable 

d'interagir indépendamment avec chacun des membres du complexe tripartite de 

récepteurs (Neuropiline-1, pléxine-D1 et VEGFR2), nécessaires à la signalisation attractive de 

la Sema3E (Bellon et al., 2010). De plus, l'immunoprécipitation de MAP6 suffit à co-

immunoprécipiter l'ensemble de ces membres, montrant ainsi la possibilité de formation de 

complexes composés de l'ensemble de ces protéines. Cependant la formation de ce 

complexe in vivo reste à prouver, ainsi que les mécanismes la régulant.  

 MAP6 peut être palmitoylée, ce qui lui permet d’être associée à des compartiments 

membranaires comme la membrane plasmique. L'importance de ces sites de palmitoylation 

de MAP6, dans la différentiation neuronale, a été démontrée (Tortosa et al., 2017). Les 

auteurs montrent d'ailleurs le rôle de la palmitoylation de MAP6 pour son enrichissement 

dans la partie distale de l'axone, durant la phase d'élongation axonale. Il est donc possible 

que cette palmitoylation puisse favoriser le maintien de l'interaction de MAP6 et du 

complexe tripartite en restreignant leur localisation dans des régions communes comme le 

cône de croissance. 

 La fonction de ces interactions est, elle aussi, encore à déterminer. En effet il serait 

intéressant d'évaluer l'impact de la transduction de la signalisation Sema3E, sur MAP6. Cette 

liaison de la Sema3E à son complexe de récepteurs induit-elle des modifications de 

l'interaction entre MAP6 et ce complexe? Ou bien induit-elle des modifications post-

traductionnelles de MAP6? Ces deux événements, s'ils existent, sont-ils liés entre eux?  

 MAP6 est une phosphoprotéine possédant de nombreux domaines pouvant réguler 

son activité. Malheureusement, peu d'outils sont disponibles pour l'étude des 

phosphorylations de MAP6. Mis à par la CamKII, très peu de ces protéines régulatrices ont 

été identifiées et encore moins leurs sites de phosphorylation sur MAP6. Le développement 

de nouveaux outils, comme des anticorps spécifiques de sites de phosphorylation connus de 

MAP6, nous permettrait d'approfondir cette étude. Enfin, il est possible que MAP6 

interagisse seulement avec le complexe de récepteurs pour maintenir d'autres acteurs de la 

signalisation (Pi3k, CRMP4) à proximité, sans pour autant qu'il soit nécessaire de réguler ces 

interactions de MAP6 pour permettre la transduction du signal Sema3E. 
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 Il a été montré que CRMP4 est capable d'interagir avec les récepteurs neuropilin-1 et 

pléxine-A1 (Deo et al., 2004). Dans cette étude, les auteurs utilisent des cellules COS pour 

corréler des expériences de co-immunoprécipitation des CRMP avec ces récepteurs (Nrp-1 et 

Plx-A1), à l'induction de la contraction de ces cellules lors d'un traitement avec la Sema3A. 

Les expériences de co-immunoprécipitation montrent par ailleurs que CRMP4 lie mieux ces 

récepteurs en présence de Sema3A, mécanisme qui semble important dans la contraction 

cellulaire qu'elle induit.  

 Nos expériences préliminaires nous confirment que les récepteurs neuropiline-1 et 

pléxine-D1 co-immunoprécipitent avec CRMP4 (résultats non montrés). D'autre part, une 

construction de pléxine-D1 n'ayant plus de domaine cytoplasmique ne co-immunoprécipite 

plus avec CRMP4 laissant supposer un domaine important dans cette portion cytoplasmique 

de pléxine-D1 pour l'interaction ou pour la régulation de l'interaction avec CRMP4 (résultats 

non montrés).  

 L'effet de la Sema3E sur cette interaction reste à être défini, nous pouvons 

cependant spéculer que si la Sema3A favorise l'interaction de ses récepteur avec CRMP4 lors 

de sa signalisation répulsive, il est possible que la Sema3E inhibe au contraire cette 

interaction lors de sa signalisation attractive (Figure 25). Quel serait alors la fonction de cette 

inhibition? Peut-être servirait-elle à libérer  CRMP4 de la membrane plasmique pour qu'elle 

puisse agir sur la modulation des dynamiques des cytosquelettes? Auquel cas MAP6 pourrait 

entrer en jeu dans ce mécanisme. 
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11.1.2 Domaines fonctionnels de MAP6 et CRMP4 dans la signalisation 
Sema3E 

 La caractérisation des domaines de MAP6 interagissant avec CRMP4 a permis de 

montrer l'importance de la région N-terminale de MAP6. Dans cette région nous avons pu 

déterminer la présence de deux domaines d'interaction. Tout d'abord, le domaine Mn1 qui 

est suffisant à interagir avec MAP6, mais pas indispensable. En effet, les expériences de 

pulldown nous montrent que MAP6, invalidée pour les domaines Mn, est toujours capable 

d'interagir avec CRMP4 (résultats non montrés). Nous n'avons jusqu'à présent pas pu 

déterminer avec précision le second domaine d'interaction. Cependant nous savons qu'il est 

présent en amont du domaine Mn1, parmi les 90 premiers acides aminés de la région N-

terminale de MAP6. Ces mêmes expériences nous ont révélé que le fragment N-terminal de 

MAP6 invalidé du domaine PRD semble plus affin pour CRMP4. 

 Les expériences de sauvetage ont montré que le domaine N-terminal de MAP6 est 

primordial à la signalisation attractive de la Sema3E. De plus, la réexpression de MAP6 

invalidée de ses domaines Mn (1, 2 et 3) n'empêche pas de rétablir la signalisation attractive 

de la Sema3E alors que ce n'est pas la cas lors de la surexpression de MAP6 invalidée pour 

son domaine PRD (Deloulme et al., 2015). Comme MAP6 et CRMP4 sont toutes deux 

indispensables à la voie attractive de la Sema3E, nous pouvons nous demander quelle est 

l'importance de leur interaction dans la transduction du signal.  

 Tout d'abord, la suppression du domaine PRD, indispensable dans cette signalisation, 

semble renforcer la proportion d'interaction de CRMP4 avec la région N-terminale de MAP6. 

Nous pouvons donc supposer que ce serait plutôt l'inhibition de l'interaction entre MAP6 et 

CRMP4 qui permettrait la stimulation de la croissance axonale. Les protéines à domaine 

SH2/SH3 (Pi3k par exemple), recrutées au niveau du domaine PRD de MAP6, peuvent 

possiblement bloquer par encombrement stérique l'interaction entre CRMP4 et la région N-

terminale de MAP6. D'autre part il est possible, qu'à l'instar de l'interaction des CRMP avec 

les microtubules (Yoshimura et al., 2005; Brot et al., 2014), l'interaction de CRMP4 avec 

MAP6 soit régulée par sa phosphorylation. Auquel cas le domaine PRD de MAP6 pourrait 

réguler la phosphorylation de CRMP4 par le recrutement de kinase comme Pi3k et ainsi 

défavoriser l'interaction CRMP4/MAP6. En effet, l'activité de Pi3k sur Akt conduit à 

l'inhibition de GSk3β (Figure 25), et donc possiblement à l'inhibition de la phosphorylation 

de CRMP4 (Cole et al., 2006). 
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 Le domaine Mn1 est, lui, suffisant à interagir avec CRMP4. Mais son invalidation 

n'empêche pas de rétablir la signalisation Sema3E dans les expériences de sauvetage 

(Deloulme et al., 2015). Il faut tout d'abord remarquer que l'interprétation de l'importance 

de ce domaine d'interaction dans la voie Sema3E peut, ici, être biaisée par la présence d'un 

second domaine pouvant compenser le premier. Ce n'est pas le cas du domaine PRD, qui 

semble être un domaine régulateur des interactions entre CRMP4 et MAP6 et non un 

domaine de fixation.  

  Si le recrutement de kinases (comme Pi3k) via le domaine PRD de MAP6 permet, par 

la phosphorylation de CRMP4, de réguler toutes ses interactions avec MAP6 (Mn1 et région 

N-terminale 1/90), alors l'absence de Mn1 est possiblement compensée par le second 

domaine d'interaction. En revanche, l'absence du domaine PRD bloque, elle, toute 

signalisation régulant ces interactions, ce qui pourrait être la cause de l'inhibition de la 

stimulation de la croissance axonale par la Sema3E.  

 Enfin, nous ne pouvons exclure qu'Mn1 ne soit pas impliqué dans cette voie de 

signalisation. Auquel cas cette interaction pourrait entrer en jeu dans d'autres processus 

cellulaires comme la régulation, par compétition, de l'interaction entre MAP6 et les 

microtubules. 

 Des expériences de sauvetage avec des mutants de MAP6 n'interagissant plus avec 

CRMP4 nous permettraient de déterminer l'importance de ces interactions dans la 

signalisation Sema3E. 

 Nous savons que la signalisation attractive de la Sema3E, est permise par la 

transduction de son signal par le VEGFR2, qui va activer la phosphorylation de Akt et de 

GSk3β (Bellon et al., 2010) (Figure 25). Il est apparu que le premier des deux domaines PRD 

de MAP6 est crucial pour la stimulation de la croissance axonale induite par la Sema3E. 

Celui-ci a vraisemblablement pour fonction le recrutement de protéines à domaine SH2/SH3 

telle que la Pi3 kinase dont le sous-domaine p85 interagit avec la région N-terminale de 

MAP6 (Deloulme et al., 2015). Pi3K étant connue pour sa capacité à phosphoryler Akt dans la 

régulation de la croissance axonale (Cosker and Eickholt, 2007).  

 Il serait intéressant de tester l'effet de la surexpression de MAP6 mutée pour son 

domaine PRD dans des neurones du subiculum KO MAP6 sur les niveaux de phosphorylation 

d'Akt. Cette phosphorylation est-elle alors bloquée par l'absence du domaine PRD de MAP6, 

au même titre que la stimulation de la croissance axonale?  
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 En aval de cette voie de signalisation on retrouve les CRMP qui sont phosphorylées 

par GSK3β lorsque celle-ci n'est pas inhibée par Akt. Un anticorps spécifique de la forme 

phosphorylée de CRMP4 par GSK3β au niveau du résidu Thréonine509 a été produit (Cole et 

al., 2006). Ainsi grâce à cet anticorps, l'étude en immunofluorescence des niveaux de 

phosphorylation de CRMP4, au niveau du cône de croissance de neurones du subiculum, 

suivant la présence ou non du domaine PRD de MAP6, apporterait de nouveaux éléments 

dans la compréhension des mécanismes permettant la transduction de la signalisation 

Sema3E. 

 

 La phosphorylation de CRMP2 par la GSK3β, inhibe sa capacité à lier les microtubules. 

De plus, la surexpression d'un mutant de CRMP2 mimant cette phosphorylation par GSK3β, 

diminue la vitesse de croissance axonale de neurones hippocampaux (Yoshimura et al., 

2005). L'importance des domaines C-terminaux des CRMP, régulant la dynamique des 

cytosquelettes d'actine et de microtubules, dans la croissance neuritique a été montrée 

(Fukata et al., 2002; Khazaei et al., 2014; Tan et al., 2015; Cha et al., 2016). Cependant ces 

tests ont été réalisés sur la croissance neuritique « basale ». Ainsi aucun lien n'a été établi 

entre l'effet que peut avoir une molécule de guidage axonal sur la phosphorylation de 

CRMP4, et les conséquences de cette phosphorylation sur la dynamique des cytosquelettes 

et la croissance axonale.  

 Nous avons au laboratoire les outils techniques pour réaliser ces tests. Tout d'abord il 

serait très intéressant de déterminer, par des expériences de TIRF par exemple, quels sont 

les effets précis des CRMP, et de leurs phosphorylations, sur la dynamique des 

cytosquelettes. Nous pourrions par la suite nous intéresser aux possibles effets des CRMP 

sur le couplage des cytosquelettes de microtubules et d'actine. 

  Nous avons établi pour la première fois la spécificité d'action d'une CRMP dans la 

signalisation attractive de la Sema3E. La réalisation d'expériences de sauvetage avec une 

construction de CRMP4 mutée pour ses domaines d'interactions au cytosquelette, ou ses 

sites de phosphorylation par GSK3β, pourrait nous permettre d'évaluer pour la première fois 

l'importance de la modulation de la dynamique du cytosquelette par une CRMP dans une 

voie de signalisation dépendante des sémaphorines. 
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11.1.3 Spécificités d'action dans la voie de signalisation attractive de la 
Sema3E? 

 MAP6 joue un rôle fondamental dans la voie de signalisation Sema3E qui régule la 

guidance et la croissance axonale des neurones du subiculum. En revanche, les effets 

répulsifs de la Sema3E sur les neurones corticaux sont indépendants de MAP6 (Deloulme et 

al., 2015). Nous savons que la bi-fonctionnalité de la Sema3E est permise par l'unique 

expression du récepteur Plx-D1 dans le cas de son effet répulsif sur la croissance axonale, 

alors que son effet stimulateur n'est possible qu'en présence du complexe Nrp-1, VEGFR2 et 

Plx-D1 (Chauvet et al., 2007; Bellon et al., 2010). Cependant MAP6 est exprimée dans ces 

deux types neuronaux et semble capable d'interagir indépendamment avec chacun de ces 

récepteurs. Malgré cela, la transduction du signal par la pléxine-D1 ne recrute pas MAP6 

dans la voie de signalisation répulsive. La signalisation répulsive de la Sema3E met en jeu 

l'inhibition de la Rho GTPase R-Ras sous la dépendance de l'activité GAP de la pléxine-D1 

(Uesugi et al., 2009). Et c'est l'inhibition de R-Ras qui va induire le collapse de cônes de 

croissance par la déphosphorylation d'Akt ainsi que l'activation de GSK-3β (Ito et al., 2006). 

En revanche, l'inverse se produit lorsque MAP6 est impliquée dans la voie de signalisation 

attractive (phosphorylation d'Akt et inactivation de GSK-3β) (Figure 25). 

 Il est possible que la transduction du signal par la pléxine-D1, dans la voie répulsive, 

n'ait d'effet que sur le recrutement de R-Ras et que seule la transduction par le VEGFR2 

puisse recruter MAP6. De plus, un modèle proposé pour la fonction de la neuropiline-1 dans 

la signalisation attractive de la Sema3E, serait qu'elle inhibe la capacité de la pléxine-D1 à 

transduire le signal de la Sema3E (Bellon et al., 2010), permettant ainsi d'orienter la 

signalisation vers MAP6 plutôt que R-Ras. Enfin, on ne sait pas si les neurones subiculaires 

expriment R-Ras au court de l'embryogenèse ce qui pourrait expliquer le seul recrutement 

de MAP6 dans ce type neuronal. 
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 CRMP4 est indispensable à la stimulation de la croissance axonale induite par la 

Sema3E. Il serait intéressant de tester les différentes CRMP dans la signalisation répulsive de 

la Sema3E. En effet, il est possible que ce ne soit pas les mêmes CRMP qui soient mises en 

jeu dans l'une ou l'autre des voies de signalisation induites par la Sema3E. Par exemple, la 

possibilité que les CRMP3 et 5 puissent être nécessaires à la signalisation répulsive, doublée 

du fait qu'elles ne semblent pas avec MAP6 in vivo, pourrait expliquer pourquoi MAP6 n'est 

pas impliquée dans la signalisation attractive. 

 Les phénotypes cellulaires observés lors de l'inhibition de l'expression des CRMP dans 

les neurones corticaux traités avec la Sema3E, pourront être corrélés à des phénotypes 

neuro-anatomiques chez les souris invalidées pour la CRMP impliquée dans la voie répulsive. 

En l'absence de Sema3E des phénotypes neuro-anatomiques imputables à la voie de 

signalisation répulsive ont déjà été identifiés. Par exemple, l'élargissement de la commissure 

antérieure, ou du faisceau striato-nigral en l'absence de cette molécule de guidage (Chauvet 

et al., 2007; Ehrman et al., 2013; Burk et al., 2017) pourront servir de base de comparaison 

avec les souris invalidées pour la CRMP impliquée dans cette voie de signalisation répulsive.  

 Dans l'éventualité ou CRMP4 entre aussi en jeu dans la signalisation répulsive de la 

Sema3E, il faudra alors de nouveau étudier la régulation de ses phosphorylations en fonction 

du type neuronal (cortical ou subiculaire) ce qui pourrait permettre d'établir un modèle de la 

régulation de CRMP4 en fonction de la voie de signalisation impliquée. En effet, la 

phosphorylation des CRMP par GSK3β est sous la dépendance de kinase initiatrices ("priming 

kinases"), et il a été montré que ces kinases ont des actions préférentielles sur certaines 

CRMP (Cole et al., 2006; Tanaka et al., 2012). Par exemple, DYRK2 va plutôt phosphoryler 

CRMP4 alors que CDK5 aura une action préférentielle sur CRMP2. La régulation de ces 

kinases initiatrices pourrait elle aussi être impliquée  dans l'orientation attractive ou 

répulsive de la signalisation Sema3E. 
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Figure 25 : Schéma récapitulatif des signalisations attractive et répulsive de la Sema3E. 
En présence du complexe tripartite (Nrp-1, Plx-D1 et VEGFR2), la liaison de la Sema3E à la Plx-D1 va stimuler la phosphorylation d'Akt 
sous la dépendance de MAP6. En présence de Plx-D1 uniquement, la liaison de la Sema3E sur ce récepteur va induire une inhibition de 
R-Ras ainsi que de la phophorylation d'Akt. 
Les conséquences de ces signalisations Sema3E sur les CRMP sont encore inconnues, c'est pourquoi des hypothèses sont avancées en 
rouge. 
 
 

11.2 Phénocopies et différences entre les lignées de souris MAP6, 
Sema3E et CRMP4 KO. 

11.2.1 MAP6 est-elle uniquement nécessaire à la signalisation Sema3E?  

 Dans cette étude nous avons montré qu'en l'absence de MAP6, la Sema3E n'est plus 

capable de stimuler la croissance des neurones du subiculum. L'abolition de cette voie de 

signalisation chez les souris KO Sema3E conduit à un retard de croissance du fornix à E17.5, 

aboutissant à un amincissement de ce faisceau à l'âge adulte (Chauvet et al., 2007). L'analyse 

approfondie des phénotypes neuro-anatomiques des souris KO CRMP4, KO MAP6 ou KO 

Sema3E, en particulier au niveau du fornix a conduit à l'observation de phénocopies ainsi 

que de différences entre ces lignées de souris. 

 

 Les souris KO MAP6 présentent un phénotype plus sévère que les souris KO Sema3E 

ou CRMP4 puisqu'il se caractérise par l'absence complète de leur fornix post-commissural 

(Deloulme et al., 2015). Il semble donc qu'outre la fonction de MAP6 dans cette signalisation 

attractive dépendante de la Sema3E, celle-ci soit impliquée dans d'autres mécanismes de 

régulation de la croissance axonale. Deux possibilités peuvent être envisagées. 
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 D'une part MAP6 pourrait être indispensable à la transduction d'une ou plusieurs 

autres voies de signalisation contrôlant la croissance du fornix. Par exemple, il est possible 

que MAP6 soit impliquée dans les signalisations induites par la draxine ou la Sema6A dont 

l'absence cause aussi des altérations de la post-commissure du fornix. Cette hypothèse est 

renforcée par le fait que le faisceau pyramidal des souris KO MAP6 est altéré alors que la 

Sema3E n'a pas été identifiée comme intervenant dans sa formation  (Welniarz et al., 2017).  

 D'autre part il est possible que MAP6 puisse influencer la croissance axonale 

indépendamment d'une signalisation de guidage axonal. Par exemple, les capacités de MAP6 

à stabiliser les microtubules ainsi qu'à lier l'actine à travers ses domaines Mn et Mc ont été 

testées et ne sont pas impliquées dans la stimulation de la croissance axonale induite par la 

Sema3E. Cependant nous savons que les domaines Mc perturbent la vitesse de croissance 

basale des neurones du subiculum. Il est donc possible qu'en dépit du fait que ces domaines 

n'entrent pas en jeux dans la signalisation Sema3E, leur absence puisse affecter la croissance 

normale du fornix et/ou d'autres faisceaux neuronaux. 

11.2.2 L'implication de CRMP4 dans d'autres signalisations que la Sema3E 
peut-elle expliquer les phénotypes neuro-anatomiques des souris KO 
CRMP4?  

 Nous n'avons pas retrouvé le retard de croissance du fornix à P0, observé en 

l'absence de CRMP4, chez les souris KO Sema3E alors que ce retard avait été montré à E17.5 

(Chauvet et al., 2007). Cependant, une très forte défasciculation a été observée chez ces 

dernières. Deux hypothèses pourraient expliquer ces observations, soit ce retard à E17.5 a 

pu être rattrapé à P0, soit la forte défasciculation du fornix observée à P0 était déjà présente 

à E17.5 empêchant la détection des fibres post-commissurales par les méthodes 

histologiques classiques. La défasciculation observée chez les souris KO Sema3E à P0 a 

également été observée chez les souris KO CRMP4 bien que dans une plus faible mesure. De 

plus, on observe une diminution de la surface de fibres post-commissurales à l'âge adulte 

aussi bien chez les souris KO Sema3E que KO CRMP4. Cette phénocopie partielle renforce les  

résultats obtenus sur les cultures de neurones du subiculum qui impliquent CRMP4 dans la 

voie Sema3E. Il est néanmoins probable que CRMP4 soit aussi impliquée dans d'autres 

signalisations de molécules de guidage axonal nécessaires à la croissance du fornix. Parmi les 

candidats, nous pouvons envisager la Sema3A. En effet, CRMP4 a déjà été impliquée dans la 

signalisation induite par cette sémaphorine (Alabed et al., 2007; Niisato et al., 2011). 
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De plus, cette sémaphorine a un effet répulsif sur les neurones hippocampaux (Chauvet et 

al., 2007). Une altération de la signalisation de ces neurones, ayant une partie du trajet de 

leurs projections axonales en commun avec les neurones du subiculum (jusqu'au niveau de 

la fimbria), pourrait affecter la croissance de ces derniers. Cette hypothèse est renforcée par 

le fait que la Sema3E est principalement sécrétée par les neurones de la CA1 et CA3. La 

croissance de ces neurones va possiblement attirer les projections axonales de neurones 

subiculaires en jouant pour eux un rôle d'axones pionniers jusqu'à la fimbria. 

 Par ailleurs, la Sema3A entre en jeu dans l'initiation de la croissance des neurones 

pyramidaux de la cinquième couche corticale formant le faisceau pyramidal (Welniarz et al., 

2017). Le rôle de CRMP4 dans cette signalisation serait en accord avec nos résultats 

préliminaires qui semblent montrer un faisceau pyramidal défectueux chez les KO CRMP4. 

11.2.3 Quelles sont les conséquences comportementales de l'altération du 
fornix?  

 Très peu d'études comportementales ont été réalisées chez les souris KO Sema3E et 

KO CRMP4, ce qui limite les connaissances de l'impact de leur défaut neuro-anatomique. Les 

troubles comportementaux des souris KO MAP6 semblent toutefois plus prononcés que ceux 

des souris KO Sema3E et KO CRMP4. Nous pourrions donc associer ceci à l'atteinte plus 

sévère de la neuro-anatomie des souris KO MAP6.  

 Certains troubles comportementaux diffèrent entre ces lignées de souris. Par 

exemple, les souris KO MAP6 et Sema3E ont toutes deux des défauts de mémoire spatiale. 

Par contre les souris KO MAP6 ont une anxiété supérieure à la normale (Andrieux et al., 

2002) alors que c'est l'inverse chez les souris KO Sema3E (Chauvet et al., 2007). Encore une 

fois il n'est pas exclu que l'atteinte plus sévère des souris KO MAP6 puisse expliquer ces 

différences. Dans le cas des souris KO CRMP4, très peu d'études comportementales ont été 

menées jusqu'à présent (détails au chapitre 8.4). Il serait donc important de corréler les 

défauts de formation du fornix de ces souris aux troubles comportementaux possiblement 

associés à ce circuit comme la mémorisation, le stress ou la motivation (détails au chapitre 

6.1.3). 
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 Il serait aussi intéressant d'étudier quelle part des troubles comportementaux des 

souris KO MAP6 est réellement imputable à l'absence de la post-commissure du fornix. En 

effet, aux vues des nombreuses altérations neuro-anatomiques et des nombreux troubles 

comportementaux des souris KO MAP6, il est très difficile d'associer un défaut structural à 

une fonction comportementale. La plupart des études sur les fonctions du fornix ont été 

réalisées sur la base de lésions chirurgicales de la post-commissure du fornix ou chimiques 

du subiculum. Cependant, ce type d'intervention a des conséquences neuro-anatomiques 

non retrouvées chez les souris KO MAP6. Par exemple, ces lésions induisent une diminution 

du volume des corps mamillaires alors que ce n'est pas le cas chez les souris KO MAP6. 

D'ailleurs, les conséquences comportementales de la lésion du fornix, en particulier sur la 

mémorisation spatiale, sont controversées du fait qu'il est possible que ces conséquences 

soient induites par l'altération des corps mamillaires et du faisceau mammillo-thalamique 

(MTT) causée par les lésions chirurgicales (Vann and Aggleton, 2003; Vann et al., 2011). Chez 

les souris KO MAP6, la post-commissure du fornix est absente sans apparente altération des 

corps mamillaires ainsi que du MTT, possiblement grâce à la mise en place de phénomènes 

neuro-développementaux compensatoires de l'absence des afférences du fornix. Ces souris 

présentent quand même des problèmes de mémorisation spatiale (Bouvrais-Veret et al., 

2007; Bégou et al., 2008). Etant donné l'ampleur des altérations anatomiques des cerveaux 

des souris KO MAP6, il ne peut pas être exclu que ce trouble de mémorisation spatiale soit 

causé par l'altération d'une autre structure. Grâce à l'électroporation in utero, peut-être est-

il possible de réintroduire MAP6 dans la région hippocampale de souris KO MAP6 pendant 

leur développement embryonnaire, et ainsi de rétablir partiellement la formation de la post-

commissure du fornix sans affecter les autres défauts neuro-anatomiques. Auquel cas, la 

comparaison de ces souris avec des souris KO MAP6 et des souris WT pourrait apporter de 

nouvelles indications sur les fonctions spécifiques de ce faisceau. 
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11.3 IRM  

11.3.1 Limites et complémentarité avec l'histologie. 

 Les observations réalisées en IRM, sont obtenues par le calcul de variations de 

paramètres physiques comme par exemple la direction de résonnance de molécules d'eau. 

Un challenge dans ce champ d'investigation est donc de corréler ces mesures avec  la réalité 

fonctionnelle ou structurale de l'organe que l'on observe (Sanders, 2009). Cette validation 

peut être apportée par l'histologie ou la transparisation des cerveaux. Le DTI ne mesurant 

que l'orientation des fibres, l'appartenance de fibres à un faisceau d'axone est déterminée 

uniquement sur le critère de l'uniformité de l'orientation de ces fibres au sein du faisceau. 

Cette uniformité n'est malheureusement pas toujours présente in vivo, où les faisceaux 

peuvent se croiser, fusionner ou se dissocier. En revanche cette stratégie permet 

l'observation de n'importe quel faisceau suffisamment gros sans besoin de marquage 

spécifique. C'est un grand avantage par rapport à la transparisation, qui nécessite un 

marquage suffisamment spécifique de la structure que l'on veut étudier (immunomarquage, 

expression endogène de fluorochrome, Dye) limitant grandement son utilisation. 

 La taille des cerveaux de souris est aussi une limite à l'utilisation de l'IRM. En effet la 

faible résolution spatiale de cette technique (voxels d'environ 100µm3) limite l'observation 

de certains tracts trop fins. Ce problème a été rencontré lors de l'étude du faisceau 

pyramidal qui, en passant au niveau du noyau pontin, se défascicule en plusieurs faisceaux 

plus fins avant de se re-fasciculer plus distalement en un seul faisceau dans le bulbe 

rachidien. Par l’observation microscopique de coupes histologiques ou de cerveaux 

transparisés nous pouvons clairement suivre ce type d'événement, même chez les souris KO 

MAP6 où cette défasciculation est très prononcée. A l'inverse, en DTI-3D le suivi de ce 

faisceau quelque soit la direction (proximo-distal ou disto-proximal), conduit chez les KO 

MAP6 à l'interprétation d'une rupture du faisceau au niveau du noyau pontin du fait de 

l'impossibilité d'interpréter la défasciculation à ce niveau. Il est surprenant que ce soit cette 

limite résolutive du DTI qui nous ait conduit à l'identification de ce défaut. Ainsi grâce à cette 

technique nous avons pu déterminer la localisation du défaut mais pas sa nature, qui a été 

révélée par l'histologie, ce qui démontre la complémentarité de ces deux techniques. 
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 En conclusion, les techniques de transparisation de tissus sont un bon moyen de 

compléter voir de valider des mesures IRM puisque elles permettent d'observer des 

épaisseurs de tissus compatibles avec l'IRM, tout en offrant une bien meilleure résolution 

pour des temps d'acquisition plus court. L'utilisation de l'IRM permet en revanche d'avoir 

une vision plus globale de la neuro-anatomie qu'en histologie, du fait de l'absence de 

limitation due aux marquages spécifiques. 

 

 

11.4 Quantification automatique de l'arborisation de neurones en 
cultures par la macro AutoNeuriteJ. 

11.4.1 Problématique d'analyse morphologique de neurones en culture. 

 Une problématique majeure dans l'analyse de paramètres morphologiques de 

cellules en culture, et en particulier pour les neurones, est inhérente à la grande variabilité 

morphologique de ces cellules. En effet, la diversité des types neuronaux même au sein 

d'une petite région cérébrale mise en culture, ainsi que le caractère aléatoire de 

l'organisation de ces neurones lorsqu'ils sont isolés, conduit à cette grande variabilité. Ceci 

oblige l'expérimentateur à choisir une stratégie pour obtenir une quantification fiable d'un 

paramètre morphologique observé sur une culture de neurones. Il peut soit opter pour la 

quantification d'un grand nombre de neurones obtenant ainsi une meilleure représentativité 

d'une population, soit opter pour la sélection préalable d'une plus petite quantité de 

neurones en fonction de critères prédéterminés (niveau de différentiation, densité de 

l'arborisation...) augmentant ainsi la représentativité d'une sous-population choisie. Dans les 

deux cas, de nouvelles contraintes s'imposent : une contrainte évidente de temps, si on opte 

pour la première stratégie; et le risque de passer à coté de phénotypes exclus par 

l'expérimentateur, si on opte pour la seconde. 
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11.4.2 Avantages et inconvénients d'AutoNeuriteJ 

 Les quantifications manuelles sont grandement dépendantes de l'expérimentateur. 

Cependant elles sont aussi variables chez un même expérimentateur (Cai et al., 2011). 

L'automatisation d'une quantification présente l'avantage d'une bien meilleure 

reproductibilité. De plus, cette reproductibilité permet de s'affranchir de certains biais 

inhérents à l'automatisation. En effet quelque soit l'erreur que puisse faire une macro lors 

d'une prise de décision, par rapport à ce que l'expérimentateur déciderait, cette erreur sera 

reproduite systématiquement pour tout échantillon analysé normalisant ainsi son impact.  

 AutoNeuriteJ quantifie d'emblée un ensemble de paramètres morphométriques. 

Ainsi, si on veut sélectionner une sous-population d'un échantillon sur la base d'un de ces 

paramètres (par exemple  les neurones suffisamment différenciés pour avoir un axone) on 

peut le faire à posteriori de la quantification sur le tableur Excel. De cette manière, la macro 

permet de réaliser beaucoup d'analyses différentes à partir d'un seul jeu de données 

relativement complet. 

 Le fait de programmer une analyse automatique, comme celle de la morphométrie 

d'une culture de neurones, permet d'augmenter grandement sa rapidité. Cependant même 

si nous sommes ainsi tentés d'augmenter la taille d'échantillonnage (nombre de neurones 

mesurés) au sein d'une seule expérience pour augmenter la précision de notre observation, 

il faut garder à l'esprit que cela n'augmente en rien la puissance de la comparaison 

statistique qui en découle. Par contre, cette augmentation va diminuer grandement 

l'estimation de la valeur p, conduisant à la détection de différences très subtiles avec de très 

faible valeur "p". 

 En conclusion, le temps gagné par l'automatisation ne devrait pas être uniquement 

investi dans l'augmentation de la taille des échantillons analysés, mais aussi dans le nombre 

d'expériences indépendantes réalisées s'il y a besoin d'augmenter la puissance du test, sinon 

dans l'analyse de nouvelles expériences pouvant apporter des informations 

complémentaires. 
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11.4.3 Améliorations à apporter 

 La difficulté majeure pour l'analyse morphométrique de neurones en culture est 

d'arriver à distinguer les neurites de deux neurones ayant établi des contacts ou des 

croisements entre eux. Certains laboratoires développant ce type de logiciel commencent à 

proposer des solutions pour la segmentation automatisée de ces neurones connectés basées 

sur l'orientation entre les neurites entrants et sortants d'un croisement (Ong et al., 2016). 

Cependant aucune solution n'existe lorsque les neurites se croisent, adhérent l'un à l'autre 

et poussent conjointement dans une même direction. Nous avons opté pour la solution, plus 

simple, de ne quantifier que les neurones isolés, ce qui nous oblige à réaliser des cultures 

peu denses de neurones. 

 Nos compétences informatiques ne nous ont pas permis de coder AutoNeuriteJ dans 

un autre langage que celui simplifié d'ImageJ. Ceci peut-être regrettable du fait de la rapidité 

de calcul que permettent les langages compilés tels que JAVA. Des améliorations sont donc 

possibles de ce point de vue, sachant que l'analyse d'environ un millier de neurones dure 

environ 1 à 2 heures avec notre version. 
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12 Conclusion générale 

 La complexité et la diversité des mécanismes régulant la croissance axonale rendent 

d'autant plus compliquée l'étude de l'établissement de connectivités neuronales. Durant 

cette thèse, j'ai pu participer à l'approfondissement des connaissances d'une seule de ces 

nombreuses voies de signalisation en association à la formation d'un faisceau d'axones, le 

fornix. On ne peut nier l'ampleur du travail restant à réaliser avant de comprendre les 

séquences régulatrices du guidage axonal dans leur globalité. Mais la recherche scientifique 

est ainsi, et seuls les apports individuels d'une petite pierre à l'édifice ont pu nous conduire à 

la construction des solides bases de connaissances dont nous disposons aujourd'hui. Dans le 

domaine de la croissance axonale, ceci nous permet par exemple de nous rendre compte 

d'une certaine redondance des différentes voies de signalisation, qui aboutissent très 

souvent sur les mêmes messagers intracellulaires (comme les Rho GTPases), et qui à leur 

tour vont mettre en jeu les mêmes effecteurs (comme les cytosquelettes). En opposition, il 

est passionnant d'observer à quel point de subtils changements, comme l'expression ou le 

recrutement d'une seule protéine supplémentaire, peuvent régir la spécificité du guidage 

axonal. Je pense que l'identification de ces changements sera déterminante dans notre 

compréhension future de l'établissement des connectivités neuronales, puisque ce sont eux 

qui dirigent réellement l'agencement du cerveau. Dans le cas de la Sema3E, le mécanisme 

engendrant sa bi-fonctionnalité est compris depuis maintenant plus de 10 ans. Et pourtant 

nous découvrons encore de nouveaux messagers nécessaires à la transduction du message 

codant le choix d'attraction que prennent certains neurones qui répondent à cette molécule 

de guidage. Peut-être que nous serons un jour capable de reconstituer artificiellement 

l'ensemble d'une cascade de signalisation permettant la formation d'un faisceau d'axone... 

Pour en arriver là, il me semble crucial de pouvoir tester nos hypothèses sur la signalétique 

des neurones, aux fonctions neuro-développementales dont on suppose qu'elles jouent un 

rôle. En effet, ces tests me semblent indispensables à la démonstration de la véracité de nos 

hypothèses. Pour cela nous avons la chance, et même parfois le plaisir, d'avoir à notre 

disposition de nombreux outils d'imagerie de plus en plus adaptés à nos besoin d'observer, à 

la fois dans son ensemble mais aussi avec précision, l'anatomie du cerveau. Toutefois, 

j'aimerais conclure en insistant sur le fait que ces outils ne nous seraient d'aucune utilité 

sans les modèles animaux dont nous disposons, et à qui nous devons la grande majorité de 

nos découvertes. 
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13 Annexe 

13.1 Macro AutoNeuriteJ 

13.1.1 Partie 1 : Création des images Individuelles des neurones et de leur 
squelette avant leur quantification. 

 /*///This macro was created by Anne BEGHIN, Eric DENARIER, Benoit BOULAN and Baptiste GALANT 

This was performed on (Fiji Is Just) ImageJ 1.51h version 

 

This macro allow the selection of neurons to quantify the neurite arborescence from mosaic acquisitions  

(stitching of  X20 objective image of a coverslip) 

It can proceeds several mosaic saved in different folders. 

 

This macro requires in each folder : 

  3 images in this order (beware to the naming ) : 

  A original image of neurons (e.g neurons.tif) 

  A binary image of neurons (e.g neurons_bin.tif) 

  A binary image of nucleus (e.g nuclei.tif) 

 

Additional plugins to install in Fiji/plugins:  

  The plugin "Analyze Skeleton 2D/3D"  Developped by Ignacio Arganda-Carreras 

http://imagej.net/AnalyzeSkeleton 

  the Morphology plugins from Gabriel Landini's website : 

http://www.mecourse.com/landinig/software/software.html 

 

Additional file to install in Fiji/LUT:  

  neurons.lut 

   

It creates 6 stacks :  

 Neurones = Stack_Neuron_Original 

 Binary Neurons = Stack_Neuron 

 Skeletonized = Stack_Skelet 

 Cell Body (a circle at the position of the nuclei enlarge to fit the cell body ) = Stack_Body 

 Skelet+Cell Body=Stack_BodySkelet 

 Skelet-Cell Body= Stack_NobodySkelet 

  

and a ROIset corresponding to the selected neurons on the original image 

 

*/ 

 macro "AutoNeuriteJ [F1]" { 

   

 /////////////////////////////// Some parameters to be tuned. 

  

minNeurite=5; // Defines the minimal length to be a primary neurite tree if smaller it is erased from the skeleton 

minNeuron=250;  // Defines the minimal area to be a neuron if less the neuron is not considered 

minLengthSkelet=25; // Defines the minimal length of a neuritic skeleton if smaller the neuron is not considered 

 

Dialog.create("Parameter settings"); 

Dialog.addNumber("Minimal Area to be a Neuron",minNeuron); 

Dialog.addNumber("Minimal size to be a primary Neurite",minNeurite); 

Dialog.addNumber("Minimal skeleton length to consider a neuron",minLengthSkelet); 

Dialog.show(); 

 

minNeuron=Dialog.getNumber(); 

minNeurite=Dialog.getNumber(); 

minLengthSkelet=Dialog.getNumber(); 

  

 ///////////////////////// Records the time at start of the macro  

 getDateAndTime(year, month, dayOfWeek, dayOfMonth, hour0, minute0, second, msec); 

 setBatchMode(true);  

  

//////////////////////////stack opening  

defaultValue=1; 

nombre_condition=getNumber("How many conditions do you have to analyze?", defaultValue); 
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 // Ask for the number of stack to be analysed 

path=newArray(nombre_condition); 

list=newArray(20); 

  

for (e=0; e<nombre_condition; e++) {                   // Ask for the directory of each stack to be analysed. 

 path[e] = getDirectory("Choose a Directory"); 

} 

for (e=0; e<nombre_condition; e++) {                                          // Files opening 

 

list = getFileList(path[e]); titre_culture=File.getName(path[e]); 

 

////////////////////////// Sets information about the cells that will not be considered 

number_Neurons=0; 

connected_neurons=0;  // Sets the number of connected neurons that will be removed 

SkelettooShort=0; // Sets the number of cells with too short skelet that will be removed 

 

/////////// Opens the original neurons image 

open(path[e] + list[0]);     run("Set Scale...", "distance=1"); rename("Originale"); title1=getTitle(); 

title2=File.nameWithoutExtension;            

   

run("8-bit"); run("Set Scale...", "distance=1");     

sauvegarde=File.directory(); 

File.makeDirectory(sauvegarde+"/r_"+title2);  

 

/////////// Opens the binary neurons image and removes on edges and less than minNeuron add to manager 

open(path[e] + list[1]); run("Set Scale...", "distance=1"); rename("Binneurons"); title=getTitle(); run("Select None"); 

run("Analyze Particles...", "size="+minNeuron+"-Infinity show=Masks exclude add in_situ"); 

 

/////////// Opens the binary nuclei image  

open(path[e] + list[2]); run("Set Scale...", "distance=1");rename("Nuclei");title3=getTitle(); 

 

////////////// Removes Neurons and nuclei when more or less than one nucleus per neuron 

 nROI=roiManager("Count"); 

  

 for (i=0;i<nROI;i++){ 

  selectWindow("Nuclei"); 

  roiManager("Select", i); // selection of neurons in ROImanager 

  run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity summarize"); // counts number of nuclei in the neuron 

  } 

   

 selectWindow("Summary"); 

 IJ.renameResults("Results"); 

 selectWindow("Results"); 

  

 for (i=0;i<nResults;i++){ 

 count=getResult("Count",i); 

  

  if (count!=1) { // Fills neurons and nuclei when 0 or more than 1 nucleus 

  connected_neurons=connected_neurons+count; 

  setForegroundColor(0, 0, 0); 

  selectWindow("Nuclei");roiManager("Select", i);run("Fill", "slice");run("Select None"); 

  selectWindow("Binneurons");roiManager("Select", i);run("Fill", "slice");run("Select None"); 

  } 

 } 

  

 selectWindow("Results"); run("Close"); 

 roiManager("reset"); 

 

///////////////////and removes nuclei not in a neuron 

imageCalculator("AND", "Nuclei","Binneurons");  

 

/////////////// Creates Image of cell bodies by dilating and opening the nuclei in neurons 

run("BinaryConditionalDilate ", "mask=Binneurons seed=Nuclei  iterations=10 create white"); 

run("Options...", "iterations=3 count=1 black do=Open"); 

run("BinaryConditionalDilate ", "mask=Dilated seed=Nuclei iterations=-1 white"); //removes small bodies after Opening 

saveAs("tiff",sauvegarde+"/body_"+title3); rename("Bodies"); 
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////////////////////// Add in ROImanager neurons with a single nucleus 

 

selectWindow("Binneurons"); run("Analyze Particles...", "add"); 

number_Neurons=roiManager("count"); 

  

//////////////////////////////////////// Create images of Neurons  (Body-Skelet-BodySkelet-Original-Binarized-NoBodySkelet)  

 

  for(j=0;j<number_Neurons;j++){ 

  

   cutROI ("Originale",j); 

   cutROI ("Bodies",j); 

   cutROI("Binneurons",j); 

    

////////////////////"Neuron skeleton" images creation from the binarized image//////////////////// 

   run("Duplicate...", "title=BodSkele_"+j  ); 

   run("Skeletonize"); 

    

////////////////////"Body and skeleton" and "Skeleton without body" images creation from the binarized image//////////////////// 

       

   imageCalculator("Add", "BodSkele_"+j ,"Bodies_"+j); 

   imageCalculator("Subtract create stack", 

"BodSkele_"+j,"Bodies_"+j);rename("NoBodySkelet_"+j); 

 

//////////////////Test if skelet is large enough in NoBodySkelet image //////////////////  

    

   run("Set Measurements...", "area shape limit redirect=None decimal=3");  

  

   setAutoThreshold("Default dark"); 

   run("Measure"); 

    

   lengthSkelet=getResult("Area",0);   

   run("Clear Results"); 

    

    if (lengthSkelet<= minLengthSkelet) {   //// If length skelet is too short 

     selectWindow("Originale_"+j); close(); 

     selectWindow("Bodies_"+j); close(); 

     selectWindow("BodSkele_"+j); close(); 

     SkelettooShort=SkelettooShort+1; 

     } 

      

////////////////////////////// Removes loops in the neuron's skeleton ///////////////////////////////////////// 

//// ///////////////////////// We repeat the Skeleton Analysis if a loop is found 

    else {   //// If length skelet is long enough 

      mean=1; 

 

     while (mean!=0) { mean=analyzeSkeleton("BodSkele_"+j,1);} 

         

 

// Detection of neurites extremities and substraction to the skeleton to increase distances between extremities  

 

   selectWindow("BodSkele_"+j); run("Duplicate...", "title=pointes2");  

   run("BinaryConnectivity ", "white"); 

   setThreshold(2, 2); run("Convert to Mask");  

   imageCalculator("Subtract", "BodSkele_"+j,"pointes2"); 

    selectWindow("pointes2"); close(); 

//////////////////////////////////// 

mean=1; 

 

 while (mean!=0) { mean=analyzeSkeleton("BodSkele_"+j,2);} }  

   selectWindow("NoBodySkelet_"+j);close(); 

 

// End else if lengthSkelet long enough 

call("java.lang.System.gc");    //////Cleans the memory 

 

 }  

// End of neuron number 
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roiManager("Deselect"); 

roiManager("Save", sauvegarde+"/r_"+title2+"/RoiSet.zip");  

selectWindow("Results"); run("Close"); roiManager("reset"); 

 

print("min Primary Neurite Tree size:   "+minNeurite+"   min Neurons area :     " + minNeuron+"   min Total Skeleton size  :  

"+minLengthSkelet);  

print("Neurons with a single nucleus:   "+number_Neurons+"   Number of connected Neurons :     " + connected_neurons+"   

Number of Skeleton too short :  "+SkelettooShort);    

selectWindow("Log"); saveAs("Text", sauvegarde+"/neurons count"); run("Close");    

/////////////////////// Stack creation (Body-Skelet-BodySkelet-NoBodySkelet-Original-Binarized)  

run("Images to Stack", "method=[Copy (center)] name=Stack_Neuron_Original title=Originale_ use"); 

run("Images to Stack", "method=[Copy (center)] name=Stack_Neuron title=Binneurons_ use"); 

run("Images to Stack", "method=[Copy (center)] name=Stack_Body title=Bodies_ use"); 

run("Images to Stack", "method=[Copy (center)] name=Stack_BodySkelet title=BodSkele_ use"); 

imageCalculator("Subtract create stack", "Stack_BodySkelet","Stack_Body"); rename("Stack_NoBodySkelet"); 

 

// Additional Cleaning of short primary neurite < minNeurite 

    selectWindow("Stack_NoBodySkelet"); 

    nbSlice=nSlices; 

     

    for (slice=1;slice<=nbSlice;slice++){ 

     selectWindow("Stack_NoBodySkelet"); 

     setSlice(slice); 

     run("Analyze Particles...", "add");     

     nROI=roiManager("Count"); 

     run("Set Measurements...", "area redirect=None decimal=3"); 

      

     for (i=0;i<nROI;i++){ 

      selectWindow("Stack_NoBodySkelet");setSlice(slice); 

      roiManager("Select", i); 

      run("Measure"); 

      areaNeurite=getResult("Area"); 

      run("Clear Results");  

       

       if (areaNeurite<=minNeurite){ 

       setForegroundColor(0, 0, 0);   

     

      

 selectWindow("Stack_NoBodySkelet");setSlice(slice);roiManager("Select", i);run("Fill", "slice");  

             

       } 

        

       run("Select None"); 

     } 

    } 

     

    selectWindow("Stack_BodySkelet"); close(); 

    imageCalculator("Add create stack", "Stack_Body","Stack_NoBodySkelet"); rename 

("Stack_BodySkelet"); 

     

   

////////////////// Saving and closure of stacks and ROI selections in a file named "resultat" created in the original image 

path//////////////// 

 

selectWindow("Stack_BodySkelet");run("Remove Overlay"); 

saveAs("tiff",sauvegarde+"/r_"+title2+"/Stack_BodySkelet"); close(); 

 

selectWindow("Stack_Body"); 

saveAs("tiff",sauvegarde+"/r_"+title2+"/Stack_Body"); close(); 

 

selectWindow("Stack_Neuron");run("Remove Overlay"); 

saveAs("tiff",sauvegarde+"/r_"+title2+"/Stack_Neuron_Bin"); close(); 

 

selectWindow("Stack_Neuron_Original");run("Remove Overlay"); 

saveAs("tiff",sauvegarde+"/r_"+title2+"/Stack_Neuron_Original"); close(); 
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selectWindow("Stack_NoBodySkelet");run("Remove Overlay"); 

saveAs("tiff",sauvegarde+"/r_"+title2+"/Stack_NoBodySkelet"); close(); 

 

call("java.lang.System.gc");    //////Cleans the memory 

         

 

selectWindow("Binneurons"); close(); 

selectWindow("Originale"); close(); 

selectWindow("Bodies"); close(); 

selectWindow("Nuclei"); close(); 

selectWindow("Results"); run("Close"); 

 

if (isOpen("Summary")){  selectWindow("Summary");close();} 

run("Close All"); 

roiManager("reset"); 

}    //// End of number of conditions 

  

 //exit("fini !!!!!"); 

 

 //////// Records time at the end of macro and prints the running time 

getDateAndTime(year, month, dayOfWeek, dayOfMonth, hour1, minute1, second, msec); 

 

hourSpent=hour1-hour0; 

minSpent=minute1-minute0; 

print ("programme ran for : "+hourSpent+"h"+minSpent+"min"); 

  

 } 

 

 

//////////////////////////////////////////////// Functions ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

  

function cutROI (image,z) { 

selectWindow(image); 

roiManager("Select", z); 

run("Duplicate...", "title="+image+"_"+z);getDimensions(width, height, channels, slices, frames); 

setBackgroundColor(0, 0, 0); run("Clear Outside");run("Canvas Size...", "width="+width+2+" height="+height+2+" 

position=Center"); 

} 

 

function analyzeSkeleton (image,parameter) { 

      selectWindow(image); 

      run("Duplicate...", "title=[duplicata]");  

      selectWindow(image); 

       

      if (parameter==1) run("Analyze Skeleton (2D/3D)", 

"prune=[lowest intensity branch] original_image=Originale_"+j); 

      if (parameter==2) run("Analyze Skeleton (2D/3D)", 

"prune=[shortest branch]"); 

       

      imageCalculator("Subtract create", "duplicata",image); 

      selectWindow("Result of duplicata"); 

      getStatistics(area, moy, min, max, std, histogram);  

      selectWindow("Result of duplicata"); close(); 

      selectWindow("duplicata"); close(); 

       if (isOpen("Tagged skeleton")){ 

 selectWindow("Tagged skeleton");close();} 

      return moy; 

       

       } 

 

 

 

 
 

 



221 
 

13.1.2 Partie 2 : Quantification des paramètres morphométriques des neurones. 

macro "AutoNeuriteJ_partII [F1]" { 

 

//////////////////////// Different measures : neurone cell body expansion ///////////////////////////////////////////////////// 

//////////NB: the file selected must contain any other folders than those who will be analysed (presence of other 

files isn't important)//// 

 

//////////////////////////////////Parameters///////////////////////////////////////// 

minAxon=50;     // Minimal length to be an axon (pixels) 

minNeurite=5;     // Minimal length to be a neurite (pixels) 

ratio=2;      // Minimal ratio between (mean primary neurite length) and (axonal 

length)--> Minimal ratio to be an axon 

getDateAndTime(year, month, dayOfWeek, dayOfMonth, hour0, minute0, second, msec); 

 

//////////////////////////stack opening  

defaultValue=1; 

nombre_condition=getNumber("How many conditions do you have to analyze?", defaultValue); 

 // Ask for the number of stack to be analysed 

path=newArray(nombre_condition); 

list=newArray(20); 

  

Dialog.create("Parameter settings"); 

Dialog.addNumber("Minimal size to be a Neurite",minNeurite); 

Dialog.addNumber("Minimal size to be an Axon",minAxon); 

Dialog.addNumber("Ratio (Axon Length)/(Mean Neurites length) to be an Axon",ratio); 

Dialog.show(); 

minNeurite=Dialog.getNumber(); 

minAxon=Dialog.getNumber(); 

ratio=Dialog.getNumber(); 

  

for (e=0; e<nombre_condition; e++) {                   // Ask for the directory of each stack to be analysed. 

 path[e] = getDirectory("Choose a Directory"); 

}  

for (e=0; e<nombre_condition; e++) {                                          // Files opening 

 

////////////////////////// Sets information about the cells that will not be considered 

number_Neurons=0; 

connected_neurons=0;  // Sets the number of connected neurons that will be removed 

SkelettooShort=0; // Sets the number of cells with too short skelet that will be removed 

 

setBatchMode(true); 

 

/////// 

  open(path[e] + "/Stack_Body.tif");rename("Stack_Body"); 

  open(path[e] +  "/Stack_BodySkelet.tif");   rename("Stack_BodySkelet");   

  open(path[e] +  "/Stack_NoBodySkelet.tif");rename("Stack_NoBodySkelet"); 

  open(path[e] + "/Stack_Neuron_Original.tif");run("Enhance Contrast...", "saturated=0.3 

normalize process_all use");rename("Stack_Neuron_Originale"); 

 

  setBackgroundColor(0, 0, 0); 

  setForegroundColor(255, 255, 255); 

  long_neurite=newArray(1000); type_neurite=newArray(1000); 

  

//////////////////////////////// Prints Results Header //////////////////////////////////////////////////////////////// 

  getDateAndTime(year, month, dayOfWeek, dayOfMonth, hour1, minute1, second, msec); 

  print (hour1+"h:"+minute1); 

  print(path[e]); 

  print("minAxon="+minAxon); 
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  print("minNeurite="+minNeurite); 

  print("ratio="+ratio);  

  print("Neurone \t Nb de primaires \t Ordre  \t Moyenne des Primaires \t Longueur Neurite \t 

Majeur \t Axone_total \t Branchements axonaux");  

 run("Options...", "iterations=1 count=1 black do=Dilate stack"); 

  

////////////////////////////////  Loop for each neuron to create trees of neurite /////////////////////////////////////////////// 

  nb_neurones=nSlices; 

  q=1; 

  for(j=1;j<=nb_neurones;j++){ 

      

   selectWindow("Stack_NoBodySkelet"); setSlice(j); run("Duplicate...", 

"title=masque_arbres");  // Neurites skeleton       

   

   selectWindow("Stack_BodySkelet"); setSlice(j);  run("Duplicate...", 

"title=pointes"); run("Duplicate...", "title=S_et_S"); // used to detect neurites extremities 

   selectWindow("Stack_Body"); setSlice(j); run("Duplicate...", "title=CBS");

   // Cell body of neuron number j      

    

   selectWindow("pointes");  

   run("BinaryConnectivity ", "white"); 

   setThreshold(2, 2); run("Convert to Mask");      

// Connectivity value correspond to ends of neurites 

   run("Set Measurements...", "  bounding redirect=None decimal=3"); 

   run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing 

display clear"); // Gives X and Y of each neurites end 

   selectWindow("Results"); coordinates=getInfo(); 

    

   Nb_pointes =nResults; 

   run("Clear Results"); 

   

/////////////// Search for each tree the longest branch without the ROI manager (too slow) /////////////////////////////// 

  if(Nb_pointes==0){selectWindow("Stack_NoBodySkelet"); setSlice(j); run("Delete Slice"); 

      selectWindow("Stack_BodySkelet"); setSlice(j); 

run("Delete Slice"); 

      selectWindow("Stack_Body"); setSlice(j); run("Delete 

Slice"); 

      selectWindow("Stack_Neuron_Originale"); setSlice(j); 

run("Delete Slice"); 

      j=j-1; 

      nb_neurones=nb_neurones-1; 

      selectWindow("masque_arbres");close(); 

      selectWindow("S_et_S");close();   

   

      selectWindow("pointes");close(); 

      selectWindow("CBS");close(); 

      } 

  else{ 

  

   grand_neurite = -1; neurite_majeur=-1; 

   for(i=0;i<Nb_pointes;i++) {      

       // for each ends  

   type_neurite[i]=2;         

// Neurite type: 1=axon, 2=neurite (Default), 3...=secondary branch (or more)  

   selectWindow("S_et_S");  

   nom="Neurone_"+j+"_Neurite"+i+1; run("Duplicate...", "title="+nom);  

   // Create one image by neurite 

   x=getCoordinate("BX", i); y=getCoordinate("BY", i);   

        // Coordinate of the ieme neurite end 
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   run ("Specify...", "width=2 height=2 x=" + x + " y=" + y + " centered");  

  // Trace a pruning protection around the neurite end 

setForegroundColor(255, 255, 255);                                       

run("Fill", "slice");           

     // Filling of the selected area, paved on the end 

run("BinaryThin ", "kernel_a=[0 2 2 0 1 0 0 0 0 ] rotations=[rotate 45] iterations=-1 white");  // pruning 

imageCalculator("AND", nom,"masque_arbres");   // Image of Neurone_j_Neurite_i 

doWand(x, y,0.0,"8-connected");run("Clear Outside"); run("Fill", "slice"); run("Skeletonize");

  // Potential cleaning of other neurons 

     

     

/////////////////// Measure of the length of the neurite using Analyze Skeleton plugins 

 run("Analyze Skeleton (2D/3D)", "prune=none"); 

 selectWindow("Results"); 

 long_neurite[i]=getResult("Maximum Branch Length", 0);  // Length between the nucleus and the end 

 close(); close("Tagged Skeleton");         

       

 if(long_neurite[i]>=neurite_majeur) {neurite_majeur=long_neurite[i]; grand_neurite=i;} 

   // Record the longest neurite 

   }   

 

     

//******************************Overlapping neurites Search*********************************** 

//////////////// Comparison between Neurite i and i+1 

     

 for(i=0;i<Nb_pointes-1;i++) {    // for each neurite i 

 x=getCoordinate("BX", i); y=getCoordinate("BY", i);  // Gets coordinates   

 nom="Neurone_"+j+"_Neurite"+i+1;   // Gets name   

 for(k=i+1;k<Nb_pointes;k++) {    // for each next neurite 

 nom2="Neurone_"+j+"_Neurite"+k+1;    // Gets name 

 selectWindow(nom2); run("Select None");       

      

 selectWindow(nom);run("Select None");doWand(x, y, 0.0, "8-connected"); // Selects Neurite i 

selectWindow(nom2); run("Restore Selection"); // overlay of selected neurite i in the image neurite k  

getStatistics(area, mean);overlap=mean;  //  measures overlap between the two neurites 

      

if(overlap!=0) {     // If overlap exists 

if(long_neurite[i]>long_neurite[k]) {  //  if i length>k   

type_neurite[k]=type_neurite[k]+1;  // Increase k type of neurite  

imageCalculator("Subtract ", nom2, nom);  // reDraws k without overlap  

    } 

          

else {      //  if k length>i 

type_neurite[i]=type_neurite[i]+1;   // Increase i type of neurite reDraws i without overlap 

imageCalculator("Subtract ", nom, nom2);  // reDraws i without overlap   

  

       } // end else    

            

         

     } // end if  

overlap!=0      

    } // end for(k=i+1;k<Nb_pointes;k++) 

   } // End neurites apparies 

 

/////////////////////////////  measure of neurite's length, and rank  ////////////////////////////////////////////////////////////// 

grand=newArray(1000); MoyPrim=0 ; NbrPrim=0 ; NbrNeurite=0; LongPrim=0;  

      // For mean length computation of primary 

for(i=0;i<Nb_pointes;i++){     // for each neurite i 

nom="Neurone_"+j+"_Neurite"+i+1;selectWindow(nom); 

x=getCoordinate("BX", i); y=getCoordinate("BY", i); 
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run("Analyze Skeleton (2D/3D)", "prune=none"); 

area=getResult("Maximum Branch Length", 0); 

grand[i]=getResult("Maximum Branch Length", 0); 

close(); 

close("Tagged Skeleton"); 

 

if(i!= grand_neurite && area > minNeurite && type_neurite[i]==2){       

     NbrPrim=NbrPrim+1; 

     LongPrim=LongPrim+area;     

       // Sum of primary segments, without the longest 

MoyPrim=LongPrim/(NbrPrim);                   // Mean of primary segments, without the longest 

    } 

   } 

     

 

//////////////////////////////////Axon determination : potential axon vs major primary dendrite//////////////////////////////////////

    

if(neurite_majeur> minAxon) type_neurite[grand_neurite]=1;       // If the longest primary exceeds the minimal 

length of axon, he is classed on axon. 

  grand_primaire=1; 

  for(i=0;i<Nb_pointes;i++){             // For each neurite i 

 if(grand_primaire <= grand[i] && grand[i]>minNeurite && type_neurite[i]==2) {  // If the primary 

dendrite is longer than the repertory longest primary dendrite   

 grand_primaire=grand[i];              // The primary becomes the longest repertory

            

 if(neurite_majeur< ratio*grand_primaire){        

    // If the longest primary dendrite is not "ratio" times smaller than the primary longest neurite, this is 

declassified after, of axon to dendrite 

 type_neurite[grand_neurite]=2;        

      

      } 

     } 

    } 

 if(type_neurite[grand_neurite]<=2){ // If axon, added to primary neurites stats (number, total 

length, mean length)  

     NbrPrim=NbrPrim+1;     

            

     LongPrim=LongPrim+neurite_majeur; 

     MoyPrim=LongPrim /(NbrPrim);  

    } 

 

////////////////////////////////////////////Results writing//////////////////////////////////////////////////////  

    

for(i=0;i<Nb_pointes;i++){    // for each neurite i 

if(i != grand_neurite && grand[i]>minNeurite) 

print(j,"\t",NbrPrim, " \t ",type_neurite[i], "\t ",MoyPrim, "\t ", grand[i]); 

  

if(i == grand_neurite && grand[i]>minNeurite) 

print(j,"\t",NbrPrim, " \t ",type_neurite[i], "\t ",MoyPrim, "\t ", grand[i], "\t ", grand[i]); // Add of a column for 

the longuer primary neurite 

      

    } 

           

      

//*******************Image Stack creation corresponding to neurite skeleton, quantified by color in function 

of their connections****************************** 

     

    selectWindow("masque_arbres");close(); 

    selectWindow("S_et_S");close();      

    selectWindow("pointes");close(); 
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    selectWindow("CBS");close(); 

     

for(i=0;i<Nb_pointes;i++){  // For each end, we obtain the type of neurite (type_neurite), in a specific color  

     

if (grand[i]<=minNeurite){  // If  neurite too small, it is deleted of the stack Neurone_use 

selectWindow("Neurone_"+j+"_Neurite"+i+1); close();   

     }  

      

  else { 

  selectWindow("Neurone_"+j+"_Neurite"+i+1); 

  run("Select None");getStatistics(area, mean, min, max, std, histogram); 

   if (mean!=0){ 

   setThreshold(255, 255); 

   run("Create Selection"); 

   setForegroundColor(type_neurite[i], type_neurite[i], type_neurite[i]); 

   run("Fill", "slice"); 

   }  

run("Select None"); 

     } 

    } 

  

/////////////////////////////////////////Test if their is several neurite to make a stack ////////////////////////// 

 

    o=0; 

    for(i=0;i<Nb_pointes;i++){ 

     if(isOpen("Neurone_"+j+"_Neurite"+i+1)){o++;} 

    } 

i=0;     

 

///////////////  Axonal Tree length //////////////////////////////////////////////////// 

 if(o==0){  

 selectWindow("Stack_Neuron_Originale"); setSlice(q); run("Delete Slice"); 

 selectWindow("Stack_Body"); setSlice(q); run("Delete Slice"); 

  

  q=q-1; 

 } 

  

 if(o>=1){ 

  if(o==1){// If  one neurite 

  for(i=0;i<Nb_pointes;i++){ 

   if(isOpen("Neurone_"+j+"_Neurite"+i+1)){  

    selectWindow("Neurone_"+j+"_Neurite"+i+1); 

    rename("MAX_Neuron_"+j);run("Duplicate...", "title=Axon_total"); 

    } }} 

     

  if(o>=2){    // If more than one neurite on the neuron j >> make a stack 

  run("Images to Stack", "name=Neuron_"+j+" title=Neurone_ use");   

     // Neurite stacks of one neuron 

  run("Z Project...", "projection=[Max Intensity]"); run("Duplicate...", "title=Axon_total");

 // z projection of neurites on an unique image, and duplication 

  selectWindow("Neuron_"+j);close(); 

  } 

   

  selectWindow("Axon_total"); 

  run("8-bit"); 

  run("Multiply...", "value=255"); 

  x=getCoordinate("BX", grand_neurite); y=getCoordinate("BY", grand_neurite);doWand(x, y, 

0.0, "8-connected"); // Selection of the longest main tree (axon and connection) 

  run("Clear Outside"); 
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  run("Analyze Skeleton (2D/3D)", "prune=none"); 

  selectWindow("Results"); 

  moy=getResult("Average Branch Length", 0); 

  n=getResult("# Branches", 0); 

  full_axon=moy*n; 

   

  close(); 

  close("Tagged Skeleton"); 

   

  selectWindow("Axon_total");        

  run("BinaryConnectivity ", "white"); 

  setThreshold(2, 2); run("Convert to Mask");    

  run("Set Measurements...", "  bounding redirect=None decimal=3"); 

  run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing display 

clear"); 

  Nb_branchement =nResults-2; // Compute number of branch in this tree  

      

  if(type_neurite[grand_neurite]==1){ 

 print(j,"\t","\t","\t","\t","\t","\t","\t",full_axon,"\t",Nb_branchement);             // Writing results 

  } 

 

  selectWindow("Axon_total");close();  

  selectWindow("MAX_Neuron_"+j);     

  run("neurons");     // Color type for the neurites 

   

 }   

 q++;   

  

  }}   // Next Neuron 

 

////////////////////////////////////////////////////Saving////////////////////   

run("Images to Stack", "name=Stack_of_Neurones title=MAX use"); 

 

selectWindow("Stack_BodySkelet");close(); 

selectWindow("Stack_NoBodySkelet");close(); 

  

      

File.makeDirectory(path[e]+"/mesure"); 

selectWindow("Log"); 

saveAs("Text", path[e] +"/mesure/Mesure"); 

run("Close"); 

  

selectWindow("Stack_Body");run("neurons"); 

run("RGB Color");  

selectWindow("Stack_of_Neurones"); 

run("RGB Color"); 

selectWindow("Stack_Neuron_Originale"); 

run("RGB Color"); 

imageCalculator("Transparent-zero create stack", "Stack_Neuron_Originale","Stack_of_Neurones"); 

selectWindow("Result of Stack_Neuron_Originale"); rename("Overlay"); 

 

imageCalculator("Transparent-zero stack", "Overlay","Stack_Body"); 

saveAs("tiff", path[e] +"/mesure/Overlay");close(); 

selectWindow("Stack_of_Neurones"); 

saveAs("tiff", path[e] +"/mesure/Stack_of_Neurones"); 

close(); close(); 

 

run("Clear Results"); 

run("Close All"); 
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roiManager("reset"); 

if (isOpen("Summary")){  selectWindow("Summary");close();} 

} // End of condition 

  

getDateAndTime(year, month, dayOfWeek, dayOfMonth, hour1, minute1, second, msec); 

minute0=hour0*60+minute0; 

minute1=hour1*60+minute1; 

totalTime=minute1-minute0; 

print ("Macro AutoNeuriteJ ran for "+totalTime+" min"); 

  

 } // End of Macro 

 

  

//////////////////////////////////////////////// Functions ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

  

  

function getCoordinate(column,row) { 

 

 lines = split(coordinates, "\n"); 

 values = split(lines[row+1], "\t"); /// +1 because the first line is the Title of columns 

 

 if(column== "BX"){return values[1];}//BX 

 if(column== "BY"){return values[2];}//BY 

 

} 
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Etude de l'implication de CRMP4, un partenaire de MAP6, dans la voie de signalisation 
sémaphorine 3E. 
Pendant le développement embryonnaire, les neurones établissent des milliards de 
connexions. Ces connexions ne sont pas aléatoires, mais précisément orientées, dirigées par 
des molécules de guidage situées dans l’environnement cellulaire. Le branchement 
inapproprié de ces neurones a de graves conséquences sur les fonctions sensorielles, 
motrices et cognitives du système nerveux, aboutissant à des pathologies neurologiques et 
psychiatriques telle que la schizophrénie. Ainsi la mutation de certaines protéines impliquées 
dans le guidage de ces connexions, comme MAP6 ou CRMP4, peut entraîner des 
perturbations conduisant à des prédispositions pour le développement de telles pathologies. 
En effet l'absence de MAP6 (souris KO MAP6) conduit à l'altération de nombreuse 
connections neuronales associé a différents troubles comportementaux réminiscent avec 
des symptômes schizoïdes. Parmi les faisceaux d'axones affectés on remarque la disparition 
du fornix, un faisceau neuronal connu pour son implication dans la schizophrénie. Cette 
disparition est en partie causée, en l'absence de MAP6, par l'abolition de la signalisation 
induite par la molécule de guidage sémaphorine 3E (Sema3E). Dans ce projet de thèse, le 
lien entre MAP6 et CRMP4 dans cette voie de signalisation Sema3E à pu être établi.  De plus, 
l'impact de l'absence de la protéine CRMP4 sur la formation du fornix a pu être caractérisé 
par l'étude neuroanatomique des souris KO CRMP4. Nous avons par ailleurs pu mettre en 
évidence de nouvelles altérations causée par l'absence de MAP6. Dans son ensemble ce 
travail approfondit les connaissances des défauts des connectivités des souris KO MAP6 et 
identifie CRMP4 comme un nouvel acteur de la signalisation Sema3E et de la formation du 
fornix.  
 

 

Study of the involvement  of the MAP6 partners, CRMP4, in the semaphorin 3E signaling 
pathway.  
During embryonic development, neurons establish billion of connections between them. 
Those connections are not random. On the contrary, they are precisely targeted thanks to 
the driving by cellular environment guidance cues. A wrong branching of those neurons can 
lead to dramatic impairment of sensory, motor and cognitive function of the central nervous 
system resulting in neurologic or psychiatric disorders such as Schizophrenia. Thus, mutation 
of proteins implicated on neurons guidance like MAP6  or CRMP4 can lead to susceptibility 
for those kind of pathology occurrence. In fact, MAP6 deletion ( MAP6 KO mice) leads to 
diverse neuronal connectivity alterations associated to schizophrenia-like behavior 
disorders. Among axonal tracts affected we notice the absence of the fornix known for its 
implication on Schizophrenia. In MAP6 KO mice, this fornix disruption is partly due to the 
loss of semaphorin 3E (Sema3E) dependant signaling pathway. This project shows the 
involvement of CRMP4, a partner of MAP6, in the Sema3E signaling pathway. Furthermore, 
it characterized the impact of the CRMP4 deletion (CRMP4 KO) on fornix formation. Finally, 
neuroanatomical studies allowed us to identify unknown alteration of MAP6 KO mice 
connectivity alteration.   
 


