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Contexte et objectifs de la these

L’équipe d’Annie Andrieux qui m’a accueillie au cours de ma thése s’intéressait a la
physiopathologie du cytosquelette et aux protéines qui régulent celui-ci comme les MAP
(Microtubules associated protein) et en particulier MAPG. Cette protéine, qui est capable de lier
et stabiliser les microtubules mais ¢également d’interagir avec 1’actine, a fait I’objet de
nombreuses ¢tudes allant de la caractérisation de son rdle in vitro a I’étude de ses fonctions
chez I’animal. La génération d’une souris invalidée pour le géne codant pour MAP6 (MAP6
KO) a permis d’impliquer cette protéine dans la formation d’une structure en particulier, le
fornix post-commissural. Le fornix post-commissural correspond a un tract composé d’un
ensemble d’axones de neurones du subiculum, appartenant a la formation hippocampique, qui
projettent principalement dans les corps mamillaires de I’hypothalamus. Le fornix fait partie du
systeme limbique et en particulier du circuit de Papez impliqué dans la mémoire, la gestion des
émotions et de la personnalité ainsi que dans la navigation. Les souris MAP6 KO présentent
une absence de développement quasi-compléte du fornix post-commissural. L’altération de
I’intégrité de cette structure a été associée a des troubles psychiatriques ainsi qu’a des maladies
neurodégénératives chez I’homme et peut étre mise en lien avec les défauts de comportement
et de mémoire observés chez la souris MAP6 KO. Le développement du fornix post-
commissural se fait sous le contrdle de la sémaphorine 3E (Sema3E), une molécule de guidage,
qui exerce un effet attractif sur les neurones du subiculum. Notre laboratoire a montré que
MAP6 jouait un role crucial dans la signalisation Sema3E mais qu’étonnamment ce role n’était
pas lié a sa capacité a stabiliser les microtubules. Le but de 1’étude, commencée par Benoit
Boulan au cours de sa thése, était d’identifier des partenaires potentiels de MAP6 dans la
signalisation Sema3E pour mieux caractériser les acteurs mis en jeu au cours du développement
du fornix. Une étude en spectrométrie de masse a permis d’identifier CRMP (collapsin response
mediator protein) 1, CRMP2 et CRMP4 comme interagissant avec MAP6. Ces protéines sont
connues pour étre impliquées dans la signalisation sémaphorine 3A, dans laquelle elles régulent,
entre autres, la croissance neuritique a travers leur capacité a agir sur le cytosquelette. Benoit
Boulan avait montré que seule CRMP4, parmi ces trois CRMP, jouait un role dans la
stimulation de la croissance axonale des neurones du subiculum en présence de Sema3E et que
les souris CRMP4 KO présentaient elles aussi une altération de développement du fornix. Au

cours de ma these je me suis donc attachée a étudier le role de CRMP4 dans cette voie de
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signalisation ainsi que dans la mise en place du fornix et a comprendre les mécanismes

cellulaires nécessaires a son action sur la croissance axonale.
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Introduction
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|. Le développement embryonnaire du systeme nerveux
dans les grandes lignes

Differents acteurs prennent part aux mecanismes complexes conduisant a la création des
cellules qui vont constituer le cerveau et a leur organisation les unes par rapport aux autres, et
aboutissant in fine a des réseaux spécifiques permettant des fonctions cérébrales précises. La
mise en place progressive du systeme nerveux commence trés t6t au cours du développement
embryonnaire lors de 1’étape de gastrulation durant laquelle a partir d’une couche de cellules
précurseurs, 3 feuillets, I’ectoderme, le mésoderme et I’endoderme vont se former. Cette étape
est cruciale pour ’apparition d’axes fondamentaux déterminant la position des futurs organes,
des membres, de la structure de la face et des systémes nerveux centraux et périphériques. Vient
ensuite I’étape de neurulation au cours de laquelle une fraction des cellules ectodermiques va
former la plaque neurale qui s’invaginera pour donner le tube neural. Les cellules souches
multipotentes de ce tube neural donneront naissance aux neurones mais aussi aux cellules
gliales qui constitueront le cerveau, la moelle épiniéere et le systeme nerveux périphérique. La
différenciation de ces cellules souches est dépendante de 1’environnement dans lequel elles vont
évoluer, celui agissant sur la régulation de facteurs intrinseques, et en particulier sur des facteurs
de transcription, qui vont activer 1’expression de geénes spécifiques. Le développement des
neurones a proprement parler est appelé neurogénése et c’est au cours de ce processus que
certains des précurseurs issus du tube neural vont donner dans un premier temps des
neuroblastes. Ces neuroblastes vont migrer le long de la glie radiaire, composée de cellules
gliales et venir commencer a former les différentes structures telles que le cortex, I’hippocampe
ou le cervelet. Bien que présentés comme ayant lieu de maniére séquentielle, ces processus de
division des cellules souches multipotentes, de différenciation de certaines en neuroblastes ou
en cellules gliales ainsi que les phénomenes de migration, peuvent se faire en paralléle. Une
fois leur migration terminée, les neuroblastes, qui sont dans un état post-mitotique, vont se
polariser. Les constituants cellulaires que sont le cytosquelette, composé principalement
d’actine et de microtubules, mais aussi différentes protéines vont se répartir au sein des neurites
de sorte a faire se distinguer un prolongement en particulier I’axone, les autres devenant des
dendrites. Cet axone va croitre grace, entre autres, a la structure particuliere retrouvée a son
extrémité qu’est le cone de croissance. Ce cone de croissance va servir au neurone de senseur
de I’environnement en étant capable de détecter la présence de molécules aux propriétés

particulieres sur son chemin. La rencontre avec ces molécules va orienter 1’avancée du cone de
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croissance et 1’allongement de 1’axone via I’induction de cascades de signalisation
intracellulaires aboutissant a une réorganisation du cytosquelette et de ses partenaires. Ce
phénomeéne en particulier fera 1’objet d’un développement plus approfondi dans la suite de cette
introduction. L’axone et le cone de croissance vont permettre aux neurones d’interagir entre
eux en formant des synapses au cours de la phase de synaptogénese. Certaines de ces synapses
vont devenir fonctionnelles et seront le lieu de la communication interneuronale, d’autres en
revanche, qui resteront inactives, engendreront un phénoméne de mort neuronale. Ce
mécanisme est appelé élagage ou « pruning » et permet de supprimer une partie des neurones
produits au cours de la neurogénese pour ne garder que les neurones actifs dont les connexions,
suite a cet élagage, vont se renforcer et se spécifier (d’aprés Neurosciences 6°™ édition Purves,

Augustine et Fitzpatrick).

I1. Les mécanismes et acteurs impliqués dans le guidage
et la croissance axonale

Un des enjeux des neurosciences est de comprendre comment les milliards de neurones qui
constituent le cerveau parviennent a s’orienter au cours de leur croissance pour établir ensuite
des connexions, parfois a travers des distances relativement importantes, avec des cibles
spécifiques, un phénomeéne a la base de la création de réseaux neuronaux fonctionnels. Pour
cela, plusieurs acteurs et mécanismes ont déja été identifiés. Dans un premier temps nous
décrirons rapidement la morphologie d’un cone de croissance et son comportement lors de sa
rencontre avec un substrat, ainsi que le processus d’élongation axonale. Nous approfondirons
ensuite le rGle du cytosquelette neuronal, une composante essentielle du cone de croissance et
des axones, et des protéines qui lui sont associées. Enfin nous nous focaliserons sur les
molécules de guidage qui vont, via les récepteurs exprimés a la surface des neurones, induire

des cascades de signalisation conduisant au remodelage du cytosquelette.

Il. 1. L’architecture du cone de croissance et les mécanismes a la
base de sa motilité
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Les propriétés motiles du cone de croissance lui permettent d’explorer I’environnement
extracellulaire et d’orienter 1’allongement des axones dans une direction précise. In vitro, le
cbne de croissance se caractérise par une expansion relativement plane, terminée par des
filopodes et se distingue du reste de 1’axone a travers une organisation du cytosquelette
particuliére (Figure 1). Le domaine périphérique (domaine P) contient des réseaux d’actine
filamenteuse (actine-F) ramifiés formant un maillage et conférant a cette zone une morphologie
de type lamellipode dont partent les filopodes, composés eux de longs filaments d'actine-F
arranges en faisceaux. Quelques microtubules individuels tres dynamiques explorent également
cette région, généralement le long des faisceaux d’actine-F. Le domaine central (domaine C)
renferme des microtubules stables et groupées qui pénetrent dans le cone de croissance a partir
de l'axone. Enfin, a I’interface entre les domaines P et C, il existe une région de transition
appelée zone T, enrichie en myosine II qui va se complexer a 1’actine pour former
I’actomyosine, permettant via ses propriétés contractiles, d’attirer le domaine C dans une
direction donnée (Figure 1 et 2) (Lowery and Van Vactor, 2009; Ye et al., 2019).
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Figure 1 : Représentation schématique d’un céne de croissance
d’aprés Lowery and Van Vactor, 2009

La motilit¢é du cone de croissance s’effectue selon un mécanisme précis répondant a une
modification de 1’équilibre des forces qui s’exercent entre les différents constituants du cone de
croissance (Franze, 2020). En effet, les filaments d'actine présentent une polarité intrinseque,
se polymérisant préférentiellement par 1'ajout d’actine liée a 'ATP a l'extrémité plus, et se
dépolymérisant par la perte des sous-unités d’actine globulaire (actine-G) liées a I'ADP a
I’extrémité moins. La nature polarisée de I'assemblage et du désassemblage de 1'actine maintient
une longueur constante de filament, les sous-unités d'actine individuelles étant ajoutées et

retirées a un rythme égal. En présence d’un substrat adhésif, un contact ponctuel va s’effectuer
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entre le cytosquelette d’actine et la matrice extracellulaire (Figure 2A et Figure 3B) (Lowery
and Van Vactor, 2009). Ce contact a lieu via des protéines adaptatrices telles que les molécules
d'adhésion cellulaire (CAM) et notamment les intégrines, la vinculine, la shootinel et la
cortactine (Case and Waterman, 2015; Y. Kubo et al., 2015; Suter et al., 1998). Cet ancrage va
bloquer le flux rétrograde des monomeres d’actine-G a partir de 1’extrémité plus du filament,
favoriser 1’allongement de ce filament et conduire a la protrusion du filopode (Figure 3B). En
paralléle, des microtubules vont venir explorer le domaine P (Figure 3C). Comme les filaments
d'actine, les microtubules sont des structures polarisées avec 1’addition a leur extrémité positive
de dimeéres de tubuline, la majorité des microtubules ayant leurs extrémités plus orientées vers
la terminaison axonale (Baas et al., 1988; Wai Yau et al., 2016). Lorsque ceux-ci sont dans une
phase d’avancée, les microtubules forment un réseau dynamique, évasé en forme d'éventail
partant du domaine central et qui s'étend jusqu’au domaine périphérique en se servant des
filaments d’actine-F comme de guides pour orienter et freiner leur progression (Figure 3C)
(Burnette et al., 2007; Conde and Céceres, 2009; Tanaka & Kirschner, 1991). Ces mécanismes
s’accompagnent d’un élargissement de la zone T di a la dépolymérisation des filaments

d’actine a leur extrémité moins (Figure 2B).

Suite a cette étape de protrusion vient une phase d’engorgement au cours de laquelle la
polymérisation des microtubules, guidée par les bundles d’actine du domaine C et contenue par
les arcs d’actine de la zone T, va leur permettre de remplir le domaine C (Figure 2C et Figure
3D) (A. W. Schaefer et al., 2008). Durant la derniere étape appelée consolidation, la myosine
IT va exercer une force de traction sur les filaments d’actine qui polymérisent et poussent la
membrane en direction du substrat, ainsi que sur les microtubules de du domaine C, induisant

I’avancée du cone de croissance (Figure 2D) (Lowery and Van Vactor, 2009).

Si la rencontre entre un substrat attractif et le cdne de croissance conduit a la progression de
celui-ci et & I’allongement de 1’axone, a I’inverse, la présence de constituants répulsifs induit
un phénomene de collapse. Cet effondrement du cbne de croissance est caractérisé par la
disparition des filopodes et la perte d’activité de protrusion du domaine P. Ce mécanisme est
di a une réorganisation des filaments d’actine-F qui dépolymérisent et s’accompagne d’un

détachement du cone de croissance du substrat (Gallo & Letourneau, 2004).
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Figure 2 : Représentation schématique des différentes étapes induites par la rencontre du
cone de croissance avec un substrat adhésif
d’aprés Lowery and Van Vactor, 2009
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Figure 3 : Représentation schématique du role joué par les constituants du cytosquelette
dans la motilité du cdne de croissance lors de la rencontre avec un substrat adhésif
d’aprés Lowery and Van Vactor, 2009
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I1. 2. L’élongation axonale, une question de forces

Lorsque le cone de croissance est en mouvement, la force déployée par celui-ci devient
supérieure a celle exercée par les composants de 1’axone entre eux. Dans les axones, l'actine
est disposée en un motif régulier d'anneaux entourant les microtubules qui sont eux-mémes
espacés par des tetrameres de spectrine (K. Xu et al., 2013). De I’actine sous forme de filaments
ainsi que de la myosine Il sont également présentes (Figure 4a) (Fan et al., 2017). Les forces
sont & 1’équilibre au niveau de 1’axone lorsque celle exercée a I’extrémité par le cone de
croissance et celle a I’intérieur de 1’axone résultant de la dynamique des microtubules (qui
polymérisent et dépolymérisent) et de 1’actomyosine se compensent. La traction exercée par le
cbne de croissance des lors que celui-ci progresse, créé un déséquilibre des forces, induit un
“étirement” de la membrane de 1’axone et I’apparition d’espace dans lesquels les microtubules
vont pouvoir polymériser et progresser jusqu’au niveau du domaine C du c6ne de croissance
(Figure 4b) (Franze, 2020). Un nouveau segment d’axone est ainsi créé¢ a la base du cone de
croissance a I’intérieur duquel les microtubules compactés vont étre ensuite stabilisés par des

protéines spécialisées.
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Figure 4 : Représentation schématique des constiuants cytosquelettiques de I’axone et des
forces mises en jeu au cours de ’élongation
d’aprés Franze, 2020
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I1. 3. Le rble du cytosquelette et des protéines qui lui sont
associées dans les phénomenes de guidage et de croissance axonale

Comme cela vient d’étre décrit, la motilité du cone de croissance et I'allongement de I’axone
sont permis par une organisation particuliere du cytosquelette a I’intérieur de ces structures. De
nombreuses protéines vont étre recrutées pour organiser a différents niveaux ce cytosquelette
constitué¢ d’actine et de microtubules et réguler leurs dynamiques, nécessaire au changement de

morphologie imposé par I’avancée du cone de croissance et de 1’axone.

I1. 3. 1. L’actine et les protéines qui régulent sa dynamique

Le complexe Arp2/3, qui est enrichi dans le domaine P, fixe des filaments d'actine existants
pour nucléer a partir d’eux, les filaments d'actine ramifiés qui donnent leur structure aux
lamellipodes. Les formines, elles, nucléent et allongent mais de maniere non ramifiée, les
filaments d'actine responsables de la morphologie oblongue des filopodes (Block et al., 2012).
Il existe également des protéines de la famille des Ena/VVASP (Enabled/vasolidator-stimulated
phosphoprotein) qui favorisent la polymérisation de I’actine en se liant a I’extrémité plus du
filament (Drees & Gertler, 2008). La motilité de ce cdne de croissance implique une forte
dynamique de 1’actine passant par un renouvellement rapide des filaments existants. La
dépolymérisation de ces filaments est en partie médiée par le biais de la famille des ADF (Actin
depolymerizing factor) /Cofiline. Ces protéines ont été initialement identifiées pour leur
capacité a augmenter le taux de dissociation de 1’actine a l'extrémité moins ainsi que pour leur
habilité a séparer les filaments d'actine en petits fragments (Carlier et al., 1997; Maciver, 1998).
Ces petits fragments d’actine générés peuvent ensuite €tre recyclés et récupérés par d’autres
protéines comme la profiline qui se lie a I’actine-G et la délivre a I'extrémité plus en croissance
pour poursuivre 'assemblage des filaments. La dépolymérisation de 1’actine induite par les
ADF/Cofiline conduisant au désassemblage de I’actine-F va également créer de nouvelles
extrémités plus a partir desquelles la polymérisation pourra avoir lieu (Kuhn et al., 2000;
Pollard et al., 2000). C’est probablement de part cette capacité a induire une dépolymérisation
mais également, de maniere indirecte, a favoriser a nouveau I’assemblage de I’actine, que ces
protéines ont eté retrouvées impliquées a la fois dans la motilité mais aussi dans I'effondrement
du cbne de croissance (Bradke & Dotti, 1999; Hsieh et al., 2006; Meberg et al., 1998; Piper et
al., 2006). D’autres protéines, comme la famille des Rho GTPases, jouent un role crucial dans

le remodelage du cytosquelette d'actine, en agissant via la médiation de signalisations
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complexes, induites par des molécules de guidage (voir Il. 4.) sur les effecteurs directs de
I’actine qui viennent d’étre cités (Figure 5). RhoA est associé majoritairement a une
signalisation inhibitrice de la motilité des cOnes de croissance, tandis que Racl et Cdc42 sont
principalement des effecteurs en aval des signaux attractifs et favorisant la croissance (A. Hall
& Lalli, 2010). RhoA agit par I'intermédiaire de la kinase ROCK, qui peut a son tour réguler
plusieurs cibles en aval. ROCK phosphoryle et active la LIMK1, qui va ensuite phosphoryler
et inactiver la cofiline, bloquant la dépolymérisation (Figure 5). Cette voie a été décrite dans
I'inhibition des cbnes de croissance par plusieurs signaux répulsifs (Aizawa et al., 2001;
Marsick et al., 2012). ROCK en paralléle, via la kinase MLCK (Myosin Light Channel Kinase)
et la myosine II va induire la contractilité¢ de I’actomyosine et inhiber 1’extension du cone de
croissance (Amano et al., 1998; T. Kubo et al., 2008). Racl et Cdc42 quant a eux régulent
Arp2/3, permettant la nucléation et la polymérisation de I’actine (Goley and Welsch, 2006).
Racl pourrait également agir sur les protéines Ena/VVASP (Figure 5) (S. B. Jones et al., 2004).
De la méme maniére que des rdles a priori antagonistes ont été associés aux acteurs directs de
la régulation du cytosquelette d’actine, contribuant soit a la motilité du cone de croissance soit
a sa collapse, la localisation spatio-temporelle d’effecteurs comme Racl peut aussi contribuer
a ce qu’ils aient des effets opposés sur le cytosquelette d’actine suivant leur contexte
d’activation (Omotade et al., 2017). D’autres protéines comme les CRMP (Collapsin Response
Mediator Proteins) sont également des substrats de ROCK et I’isoforme CRMP4 est également
capable d’interagir avec RhoA (Alabed et al., 2010; Arimura et al., 2005). Les CRMP possedent
aussi la capacité de lier directement a 1’actine et de moduler sa dynamique. CRMP4 a été décrite
in vitro comme jouant un role dans la formation de filaments d’actine F et in vivo dans la
morphologie du cone de croissance au niveau du domaine P, son absence induisant des
modifications de 1’organisation des filopodes et des lamellipodes (Khazaei et al., 2014,
Rosslenbroich et al., 2005; M. Tan et al., 2015; Yu-Kemp & Brieher, 2016). L’inhibition de
I’activité des CRMP au niveau du cone de croissance engendre une diminution de la taille du
cone de croissance ainsi que le changement de 1’orientation de celui-Ci sur un substrat
(Higurashi et al., 2012).
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Figure 5 : Représentation schématique des différents acteurs régulant la dynamique de Uactine au niveau du
cdne de croissance avec les voies de signalisation connues a ce jour (tous les effecteurs intracellulaires
mentionnés dans le paragraphe 11. 3. 1. ne sont pas représentes)

I1. 3. 2. Le r6le des microtubules et des protéines qui leurs sont associées

Beaucoup de travaux de recherche se sont concentrés sur le cytosquelette d'actine comme cible
principale pour la compréhension des comportements des cones de croissance. Cependant, il a
été montré que les microtubules étaient essentiels non seulement pour I'élongation axonale,
mais aussi pour le guidage des cones de croissance a proprement parler et en particulier pour
I’orientation de ceux-ci en fonction des substrats rencontrés (Coles & Bradke, 2015; Kapitein
& Hoogenraad, 2015). En effet, la caractéristique dynamique des microtubules capables de
polymériser et de depolymériser, en particulier dans le domaine P, est essentielle pour
I’orientation de 1’avancement du cone de croissance en réponse aux signaux de guidage
extracellulaires. La présence d’un substrat adhésif entraine une augmentation du nombre de
microtubules exploratoires en direction du site d’adhésion entre la région P et le substrat. De
plus, l'utilisation focale de drogue stabilisant les microtubules (Taxol) conduit a une
réorientation du coéne de croissance en direction de celle-ci, alors qu’a I’inverse un agent
dépolymérisateur (Nocodazole), induit une répulsion du cdne de croissance (Buck & Zheng,
2002). Les microtubules pourraient donc jouer le role de « capteurs de guidage » et contribuer

a orienter I’avancée du cone de croissance en fonction du substrat rencontré par celui-Ci.

Plusieurs protéines associées a ces microtubules interviennent dans les mécanismes conduisant

a la motilité du cone de croissance (Figure 6). L’utilisation de mutants non fonctionnels de la
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dynéine dans des neurones en culture diminue drastiguement le nombre de microtubules
envahissant le domaine P et impacte la capacité des cones de croissance a se diriger sur un
substrat (K. A. Myers et al., 2006). Les kinésines 5 et 12 régulent le transport et la distribution
des microtubules au niveau de I’axone et sont également impliquées dans les processus
d’orientation (Kahn & Baas, 2017). Ces deux types de moteurs moléculaires contribueraient a
la modulation des forces s’exergant sur les microtubules qui sont nécessaires a la rotation des
cones de croissance (Kahn & Baas, 2017). La fidgétine et la spastine pourraient induire le
clivage des microtubules longs en microtubules plus courts capable d’étre réorientés et de
polymeériser a nouveau permettant de remodeler les réseaux de microtubules dans le domaine P
au cours de ’étape de protrusion (Kahn & Baas, 2017). Les +TIPs protéines qui se lient aux
extrémités plus des microtubules sont, elles aussi, mises en jeu dans les mécanismes de
croissance et de motilité. APC, CLASP, EB1 et EB3 par exemple lient les microtubules et
I’actine ce qui pourrait permettre, comme il a ét¢é mentionné plus haut, aux microtubules
exploratoires d'étre guidés au niveau des filopodes grace a leurs interactions dynamiques avec
les faisceaux d’actine-F (Figure 6) (Cammarata et al., 2017). Les protéines MAP1b, Tau et
MAP6 qui sont associées aux microtubules et rassemblées sous la dénomination « MAP »
(microtubule associated protein) ont été localisées au niveau du cone de croissance (Mack et
al., 2000; Nozumi et al., 2009). CRMP4, qui appartient a la famille des CRMP mentionnées
précédemment pour leur capacité a interagir avec I’actine mais largement assimilées a des
MAP, a été impliquée dans la morphologie des microtubules au niveau du céne de croissance.
En effet, CRMP4 est retrouvée non seulement au niveau du domaine P mais également dans la
zone T au niveau de laquelle I’interaction entre les microtubules et I’actine est particuliérement
importante pour les mécanismes de motilité du cone de croissance (M. Tan et al., 2015).
L’absence de CRMP4 favorise la conformation des microtubules sous forme de faisceaux au
détriment des boucles, plutét caractéristiques des cones de croissance en pause (Khazaei et al.,
2014). L’inactivation localisée de CRMP2 au niveau du cOne de croissance provoque une
modification de I’orientation du cone de croissance, perturbant la croissance neuritique via
probablement une modification de I’organisation des microtubules (Higurashi et al., 2012). Il
a été¢ mentionné plus haut I’existence d’un lien entre CRMP et la voie de certaines Rho GTPases
pour la régulation du cytosquelette d’actine dans les cones de croissance. Cependant,
RhoA/ROCK jouent également un role dans la dynamique des microtubules au niveau du céne
de croissance via CRMP2 et Cdc42 a récemment été décrit comme facilitant I'axonogenése en
renforgant la stabilité des microtubules a travers I’action de CRMP2 (A. Li et al., 2021; Rozés
Salvador et al., 2016).
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S’ils sont présents au niveau des cones de croissance, les microtubules et les protéines qui leurs
sont associées sont également trés largement impliqués dans la structure et la morphologie des
axones (Figure 6). MAP6 par exemple, a été retrouvée enrichie au niveau de I’axone durant la
mise en place et le développement de celui-ci (Tortosa et al., 2017). De plus, 1’absence de
MAP6 dans des neurones en culture induit une augmentation de 1’élongation axonale,
soulignant 1’importance de cette protéine dans la régulation du développement des axones
(Boulan et al., 2020). Dans les neurones en developpement, MAP1B est situé de maniére
proéminente dans la partie distale de ’axone en extension et dans le cone de croissance ou la
proportion de microtubules dynamiques est trés élevée (Black et al., 1994). Elle se lie
principalement a ces microtubules dynamiques et favorise leur nucléation, leur polymérisation
et leur stabilisation in vitro et in vivo (Takemura et al., 1992; Vandecandelaere et al., 1996).
L’inhibition de I’expression de cette protéine dans des neurones corticaux en culture modifie la
vitesse de croissance des microtubules a I’intérieur des axones, entrainant une inhibition de la
croissance axonale (Tymanskyj et al., 2012). L’activité de MAP1B, promotrice de la croissance
axonale en réponse a la nétrinel une molécule de guidage, est dépendante de sa phosphorylation
par les kinases Cdk5 (Cyclin-dependent kinase 5) et GSK3p (Glycogen synthase kinase 3) (Del
Rioetal., 2004). Les CRMP (Collaspin Response Mediator Protein), participent aussi via divers
mécanismes, a la régulation de la dynamique des microtubules nécessaire a la croissance des
axones (Arimura & Kaibuchi, 2007). CRMP2 participe a 1’élongation axonale a la fois en
formant des hétérotrimeres avec la tubuline et en favorisant son incorporation a I’extrémité plus
des microtubules mais aussi en jouant le role de protéine stabilisatrice des microtubules
polymérisés (Figure 6) (Fukata et al., 2002; Inagaki et al., 2001; Niwa et al., 2017). A I’inverse,
CRMP5 en formant un complexe avec MAP2 et la tubuline bloque la polymérisation de cette
derniére et abolie la promotion de la croissance induite par CRMP2 (Brot et al., 2010) (Brot et
al. 2010). CRMP2 est également capable de réguler le transport de la tubuline soluble vers les
parties distales des axones en croissance en se liant & la chaine Iégére de la kinésine-1 (Kimura
et al., 2005). De plus, CRMP2, via sa phosphorylation entre autres par Cdk5 et GSK3p qui
régule sa liaison aux microtubules, est un acteur de la signalisation répulsive de la sémaphorine
3A (Sema3A), induisant la collapse des cbnes de croissance (Goshima et al., 1995; Uchida et
al., 2005).
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Figure 6 : Représentation schématique des différents acteurs régulant la dynamique des microtubules au
niveau du cone de croissance et de ’axone avec les voies de signalisation connues a ce jour (tous les
effecteurs intracellulaires mentionnés dans le paragraphe Il. 3. 2. ne sont pas représentés).

I1. 4. Les molécules de guidage et leurs récepteurs

Ces différents acteurs interagissant avec les microtubules et 1’actine pour permettre leur
organisation particuliére au sein du céne de croissance sont contrdlés par différentes cascades
de signalisation. Ces signalisations sont induites par la liaison de molécules de guidage,
présentes dans 1’espace extracellulaire, aux récepteurs exprimes a la surface du cone de
croissance, conduisant a des phénomeénes d’attraction ou de répulsion. Les molécules de
guidage jouent un rdle crucial pour I’établissement de la connectivité neuronale car elles
permettent d’orienter spécifiquement la croissance des neurones vers leurs cibles. |l existe
plusieurs types de molécules pouvant étre rencontrées par le cone de croissance et également
plusieurs familles de récepteurs qui leur sont associées. Ces protéines sont présentes au niveau
de la matrice extracellulaire ou exprimées par d’autres cellules le long de la trajectoire de
I’axone qui navigue (Stoeckli, 2018). Nous passerons rapidement en revue les différentes

familles de molécules de guidage avant de nous concentrer en particulier sur les sémaphorines.

I1. 4. 1. Molécules d’adhérence cellulaires

Les molecules d'adhérence cellulaire, comme les intégrines ou les NCAM (Neural Cell

Adhesion Molecule), interviennent a plusieurs niveaux dans la croissance axonale a travers la
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modulation d'interactions entre le neurone et la matrice extracellulaire ainsi qu’entre le neurone
et les cellules avoisinantes. Elles jouent un réle crucial dans la motilité du céne de croissance
en permettant d’initier la phase de protrusion via leur fonction de récepteurs pour les
constituants de la matrice extracellulaire comme la laminine, la fibronectine ou le collagéne.
Elles vont induire 1’ancrage du cone de croissance au substrat que celui-Ci rencontre au cours
de son avancee. Elles peuvent également étre impliquées dans la reconnaissance des cellules
entre elles, un élément crucial pour 1’établissement de circuits fonctionnels. L’épissage
alternatif du transcrit codant pour le DSCAM (Down syndrome Cell Adhesion Molecule)
conduit a I’expression de plusieurs milliers d’isoformes de protéines membranaires. Chaque
isoforme étant exprimée de maniére spécifique par un neurone, celui est capable via des
interactions homophiliques entre méme isoforme DSCAM de reconnaitre ses propres neurites
et d’induire une réponse répulsive, évitant ainsi la fasciculation de ses neurites (D. Hattori et
al., 2007; Wojtowicz et al., 2007). Les molécules d’adhérences peuvent également servir de
corécepteurs pour d’autres types de molécules de guidage dont les roles seront abordés dans la
suite du manuscrit, comme les neurotrophines, les nétrines, les éphrines et les sémaphorines
(Eva & Fawcett, 2014; J. P. Myers et al., 2011). Il a été montré qu’un défaut d’expression de la
L1-CAM entrainait des erreurs de guidage des neurones corticospinaux di a la capacité de L1-
CAM a réguler la réponse répulsive des axones de ces neurones a la Sema3A en interagissant
avec son récepteur la neuropiline 1 (Castellani et al., 2000, 2004). L’isoforme Nr-CAM, elle,
s’associe a la neuropiline 2 et est un composant du complexe de récepteurs aux sémaphorines
3B et 3F (Falk et al., 2005). Les récepteurs DCC (Deleted in colorectal cancer) et UNC5
(Uncoordinated phenotype 5) aux nétrines, dont nous parlerons plus en détails dans la suite du
manuscrit, font aussi partie de la famille des NCAM (Ye et al., 2019). Ces divers exemples
montrent le lien étroit qui existe entre les molécules de guidage axonal et les molécules

d’adhérence cellulaire.

I1. 4. 2. Facteurs neurotrophiques et morphogenes

Les facteurs neurotrophiques ont un large eventail de fonctions biologiques dans plusieurs

tissus, et notamment dans le systeme nerveux en favorisant la survie des neurones et la

croissance des neurites. Parmi eux, certains jouent un role dans la médiation du guidage des

axones, notamment le NGF (Nerve Growth Factor), le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic

Factor), le GDNF (Glial cell ligne-Derived Neurotrophic factor) et la NT-3 (neurotrophin-3).

s se lient & divers récepteurs tyrosine kinase (TrkA, TrkB, et TrkC), ainsi qu’au récepteur p75
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des neurotrophines. Malgré le fait que les facteurs neurotrophiques soient normalement
considérés comme ayant un effet attractif sur les cones de croissance, induisant une rotation du
cbne de croissance dans leur direction, ils peuvent également, dans des conditions particuliéres
avoir des effets chimiorépulsifs sur le méme cone de croissance (Ye et al., 2019). Les protéines
Whnt (Wingless/Int-1), Shh (sonic hedgehog) et BMP (bone morphogenetic protein) sont des
morphogénes dont le rble dit «canonique » est de réguler la prolifération et la
différenciation des cellules en agissant au niveau de la transcription des génes. Cependant plus
récemment il a été montré que ces protéines peuvent également diriger la rotation du céne de
croissance, en utilisant des mécanismes de signalisation passant par des kinases telles que
ROCK, PI3K ou encore GSK3p (Yam & Charron, 2013).

I1. 4. 3. Nétrines et draxine

Les nétrines, qui sont au nombre de trois chez les mammiferes, présentent une forte homologie
de séquence avec des membres de la famille de la laminine et sont une des familles de molécules
de guidage les plus largement étudiées (Rajasekharan & Kennedy, 2009). La nétrine 1 est la
mieux caractérisée au sein de cette classe de protéines et joue un réle non seulement dans le
guidage des axones, mais aussi dans leur ramification, la synaptogenese, et la régénération des
axones (Dent et al., 2004; Dun & Parkinson, 2017; Flores, 2011) Pour ce qui reléve du guidage,
la nétrine 1 possede la capacité d’agir sur I’attraction et la répulsion des cOnes de croissance a
la fois de maniére diffusible mais également en jouant le role de molécule d’adhésion (Dominici
etal., 2017; Varadarajan et al., 2017; Yamauchi et al., 2017). La nétrine 1 est capable de se lier
a plusieurs récepteurs permettant d’induire des réponses cellulaires diverses. DCC est un
récepteur transmembranaire de la superfamille des immunoglobulines qui est fortement
exprimé dans les neurones projetant au niveau de la colonne vertébrale, de la rétine, mais aussi
du cortex, de I’hypothalamus et du bulbe olfactif (Gad et al., 2000; Johansson et al., 2001,
Keino-Masu et al., 1996; Shu et al., 1999). Ce récepteur est impliqué a la fois dans I’attraction
et dans la répulsion des cénes de croissance induites par la nétrine 1 (Hamelin et al., 1993 ;
Chanetal., 1996 ; Keino-Masu et al., 1996 ; Kolodziej et al., 1996 ; Fazeli et al., 1997 ; Colavita
et Culotti, 1998 ; Finci et al., 2014). Il existe également le récepteur néogénine qui présente une
structure relativement similaire a celle du DCC et partage avec lui des effecteurs intracellulaires
de signalisation communs (Phan et al. 2011, Li et al. 2008). La famille des récepteurs aux
nétrines UNC5 comprend elle quatre isoformes chez les vertébrés (UNC5A, UNC5B, UNC5C,
UNCS5D). Ils medient le guidage axonal repulsif de la nétrine 1 par le biais d'une
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hétérodimérisation avec le DCC pour la répulsion a longue distance, et potentiellement d'une
hétérodimérisation avec le DSCAM, un autre récepteur de la nétrine 1, pour la répulsion a courte
distance (Colavita & Culotti, 1998; Finci et al., 2014; Keleman & Dickson, 2001; Purohit et al.,
2012). Les différentes signalisations engendrées par les nétrines et leurs récepteurs font
intervenir, entre autres, la kinase FAK (Focal Adhesion Kinase) impliquée dans la migration
cellulaire et les membres de la famille des Rho GTPases qui eux méme recrutent la kinase
ROCK ainsi que N-WASP (N-Wiskott-Aldrich Syndrome family Protein), un facteur de
nucléation de ’actine et le complexe Arp2/3 (Boyer & Gupton, 2018). MAP1b qui est un
régulateur de la dynamique des microtubules, et également des Rho GTPases, a été identifié
comme un acteur de la voie attractive de la nétrine 1(Del Rio et al., 2004). Récemment il a été
montré que le récepteur DCC pouvait interagir directement avec la tubuline en présence de la
nétrine 1 (Huang et al., 2018).

Il 'y a quelques années une nouvelle molécule de guidage, la draxine, a été découverte. Elle se
lie elle aussi aux récepteurs néogénine et UNC 5 mais ne posséde pour autant pas d’homologie
de séquence avec les nétrines. Elle exerce un réle répulsif sur les neurones et est impliquée dans
la formation de la moelle épiniére, des commissures au niveau du cerveau antérieur, ainsi que

dans I'établissement de la formation hippocampale (Islam et al., 2009).

I1. 4. 4. Ephrines

La famille des éphrines, une autre catégorie de molécules de guidage, est divisée en deux types
: les éphrines A (5 membres) et les éphrines B (3 membres). Elles ne sont pas sécrétées mais
exprimées a la surface des cellules via soit une ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol) pour
les éphrines A, soit via leur domaine transmembranaire pour les éphrines B (Ye et al., 2019).
Ces deux familles interagissent respectivement avec les récepteurs EphA (8 récepteurs) et EphB
(5 récepteurs), des récepteurs a tyrosine kinase qui sont impliqués dans le développement des
commissures au niveau du cerveau postérieur, dans 1’établissement des projections thalamiques
et spinales ainsi que dans la mise en place du systéeme visuel (Feldeim & O’Leary, 2010;
Kadison et al., 2006; Y. Zhu et al., 2006). En I’absence d’éphrine, le récepteur Eph A est li¢ a
I’éphexine 1 qui active RhoA, Racl et Cdc42 et favorise la croissance de I'axone. La stimulation
d’EphA par I'éphrine A induit la phosphorylation de I'éphexine qui va interagir
préférentiellement avec RhoA augmentant ainsi son activité et favorisant I'effondrement du

cone de croissance (Sahin et al., 2005). Les éphrines médient donc a la fois des réponses
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d'attraction et de répulsion du cdne de croissance mais entrent en jeu eégalement dans la
ramification de axones et dans 1’établissement de connexions synaptiques (Joly et al., 2014;
Shen & Cowan, 2010). Cette catégorie de molécules de guidage peut également induire des
signalisations reverse ou inversée (« reverse signalling ») dans lesquelles elles transduisent le

signal induit par leur liaison a leurs récepteurs (Bush & Soriano, 2009; Joly et al., 2014).

Il. 4.5. Slits

Les protéines Slits sont généralement sécrétées, mais peuvent aussi étre associées aux
membranes cellulaires et a la matrice extracellulaire. Trois génes de Slit (Slitl a 3) existent chez
la plupart des vertébrés et 4 genes codent pour leurs récepteurs Robo dont la structure est tres
similaire & celle des DCC. La signalisation Slit/Robo joue un rdle crucial dans la croissance des
axones de la moelle épiniére, ainsi que dans le branchement axonal et ’orientation de ces
prolongements chez les neurones sensitifs (Blockus & Chédotal, 2016; Ma & Tessier-Lavigne,
2007). 1l a été montré que la liaison des Slits sur leur récepteurs entraine le recrutement de
protéines srtGAP (Slit-Robo-GTPases) qui vont a leur tour activer les Rho GTPases et en
particulier Racl (Blockus & Chédotal, 2016). Des protéines de la famille des Ena/\VASP sont
également recrutées au niveau des récepteurs Robol et 2 lors de la fixation de Slit (Blockus &
Chédotal, 2016). Cette signalisation Slit/Robo peut interagir avec celle, attractive, de la nétrine
et de son récepteur DCC et en moduler les effets, créant ainsi une balance répulsion/attraction
essentielle pour le développement de certaines projections sur de longues distances (Kim et al.,
2014). Slit peut également étre clivé et son fragment C-terminal se lier spécifiquement a la
plexine A1, un récepteur des sémaphorines, indépendamment des récepteurs Robo (Delloye-
Bourgeois et al., 2015).

I1. 4. 6. Sémaphorines

En 1993, une protéine, désignée a I’époque sous le terme de collapsine, est décrite dans le
systéme nerveux d’embryon de poulet comme étant capable d’inhiber la motilité des cones de
croissance en induisant leur collapse (Luo et al., 1993). Depuis cette découverte, cette protéine
a été renommeée sémaphorine 3A (Sema3A) et plus d’une vingtaine d’autres sémaphorines ont
été caractérisées chez différentes espéces. Elles constituent ’'une des familles de molécules de

guidage les plus importantes et les mieux conservées phylogénétiquement. La famille des
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sémaphorines peut étre divisée en huit classes. Les classes 1, 2 et 5 sont retrouvées chez les
invertébrés et les classes 3 a 7 appartiennent aux vertébrés. Les classes 2 et 3, ainsi que la
sémaphorine virale 8, sont secrétées, tandis que les classes 4 a 6 sont des protéines
transmembranaires (Limoni, 2021; Yazdani & Terman, 2006). La classe 7 est la seule protéine
a ancrage GPI. Chaque sémaphorine est constituée d'un grand domaine sema, d'un domaine
Plexine-Sémaphorine-Intégrine (PSI), de domaines de type immunoglobuline (lg) et de
répétitions de la thrombospondine (Figure 8) (Goodman et al., 1999).

Les deux familles majeures de récepteurs pour ces molécules de guidage sont les neuropilines
(Nrpl et Nrp2) et les plexines (PIXAl a 4, PIxB1 a 3, PIXC1 et D1) (Figure 8). Les
sémaphorines sont désormais reconnues comme étant des régulateurs cruciaux, dans différents
organes, de trés nombreux processus biologiques comme la mise en place des systémes
vasculaire et immun, le développement des muscles squelettiques et bien sur la mise en place
du systeme nerveux (Hu & Zhu, 2018; Limoni, 2021; Yazdani & Terman, 2006). Les
sémaphorines de classe 3 (Sema3A a G) dont fait partie la semaphorine 3E (Sema3E) qui fait
I’objet de notre étude, ont été retrouvées dans des tissus non neuronaux dans lesquels elles
régulent par exemple la morphogenése cardiaque, l'angiogenése mais sont également
responsables du développement de cancers via leurs effets sur la croissance, la survie, la
migration et la prolifération des cellules. Cependant nous nous concentrons majoritairement
pour la suite du manuscrit sur leur réle dans le systeme nerveux et plus particulierement dans
I’établissement des connexions neuronales. La plupart des sémaphorines de classe 3 se lient aux
neuropilines, elles-mémes associées a un membre de la famille des plexines qui vont permettre
la transduction des signaux a travers la membrane plasmique neuronale (Tamagnone et al.,
1999). Une exception est faite cependant pour la Sema3E qui interagit directement avec la
PIXxD1(Gu et al., 2005).
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Semaphorin receptors- Plexins and neuropilins
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Figure 7 : Représentation schématique des différentes sémaphorines et de leurs récepteurs
S.Huand L. Zhu, 2018

I11. sémaphorine 3A et sémaphorine 3E

I1. 1. La semaphorine 3A, premiére voie de signalisation dans
laquelle une CRMP a été caracteérisée

La Sema3A est la sémaphorine la plus étudiée et la mieux caractérisée aujourd’hui. Elle a
notamment été decrite comme intervenant a différents stades du développement neuronal en
jouant un réle dans la migration et la polarité neuronale ainsi que dans la synaptogénese mais
est également impliquée dans des processus de régénération et de plasticité chez 1’adulte
(Gavazzi, 2001; Y. Yoshida, 2012). Dans les mécanismes de croissance neuritique, elle est
capable d’avoir un effet soit répulsif soit attractif sur ces prolongements et régule ainsi le
guidage axonal et la croissance dendritique. Les mécanismes conduisant a la répulsion sont
pour I’heure mieux connus. La liaison de la Sema3A sur la Nrpl va dissocier de la PIXA, la
protéine FARP qui va ensuite activer Rac, une protéine de la famille des Rho-GTPases. Les
plexines possédent dans leurs domaines intracellulaires deux régions hautement conservees qui
partagent des similarités de sequence avec des GTPases. Ce domaine GTPases des plexines va
leur permettre, en association avec Rac, de recruter une autre protéine, de la famille des Rho
GTPases, appelée Rndl. Rndl et le domaine intra-cytoplasmique de la PIXA vont ensuite

inhiber la voie R-Ras/PI3K ce qui conduit a I’inactivation de I’intégrine et a la dé-adhésion du
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cone de croissance (Toyofuku et al., 2005). En paralléle la liaison de la Sema3A sur son
récepteur conduit a la régulation négative de PTEN, une phosphatase de PIP3 et donc a
I’inactivation de la voie PI3K/Akt (Figure 8) (Chadborn et al., 2006). Cette signalisation aboutit
au passage de GSK3p d’une forme phosphorylée sur le résidu sérine 9 inactive a un état non
phosphorylé actif ce qui va lui permettre a son tour de phosphoryler CRMP2 (M. Brown et al.,
2004; Eickholt et al., 2002; Uchida et al., 2005). CRMP2 phosphorylé n’interagit plus avec les
microtubules ce qui va perturber leur stabilité et induire la collapse des cones de croissance
(Fukata et al. 2002). C’est dans cette voie de signalisation Sema3A que les CRMP, et en
particulier CRMP2, ont été caractérisees pour la premiere fois (Goshima et al., 1995)(Goshima
et al. 1995). Son role y est crucial puisqu’il a été montré que I'utilisation de mutant CRMP2
non phosphorylable par la GSKf rendait les neurones insensibles a I’effet de la Sema3A
(Uchida et al., 2005). Les CRMP ont aussi été retrouvées dans un autre mécanisme de collapse
induit par la Sema3A. En effet les CRMP sont des substrats des tyrosines kinase Fes/Fsp et Fer,
connues pour réguler aussi la phosphorylation des microtubules. Ces deux kinases sont
également impliquées dans la collapse des neurones dans les DRG (Dorsal Root Ganglions)
induit par la Sema3A (Mitsui et al., 2002; Shapovalova et al., 2007). Bien qu’il manque a
I’heure actuelle des éléments pour comprendre avec précision a quel niveau de la signalisation
Sema3A ces kinases interviennent, il semblerait que la liaison de la Sema3A sur la Nrpl induise
la phosphorylation de la PIXAl ainsi que de CRMP2 par ces kinases, bloquant son interaction
avec les microtubules (Mitsui et al., 2002). L’implication des différentes isoformes CRMP dans
des processus de croissance et de guidage sera développée plus en détails dans la partie

consacrée aux CRMP.
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I1. 2. La semaphorine 3E

I1. 2. 1. R6le de la sémaphorine 3E dans la connectivité neuronale

Comme les autres sémaphorines de classe 3, la Sema3E contient un domaine Sema, un PSI
(Plexine-Sémaphorine-Intégrine), un domaine Ig (immunoglobuline) et une queue basique au
niveau de I'extrémité C-terminale (Eichmann et al., 2005) (Figure 7). Son récepteur, la PIxD1
contient un domaine Sema, trois séquences MRS (Met Related Sequences) partageant une forte
homologie avec le récepteur Met, trois motifs riches en glycine/proline, un seul domaine
transmembranaire et deux domaines intracellulaires hautement conservés connus ensemble
sous le nom de domaine SEX-plexine. Si ces caractéristiques sont retrouvées communément
chez toutes les plexines, la PIxD1 différe des autres membres par son troisieme motif MRS, qui
ne contient que six des huit cystéines conservées normalement rencontrées dans un MRS. La

Sema3E et la PIXD1 interagissent via leur domaine Sema respectifs et ont été décrites dans
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différents processus biologiques mis en place au cours du développement (Oh & Gu, 2013;
Tamagnone et al., 1999). Elles ont été étudiées pour la premiéere fois dans le contexte vasculaire
de la formation des vaisseaux intersomatiques, ou la Sema3E est exprimée dans la région
caudale de chaque somite en développement, tandis que la PIXD1 est exprimée dans les
vaisseaux sanguins intersomitiques. La Sema3E limite la croissance et la ramification des
vaisseaux dans l'espace intersomitique (Gu et al., 2005). Au niveau du systeme nerveux, la
Sema3E est retrouvée dans les neurones moteurs et la PIxD1 dans les neurones sensitifs
proprioceptifs qui établissent entre eux des connexions monosynaptiques et font partie des
circuits spinaux reflexes. In vivo, 1’absence de I’une ou I’autre de ces deux protéines altére la
mise en place de ces synapses particuliéres et induit la formation de connexions aberrantes
(Pecho-Vrieseling et al., 2009). La Sema3E est également sécrétée par les neurones thalamo-
striataux et la PIXD1 est retrouvée spécifiguement dans un sous-type de leurs neurones
postsynaptiques, les medium spiny neurons (MSN) de la voie directe. La voie directe (striato-
nigrale) et la voie indirecte (striato-pallidale) sont deux efférences distinctes des ganglions de
la base mais leurs fonctionnements sont intimement liés. La régulation négative de la Sema3E
ou de la PIxD1 favorise la synaptogénése au niveau des neurones MSN de la voie directe mais
sans affecter les synapses de la voie indirecte (Ding et al., 2012). Ces deux études mettent en
¢vidence I’implication du complexe Sema3E/PIxD1 dans 1’établissement correct de circuits

neuronaux par la régulation trés spécifique de la formation de certaines synapses.

L'expression de Sema3E a aussi été détectée dans cellules pyramidales de la CA1 et CA3 de
I'hnippocampe qui sont adjacentes au subiculum (Figure 10). Les axones efférents des régions
CA3 et CAL agissent comme sources de Sema3E afin de guider la croissance axonale des
neurones du subiculum (Chauvet et al.,, 2007, 2013). En effet, les efférences de la
CAZ3/CAL projettent le long de la méme voie initiale que les axones subiculo-mammillaires
(Figure 9). A la différence des neurones corticaux ou striataux, les neurones du subiculum
expriment la Nrpl et le VEGFR2, deux corécepteurs de la PIxD1 (Bellon et al., 2010; Chauvet
et al., 2007, 2013). L’absence de Sema3E dans la CA1/CA3 se traduit par un retard important
de la croissance des axones subiculo-mammillaires formant principalementle fornix post-

commissural. (Figure 9B).
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Figure 9 : Représentation schématique des projections subiculo-mammillaires (4) et de I’hypoplasie de ces
projections induite par I’absence d’expression de la Sema3E ou du VEGFR?2 (B)
d’apreés Chauvet et al. 2013

I1. 2. 2. La sémaphorine 3E, une molécule de guidage bi-fonctionnelle

En ce qui concerne son réle dans la croissance neuritique, la sema3E est capable d’avoir des
roles antagonistes suivant la région du cerveau ou elle est exprimée et suivant la population de
neurones sur laquelle elle se lie. Les neurones corticofugaux et striatonigraux qui expriment
seulement la PIxD1 sur laquelle va venir se lier la Sema3E réagissent par un mécanisme de
répulsion en présence de cette molécule de guidage (Chauvet et al., 2007). Ce mécanisme
répulsif induit par la Sema3E est assez similaire a ce qui a été décrit précédemment pour la
Sema3A. La PIxD1 va recruter, via son domaine GTPase, Rnd2 qui va inhiber R-Ras ce qui
induirait I’inhibition de la voie PI3K/Akt et I’activation de la GSK3p (Y. Ito et al., 2006; Silver
et al., 2014; Uesugi et al., 2009). En revanche, les neurones du subiculum qui projettent au
niveau des corps mamillaires et constituent le fornix post-commissural, expriment a la fois
PIxD1 et la Nrpl. Sur cette population neuronale, la Sema3E exerce un effet attractif et stimule
la croissance axonale par un mécanisme inconnu a ce jour permettant de passer de la répulsion
a I’attraction grace a la présence de Nrpl. A I’heure actuelle il a ét¢ montré que la Nrpl et la
PIxD1 interagissent indépendamment de la présence de la Sema3E et que les effets antagonistes
que peut avoir la Sema3E étaient bien dus a la présence ou non de la Nrpl (et en particulier a
son domaine extracellulaire) (Chauvet et al., 2007). Le VEGFR2, exprimé lui aussi par les

neurones du subiculum joue le role de corécepteur dans le mécanisme d’attraction en permettant
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la transduction du signal. A I’inverse le VEGFR2 n’intervient pas dans I’effet répulsif de la
Sema3E(Bellon et al., 2010). Dans un contexte attractif, la liaison de la Sema3E sur la PIxD1
induit ’autophosphorylation du VEGFR2, conduisant a la phosphorylation de PI3K, puis d’ Akt
et enfin de GSK3p. Pour ces deux mécanismes antagonistes induits par la Sema3E sur
differentes populations de neurones, les effecteurs régulant, in fine, le cytosquelette et

permettant la croissance ou la rétraction des axones sont a ce jour inconnus.

I1. 3. Le fornix, un exemple de ’'implication de la Sema3E dans
I’établissement des connectivités neuronales

La Sema3E participe, de par son effet attractif sur les axones des neurones du subiculum, au

développement d’un tract neuronal, le fornix (Bellon et al., 2010; Chauvet et al., 2007).

I1. 3. 1. Le subiculum, une structure appartenant a la formation
hippocampique

La formation hippocampique, qui est généralement définie comme la région comprenant le
gyrus denté, I'hippocampe a proprement parler (constitué des aires CA1 a CA3) et le subiculum,
est cruciale pour la mémoire épisodique et spatiale (Van Strien et al., 2009). Le subiculum est
compose de trois couches de cellules différentes, une couche moléculaire, une couche de
cellules pyramidales et une couche polymorphique (O’Mara et al., 2001). Une étude récente
utilisant des techniques d’hybridation in situ a mis en évidence quatre geénes dont 1I’expression
localisée a des domaines précis permet de subdiviser la couche pyramidale en quatre autres
couches. De facon similaire a ce qui a été fait pour le cortex cérébral, les auteurs définissent 5
régions subiculaires sur la base de la distribution et de la combinaison de 1’expression de ces
génes au sein des couches : le subiculum dorsal, lui-méme constitu¢ d’une partie dorsale et
d’une partie ventrale, le prosubiculum et le subiculum ventral a I’intérieur duquel, ils identifient
également une région plus ventrale (Bienkowski et al., 2018). Le subiculum recoit des
projections venant majoritairement de l'aire CAL et du cortex entorhinal mais est également
innervé par certaines régions thalamiques et par I’amygdale (Cembrowski et al., 2018;
Jankowski et al., 2014; Mathiasen et al., 2017; Witter, 2006). Pour ce qui est des efférences, le
subiculum émet des projections en direction de la CA1 mais aussi vers diverses zones corticales

(dont le cortex entorhinal) et sous-corticales comme des noyaux thalamiques ou
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hypothalamiques (Aggleton & Christiansen, 2015; Kinnavane et al., 2018; Witter, 2006). La
projection a laquelle nous nous sommes intéressés au cours de ces travaux de these est celle qui
est connue sous le nom de fornix post-commissural et qui vient se connecter au niveau des corps
mamillaires, une région de I’hypothalamus (Bubb et al., 2017; Christiansen et al., 2016;
Dillingham et al., 2015; Wright et al., 2010). Pour I’heure, les neurones au sein de subiculum,
dont les projections axonales constituent cette pré-commissure n’ont pas été identifiés avec
précision. Cependant, les récents travaux de Bienkowski et de son équipe ont pu montrer que
des neurones de la couche polymorphique, présents entre autres dans le subiculum dorsal,
expriment la PIxD1, un récepteur retrouvé au niveau des axones du fornix pré-commissural
(Bienkowski et al., 2018).

I1. 3. 2. Le fornix

I1. 3. 2. 1. Neuroanatomie

Le fornix peut étre découpé en plusieurs régions (Figure 11) (Senova et al., 2020). Il est
constitué de la fimbria, qui est encore attachée a I'nippocampe, puis devient un faisceau détaché,
formant la crus fornicale. Les deux crura (une de chaque hémisphere) se rejoignent sous le corps
calleux pour former le corps du fornix (Catani et al., 2002; Douet & Chang, 2015). Ces fibres
suivent une trajectoire postéro-antérieure dans le cerveau pour se diviser a nouveau autour de
la commissure antérieure et devenir les colonnes du fornix (une par hémisphére). Chaque
colonne se sépare ensuite en fibres pré-commissurales, qui innervent le septum, la bande
diagonale de Broca et le noyau accumbens, et en fibres post-commissurales. Les fibres post-
commissurales se divisent en deux faisceaux plus petits, I'un innervant les corps mamillaires de
I’hypothalamus (fornix post-commissural) et l'autre transportant des fibres vers les noyaux

hypothalamiques antérieurs (mcht) (Matsumoto et al., 2019).
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Figure 10 : Représentation schématique de I’anatomie du fornix chez le rongeur (a gauche) et chez ’homme (a
droite)
d’apreés Senova et al. 2020

11. 3 .2. 2. Les effecteurs controlant le développement du fornix post-commissural

Le développement du fornix post-commissural commence aux alentours de E15, au moment ou
les axones des neurones du subiculum débutent leur croissance et se termine, chez la souris,
aprés la naissance quand ceux-ci ont atteint les corps mamillaires. Plusieurs molécules de
guidage sont probablement impliquées dans le développement du fornix post-commissural, la
Sema3E étant celle dont la signalisation a été la mieux caractérisée.

L’invalidation de la draxine et de la sémaphorine 6A induit des défauts de fornix post-

commissural

Les souris invalidées pour le géne codant pour la draxine, une molécule de guidage ayant des
propriétés répulsives, présentent une absence totale de développement de cette structure (S.
Zhang et al., 2010). Cependant une augmentation de 1’apoptose au niveau du subiculum de ces
souris au stade E18.5 a été notée, suggérant que 1’absence de fornix post-commissural puissent
venir de la mort des neurones dont les axones constituent ce tract plutdét que d’un probléme de

croissance axonale. La délétion de la sémaphorine 6A conduit elle a une forte défasciculation

38



du fornix post-commissural (Rinker et al., 2011). Ces deux études suggeérent que ces deux
molécules de guidage pourraient étre impliquées dans le développement de cette structure.
Cependant aucune étude a ce jour n'a investigué leur réle direct sur la croissance axonale des
neurones du subiculum et/ou I’implication de leur récepteur respectif dans I’établissement de

ce tract neuronal.

La Sema3E une molécule de guidage essentielle au développement du fornix post-

commissural

L’utilisation de Dil, un traceur lipidique, dans le cerveau de souris a E17.5 invalidées pour le
géne codant pour la Sema3E (Sema3E KO) a montré que trés peu de prolongements axonaux
était présents au niveau du fornix post-commissural par rapport aux souris WT. Par ailleurs, le
fornix pré-commissural (ou crura) présentait, lui, un développement normal, tendant & montrer
que la Sema3E est spécifiqguement impliquée dans la croissance du fornix post-commissural.
Des défauts similaires ont été retrouves chez des souris KO pour la PIxD1 (PIxD1 KO), le
récepteur de la Sema3E. Les neurones du fornix post-commissural, expriment en plus de la
PIxD1, la Nrpl et le VEGFR2 ce qui permet a la Sema3E d’avoir un effet attractif sur cette
population de neurones. La délétion du VEGFR2 induit un phénotype similaire a ce qui a été
observé chez les Sema3E KO ou PIxD1 KO et ce retard se manifeste dans ces différents mutants
a I’dge adulte par une diminution du diamétre du fornix post-commissural (Bellon et al., 2010;
Chauvet et al., 2007).

MAPSG, un effecteur intracellulaire nécessaire a la croissance du fornix post-commissural

médiée par la Sema3E

Par la suite, notre équipe a constaté dans un autre modele de souris KO, pour la protéine MAP6
(Microtubules Associated Protein 6) cette fois-ci, une absence drastique de développement du
fornix post-commissural, qui n’était pas corrigé arrivé a 1’age adulte (Figure 11) (Deloulme et
al., 2015). MAPG6 a été initialement découverte pour ses fonctions régulatrices des microtubules,
mais il est apparu par la suite qu’elle était impliquée dans bien d’autres mécanismes (Cuveillier
et al., 2021). Pour ce qui est du fornix post-commissural, il a été montré, en culture, que les
neurones de subiculum issus de souris MAP6 KO ne voyaient plus leur croissance axonale

stimulée en présence de Sema3E (Figure 12). MAP6 est donc un effecteur intracellulaire de la
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voie de signalisation de la Sema3E. Une hypothése probable quant a son role spécifique dans
ce mécanisme aurait été de penser que MAP6 serait située en aval de la cascade de signalisation
et régulerait la dynamique des microtubules, un mécanisme nécessaire a la croissance axonale.
Mais, I’utilisation de mutant MAP6 privé des domaines de liaison aux microtubules dans des
neurones de subiculum MAP6 KO et pour autant capable de restaurer la stimulation de la
croissance de ces neurones par la Sema3E, a permis de réfuter cette hypothése. De plus, des
expériences d’ immunoprécipitation ont mis en évidence 1’interaction de MAP6 avec la PIxD1,
la Nrpl et le VEGFR2, ce qui situerait MAP6 dans cette signalisation plut6t au niveau des
récepteurs de la Sema3E (Figure 13) (Deloulme et al., 2015). Cependant, le phénotype observé
chez les souris MAP6 KO est plus drastique que celui des souris Sema3E, avec une absence
complete de fornix post-commissural, ce qui laisse supposer que le réle de MAP6 dans le

développement de ce tract n’est pas limité a la signalisation Sema3E.

Figure 11 : Coupes coronales de cerveaux de souris sauvages (WT) et MAP6 KO adultes marquées au chlorure d’or
mettant en évidence I’absence de développement du fornix post-commissural (pf) chez les MAP6 KO
d’apreés Deloulme et al., 2015
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Figure 12 : Images de neurones de subiculum de souris sauvages (WT) ou MAP6 KO en culture en
absence (ctl) ou en présence de Sema3E (b)

Histogrammes représentants la longueur axonale relative observées chez des neurones de subiculum de
souris sauvages (WT) ou MAP6 KO en culture transfectées ou non avec un plasmide codant pour de la
MAPG exogéne (C)

d’aprés Deloulme et al., 2015
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Figure 13: Représentation schématique de la signalisation Sema3E et du role joué par MAP6. La
liaison de la Sema3FE sur la PIxD1 induite ’autosphosphorylation du VEGFR?2 et le recrutement de la
voie PI3K/Akt conduisant a I’inhibition de GSK3f via sa phosphorylation et a la stimulation de la
croissance axonale. Le ou les acteur(s) assurant le remodelage des microtubules et de ’actine,
necessaire a la croissance axonale, restaient a identifier.

d’aprés Chauvet et al., 2007 ; Bellon et al., 2010 ; Deloulme et al., 2015
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I1. 3.2 .3. Fonction du fornix et ses altérations dans les pathologies du cerveau

Réle du fornix

Le fornix dans son ensemble fait partie du systéme limbique qui a été décrit par James W. Papez
comme étant le circuit de I'expérience et du comportement émotionnel. Différentes structures
corticales (gyrus cingulaire, gyrus parahippocampique, cortex entorhinal) et sous-corticales
(amygdale, septum, noyau accumbens, hypothalamus, hippocampe et fornix) le composent
(Papez, 1937). Plus tard, ses fonctions ont été liées au plaisir et a la récompense, ainsi qu'a la
mémoire et a l'intégration des souvenirs (Douet & Chang, 2015; RajMohan & Mohandas,
2007). Des déficits de mémoire similaires ont été observés suite a des lésions dans différentes
structures le composant, suggérant que I'intégrité du circuit de Papez est aussi importante que
celle des régions individuelles qui le constituent (Thomas et al., 2011). Malgré cela, des
fonctions plus précises ont pu étre attribuées au fornix en particulier et il est aujourd’hui associé
dans la littérature de maniere quasi-systématique a la mémoire épisodique (Benear et al., 2020).
La mémoire épisodique appartient au mécanisme de la mémoire a long terme et fait référence
au souvenir conscient d'événements inscrits dans des contextes de temps et de lieu spécifiques.
La mémoire épisodique décline fréqguemment avec le vieillissement et devient souvent
déficiente dans les maladies neurodégénératives et les troubles psychiatriques (Samson &
Barnes, 2013). La plupart des études réalisées sur le fornix dans des modéles animaux (rongeurs
et primates non-humains) consistent a effectuer une lésion au niveau de cette structure et a tester
ensuite la capacité de 1’animal a apprendre une nouvelle tache. Les expériences de
mémorisation utilisées chez ce type de sujet peuvent étre de simples taches de reconnaissance
visuelle mais sont généralement de nature spatiale ou de navigation. Ce genre de tache requiert
la perception et le stockage d’informations liées au contexte spatio-temporel et constituent un
moyen efficace de tester la mémoire épisodique (Benear et al., 2020). Ces expériences ont
permis de montrer qu’une section de la fimbria fornix entraine systématiquement des déficits
importants dans l'apprentissage de nouveaux itinéraires et de nouveaux emplacements spatiaux.
(De Bruin et al., 2001; Whishaw & Tomie, 1997). En revanche, les 1ésions de ce tract n’altérent
pas la capacité a effectuer des taches de mémoire non-spatiale telles que la reconnaissance
d'objets chez les animaux (Bussey et al., 2000; Wilson et al., 2007). Chez ’homme il existe peu
d’études concernant les 1ésions du fornix, les dommages exclusivement localisés dans cette
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région étant rares. Les résultats basés sur une littérature clinique relativement restreinte
rapportent le fait que des lésions au niveau de cette structure donnent lieu & une amnésie
antérograde persistante, touchant principalement a la mémoire verbale (liée au langage) et la

mémoire visuelle (Korematsu et al., 2010).

Implication dans des pathologies neurodégénératives et psychiatriques

Le r6le du fornix chez ’homme a été particuliérement étudi¢ dans le cadre de maladies
neurodégénératives et psychiatriques (Benear et al., 2020; Douet & Chang, 2015). En effet des
recherches ont montré que le fornix de patients atteints d’Alzheimer était atrophié par rapport
a des sujets sains et que cette atrophie était corrélée avec une diminution des performances
cognitives relatives a la mémoire a court et a long terme (T. Hattori et al., 2012; Ringman et al.,
2007; Sanchez et al., 2020). Fletcher et al. suggeérent que les réductions du volume du fornix
observées chez certaines personnes agées pourraient s'expliquer, au moins en partie, par une
dégénérescence cliniqguement silencieuse de I'hippocampe. La dégénérescence du fornix
pourrait étre un facteur prédictif du déclin cognitif retrouvé dans la maladie d’Alzheimer
(Fletcher et al., 2013). Le traitement de patients via des méthodes de stimulation profonde au
niveau du fornix sont actuellement a I’essai (Leoutsakos et al., 2018; Rosenberg et al., 2015;
White et al., 2021).

Les anomalies cérébrales chez les malades atteints de schizophrénie se produisent dans des
régions appartenant au systeme limbique et les troubles de la mémoire épisodique sont lI'un des
phénotypes les plus constants chez ce type de patient (Kasai et al., 2004; J. Schaefer et al.,
2013). Le fornix faisant partie du systeme limbique et étant impliqué dans la mémoire
épisodique, plusieurs études se sont attachées a regarder, par différentes techniques, 1’état du
fornix chez des individus atteints de schizophrénie. Dans un premier temps 1’analyse du fornix
par des méthodes d’histologie classiques réalisées post-mortem ou bien par IRM n’ont conduit
a I’observation d’aucune différence significative entre les patients et les sujets sains (Brisch et
al., 2008; Zahajszky et al., 2001). En revanche le développement des méthodes de tractographie
via I’IRM de diffusion (DTI) ont permis de mettre en évidence des perturbations au niveau de
la morphologie du fornix chez des patients adultes et adolescents, avec une diminution du
volume des fibres s’accompagnant d’une altération de la gaine de myéline qui entoure ces fibres

(Abdul-Rahman et al., 2011; Fitzsimmons et al., 2014; Koshiyama et al., 2020). Ces anomalies
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ont été corrélées a des déficiences de la mémoire épisodique via des tests de mémoire verbale
et visuelle (Benear et al., 2020). Si la schizophrénie est considérée comme un trouble
neurodéveloppemental, I’idée de I’apparition de composantes neurodégénératives au cours de
la progression de ce type de pathologie a émergé il y a quelques années (Vita et al., 2012). Une
partie des lésions axonales et de la démyélinisation du fornix observés chez les patients adultes
pourraient également étre dues a des mécanismes de dégénérescence dans cette région (Benear
et al., 2020).

La souris MAP6 KO, un modéle d’étude de pathologies psychiatriques

Comme il I’a été mentionné précédemment dans cette introduction, la souris MAP6 KO
présente une absence de développement du fornix post-commissural, qui est le défaut majeur a
noter, bien que d’autres altérations de connectivités existent chez cette souris (Deloulme et al.,
2015; Gimenez et al., 2017). Si la découverte de ce défaut anatomique est relativement récente,
I’étude de la souris MAP6 KO est plus ancienne. Ces animaux présentent une fragmentation de
l'activité normale s’accompagnant d’hyperactivité, un comportement de type anxieux
important, ainsi que de déficits d’interaction sociale comme une altération du comportement
maternel entrainant la mort des petits (Andrieux et al., 2002). Ces perturbations du
comportement sont corrélées avec des modifications anormales du fonctionnement synaptique
au cours du développement conduisant a des altérations de la plasticité synaptique (Andrieux
et al., 2002). Ces défauts comportementaux et neurobiologiques sont corrigés par
I’administration a long terme d’antipsychotiques, traitement couramment utilis¢ chez les
patients atteints de schizophrénie. Ces résultats, renforcées par un nombre relativement
important d’études réalisées par d’autres groupes, ont permis de considérer la souris MAP6 KO
comme un modele utile pour I'étude de la physiopathologie de la schizophrénie (Belzung &
Lemoine, 2011, Delotterie et al., 2010; C. Jones et al., 2011).

Ces similitudes entre les mécanismes observés chez les patients atteints de schizophrénie et les
souris MAP6 KO sont un argument important soutenant 1’idée que 1I’é¢tude des mécanismes
régissant le developpement du fornix chez la souris présente une piste de travail intéressante
pour la compréhension de I’apparition de défauts de connectivité chez I’homme. De plus une
étude datant de cette année a montré des homologies de structure et d’organisation tres fortes

entre le subiculum de la souris et celui de I’€tre humain, renforgant le fait qu’il est possible
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d’effectuer un paralléle entre ces structures au cours du développement chez ces deux especes
(Bienkowski et al., 2021).

V. La famille des Collapsin Response Mediator Proteins
(CRMP)

V. 1. Vue d’ensemble des CRMP

Les Collapsin Response Mediator Protein (CRMP1 a CRMP5) ont été découvertes par plusieurs
groupes travaillant en parallele dans différents domaines de recherche. En 1995, Minturn et al.
identifient TOAD-64 (Turned On After Division MW 64 000 Da), une protéine dont
I’expression augmente en abondance durant la corticogenese, puis diminue ensuite a des
niveaux tres faibles chez I’adulte. Cette protéine est retrouvée dans les neurones postmitotiques
lorsqu’ils commencent leur migration hors de la zone ventriculaire vers la plaque corticale en
développement (Minturn et al., 1995). La méme année, Goshima et ses collaborateurs
caractérisent cette protéine comme étant impliquée dans la cascade de signalisation induite par
la collapsine 1 (renommeée par la suite sémaphorine 3A), une molécule inhibitrice du guidage
axonal, dans les ganglions de la racine dorsale du poussin (DRG). Ils nomment cette protéine
CRMP-62 pour Collapsin Response Mediator Protein, de masse moléculaire de 62 kDa
(Goshima et al., 1995). En 1996, Wang et Strittmatter ont isolé plusieurs séquences
génétiques chez le rat présentant de nombreuses similarités avec CRMP-62, et ainsi identifié
les protéines CRMP 1 a 4, CRMP2 étant celle présentant le plus d’homologie avec CRMP-62
(L.-H. Wang & Strittmatter, 1996). Enfin au début des années 2000, un cinquiéme membre
(CRMP5) a été ajouté a cette famille, impliqué lui aussi dans le guidage et la croissance des
cellules nerveuses au cours du développement (Inatome et al., 2000). Depuis lors, ces protéines
ont été largement étudiées et sont décrites dans la littérature sous différentes appellations en
fonction de I’espece animale dans laquelle elles ont été caractérisées. Nous concentrerons le

développement de cette introduction principalement autour de CRMPL1, 2 et 4.

V. 2. Genes et épissage

Les CRMP sont codées par cing genes différents mais présentent environ 75% homologies de
séquences entre elles pour les CRMP1 a 4 et 50% entre CRMP5 et les autres membres de cette

famille (Charrier et al., 2003). Les CRMP partagent 50% d’homologie (portion centrale des
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CRMP) avec une protéine hepatique la dihydropyrimidase du foie, responsable de catabolisme
de certains acides aminés, mais contrairement a celle-ci, elles n’ont pas conservé d’activité
enzymatique (Hamajima et al., 1996; L.-H. Wang & Strittmatter, 1997). Les genes codant pour
les CRMP sont constitués de 14 exons (Kitamura et al., 1999; Torres & Polymeropoulos, 1998).
Chez les mammiferes, leur épissage conduit a I’expression de deux isoformes pour les CRMP
1, 2 et 4 : une forme courte et une forme longue pour laquelle une centaine d’acides aminés se
substitue au fragment de 10 acides aminés en N-terminal (Leung et al., 2002; Quinn et al., 2003;
Yuasa-Kawada et al., 2003). Bien que moins fortement exprimées, les formes longues ont été
décrites comme essentielles dans certains mécanismes cellulaires et notamment dans la cascade
de signalisation de la GTPase RhoA (Alabed et al., 2007a; Leung et al., 2002; Morgan-Fisher
etal., 2013).

In vitro, les CRMP sont capables de s’associer et forment des homo-oligoméres lorsqu’ils sont
purifiés a partir du cerveau bovin (Deo et al., 2004; Stenmark et al., 2007; L.-H. Wang &
Strittmatter, 1997). Des cations divalents tels que Ca= et Mg~ ont été signalés pour favoriser la
formation d’homotétraméres de CRMP-2 en solution mais ont tendance a déstabiliser
I’homotétramérisation de CRMPI1 (Majava et al.,, 2008; Ponnusamy & Lohkamp,
2013). Cependant, toutes les CRMP ont montré, in vivo, une préférence pour la formation
hétérotétrameres par rapport aux homotétrameres in vivo, les régions N-terminale et centrale
(8-134 et 281-435) étant essentielles et suffisantes pour I’assemblage de cet état
d’oligomérisation (Majava et al., 2008; Stenmark et al., 2007; L.-H. Wang & Strittmatter,
1997). La formation de ces complexes homotétramériques de CRMP2 ou hétérotétramériques
entre CRMP1, 2 et 4 est régulée négativement par la phosphorylation de ces protéines
(Rembutsu et al., 2008; Zheng et al., 2018). Le rdle de la formation de ces complexes est encore
mal connu, cependant il a ét¢ montré que I’homotétramérisation de CRMP2 permet son
interaction avec les microtubules et que sa dimérisation est impliquée dans la collapse du cone
de croissance médié par la Sema3A (Morinaka et al., 2011; Niwa et al., 2017; Zheng et al.,
2018). De plus, la conformation en tétramere de CRMP2 bloque sa capacité a étre SUMOylée,
une modification post-traductionnelle impliquée dans différents mécanismes qui seront

développés dans la suite du manuscrit. (Myllykoski et al., 2017).
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V. 3. Modifications post-traductionnelles

IV. 3. 1. Phosphorylation

CRMP1, 2 et 4 possedent toutes les 3 des sites de phosphorylation et différentes kinases sont
responsables de 1’ajout de groupements phosphate au niveau de ces sites (Figure 14). Cdk5 est
capable de phosphoryler la sérine 522 de CRMPL1, 2 et 4 mais seule CRMP4 peut également
étre phosphorylée au niveau de ce résidu par DYRK2 (Dual Tyrosine-Regulated Kinase 2).
Cependant, il semblerait pourtant qu’in vivo un phénomene de compensation ait lieu en
I’absence de Cdk5 et que CRMP2 puisse étre phosphorylé par une autre kinase sans que celle-
ci n’ait été pour le moment identifiée (A. R. Cole et al., 2004, 2006). Chez I’humain, cet ajout
de phosphate sur la sérine 522 des CRMP permet d’amorcer la phosphorylation ultérieure de la
sérine 518, la thréonine 514 et la thréonine 509 par une autre kinase, la GSK3p (A. R. Cole et
al., 2004, 2006). Pour CRMP1, la phosphorylation de la thréonine 509 pourrait également se
faire directement par Cdk5. Chez les rongeurs, il a été montré que seul Cdk5 intervenait dans
la phosphorylation de ce résidu thréonine 509, GSK3p n’étant pas impliquée (A. R. Cole et al.,
2006). D’autres études ont mis en évidence la phosphorylation de CRMP2 via la kinase Fyn au
niveau de la tyrosine 32 et via ROCK ou CaMKII pour la thréonine 555 (Arimura et al., 2005;
Hou et al., 2009; Sasaki et al., 2002; Uchida et al., 2009). In vitro, la kinase Fer est capable de
phosphoryler les résidus tyrosine 479 et tyrosine 499, ce qui a pour effet d’empécher la
tétramérisation de CRMP2, diminuant ainsi son interaction avec les microtubules (Zheng et al.,
2018). Si plusieurs kinases régulant la phosphorylation des CRMP ont été identifiées, trés peu
de données existent concernant les phosphatases impliquées dans la déphosphorylation de ces
protéines. Il a été montré que CRMP2 pouvait étre un substrat de la PP2A (Protéine Phosphatase
2A). Cette phosphatase est indispensable pour le développement neuronal et en particulier pour
I’axonogénése, un mécanisme au cours duquel PP2A déphosphoryle la thréonine 514 de
CRMP2 (Zhu et al., 2010).

L’importance de la phosphorylation des CRMP par ces kinases a été particulicrement étudiée
dans les mécanismes de polarisation neuronale, de croissance dendritique et de guidage axonal,
notamment par la Sema3A (Uchida et al., 2005; Yamashita et al., 2012; Yoshimura et al.,
2005). La phosphorylation de CRMP2 et 4 par la GSK3p a aussi été décrite comme impliquée

dans des mécanismes d’inhibition de la régénération axonale induite par la myéline (Alabed et
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al., 2010; Liz et al., 2014). Certains mécanismes dépendants de la phosphorylation des CRMP

seront abordés plus en détails dans les pages a venir.
IV. 3. 2. O-GIcNAcylation

Bien que majoritaire, la phosphorylation n’est pas la seule modification post-traductionnelle
que les CRMP puissent subir (Figure 15). Cependant, ces autres modifications post-
traductionnelles sont pour la plupart liées de maniere plus ou moins directe a la
phosphorylation. CRMP2, par exemple, peut subir une O-GIcNAcylation, ce qui consiste en
I’ajout d’une N-acétylglucosamine sur une sérine ou une thréonine, dans le cytosol de
synaptosome. Cette O-GIcNAcylation pourrait bloguer la phosphorylation de CRMP?2 et ainsi
jouer le role de niveau de régulation supplémentaire dans les processus cellulaires dépendant
de la phosphorylation de CRMP2 (R. N. Cole & Hart, 2001). Plus récemment, il a été montré
que la O-GlcNAcylation de CRMP2 sur la sérine 517 augmenterait avec 1’age et pourrait avoir
un impact sur des fonctions cognitives en induisant des déficits de mémoire (Muha et al., 2019).

IV. 3. 3. SUMOylation

Les CRMP sont ¢galement toutes capables d’étre sumoylées, 1’ajout du peptide SUMO (Small
Ubiquitin-like Modifier) ayant lieu au niveau de la lysine 374 (Figure 15) (Ju et al., 2013). Cette
modification post-traductionnelle a été particulierement étudiée chez CRMP2 et décrite comme
jouant un rdle dans la régulation de D’activité des canaux ioniques voltages dépendants
(Dustrude et al., 2017; Dustrude et al., 2013; Ju et al., 2013). La diminution de 1’expression des
canaux NaV1.7 induite par le blocage de la SUMOylation de CRMP2 permet d’inhiber les
douleurs chronigues chez la souris ainsi que la capacité de CRMP2 a oligomériser (A Moutal
etal., 2018). Les mécanismes de SUMOylation et de phosphorylation sur certains acides aminés
spécifiques ont été mis en relation par des études montrant que la SUMOylation de CRMP2
dépend de sa phosphorylation préalable par CdkS et est a I’inverse bloquée par sa
phosphorylation par Fyn (Baumann & Kursula, 2017; Dustrude et al., 2016). En revanche, les
phénomeénes de déSUMOylation chez CRMP2 et de déphosphorylation sur la thréonine 514
conduisent tous les deux a une stimulation de la croissance et de la maturation des épines

dendritiques mais via des mécanismes indépendants (Zhang et al., 2018).
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V. 3. 4. Palmitoylation

CRMP2 est palmitoylée sur le résidu cystéine 248 qui est conservé chez CRMP1 et CRMP4,
laissant penser que ces dernieres pourraient elles aussi subir cette modification post-
traductionnelle (Figure 15). Il est possible que cette palmitoylation influence, comme c’est le
cas pour d’autres protéines, leur interaction avec des domaines membranaires (Yang et al.,
2010). Une autre étude a montré que CRMP1 interagissait avec la PPT1 (Palmitoyl Protein
Thioesterase), impliquée dans le métabolisme des lipides. Les auteurs suggerent que cette
enzyme pourrait jouer un role dans le guidage axonal en modulant la localisation intracellulaire
de CRMP1 via sa dépalmitoylation (Scifo et al., 2015).

V. 3. 5. Protéolyse

Enfin, les CRMP peuvent subir une protéolyse car tous les membres de cette famille sont des
substrats des calpaines, des enzymes impliqués a la fois dans la plasticité synaptique mais aussi
dans la neurodégénérescence (Wang et al., 2020). Les sites de clivage par ces enzymes varient
selon les isoformes, ainsi que la fonction de ces différentes CRMP tronquées. Pour CRMP2, le
clivage a lieu entre 1’arginine 471 et la lysine 472 et pour CRMP4, au niveau de I’arginine 550
et de la sérine 551(Figure 14) (Kowara et al., 2005; Rogemond et al., 2008). Le clivage de
CRMP2 permettrait sa translocation au niveau du noyau via 1’apparition d’un signal de
localisation nucléaire et jouerait un réle dans la régulation de la croissance neuritique au cours
du développement (Rogemond et al., 2008). Cependant, la protéolyse des CRMP par les
calpaines a €té majoritairement étudiée dans des mécanismes d’excitotoxicité neuronale et de
dégénérescence/régénération suite a des ischémies cérébrales qui seront également traités plus
en détail dans la suite du manuscrit (Girouard et al., 2020; Jiang et al., 2007; Kowara et al.,
2005; Yang et al., 2016; Zhang et al., 2007).
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Figure 14 : Représentation schématique des domaines d’interaction de CRMP2 et CRMP4 avec leurs différents
partenaires ainsi que les modifications post-traductionnelles subies par CRMP2. Tous les domaines d’interactions
mentionnés dans ce manuscrit ne sont pas représentés sur ce schéma pour des raisons de clarté. Les sites au niveau
desquels ces modifications ont été identifiées pour CRMP2 et qui sont conservés chez CRMP4 sont également
mentionnés (schéma du bas)

1V. 4. Rbles des CRMP

IV. 4. 1. Expression tissulaire

IV. 4. 1. 1. Dans le systéme nerveux

Les CRMP sont retrouvées en quantité importante dans les cellules neurales au début de la vie
embryonnaire. Leur expression atteint un pic autour de la premiére semaine postnatale et
diminue considérablement chez les adultes (Minturn et al., 1995; Quinn et al., 2003; Wang &
Strittmatter, 1996). Chaque CRMP affiche un mode¢le d’expression qui lui est propre.
L’expression des CRMP au cours du temps n’est pas la méme suivant I’isoforme dont il s’agit.
Les formes longues de CRMP4 et CRMP2 sont détectées pendant des temps trés courts, entre
E15 et E18 pour CRMP4 et plut6t a partir de la naissance pour CRMP2 (Quinn et al., 2003).
Chez I’adulte, les CRMP s’expriment notamment dans les zones qui subissent une neurogenese
et / ou une plasticité, comme le systéme olfactif, le cervelet et I’hippocampe (Byk et al., 1996;

Charrier et al., 2003; Minturn et al., 1995; Nacher et al., 2000; Ricard et al., 2001; Tsutiya &
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Ohtani-Kaneko, 2012; Wang & Strittmatter, 1996). In vitro, dans des neurones corticaux,
CRMP1 et CRMP2 sont principalement exprimées dans les axones et, dans une moindre
mesure, dans les régions somatodendritiques au bout de sept jours. A DIV 14, CRMP1 tend a
se localiser dans la région présynaptique, tandis que CRMP2 se distribue dans les axones et les
dendrites (Balastik et al., 2015; Makihara et al., 2016). CRMP1 et CRMP2 ont également été
localisées au niveau des cones de croissance dans les DRG (Higurashi et al., 2012). CRMP4 se
distribue le long des axones et des dendrites des neurones hippocampiques. Elle est aussi
présente dans les domaines périphériques et centraux des cones de croissance ou elle participe
également a la formation de « bundle » d’actine-F au niveau des filopodes et a I’allongement
des microtubules (Cha et al., 2016; Khazaei et al., 2014; Nakamura et al., 2020).

En dehors des neurones, CRMP2 est également exprimée dans les oligodendrocytes ou elle
favorise la rétraction réversible des prolongements de ces cellules en réponse a un stress
oxydatif (Ferndndez-Gamba et al., 2012). Un immunomarquage de CRMP?2 réalisé a partir de
cerveau de rat a permis d’observer que cette protéine était exprimée a 1’intérieur de la substance
blanche du cervelet, ainsi qu’au niveau de la myéline de plusieurs tracts dont la moelle épinicre
(Ricard et al., 2000, 2001). Les ARNm de CRMP1 et 4 ont aussi été retrouvés dans les
oligodendrocytes (Ricard et al., 2000). En revanche, la présence de ces protéines dans les
astrocytes reste discutée, le peu de données existant sur le sujet amenant a des conclusions
contradictoires (Kamata et al., 1998; Ricard et al., 2000; Yang et al., 2016). Il n’existe pas non
plus d’éléments permettant d’affirmer ou non la présence des CRMP au niveau de la microglie
(Moutal et al., 2019).

1V. 4. 1. 2. Dans les autres tissus

Bien que majoritairement présentes dans systeme nerveux central et périphérique, les CRMP
sont également exprimées dans d’autres tissus. En effet, la présence d’ARNm de CRMP2 a été
détectée dans le tissu pulmonaire de la souris feetale et chez I’adulte pour ’homme ainsi que
dans les monocytes au cours de leur maturation (Hamajima et al., 1996; Ito et al., 2000; Rouzaut
et al., 2000; Wang & Strittmatter, 1996). CRMP1 et CRMP4 ont, elles, été décrites dans les
testicules adultes (Byk et al., 1996; Kato et al., 1998). CRMP4 est également exprimée dans
ostéoprogéniteurs, les cellules souches stromales dérivées de la moelle osseuse chez la souris
(Abdallah et al., 2017).
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Certaines CRMP ont été impliquées dans le développement des tissus cancéreux et peuvent
avoir un effet sur la progression des métastases (Tan et al., 2014). CRMP1 et CRMP2 sont
retrouveées dans le cancer du poumon, CRMP2 dans le cancer du sein et le cancer
colorectal, CRMP1 et CRMP4 dans le cancer de la prostate et CRMP4 dans les tumeurs du
pancréas, du c6lon et dans le neuroblastome (Cai et al., 2017; Li et al., 2018; Lin et al., 2020;
Oliemuller et al., 2013; Park et al.,, 2021; Shimada et al.,, 2014; Yazawa et al.,
2020). L’expression des CRMP est, selon le type de cancer et le type d’isoforme, soit favorisée
ou diminuée par rapport aux tissus sains. Des études récentes suggerent que ces protéines
pourraient donc servir de biomarqueurs potentiels de diagnostic et de pronostic dans
I’apparition et le développement des cancers, mais également de cibles thérapeutiques dans le
traitement de ces maladies (Li et al., 2016; Park et al., 2021; Tan et al., 2014; Yazawa et al.,
2020; Zheng et al., 2018). Certains aspects du réle joué par les CRMP et en particulier par
CRMP4 dans les processus de développement et de migration des cellules tumorales peuvent
avoir des éléments communs avec mécanismes mis en jeu dans les neurones au cours de la

motilité des cones de croissance (Li et al., 2018).

IV. 4. 2. Les CRMP dans la croissance neuritique et la régénération

IV. 4. 2. 1. Interaction avec le cytosquelette

Microtubules

Toutes les CRMP sont capables de se lier a la tubuline in vitro et in vivo (Fukata et al., 2002;
Khazaei et al., 2014; Lin et al., 2011). 1l a été suggéré que CRMP2, puissent se lier avec une
affinit¢ plus ¢élevée aux dimeéres de tubuline plutét qu’aux microtubules pré-
assemblés, favorisant ainsi une co-polymeérisation de microtubules avec CRMP2 (Fukata et al.
2002). Une autre étude réalisée par la suite montre, a ’inverse, que CRMP1 et 2 interagissent
préférentiellement avec les microtubules déja formés (Lin et al., 2011). Les auteurs expliquent
cette contradiction avec la littérature antérieure a leurs travaux par les conditions
expérimentales particulieres qu’ils ont choisi d’utiliser. Cependant une étude plus récente a mis
en évidence la capacité de CRMP2 a utiliser en réalité deux types de liaison distincts : une
liaison aux dimeres solubles de tubuline, via ses résidus 466 a 490 de la région C terminale,
pour promouvoir la polymérisation des microtubules et une liaison aux microtubules
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polymérisés pour les stabiliser grace aux acides aminés 491 a 525 (Figure 14 et 15) (Niwa et
al., 2017). Ce double role exercé par CRMP2 sur les microtubules est déterminant pour la
formation des neurites et le développement de 1’axone (Fukata et al., 2002; Niwa et al., 2017).
CRMP4 est, elle aussi, impliquée dans des mécanismes dépendant de 1’organisation des
microtubules comme les cycles d’avancée, de pause et de rétraction des cones de croissance,
ainsi que dans 1’¢longation de I’axone (Khazaei et al., 2014). Cette interaction avec les
microtubules a été identifiée comme se faisant via un domaine spécifique situé dans la région
C terminale de CRMP4, au niveau des résidus 470 a 520 (Figure 14) (Khazaei et al., 2014).
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microtubules et leur stabilisation
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Actine

Plusieurs études se sont intéressées aux liens entre 1’actine et les différentes CRMP. En 2016
Yu-Kemp and Brieher ont montré que CRMP1 promouvait le branchement actine-F in vitro en
présence du complexe de nucléation Arp2/3 mais I’année suivante une autre étude a suggére,
qu’in vivo dans des cellules cancéreuses, CRMP1 empéchait la formation de fibres de stress
d’actine via I’inactivation d’Arp2/3 (Cai et al., 2017; Yu-Kemp & Brieher, 2016). Pour
CRMP2, sa colocalisation avec 1’actine a pu étre observée au niveau des cones de croissance
de DRG (Arimura et al., 2005). L’interaction entre ces deux protéines pourrait se faire de
maniere indirecte, via le complexe Sral/WAVEL (Racl-associated protein 1 (Sra-1) /WASP
family verprolin-homologous protein 1), un régulateur du cytosquelette d’actine impliqué dans
la croissance axonale (Kawano et al., 2005). CRMP4 favorise la formation d’actine-F in vitro,
et in vivo, une surexpression de cette protéine stimule le développement des filopodes (Khazaeli
et al., 2014; Rosslenbroich et al., 2005). Le domaine impliqué dans I’interaction entre CRMP4
et I’actine a pu étre caractérisé, il correspond aux 50 acides aminés situés a I’extrémité du C-

terminal de la protéine (520 a 570) (Figure 15) (Cha et al., 2016; Khazaei et al., 2014).

1V. 4. 2. 2. Croissance axonale

La capacité des CRMP a interagir avec les microtubules et I’actine a été décrite comme étant
essentielle dans les processus de développement de I’axone et dans la régulation de la
morphologie du cone de croissance. En effet CRMP4 joue un rdle dans le remodelage du cne
de croissance en induisant I’extension de filopodes dans les neurones hippocampaux via la
formation d’actine-F. De plus, I’expression de CRMP4 sans ses domaines de liaison aux
microtubules dans ces neurones chez la souris CRMP4 KO, n’est plus capable de restaurer
I’élongation de I’axone comme le fait ’expression de la forme entiére (Khazaei et al., 2014).
Un phénomene similaire est observé avec CRMP2 qui, privé de sa capacité a interagir avec les
microtubules, induit une diminution de la croissance, a 1’opposé de ce qu’il est possible
d’observer avec la protéine intacte (Brot et al., 2010; Fukata et al., 2002). La phosphorylation
des CRMP, qui a déja eté abordée au cours de ce chapitre, influence leur capacité a se lier aux
microtubules et par conséquent peut impacter leur réle dans le développement des neurones.
Plusieurs sites de phosphorylation des CRMP par différentes kinases se trouvent dans la région

C-terminale correspondant au domaine d’interaction avec les microtubules (Figure 14). La
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kinase GSK3p phosphoryle CRMP2 sur la thréonine 514 et diminue ainsi sa capacité a se lier
aux microtubules (Lin et al., 2011). En 2004, une étude avait montré que le blocage de la
phosphorylation de CRMP2 par GSK3p diminuait la stimulation de 1’élongation axonale
induite par CRMP2 (Cole et al., 2004). Cependant, I’année suivante, des travaux avaient a
I’inverse, mis en évidence que la surexpression de CRMP2 non-phosphorylée/able sur ce résidu
thréonine 514 stimulait la croissance des neurites et induisait la formation anormale de plusieurs
axones (Yoshimura et al., 2005). Récemment, une étude allant dans ce sens a mis en évidence
dans les neurones en culture que Cdc42 augmente la stabilité des microtubules en favorisant la
déphosphorylation de CRMP2 sur la thréonine 514 via une inactivation de GSK-3p (L.i et al.,
2021). Les auteurs suggerent que c’est par ce mécanisme que Cdc4?2 participe a I’axonogéneése.
CRMP2 est également phosphorylé par la kinase ROCK au niveau de la thréonine 555 bloquant
ainsi son interaction avec les microtubules et diminue la croissance axonale (Arimura et al.,
2005). En revanche, la phosphorylation de CRMP2 ne semble pas influer sur sa capacité a
interagir de maniére directe avec 1’actine (Arimura et al., 2005). A contrario, pour CRMP1, sa
phosphorylation via Cdk5 induite par la Sema3A semble bloquer son interaction avec 1’actine
(Yao et al., 2016). Dans le cas de CRMP4, le lien entre phosphorylation et actine est indirect.
En effet, CRMP4 posséde la capacité a se lier a RhoA, connu pour étre un régulateur clé de
’actine et cette interaction CRMP4/RhoA est dépendante de la phosphorylation par GSK-
3B (Alabed et al., 2007b, 2010).

IV. 4. 2. 3. Croissance axonale et molécules de guidage

Le réle des CRMP a aussi été particulierement étudié dans des phénomeénes de croissance
neuritique précis, en réponse a des molécules de guidage. En effet, des 1995, Goshima et al.
Identifient CRMP2 comme un acteur essentiel de la signalisation Sema3A (Goshima et al.,
1995). 11 a été montré par la suite que 1’utilisation d’ARN interférent de CRMP2 mais aussi de
CRMP1 inhibe la collapse des cones de croissance de neurones en culture (Uchida et al., 2005).
Récemment CRMP2 a été impliquée dans la signalisation Sémaphorine 3F (Sema3F)
permettant de réguler 1’élagage des axones ainsi que dans leur rétraction (Ziak et al., 2020).
Dans ces mécanismes de guidage, la phosphorylation des CRMP s’est révélée €tre un €élément
de régulation clé de I’activité et donc du role de ces protéines. En effet, le traitement de neurones
DRG avec la Sema3A induit la phosphorylation séquentielle de CRMP2 par Cdk5 puis par

GSK3, et bloque Iinteraction de CRMP2 avec les microtubules. De plus la surexpression de
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mutant CRMP2 non phosphorylable dans ces mémes cultures engendre la suppression de la
collapse des cones de croissance en présence de Sema3A. La signalisation activee par cette
molécule, essentielle dans le guidage axonal, est donc médiée par la phosphorylation de
CRMP2 (Uchida et al., 2005). D’autres études ont mis en évidence, dans cette méme
signalisation Sema3A, le role joué par la phosphorylation de CRMP2 via la kinase Fyn au
niveau de la tyrosine 32 (Sasaki et al., 2002; Uchida et al., 2009). Il a également été montré,
dans un systeme de signalisation Sema3A reconstitué dans des cellules COS-7, que CRMP1,
CRMP2 et CRMP4 interagissaient, lors d’expériences d’immunoprécipitation, avec la PIXAL,
le récepteur de la Sema3A (Deo et al., 2004). De plus, cette molécule de guidage active la kinase
Fes via son récepteur la PIXA1 ce qui induit la phosphorylation de celle-ci ainsi que des CRMP1,
2 et 4 et la contraction des cellules COS-7 (Mitsui et al., 2002). Ces études suggérent un lien
entre les récepteurs des molécules de signalisation et les CRMP passant par des processus de

phosphorylation.

La Sema3A mise a part, il existe également I’éphrine A5 et 1’acide lysophosphatidique qui
induisent la phosphosphorylation de CRMP2 par la kinase ROCK sur la thréonine 555 cette
fois ci, phosphorylation nécessaire a la collapse induite par ces molécules de guidage (Arimura
et al., 2000, 2005). Le BNDF et la neurotrophine régulent aussi la phosphorylation de CRMP2
mais au niveau du résidu thréonine 514 via I’inhibition de GSK3f ce qui conduit a 1’¢élongation

et au branchement axonal (Yoshimura et al., 2005).

IV. 4. 2. 4. Croissance dendritique

Outre les processus de croissance axonale, les CRMP ont été également impliquées dans la mise

en place des dendrites via des mécanismes similaires.

La génération de souris invalidées pour le gene codant pour CRMP1 a permis de mettre en
évidence une malformation des dendrites au niveau de la couche CA1 de I’hippocampe chez
ces animaux (Su et al., 2007). La stimulation de la croissance des épines dendritiques des
neurones corticaux dépendante de la Sema3A passerait par une phosphorylation de CRMP1 par
Cdk5 (Chua et al., 2021; Yamashita et al., 2007). La phosphorylation de CRMP2 par cette
méme Kinase sur la sérine 522 a aussi été aussi impliquée dans l'organisation correcte des
projections dendritique (Yamashita et al.,, 2012). Les kinases GSK3a et f}, largement

caractérisées dans les phénomenes de croissance axonale, ont été également décrites comme
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régulant toutes les deux négativement le développement des dendrites des neurones granulaires
du cervelet via la phosphorylation de CRMP2 (Tan et al., 2013). L’expression de mutant de
CRMP2 non phosphorylable au niveau des résidus sérine 522 et thréonine 509 conduit a
I’apparition de dendrites a la morphologie particulieére qui correspond a ce que les auteurs
appellent le « curling phénotype » (Yamashita et al., 2012). Ceux-ci suggerent que le role de
CRMP2 dans le développement dendritique pourrait étre di seulement en partie a une
signalisation Sema3A, le « curling phénotype » n’ayant pas été observé dans des neurones
Sema3A KO en culture. Pour ce qui reléve de la Sema3A, CRMP2 interagit physiquement avec
la PIXA3, le récepteur de la Sema3A, qui est elle aussi enrichie au niveau des dendrites, pour
assurer la médiation de la croissance dendritique régulée par cette molécule de guidage(Jiang
et al., 2020). Au niveau des neurones de 1’hippocampe, la phosphorylation de CRMP2 a été
impliquée dans la régulation de la bifurcation proximale des dendrites apicales des neurones
pyramidaux de la couche CA1 au cours du développement. CRMP4 joue également un réle
dans ce mécanisme en supprimant cette bifurcation dendritique sous le controle d’une
signalisation Sema3A. Chez les neurones CRMP4 KO, I’ajout de Sema3A ne stimule plus la
longueur totale des dendrites, ni le nombre de branchements par rapport aux neurones WT. En
revanche 1’absence de CRMP4 induit, sans traitement a la Sema3A, une augmentation du
nombre de branchements mais sans que la longueur dendritique totale ne soit impactée (Niisato
et al., 2012). Cependant, un autre article publié quelques années aprés, a montré qu’une
surexpression de CRMP4 augmente la longueur dendritique totale, la densité des épines ainsi
la fréquence des courants synaptiques excitateurs miniatures au niveau de ces structures. Les
auteurs concluent que CRMP4 favorise donc la croissance et la maturation des dendrites et
montre que son action passe par le cytosquelette d’actine (Cha et al., 2016). CRMP4 contribue
aussi a l’organisation de la couche de cellules mitrales du bulbe olfactif en régulant
négativement 1’élongation des dendrites (Tsutiya et al., 2016). CRMP4 est donc un élément
nécessaire au développement et a la maturation des dendrites, son role dans la régulation de ces
mécanismes semble étre dépendant du type cellulaire observé et encore sujet a controverse.
Enfin, CRMP2 a récemment été impliquée pour la premiere fois dans la morphogénese
dendritique sous le controle d’une autre sémaphorine, la sémaphorine 3F. En effet les souris
CRMP2 KO et Sema3F KO présentent la méme densité anormalement élevée d’épines
dendritiques au niveau des neurones granulaires de I’hippocampe et dans des cultures traitées a
la sémaphorine 3F, I’absence de CRMP2 conduit a une altération de « 1’¢lagage » des dendrites
(Ziak et al., 2020).
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IV. 4. 2. 5. Liens fonctionnels entre les CRMP dans les mécanismes de régulation de la
croissance neuritique

Les CRMP partagent entre elles un pourcentage d’homologie €levé, sont les substrats de mémes
kinases comme Cdk5 et GSK3[ et sont impliqués dans des mécanismes biologiques similaires
de croissance neuritique. Plusieurs études se sont attachées a essayer de comprendre s’il existait
des phénomenes de compensation entre isoformes et a I’inverse quels étaient les roles propres

a une CRMP qui ne seraient pas partagés avec les autres membres de cette famille.

Les équipes de Y. Goshima et T. Ohshima se sont concentrées sur le développement et
I’organisation des dendrites au sein du cortex, de I’hippocampe ou encore du cervelet dans des
animaux présentant différentes combinaisons de mutation chez CRMP1, CRMP2 et CRMP4.
Une souris CRMP2 KI dont le géne de CRMP2 a été remplacé par un géne codant pour cette
méme protéine mais mimant une phosphorylation constitutive a été générée par ce laboratoire.
Un pourcentage plus élevé de neurones corticaux ayant une élongation dendritique irréguliere,
avec 1’apparition de boucles, est observé dans des cultures issues cette souris par rapport a des
neurones de souris sauvage. Ce « curling phénotype », comme 1’ont baptisé les auteurs, se
retrouve également chez les souris CRMP1 KO. Chez les doubles mutants CRMP2 KI CRMP1
KO une augmentation plus importante du nombre de ces dendrites est remarquée par rapport
aux simples mutants CRMP2 Kl et CRMP1 KO. In vivo I’étude des neurones pyramidaux de la
couche V du cortex a montré des résultats allant dans le méme sens que ceux observés en
culture. Les souris CRMP2 KI CRMP1 KO présentent, au niveau de cette région du cerveau,
des neurones arborant plus de dendrites primaires ainsi qu’une orientation de celles-Ci, au sein
de la couche V, altérée par rapport aux souris sauvages mais également par rapport aux simples
mutants CRMP1 KO et CRMP2 KI chez qui le défaut est moins fort. Les auteurs concluent que
le phénotype observé chez le double mutant ne résulte pas seulement des effets additionnés de
I’absence de CRMP1 et de la présence d’une protéine CRMP2 phosphomimétique, mais que
CRMP1 et CRMP2, via sa phosphorylation, ont un effet synergique sur le développement et
I’organisation des dendrites du cortex (Yamashita et al., 2012). La méme équipe s’est ensuite
intéressee au role de ces protéines dans la signalisation Sema3A qui est impliquée dans la
morphogénése dendritique. Chez les souris Sema3A KO, la longueur des dendrites basales des
neurones pyramidaux de la couche 5 est diminuée par rapport aux souris contréles (Makihara
et al., 2016). Le méme phénotype est retrouvé chez les souris CRMP1 KO, chez les double
hétérozygotes CRMP1+-Sema3A+- ainsi que chez les doubles héterozygotes CRMP2+-Sema3A+-
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mais pas chez les animaux CRMP2 KO ou CRMP1+CRMP2+, Les mémes animaux que ceux
ayant des modifications de la longueur des dendrites présentent également une diminution de
la densité des épines dendritiques, a la différence prés que ce parametre-la est aussi modifié
chez les souris CRMP2 KO. Ces résultats montrent I'existence d’une interaction génétique entre
Sema3A et CRMP1 ainsi qu’entre Sema3A et CRMP2 dans la régulation de la maturation et la
configuration des épines dendritiques mais que 1’action respective de CRMP1 et CRMP2 passe
par des voies distinctes (Makihara et al., 2016). Chez les souris CRMP4 KO, une perturbation
de la ramification des dendrites des neurones pyramidaux du cortex avec une augmentation de
leur longueur et du nombre d’intersection ainsi qu’une modification de leur orientation est
observée (Takaya et al., 2017). Ces résultats rejoignent ceux obtenus et décrits plus haut pour
les souris CRMP1 KO, cependant, contrairement a CRMP1, le r6le de CRMP4 dans le
développement des dendrites dans le cortex ne semble pas étre lié a la Sema3A (Takaya et al.,
2017; Yamashita et al., 2012). L’absence de CRMP1 ou de CRMP4 induit également
augmentation de la proportion de neurones pyramidaux de la CA1 de I’hippocampe, qui, par
rapport a des neurones sauvages, présentent une bifurcation distale de leurs dendrites (Niisato
et al., 2012; Takaya et al., 2017). Le double mutant CRMP4 KO/CRMP1 KO affiche des
défauts de méme type mais son phénotype est plus severe que celui observé chez les simples
mutants CRMP4 KO ou CRMP1 KO. Bien que ces résultats semblent amener aux mémes
conclusions que celles de 1’étude de Yamashita sur le role de CRMP1 et CRMP2, a savoir qu'un
phénotype plus drastique chez un double mutant par rapport a ce qui peut étre observé chez les
deux simples mutants tend a montrer un effet synergique des deux protéines en question,
Takaya et al. concluent que CRMP1 et CRMP4 ont des roles redondants dans I’établissement
des dendrites (Takaya et al., 2017; Yamashita et al., 2012). CRMP4 a aussi été impliquée dans
la bifurcation des dendrites dans I’hippocampe. L’absence de CRMP4 n’impacte pas
1’¢longation basale (en I’absence de toute molécule de guidage) de dendrites de I'hippocampe,
en revanche, les neurones de cette région CRMP4 KO ne voient plus leur croissance stimulée
par la présence de Sema3A. CRMP4 a donc elle aussi été impliquée dans la régulation de la
bifurcation des dendrites apicales des neurones de 1’hippocampe mais son absence n’impacte
pas I’¢élongation basale des dendrites dans des cultures de neurones provenant de cette région
du cerveau. En revanche les auteurs ont noté une absence de réponse des neurones
hippocampaux CRMP4 KO a une stimulation de la croissance des dendrites et du nombre de
branchements par la Sema3A (Niisato et al.,, 2012). Ces observations peuvent paraitre
contradictoires au regard des résultats de Takaya faisant état de 1’absence de lien entre CRMP4

et la sema3A dans le développement des dendrites des neurones corticaux. Cependant, ces
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résultats peuvent suggérer que CRMP4 pourraient en realité avoir deux roles distincts dans le
développement des dendrites, 1’un en lien avec la Sema3A et ’autre non (Niisato et al., 2012).
L’année suivante les mémes auteurs publient une étude similaire dans laquelle ils regardent
cette fois-ci I’impact de la présence de CRMP2 phosphomimétique combinée a I’absence de
CRMP4. Ces souris CRMP2 KI/CRMP4 KO présentent des défauts accrus de 1’organisation
des bifurcations dendrites par rapport a ceux observes chez les CRMP4 KO (Niisato et al., 2012,
2013). In vivo, la mutation phosphomimétique de la souris CRMP2 KI seule n’impacte pas le
développement des dendrites de I’hippocampe, en revanche in vitro la présence de CRMP2
phosphomimétique dans les neurones en culture induit une augmentation de la longueur totale
des dendrites et du nombres de branchements par rapport au controle. Ce mutant CRMP2 K
inverse également la réponse des neurones a la sema3A, puisque 1’ajout de cette molécule
engendre une diminution de la taille des dendrites et de leurs ramifications a I’opposé de ce qui

est observable chez le contrdle. Ces effets sont accentués chez le double mutant CRMP2

KI/CRMP4 KO (Niisato et al., 2013).

Cortex neurones pyramidaux couche V

Cortex signalisation Sema3A

Hippocampe neurones pyramidaux CA1

Hippocampe signalisation Sema3A

augmentation du nombre de dendrites
primaires et défauts d'orientation au sein
de la couche V

augmentation de la longueur et du
branchement des dendrites in vitro

CRMP1 KO "curling phénotype" diminution de la longueur des bifurcation distale des dendrites
augmentation du nombre de dendrites dendrites basales et de la densité
primaires et défauts d'orientation au sein des épines dendritiques
de la couche V
CRMP2KI “curling phénotype" pas d'impact in vivo inversion de l'effet de la Sema3A:

diminution de la longueur et du
branchement des dendrites

CRMP1 KO/CRMP2 K1

“curling phénotype"

augmentation du nombre de dendrites
primaires et défauts d'orientation au sein
de la couche V +++

CRMP1+/- Sema3A +/-

diminution de la longueur des
dendrites basales et de la densité
des épines dendritiques

CRMP2+/- Sema3A +/-

diminution de la longueur des
dendrites basales et de la densité
des épines dendritiques

branchement des dendrites

des dendrites
bifurcation distale des dendrites

CRMP2 KO diminution de la densité des épines
dendritiques
CRMP4 KO augmentation de la longueur et du pas de lien pas d'impact sur I'élongation basale blocage de la stimulation de la croissance

et de la ramification des dendrites

CRMP1 KO/CRMP4 KO

bifurcation distale des dendrites +++

CRMP2 KI/CRMP4 KO

bifurcation distale des dendrites +++

inversion de l'effet de la Sema3A:
diminution de la longueur et du
branchement des dendrites +++

CRMP1 KO/CRMP2 K1
/CRMP4 KO

"curling phénotype"

défaut de migration des neurones pyramiaux

défaut de migration des neurones de la CA1

Figure 16 : Tableau synthétisant les résultats des articles Yamashita et al. 2012, Makiara et al. 2016, Takaya et al.
2017, Niisato et al. 2012, 2013 et Yamazaki et al. 2021, traitant des roles des CRMP dans le développement et
DPorganisation des dendrites dans le cortex et I’hippocampe
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D’autres travaux se sont penchés sur la caractérisation des similitudes et des différences entre
les roles joués par les CRMP non plus au niveau des dendrites mais dans le cone de croissance
et I’axone. CRMP2 et CRMP1 ont toutes les deux étaient retrouvées au niveau du cone de
croissance mais localisées dans régions différentes. CRMPL1 est située dans le domaine
périphérique (Figure 1), colocalisée avec actine alors que CRMP2 est présente plutdt dans
domaine central (Figure 1), riche en microtubules. L’inactivation focale localisée au cone de
croissance de CRMP1 diminue la taille de cette structure et modifie sa morphologie, ce qui
n’est pas observé en 1’absence de CRMP2. De plus, I’inhibition de CRMP1 ou CRMP?2 induit
une rotation du céne de croissance dans des directions opposées. En revanche I'absence de I'une
ou ’autre de ces deux CRMP bloque la croissance neuritique. Les auteurs concluent que si ces
deux protéines sont impliquées dans le comportement du cone de croissance, le réle de CRMP1
passerait plutdt par une modulation du cytosquelette d’actine alors CRMP2 régulerait les
microtubules (Higurashi et al., 2012). Contrairement a CRMP2 et CRMP1, CRMP2 et CRMP4
sont colocalisées dans le cone de croissance. L’inhibition de CRMP4 induit, comme I’inhibition
de CRMP1, le rétrécissement de la surface du cone de croissance et inhibe la croissance axonale.
Les auteurs montrent que ces défauts sont accentués lorsque 1’absence de CRMP2 est couplée
a celle de CRMP4. La surexpression de CRMP2 permet de compenser 1’absence de CRMP4 et
de restaurer la morphologie du cone de croissance ainsi que 1’induction de la croissance
axonale, bien que cet effet ne soit que partiel. A I’inverse, une surexpression de CRMP4
associée a une inhibition de CRMP2 n’induit pas une augmentation de la taille du cone de
croissance, comme il est possible de 1’observer lors d’une surexpression de CRMP4 seule, mais
restaure le phénotype contréle. CRMP4 et CRMP2 semblent avoir des rbles qui se rejoignent
et peuvent se compenser, du moins partiellement, dans la régulation du développement du céne
de croissance et des axones (Tan et al., 2015). Enfin, les souris CRMP1 KO/CRMP2
KI/CRMP4 KO présentent des perturbations de la migration cellulaire entrainant des altérations
de I’organisation du cortex et de I’hippocampe qui n’avaient pas été observées chez les souris

arborant des mutations pour une ou deux de ces protéines seulement (Yamazaki et al., 2021).
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Localisation dans le cone de croissance Inhibition Surexpression
CRMP1 domaine périphérique, diminution de la taille du cone de croissance
colocalisation avecI'actine et modification de sa morphologie

rotation du cdne de croissance dans la direction
opposée a larégion ol est excercée I'inhibition
blocage de la croissance neuritique

CRMP2 domaine central, rotation du cone de croissance dans la direction [restauration de la morphologie du cone de
colocalisation avec les microtubules de larégion ou est excercé l'inhibition croissance induite par |'absence de CRMP4
blocage de la croissance neuritique
CRMP4 domaine central, diminution de la taille du cone de croissance augmentation de la taille du céne de croissance
colocalisation avec les microtubules et modification de sa morphologie sauf si couplée al'inhibition de CRMP2

blocage de la croissance axonale

Figure 17 : Tableau synthétisant les articles Higurashi et al. 2012 et Tan et al. 2015 portant sur le role des
CRMP dans la régulation de la morphologie du cbne de croissance

Enfin une colocalisation de CRMP1, CRMP2 et CRMP4 a été observée dans les cellules de
Purkinje du cervelet. Les souris CRMP2 KI/CRMP1 KO/CRMP4 KO arborent une migration
et un alignement anormal de ces cellules au cours du développement plus drastique que le
phénotype observé chez les simples mutants ou chez les souris présentant des combinaisons de
double mutation. Ces défauts neuroanatomiques sont corrélés avec des défauts de coordination
motrice. Les auteurs concluent qu’il existe un phénomeéne de redondance entre les différentes

CRMP dans ces mécanismes (Yamazaki et al., 2020).

Les CRMP1, CRMP2 et CRMP4 semblent donc pouvoir jouer des roles similaires, I’inhibition
de I’'une pouvant étre compensée par la surexpression d’une autre isoforme et 1’absence de
plusieurs CRMP conduisant a des phénotypes plus drastiques que ce qui peut étre observé
lorsque seule une isoforme n’est pas exprimée. Cependant, suivant le type de neurones ou le
mécanisme observe, s’il s’agit du développement du cone de croissance ou de celui des
dendrites ou encore s’il s’agit de caractériser 1’effet d’'une CRMP par rapport a une signalisation

Sema3A, des spécificités apparaissent entre les différents membres de cette famille.

V. 4. 2. 6. Régénération axonale

Outre dans ces mécanismes développementaux, les CRMP ont plus récemment été retrouvées
mises en jeu dans des phénomeénes faisant suite a une lésion au niveau du systeme nerveux
central ou périphérique. Une augmentation de I’expression de CRMP1 et 2 apres une affection
d’un nerf moteur cranien, le nerf hypoglosse a été constatée. La protéine CRMP2 nouvellement
synthétisée est transportée a extrémité distal de 1’axone 1és€, et une surexpression CRMP2
promeut la régénération (Suzuki et al., 2003). CRMP4 a, elle aussi, été impliquée dans ce

mécanisme mais pour le nerf sciatique. La stimulation de son expression est induite par le CTNF
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(Ciliary Neurotrophic Factor), un facteur essentiel pour la survie et la régénération axonale
apres une altération au niveau du systeme nerveux périphérique (Jang et al., 2010). Plus
récemment, une étude a montré que CRMP4 jouait en realité un double rle dans les
mécanismes faisant suite a une lésion. En effet, elle serait nécessaire a la fois pour la
régénération de I’axone mais elle serait également impliquée dans la dégénérescence du

segment distal détaché, via son clivage par la calpaine (Girouard et al., 2020).

A D'inverse, dans le systéme nerveux central pour lequel la régénération est entravée par les
propriétés intrinseques qui le constituent mais également par des facteurs extrinseques,
certaines CRMP agiraient en bloquant la repousse neuronale. Une étude récente a permis de
montrer que, dans des neurones corticaux, la présence du facteur extrinséque Nogo-A induisait
une interaction entre son récepteur NgR1, la PIXA2 et CRMP2 et a terme le blocage de la
régeénération suite a une lésion (Sekine et al., 2019). Comme pour la croissance axonale, il a été
montré que différents mécanismes touchant a la régénération et impliquant les CRMP sont
dépendant de la phosphorylation/déphosphorylation de celles-ci. En effet, CRMP2 par exemple,
est phosphorylée par la ROCK sur la thréonine 555, en aval d’une signalisation induite
par MAG (Myelin-Associated Glycoprotein) ou Nogo qui sont des inhibiteurs de la
régénération associés a la myéline (MALI), des facteurs extrinseques aux neurones sécrété apres
une lésion au niveau du systéme nerveux central (Figure 18). L’expression de CRMP2 non-
phosphorylable au niveau de ce résidu bloquerait I’effet inhibiteur de MAG sur I’élongation des
neurites sur des neurones du cervelet en culture. Les auteurs suggérent que la phosphorylation
de CRMP2 pourrait induire son inactivation et I’empécher ainsi de favoriser 1’assemblage des
microtubules, un processus nécessaire a la régénération axonale (Mimura et al., 2006). Une
autre étude a mis en évidence un mécanisme similaire initié par un autre type d’inhibiteur de la
croissance, 1’anticorps anti-ganglioside impliqué dans des neuropathies immunes, passant lui
aussi par la voie RhoA/ROCK et par la phosphorylation de CRMP2 (Rozés Salvador et al.,
2016). Apres une lésion I’inactivation de la voie GSK3B-CRMP-2 dans des souris dont
Iactivité de la GSK3 B est inhibée, améliore la régénération des axones a travers la cicatrice
gliale via une augmentation de la vitesse de croissance des microtubules (Liz et al., 2014). Outre
la régulation de la régénération a proprement parler CRMP2 a récemment été impliquée dans
le phénomeéne de degénérescence aigué des axones suite a une lésion via son clivage pour la
calpaine, comme cela avait été observé pour CRMP4 dans le systeme nerveux périphérique
(Girouard et al., 2020; J. N. Zhang et al., 2016). CRMP4 a aussi était décrite dans des

signalisations conduisant au blocage de la régénération du systéme nerveux central. En effet,
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MAG voit son action inhibée en 1’absence de CRMP4 mais cette derniére est requise également
pour I’effet protecteur de MAG contre la dégénération axonale (Nagai et al., 2012). L’action de
Nogo est aussi dépendante de CRMP4. En effet Nogo va favoriser I’interaction entre CRMP4
et RhoA et induire un blocage de la repousse des axones aprés une lésion. Ce complexe se forme
au niveau des cones de croissance et inhiberait 1’élongation axonale en agissant potentiellement
sur le cytosquelette d’actine (Alabed et al., 2007b). Les mémes auteurs se sont intéresseés, eux
aussi, quelques années plus tard a la kinase GSK3 et a son implication dans les processus de
régénération. En effet I’interaction entre CRMP4 et RhoA ne peut avoir lieu que si Nogo se lie
a son récepteur, induit la phosphorylation de GSK3p, qui devient inactive et qui n’est plus
capable de phosphoryler CRMP4, conduisant ainsi a une augmentation de la proportion de
CRMP4 non phosphorylée et capable d’interagir avec RhoA (Alabed et al., 2010). Dans ce
contexte de signalisation la, il semble donc, qu’a I’inverse de ce qui a été précédemment décrit
pour CRMP2, ce soit la forme non phosphorylée de CRMP4 qui participe au blocage de la
régénération axonale. Plus récemment, il a ét¢ montré qu’aprés une lésion au niveau de la
moelle épiniére, I’expression de CRMP4 augmentait et qu’a ’inverse chez des souris CRMP4
KO, une régénération des nerfs moteurs et sensitifs était observable (Nagai et al., 2015, 2016).
Dans ces articles, les auteurs mettent en évidence 1I’implication de CRMP4 dans la signalisation
d’une autre famille d’inhibiteurs de la régénération, les CSPG (Chondroitin Sulfate
Proteoglycans). Ce mécanisme passe lui aussi par la GSK3B et la régulation de la

phosphorylation de CRMP4.
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Figure 18 : Représentation schématique du réle joué par CRMP2 et CRMP4 dans l’inhibition de la repousse
neuritique induite par les MAI Nogo et MAG aprés une lésion au niveau du systéme nerveux central
d’aprés Mimura et al. 2006, Alabed et al. 2007 et 2010 et Nagai et al. 2012

Les différents travaux qui viennent d’étre cités tendent a montrer que les CRMP
agissent comme des phosphoprotéines de signalisation modulant [’organisation du
cytosquelette. Les CRMP pourraient faire partie des protéines qui jouent un role dans
l'interaction entre les microtubules et 'actine de par leur capacité a interagir avec 1’un et ’autre,
interaction fondamentale pour de nombreux processus cellulaires, tels que la motilité cellulaire,
le guidage des cOnes de croissance, la croissance et la rétraction des neurites (voir partie motilité

cone de croissance) (Tan et al., 2015).

IV.4.2.7. Les CRMP et la régulation des courants ioniques

En dehors de leurs réles dans des processus de morphogénese neuronale et de régénération, les

CRMP peuvent également participer a la transmission synaptique et a la plasticité neuronale.

Les canaux calciques CaV2.2 constituent la principale source d’afflux de calcium nécessaire
au relargage de neurotransmetteur au niveau des synapses immatures du SNC. CRMP2 se lie a
ces canaux Vvia trois séquences CBD (CaV Binding Domains) correspondant aux acides aminés
94 a 166, 212 a 297 et 479 a 500, liaison qui dépend de la phosphorylation de CRMP2 par la
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kinase Cdk5 (Brittain et al., 2009, 2012). Cette interaction est impliquée dans 1’augmentation
de I’expression de surface des CaV2.2., amplifiant la densité des courants calciques
présynaptiques, couplée a un relargage accru de neurotransmetteur et induisant une
augmentation de la taille du bouton présynaptique (Brittain et al., 2009; Chi et al., 2009). A
I’inverse de ce qui a ét¢ montré pour la phosphorylation, la SUMOylation de CRMP?2 induirait
le blocage de I’afflux de calcium (Ju et al., 2013). Les auteurs suggérent que ces deux
modifications post-traductionnelles pourraient agir comme un « switch moléculaire » régulant
la liaison de CRMP2 avec les CaV2.2. Cependant il a également été montré par la suite que la
SUMOylation de CRMP2 ne peut avoir lieu sans une phosphorylation préalable de la protéine
par Cdk5 (Figure 19) (Dustrude et al., 2016). Les canaux CaV2.2 ont été retrouvés dans des
phénomeénes de douleur chronique suite a des lésions nerveuses ou a certains traitements anti-
cancéreux. L’utilisation d’un peptide correspondant aux domaines CBD de CRMP2 et bloquant
I’interaction de la CRMP2 endogéne avec les CaV2.2 a permis d’observer une diminution
significative des courants calciques, une diminution du relargage de neurotransmetteurs et une
suppression I'nypersensibilité neuropathique (Brittain et al., 2011). CRMP2 est également
capable d’interagir avec un autre type de canal, les canaux sodiques voltages dépendant NaV1.7
responsables de I’excitabilité neuronale et présents au niveau post-synaptique. Cette liaison est
dépendante de la SUMOylation de CRMP2, son blocage empéchant I’interaction de CRMP2
avec les NaV1.7, diminue 1’adressage de ces canaux a la membrane et réduit 1’excitabilité
neuronale (Dustrude et al., 2016; Frangois-Moutal et al., 2018). Ces canaux sodiques étant eux
aussi impliqués dans la nociception, I’¢tude du réle de CRMP2 dans I’adressage des NaV1.7 et
au méme titre que pour celui des CaV2.2, ouvre des perspectives intéressantes pour le traitement
des douleurs chroniques. Récemment une équipe a montré que l'injection intrathécale (au
niveau des méninges) d’un peptide bloquant la SUMOylation de CRMP2 permet de diminuer
chez le rat I'nypersensibilité thermique et mécanique induite par une lésion nerveuse, sans
sédation ni trouble moteur (Francois-Moutal et al., 2018). Une autre isoforme de CRMP,
CRMP1 a été retrouvée colocalisée avec les canaux NaV1.7 dans des neurones de DRG traités
a la Sema3A. La régulation de la croissance dendritique dans ces neurones passe, entre autres,
par le transport rétrograde de la PIXA4, un récepteur de la Sema3A, le long des axones. CRMP1,

via un mécanisme dépendant de sa phosphorylation, est capable de moduler I’activité de ces
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canaux dont dépendant le transport rétrograde induit par la Sema3A (Yamane et al., 2017).

Cdk5

v

CRMP2 — CRMP2-P

CaV2 2
NaVv1.7 Sumo
CRNIIPZ—P—NaV1 7 CRMP2 P CRMP2 P-CaV2.2
Sumo Sumo
l Cav2.2
Augmentation de l'expression de Augmentation de l'expression de
Nav1.7 a la membrane CaV2.2 ala membrane
| v
Augmentation Amplification de la
de |'exatibilité densité des
post-synaptique courants présynaptiques

Figure 19 : Représentation schématique du réle de CRMP2 dans la régulation des courants
ioniques
d’aprés Brittain et al. 2009, Chi et al. 2009, Dustrude et al. 2016 et Franc¢ois-Moutal et al. 2018

Les CRMP ont également été impliquées dans des mécanismes de réponse a des ischémies
cérébrales. Ces phénomeénes sont provoqués par une suractivation des récepteurs NMDA au
glutamate, provoquant une excitotoxicité due & une entrée massive de calcium et conduisant,
entre autres, a une augmentation de I’activité des calpaines. Comme il a été mentionné
précédemment, toutes les isoformes de CRMP sont des substrats de ces enzymes. La
surexpression d’une forme clivée de CRMP2 va permettre de réduire I’expression de surface
de la sous-unité NR2B des récepteurs NMDA, participant ainsi a la capacité des neurones a
acquérir une résistance a la toxicité du glutamate aprés une exposition a ce neurotransmetteur
(Bretinetal., 2006; Kowara et al., 2005). Une autre équipe a montré qu’a I’inverse, la protéolyse
de CRMP2 par la calpaine contribue au phénomene de dégénération et de mort cellulaire induite
par une suractivation des récepteurs NMDA (Zhang et al., 2007). De plus, I’utilisation du
peptide correspondant aux domaines de liaison de CRMP2 aux canaux calciques (CBD) bloque
le clivage par la calpaine de la CRMP2 endogéne et favorise la survie neuronale suite a une

stimulation excitotoxique. Ce peptide induit I’internalisation de la sous-unité NR2B dans les
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épines dendritiques et réduit I’afflux de calcium causée par 1’activation des récepteurs NMDA.
Les auteurs suggérent cependant qu’il n’y aurait pas forcément de lien direct dans leur systéme
entre I’absence de clivage de CRMP2 et la neuroprotection (Brittain et al., 2011). Récemment,
il a été montré que CRMP2 pouvait également interagir avec le domaine extracellulaire des
récepteurs NMDA et jouer le rble de neurotransmetteur atypique en induisant un influx de
calcium. Cependant I’origine de la sécrétion de CRMP2 dans le milieu extracellulaire reste a

démontrer (Castillo et al., 2018; Moutal & Khanna, 2018).

Outre les récepteurs NMDA, CRMP2 serait capable d’interagir avec 1’échangeur de
sodium/calcium (échangeur Na-/Ca>) qui régule le calcium intracytosolique, et de supprimer
son activité via son internalisation. Ces résultats suggérent que CRMP2 jouerait un double role
dans D’atténuation de la dysrégulation du calcium induite par le glutamate en modulant
I’expression a la fois des récepteurs NMDA et de I’échangeur Na+/Ca> (Brustovetsky et al.,
2014).

IV. 4. 2. 8. Les CRMP et le transport axonal

La mise en place de la polarité dans les cellules neuronales, est dépendante de mécanismes de
transport qui vont permettre I’acheminement, a partir du corps cellulaire et via les microtubules,
de matériel nécessaire au développement des dendrites, de 1’axone et du cone de croissance.
CRMP2 régule le transport antérograde des dimeres de tubuline et du complexe Sra-1/WAVE1
qui agit sur le cytosquelette d’actine, en interagissant avec les chaines légeres de la kinésine 1
(Kawano et al., 2005; Kimura et al., 2005). CRMP2 qui est capable de se lier a la dynéine,
bloque I’activité de cette derniére et pourrait permettre son transport antérograde jusqu’au cone
de croissance. L’interaction de CRMP2 avec ces deux moteurs moléculaires se fait via des
régions différentes de la protéine, les séquences correspondant aux acides aminés 110 a 150 et
348 a 440 semblent étre nécessaires a sa liaison avec la dynéine alors que les résidus 440 a 572
sont requis pour la kinésine (Figure 14) (Arimuraetal., 2009). L’interaction kinésine 1/CRMP2
est médiée par la phosphorylation de celle-ci sur la thréonine 555 et une dérégulation de ce
mécanisme a été impliqué dans les altérations du transport observables dans la maladie
d’Alzheimer (Mokhtar et al., 2018). CRMP2 est également capable de se lier, via son extrémité
C-terminale, au moteur moléculaire Kif3 (Kinesin Family Member 3), qui va permettre son

transport au niveau des « bundles » actines pour les stabiliser. Cette interaction est nécessaire
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pour réguler la morphologie des prolongements neuronaux, 1’absence de CRMP2 ou Kif3
conduisant a des phénotypes similaires d’hyper-branchement des neurites (Yoshihara et al.,
2021). Récemment une étude a montré que les CRMP jouaient un role essentiel dans 1’adressage
des mitochondries au niveau de I’axone en stabilisant les microtubules sous forme de fuseau

permettant de servir de « rails » aux kinésines nécessaires au transport (Chen et al., 2021).

IV. 4. 2. 9. Les CRMP dans différentes pathologies cérébrales

Les CRMP ont été impliquées de maniére plus ou moins directe dans différentes pathologies

neurologiques, psychiatriques mais aussi neurodégénératives.

Schizophrénie

La schizophrénie est considérée comme un trouble neurodéveloppemental caractérisé par un
élargissement des ventricules et une diminution du volume du cortex frontal et de I'hippocampe,
avec une réduction de la taille du soma neuronal, un raccourcissement de la longueur des axones
et des dendrites et une perte des épines dans le cortex préfrontal et I'nippocampe (Hall et al.,
2015). CRMP1 a été retenue comme un marqueur de la schizophrénie apres avoir été retrouvée,
en quantité plus importante sous forme insoluble, dans des extraits de cerveaux de patients
schizophrénes. Plusieurs études protéomiques ont identifié également des changements
significatifs des niveaux de CRMP2 dans le cerveau des patients atteints de schizophrénie
(Beasley et al., 2006; Clark et al., 2006; Martins-De-Souza et al., 2010; Pennington et al., 2008).
La réduction de la transcription et de la traduction régulée par mTOR de certaines isoformes de
CRMP2 serait un facteur de risque impliqué dans cette pathologie (Pham et al., 2016). En outre,
deux Single-Nucleotide Polymorphisme du CRMP2 humain ont été associés a une susceptibilité
accrue de développer la maladie (Lee et al., 2015). La régulation de I’expression de CRMP4
par miR-132, un microARN non-codant essentiel au neurodéveloppement et aux processus
neuronaux adultes, est altérée dans les tissus de sujets schizophrénes (Hill et al., 2014; Miller
et al., 2012). La protéine DISC1 (Disrupted in schizophrenia 1), impliquée dans plusieurs
maladies psychiatriques dont la schizophrénie, régule, elle I’expression de CRMP1 et CRMP2.
Les auteurs montrent que 1’absence de DISCI1 induit ’augmentation de la production de
CRMP2 et mettent en relation ce phénomene avec 1’altération de la croissance axonale

constatée dans des neuroblastomes privés de DISC1 (Ramos et al., 2019). Il a également eté
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montré que 1’absence d’une enzyme GLO1 (Glyoxalasel) qui permet de lutter contre le stress
oxydatif (ou stress carbonylé) dans des cellules IPSC (Induced pluripotent stem cells) provenant
de patients atteints de schizophreénie, induisait la formation de CRMP2 hyper-carbonylée. Cette
hypercarbonylation induit la conformation de dimére ou de trimere de maniere irréversible et
perturbe le role de CRMP2 dans 1’assemblage des microtubules et la formation de « bundles »
d’actine. Ces résultats présentent une piste de recherche intéressante pour la compréhension des
phénomeénes induisant la pathogénese de la schizophrénie (Toyoshima et al., 2019). Récemment
la méme équipe a montré dans un modéle de souris Kif+ pour 1’étude de la schizophrénie, que
I’altération de la morphologie des neurones hippocampaux issus de cette souris étaient la
conséquence d’une perturbation du transport de CRMP2 au niveau des bundles d’actine qui
conduisait a ’apparition d’un branchement anormal. Les auteurs montrent en paralléle que
I’utilisation de bétaine (un métabolite anti-stress carbonique) favorise la décarbonylation de
CRMP4 et le «bundling » de I’actine ce qui permet de compenser les effets induits par la
perturbation de 1’expression de Kif chez ces souris (Yoshihara et al., 2021).

Autisme

Récemment, un variant de novo de CRMP4 (S541Y) a été identifié chez un patient atteint de
troubles du spectre de I’autisme (TSA). L’expression de ’homologue de ce géne muté chez la
souris dans des cultures de neurones hippocampaux a conduit a une diminution du branchement
des dendrites, indiquant que cette mutation modifiait le fonctionnement normal de la protéine
(Tsutiya et al., 2017). Les souris CRMP4 KO présentent une hyperactivité des neurones du
bulbe olfactif associée a une altération de la perception des odeurs. Ces résultats ont été mis en
relation avec le fait que de nombreuses personnes atteintes de TSA ont des difficultés a traiter
les informations sensorielles, ce qui souvent se manifeste par une hypersensibilité ou une
hyposensibilité aux stimuli sensoriels (Tsutiya et al., 2016). La souris CRMP4 KO a été
proposée comme modele d’étude de certains phénotypes associés a 1’autisme chez 1’homme

(Ohtani-Kaneko, 2019).

Maladie d’Alzheimer

Le cerveau de patients atteint de la maladie d'Alzheimer se caractérise par un dépét d'amyloides,
la formation de plaques séniles et d'enchevétrements neurofibrillaires, une
hyperphosphorylation des protéines associées aux microtubules dont Tau, et la dégénérescence

de populations neuronales spécifique (Wang et al., 2013). Dés 1998, CRMP2 a été décrite
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comme associée a ces enchevétrements neurofibrillaires dans la maladie d'Alzheimer (Yoshida
etal., 1998). Par la suite, une augmentation anormale de la proportion de CRMP2 phosphorylée
aux niveaux des residus thréonine 509, thréonine 514, sérine 518 et sérine 522 a été mise en
¢vidence chez les malades et dans les mode¢les de rongeurs de la pathologie. L’expression de
CRMP2 non phosphorylée n’était pas altérée de méme que la phosphorylation de CRMP4 dans
le cerveau de patients atteints de cette maladie (Cole et al., 2007; Xing et al., 2016). Une
augmentation de I’activit¢é de ROCK, induite par 1’amyloide-béta (AP) et qui a son tour
phosphoryle CRMP2 également été constatée (Petratos et al., 2008). L hyperphosphorylation
de CRMP2 via ROCK, Cdk5 et GSK3pB induit le blocage de sa capacité a se lier aux
microtubules et pourrait ainsi expliquer les anomalies morphologiques affectant les neurites et
provoquées par 1’accumulation d’AB. L hyperphosphorylation de CRMP2 sur la thréonine 555
perturberait également sa liaison avec la kinésine 1, entrainant des altérations du transport
axonal antérograde dans des modéles murins de la maladie d’ Alzheimer (Mokhtar et al., 2018).
La suppression du site de phosphorylation Cdk5, la sérine 522, de CRMP2 restaure les
déficiences de la LTP et empéche I’apparition de défauts cognitifs et de mémoires induits par
les oligomeres d'AP (Isono et al., 2013). De plus, le blocage de I’interaction entre les récepteurs
NMDA et CRMP2, par I'utilisation d’un peptide dérivé du domaine CBD de CRMP2 R9-
CBD3, a montré des effets protecteurs contre la neurotoxicité induite par I'Ap dans des cellules
de neuroblastomes via I’inhibition de la phosphorylation de CRMP2 et de la voie de
signalisation pPCRMP2/NMDAR2B (Ji et al., 2019). Cette hyperphosphorylation de CRMP2 ne
semble pas étre un trait commun partagé par plusieurs pathologies neurodégénératives mais
bien une caractéristique propre a la maladie d’ Alzheimer (Williamson et al., 2011). Différentes
drogues passant la barriére hématoencéphalique comme la naringenine ou le curcuma, de méme
que utilisation du peptide R9-CBD3 ont montré leur pouvoir inhibiteur sur la phosphorylation
de CRMP2 et semblent étre des pistes de recherche pour le traitement de cette maladie (Ji et al.,
2019; Lawal et al., 2018; Wang et al., 2013).
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Figure 20 : Représentation schématique du role joué par CRMP2 dans la maladie d’Azheimer
d’aprés Quach et al., 2020

V. Radeaux lipidiques

V. 1. Les membranes lipidiques : le concept de mosaique fluide et
I’existence de microdomaines

Le concept de mosaique fluide proposé par Singer et Nicolson en 1972 pour caractériser la
membrane cytoplasmique repose sur un modele selon lequel « les protéines, qui font partie
intégrante de la membrane, sont un ensemble hétérogene de « molécules globulaires » , chacune
disposée dans une structure amphipathique, ¢’est-a-dire avec les groupes ioniques et hautement
polaires faisant saillie de la membrane dans la phase aqueuse et les groupes non polaires
largement enfouis a ’intérieur hydrophobe de la membrane. Ces molécules globulaires sont
partiellement noyées dans une matrice de phospholipides. La majeure partie des phospholipides
est organisée en une bicouche fluide discontinue, bien qu’une petite fraction des lipides puisse
interagir spécifiquement avec les protéines membranaires » (Singer & Nicolson, 1972).
Cependant, des études plus récentes ont conduit a nuancer ce modele et a considérer les lipides
au sein de cette bicouche non plus seulement comme un solvant pour les protéines
membranaires mais comme pouvant s’organiser en domaines distincts et servir de plateformes

de recrutement pour des protéines impliquées dans des événements cellulaires précis, favorisant
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ainsi une efficacité et une spécificité de réponse. Il existerait différents types de domaines
caractérisés par la présence de protéines dominantes comme par exemple la clatherine pour les
puits de clatherine, ou encore par une composition en especes lipidiques particuliéres. En 1997,
Simons et Ikonen suggerent que 1’agrégation dynamique des sphingolipides et du cholestérol
induirait la formation de « radeaux » stables qui se déplaceraient a I’intérieur de la bicouche
fluide (Simons & Ikonen, 1997).

V. 2. Les radeaux lipidiques : définition et évolution du concept

V. 2. 1 Composition des radeaux lipidiques

V. 2.1. 1. Les sphingolipides

Les sphingolipides sont des dérivés du céramide, un lipide impliqué dans de nombreux
mécanismes cellulaires. Les céramides sont synthétisées en sphingolipides au niveau du
réticulum endoplasmique et peuvent ensuite étre transporté vers le Golgi pour devenir des
gangliosides (en particulier, GM1 et GM3). Les GM (ganglioside mono acide sialique), sont
des glycolipides complexes avec de fortes propriétés amphiphiles en raison de leur téte

saccharidique et d’une entité hydrophobe a double queue (le céramide) (Sonnino et al., 2007).

V. 2.1. 2. Le cholestérol

Le cholestérol, autre composant membranaire majeur des radeaux lipidiques, est synthétisé au
dans le réticulum endoplasmique et est ensuite acheminé vers le Golgi ou il se lie aux
sphingolipides ou a des protéines (Samsonov et al., 2001). Ces structures enrichies en
sphingolipides et en cholestérol s’agregent dans le Golgi et génerent des vésicules qui sont

transportées  vers la  membrane  plasmique pour former les  radeaux.

V. 2. 1. 3. Les protéines a ’intérieur des radeaux lipidiques

Le réseau golgien assure €galement le role de station de tri et d’adressage majeure pour les
protéines nouvellement synthétisées. Les protéines liées aux radeaux peuvent étre de deux

types, intrinséque ou périphérique. Les protéines « intrinséques » sont situées a ’intérieur de la
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bicouche grace a un segment hydrophobe. C’est le cas de protéines palmitoylées et myristoylées
comme les flotilines, les kinases Src, et les cavéolines liant le cholestérol (Anderson, 1998;
Head et al., 2014; Kwiatkowska et al., 2020; Solis et al., 2007). Les protéines dites
« périphérigues » ne sont, elles, pas localisées directement a I’intérieur de la bicouche lipidique
mais reliées a la membrane par des interactions avec des protéines intrinséques ou par des
interactions avec les tétes polaires des lipides. Les radeaux sont particulierement enrichis en
protéines qui s’ancrent a la membrane au niveau de la face exoplasmique via une ancre GPI
(glycosylphosphatidylinositol). 1l a été montré que les protéines a ancre GPI étaient exprimées
en majorité au pole apical de plusieurs lignées de cellules épithéliales polarisées (Lisanti et al.,
1988) et que ces protéines étaient vraisemblablement adressees a la membrane plasmique de
maniére couplée avec des groupes de sphingolipides et des microdomaines riches en cholestérol
(van Meer & Simons, 1988). Ces associations protéines-lipides se font au niveau du Golgi et
sont résistantes a I’utilisation de détergents (D. A. Brown & Rose, 1992). D’autre part, il a été
montré que le transport apical dans les cellules épithéliales est trés sensible a I’appauvrissement
en cholestérol ou blocage de la synthése de sphingolipides (Hansen et al., 2000). Ces différents
points ont contribué a la fois a 1’émergence du concept des radeaux lipidiques et a la mise en
¢vidence de leur implication dans le transport et 1’adressage de protéines spécifiques a la

membrane (Surma et al., 2012).

V. 2. 2. Vers une définition plus précise des radeaux lipidiques

Ce nouveau concept de radeaux lipidiques eu beaucoup de succes et entraina la publication de
nombreux papiers dans les années qui suivirent, la majorité des protéines membranaires étant
décrite comme associées a ces radeaux, conduisant a I’idée que la membrane plasmique serait
un radeau géant, ponctué ca et la par de petits domaines de caractére non-radeau (Gofi,
2019). Cet engouement rendit nécessaire 1’établissement d’une définition plus fine et plus
restrictive de ce qui pouvait étre considéré comme radeau lipidique a proprement parler et
certains aspects du modele de Singer et Nicolson ont été discutés. En effet, initialement le
principe de formation des radeaux était basé sur 1’interaction lipides-lipides et supposait que les
protéines venaient ensuite s’insérer dans un environnement lipidique déja existant. Ce modeéle
a quelques peu évolué pour tenir compte des interactions lipides-protéines et protéines-
protéines dans la formation des radeaux lipidiques. Certains lipides spécifiques s’associeraient

avec les protéines adressées aux microdomaines membranaires formant autour de celles-ci une
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enveloppe lipidique et leur permettant ensuite de se regrouper entre elles pour former ces
radeaux (Anderson & Jacobson, 2002). A partir de 2006, la taille de ces rafts - notion qui n’avait
pas été abordée par la premiére définition de 1997 - est discutee. 1l est considéré désormais que
les rafts font entre 10 et 200 nm méme s’il est possible que de petits rafts puissent parfois étre
stabilisés et interagir entre eux pour former de plus grandes plateformes (Pike, 2006).
Actuellement, les radeaux membranaires sont définis le plus souvent comme des « assemblages
dynamiques de stérols a 1’échelle nanométrique, enrichis en sphingolipides et en protéines
spécifiques, dans lesquels 1’état de repos métastable peut étre modifi¢é par 1’intervention
d’interactions lipides — lipides, protéines — lipides et protéines spécifiques — protéines
specifiques » (Simons & Sampaio, 2011). Mais la encore, méme si cette définition se veut plus
précise que celles qui avaient été proposées précédemment, elle est toujours sujette a débat et
trés dépendante de 1’angle sous lequel les chercheurs se placent pour caractériser ces radeaux.
En effet si les « biocellularistes » sont plus concentrés sur leur réle et leur fonction dans les
voies biologiques, les biophysiciens eux s’intéressent davantage a la composition exacte et la
simulation mathématique du comportement de ces domaines, entrainant parfois des divergences
de point de vue quant a ce qu’il est possible de considérer comme des radeaux lipidiques (Gofii,

2019; Levental et al., 2020).

V. 2. 3. Les cavéoles, des radeaux lipidiques particuliers

Il existe des structures membranaires apparentées aux radeaux lipidiques appelées cavéoles du
fait de la présence de la protéine cavéoline a I’intérieur de ces domaines. La plupart des
chercheurs se sont accordés sur le fait que les cavéoles avaient une constitution lipidique
semblable & celle des radeaux : elles sont riches en sphingolipides ainsi qu’en cholestérol,
résistent aux détergents et sont retrouvées dans les fractions de faibles densités a I’intérieur des
gradients de sucrose (Anderson, 1998; Fielding & Fielding, n.d.). Pike, en 2004 a proposé que
les cavéoles soient considérées comme un sous-ensemble de radeaux et cette classification est
encore acceptée aujourd’hui (Pike, 2004). Une propriété importante des cavéoles, non partagée
avec les autres radeaux, est qu’elles sont clairement visibles et leurs limites reconnaissables en
microscopie électronique, 1’outil qui a conduit a leur découverte. De plus a la différence des
radeaux « classiques » trés dynamiques, les cavéoles seraient des radeaux pré-veésiculaires tres
stables. De nombreux articles ont été consacrés a ces structures et a leur role essentiel dans

I’endocytose et le transport vésiculaire. Dans la suite du développement de cette introduction
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nous avons choisi de citer sans distinction les études faisant référence aux radeaux lipidiques

en général et celles touchant spécifiquement aux cavéoles.

V. 3. Mise en évidence et isolement des microdomaines
membranaires

V. 3. 1. Méthodes utilisant des détergents

La méthode communément utilisée pour isoler les radeaux lipidiques du reste de la membrane
plasmique repose sur ’utilisation de détergent non ionique (Brown & London, 2000; Brown &
Rose, 1992). Les radeaux lipidiques peuvent étre caractérisés comme résistants a 1% de Triton
X-100 a froid et situés dans la région a I’interface 5-30% du gradient de sucrose obtenu a partir
de cellules ou de membranes isolées traitées avec ce détergent. Ces domaines riches en
cholestérol et en sphingolipides se localisent en effet dans les fractions de basse densité alors
que le matériel soluble, de densité plus grande, va étre retrouvé au bas du gradient. D’autres
détergents ont également été utilisés pour solubiliser les membranes comme le Brij 98, le lubrol
WX, le Tween 20 et la composition lipidique des fractions membranaires résistantes a chacun
d’entre eux était différente et ne correspondaient pas non plus a celle obtenue par I’utilisation
du Triton X-100. Ces variations ont été interprétées comme étant dues aux différences de
sélectivité de ces détergents pour certains lipides et ont conduit a I’hypothése d’une coexistence
possible de sous-types de radeaux lipidiques pouvant avoir des fonctions biologiques
différentes (Pike, 2004). Cependant cette technique d’extraction des radeaux lipidiques
demeure largement débattue (Munro, 2003). En effet pour certains, les régions membranaires
isolées a l’aide de détergent sont seulement qualifiables de DRM (Detergent Resistant
Membrane) mais il n’est pas possible d’affirmer avec certitude que ce sont des radeaux
lipidiques. Outre le type de détergent choisi, la concentration a laquelle il sera utilisé et la
quantité de matériel biologique de départ pour réaliser I’extraction vont énormément influencer
sa capacité a solubiliser des domaines lipidiques particuliers. De plus, lors du processus de
solubilisation par les détergents, des réarrangements non physiologiques sont susceptibles
d’avoir lieu et il est possible que les DRM représentent en partie une agrégation de la membrane
consécutive au traitement et a la lyse des cellules et qu’ils ne soient pas directement reliables

aux radeaux natifs (Sot et al., 2002).
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V. 3. 2. Méthodes utilisant la déplétion du cholesteérol

Il est possible d’utiliser une approche différente de celle décrite précédemment mais
complémentaire, qui consiste a réaliser la déplétion du cholestérol, un constituant majeur des
radeaux lipidiques. Ces méthodes ne permettent pas d’isoler les radeaux mais peuvent Servir
néanmoins a confirmer I’association de protéines avec ces domaines particuliers et de
déterminer I’implication de ces radeaux dans certains processus cellulaires. Il existe plusieurs
types de molécules capables d’agir sur le cholestérol de différentes fagons. La Filipine, par
exemple va séquestrer le cholestérol, perturbant ainsi la dynamique des radeaux alors que la
Méthyl-B-cyclodextrine va 1’extraire des membranes (Gimpl & Gehrig-Burger, 2007, 2011,
Keller & Simons, 1998). Les radeaux lipidiques étant des domaines particuliérement riches en
cholestérol, ils vont étre la cible premiére de ses molécules. Cependant, celles-ci peuvent
s’attaquer a la membrane plasmique en générale, dont le cholestérol est aussi un constituant. |l
convient donc d’essayer de maitriser au mieux différents parameétres tels que le temps
d’incubation ou encore la concentration du composé suivant le type cellulaire sur lequel il est
testé, lors de I’'utilisation de la Méthyl-B-cyclodextrine par exemple. Ces précautions sont
nécessaires pour pouvoir ensuite affirmer que si des changements biologiques sont observés
suite a son utilisation, ceux-ci sont bien dus a une altération spécifique des radeaux et non pas
a des modifications touchant la membrane plasmique dans son ensemble (Gimpl & Gehrig-
Burger, 2011)

V. 3. 3. Etude des radeaux lipidiques dans des membranes de cellules
intactes

L’utilisation de détergents ou d’autres molécules comme celles citées précédemment pour
I’¢étude des rafts possede 1I’inconvénient de pouvoir fortement perturber 1’organisation naturelle
des radeaux lipidiques voire de la membrane plasmique en général. Il peut donc s’avérer
pertinent d’utiliser aussi des méthodes moins délétéres et un peu plus directes pour étudier les
radeaux lipidiques. Dés les premieres publications sur les radeaux lipidiques, la difficulté a
visualiser ces petites structures transitoires a été soulevée (Simons & lIkonen, 1997). Depuis
lors, une dizaine d’approches expérimentales différentes ont été essayées pour la détection de
radeaux et pour 1’é¢tude de 1’organisation des membranes en général, comme par exemple la

microscopie électronique, le FRAP (Fluorescence recovery after photobleaching), le FRET
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(Fluorescence resonance energy transfert), le FLIM (Fluorescence lifetime imaging
microscopy), le STP (single particle tracking) (van Zanten & Mayor, 2015). Il reste cependant
encore des améliorations a apporter a ces techniques pour pouvoir atteindre la résolution
spatiale et temporelle permettant la visualisation concluante de ses structures.Dans une revue
récente les auteurs ont conclu que la détection directe de ces domaines insaisissables dans les
membranes cellulaires, tout en restant difficile, peut étre a portée de main (Sezgin et al., 2017).
En effet, le développement de la microscopie a super-résolution a permis d'observer les radeaux
lipidiques dans divers types de cellules, ce qui a contribué a I'acceptation plus large de ce
concept (Hartley et al., 2015; Nozumi et al., 2017; Schlegel et al., 2019). En attendant la
démocratisation de ces techniques, il est possible d’observer les radeaux lipidiques en
microscopie a fluorescence via des expériences de pontage consistant a utiliser des anticorps
dirigés contre des protéines présentes dans les radeaux, ce qui permet de regrouper ceux-ci en

« clusters » de taille plus importante (Harder et al., 1998).

V. 4. Roles des radeaux lipidiques dans differents mécanismes
cellulaires

Comme il a été précisé plus t6t dans cette introduction, les radeaux lipidiques ont commence a
étre étudiés a travers leur implication dans le transport et I’exocytose (voir partie « Les radeaux
lipidiques : définition et évolution du concept ») et il existe aujourd’hui une trés grande quantité
d’articles traitant de leur réle dans ces mécanismes cellulaires. De méme, un nombre important
de protéines prenant part a plusieurs cascades de signalisation permettant d’assurer des
fonctions cellulaires essentielles ont été localisées au niveau des radeaux lipidiques. |l serait
long, fastidieux et peu judicieux de recenser et de décrire ici tous les mécanismes cellulaires
faisant intervenir ces domaines membranaires spécifiques. A ce titre, nous avons fait le choix
de nous concentrer, la plupart du temps, sur des études réalisées dans des cellules du systéme
nerveux. Certaines fonctions sont bien évidemment communes a tous les types cellulaires,
cependant il existe des mécanismes spécifiques aux neurones et aux autres cellules du systéme
nerveux dans lesquels les radeaux lipidiques jouent un role prépondérant et essentiel (Korade
& Kenworthy, 2008; Tsui-Pierchala et al., 2002).
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V. 4. 1. Radeaux lipidiques et trafic intracellulaire du Golgi a la membrane
plasmique

La gaine de myéline synthétisee par les oligodendrocytes isole les axones du systeme nerveux
central et est un sous-domaine spécialisé de la membrane plasmique, contenant une composition
particuliére de protéines et de lipides. Une étude a permis de montrer que ’adressage de
protéines & ancre GPI au niveau de la gaine de myéline au cours de la maturation des
oligodendrocytes, était régulée par des domaines riches en cholestérol et en sphingolipides
résistants au détergent (Kramer et al., 1999).

Des résultats présentant I’existence d’un mécanisme similaire dans des neurones d’hippocampe
ont été publiés par la suite (Um & Ko, 2017). La localisation axonale de la protéine Thy-1
dépend de son association avec des radeaux lipidiques et que ceux-ci pourraient donc permettre
I’adressage dans les neurones de protéines au niveau de compartiments membranaires
particuliers (Ledesma et al., 1998). Plus récemment, il a été montré que les radeaux lipidiques
contribuent également au trafic des récepteurs aux neurotransmetteurs dans les neurones. Ces
mécanismes seront développés plus en détail dans la partie consacrée au réle de ces domaines

lipidiques dans la transmission synaptique.

V. 4. 2. Radeaux lipidiques et transmission synaptique

Il a été montré que ces domaines membranaires sont particulierement impliqués dans la
transmission synaptique, ¢’est-a-dire le passage du message nerveux d’un neurone a 1’autre. Ils
interviennent dans ce mécanisme en tant que plateforme permettant de moduler la localisation
et ’organisation des canaux ioniques et des récepteurs aux neurotransmetteurs ainsi que le

relargage de ces neurotransmetteurs (Allen et al., 2007).

Les canaux potassiques voltages dépendant Kv1.4 responsables de la propagation du potentiel
d’action le long de I’axone et du relargage de neurotransmetteur sont localisés, au niveau
présynaptique, a I’intérieur de radeaux lipidiques. De méme, les canaux Kv4.2 impliqués eux
dans I’excitabilité de la membrane post-synaptique somatodendritique sont également retrouveés

dans ces domaines spécifiques (Wong & Schlichter, 2004).
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Plusieurs types de recepteurs ionotropes aux neurotransmetteurs sont répartis en groupe au
niveau de la membrane plasmique. Cette distribution est nécessaire a la formation et au maintien
des synapses et il a été montré que pour les récepteurs GABA A (acide y-aminobutyrique),
NMDA (N-méthyl-d-aspartate), et a 1’acétylcholine, les radeaux lipidiques contribuaient a la
fois a la taille et au nombre de ces groupes de récepteurs, indiquant le réle important de ces
domaines pour la transmission synaptique (Hering et al., 2003; D. Zhu et al., 2006). De méme,
les récepteurs NMDA situés dans les radeaux lipidiques seraient a 1’origine de la neurotoxicité,
tandis que les récepteurs NMDA a I’extérieur des radeaux lipidiques sont responsables du
guidage du cbne de croissance médiée par le glutamate (Claudio Frank et al., 2004).
L’oligomérisation des sous-unités des récepteurs NMDA et a 1’acétylcholine module leur
affinité pour 1’agoniste, et leur localisation au sein des radeaux pourrait avoir un role dans
I’orientation et la disponibilité des récepteurs ionotropes pour la formation de multimeres
(Laube et al., 1998). Il a également été montré que la déplétion du cholestérol dans les
membranes de neurones hippocampaux via 1’utilisation de Méthyl-f-cylodextrine bloquait la
LTP (potentialisation a long terme), un mécanisme faisant mettant en jeu les récepteurs AMPA

et NMDA et nécessaire au processus de mémorisation (Frank et al., 2008).

Les radeaux lipidiques pourraient aussi contribuer au trafic de récepteurs ionotropes vers et
depuis la membrane cellulaire. Les cellules appauvries en radeaux ont moins de récepteurs a
I’acétylcholine a leur surface cellulaire, probablement en raison d’un transport altéré du golgi a
la membrane et / ou d’une stabilité membranaire réduite (Pediconi et al., 2004). De méme, la
destruction des radeaux lipidiques réduit la stabilité des récepteurs AMPA de surface, mais
augmente également 1’internalisation des récepteurs non stimulés (Hering et al., 2003). Il a été
démontré que les récepteurs a 1’acétylcholine internalisés se colocalisent avec la cavéoline,
suggérant une voie d’internalisation médiée par les cavéoles, un type de radeaux particulier

(Trinidad & Cohen, 2004).

Les radeaux lipidiques jouent également un réle dans le fonctionnement des récepteurs
métabotropiques couplés aux protéines G (GPCR). La signalisation par les GPCR est complexe,
nécessitant un minimum de trois composants proteiques : un récepteur, une protéine G et un
effecteur de signalisation. Les radeaux lipidiques peuvent influencer la localisation ainsi que
I’internalisation et le trafic intracellulaire de ces composants, modifiant la signalisation
GPCR. Des études indiquent que des complexes stables se forment entre de nombreux GPCR
et protéines G, et entre les protéines G et les effecteurs. Ces résultats s’expliquent par 1’existence

de complexes de signalisation GPCR qui, contrairement a ce qui a été longtemps cru ne
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diffusent pas toujours de maniére aléatoire dans la bicouche lipidique mais sont limités dans
leur mobilité latérale a 1’intérieur la membrane plasmique et sont confinés dans des
microdomaines membranaires (Neubig, 1994). L’endocytose des récepteurs a I’histamine se
fait via les radeaux et la stimulation agoniste des récepteurs de 1’adénosine A1 augmente le pool
de récepteurs dans les radeaux lipidiques, ce qui facilite vraisemblablement leur internalisation

médiée par ces radeaux (Ginés et al., 2001; Self et al., 2005).

Des études ont montré que les domaines enrichis en cholestérol pouvaient également étre
impliqués dans le relargage de neurotransmetteurs. Plusieurs des protéines régulatrices du
complexe SNARE, implique dans la fusion des vésicules synaptiques (syntaxine 1A, syntaxine
3,SNAP-25 et VAMP) ont été localisés par des approches biochimiques dans des radeaux ou
des domaines lipidiques de type radeau. La déplétion en cholestérol altere la libération de
dopamine par les cellules PC12 (cellules neuro-endocriniennes), soutenant 1I’importance des

lipides radeaux dans I’exocytose de neurotransmetteurs (Chamberlain et al., 2001).

V. 4. 3. Radeaux lipidiques et croissance/guidage axonal

V. 4. 3. 1. Survie et Régénération

Il existe dans la littérature différents points de vue, parfois contradictoires, quant au réle des
radeaux lipidiques, et de maniere plus générale du cholestérol, dans les mécanismes liés a

I’apoptose.

Akt, une protéine sérine / thréonine kinase qui joue un rdle important dans la survie cellulaire,
est plus efficacement activé lorsqu’elle est située dans des radeaux lipidiques. La perturbation
de ces domaines a 1’aide de Méthyl-B-Cyclodextrine entraine une altération de la
phosphorylation d’ Akt au niveau de la thréonine 308 et de la sérine 473 et conduit a une baisse
de l’activité Akt (Gao et al., 2008). D’autres kinases comme celles de la famille des PKC
(protein kinases C), impliquées dans la survie cellulaire utilisent elles aussi les radeaux
lipidiques comme plateformes d’activation (George & Wu, 2012). GSK3 B (glycogene synthase
kinase 3 béta), associée a la mort cellulaire par apoptose a été retrouvée accumulée avec la
protéine huntingtine mutante dans les radeaux lipidiques de neurones pré-symptomatiques d’un
modele murin de la maladie de Huntington. Cette localisation contribuerait a la

neurodégénérescence observée dans la maladie de Huntington (Valencia et al., 2010).
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I1 a été également démontré que 1’appauvrissement en cholestérol via 1’utilisation de Méthyl-f-
Cyclodextrine protége les neurones du cervelet de 1’apoptose induite par la voie
CAMP/PKA/CREB (Zhou et al., 2012). De plus, aprés une lésion au niveau du systéme nerveux
central, la destruction des radeaux lipidiques favorise la survie des cellules en bloquant
’association de ces domaines avec la néogénine, un récepteur promouvant 1’apoptose neuronale
(Tassew et al., 2014). Une étude récente a également mis en évidence que le traitement de
neurones hippocampaux avec des molécules altérant la composition des radeaux, et entre autres
la Méthyl-B-Cyclodextrine, favorisaient la régénération ainsi que la croissance axonale
(Rosello-Busquets et al., 2019).

V. 4. 3. 2. Guidage et croissance axonale

Les radeaux lipidiques ont été décrits comme jouant un rdle dans les processus de guidage et
de croissance axonale médiés par différents types de molécules de guidage.
Une des particularités des éphrines est qu'elles sont liées a la membrane plasmique soit par une
ancre GPI, les éphrines A, soit par un domaine transmembranaire pour les éphrines B. Ces
deux classes de molécules de guidage médient des événements de signalisation qui ont lieu dans
des radeaux lipidiques. L’éphrine A5, lorsqu’elle se lie a son récepteur induit une signalisation
reverse compartimentée au niveau de radeaux lipidiques permettant la redistribution de
protéines cytosquelettiques nécessaire pour 1’adhésion cellulaire (Davy et al. 1999). De plus la
rétraction médiée par I’éphrine A5 des axones des cellules ganglionnaires de la rétine implique
une signalisation AMPc (adénosine monophosphate cyclique) dépendante limitée au niveau des
radeaux lipidiques et est indépendante de la modulation de I’AMPc en dehors de ces
microdomaines (Averaimo et al., 2016). Les radeaux lipidiques permettent ici de
compartimenter 1’utilisation d’une molécule impliquée dans de nombreux mécanismes a
I’intérieur une cascade de signalisation bien précise. La liaison de I’éphrine B1 avec son
récepteur induit, via sa queue C-terminale, le recrutement dans des radeaux de protéines
adaptatrices de la famille GRIP (glutamate-receptor-interacting protein). Ces protéines GRIP
vont a leur tour recruter au niveau de ces domaines membranaires une sérine / thréonine kinase
nécessaire a leur phosphorylation, un événement permettant le déclencher une signalisation
inverse, elle-méme nécessaire a la migration cellulaire au cours de la mise en place du systéme

nerveux (Brickner et al., 1999).
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La nétrine-1 exerce un effet attractif sur les cones de croissance des neurones commissuraux
via I’interaction avec son récepteur DCC (Deleted in Colorectal Cancer) (Huber et al., 2003).
Ce récepteur DCC est palmitoylé au niveau de son domaine transmembranaire, lui permettant
d’étre recruté dans les radeaux lipidiques lors de sa liaison avec la nétrine-1. Une mutation du
site de palmitoylation du DCC altére en aval la cascade de signalisation activée par les MAPK
(Mitogen-activated Protein Kinases) (Herincs et al., 2005). De plus ’application de BDNF ou
de Sema3A, ayant respectivement des effets attractifs et répulsifs sur les cones de croissances
de neurones de xénope, induit la relocalisation d’une partie des récepteurs TrkB au BDNF et
des récepteurs neuropiline 1 a la Sema3A a I’intérieur des radeaux (Guirland et al., 2004). Les
traitements pharmacologiques ciblant les lipides constituant les radeaux (cholestérol ou
ganglioside GM1) bloquent ’activation induite par la nétrine-1, le BDNF et la Sema3A de la

voie MAPK et la réorientation des cones de croissance (Guirland et al., 2004).

Enfin, Akt, qui a été cité précédemment pour son réle dans la mort neuronale apoptotique via
sa localisation dans les radeaux, est impliqué aussi dans la croissance axonale. L’utilisation
d’ Akt constitutivement actif, localisée spécifiquement a 1’intérieur des radeaux lipidiques du
cone de croissance permet d’augmenter 1’¢longation des axones de maniere plus importante que
lorsque cette kinase est exprimée de maniére plus ubiquitaire au sein du neurone (Grider et al.,
2009).

V. 4. 3. 3. Adhérence cellulaire

La croissance des neurones dépend également de molécules d’adhérence cellulaire (CAM) et
certaines d’entre elles ont été elles aussi localisées au niveau des rafts. La NCAM140 peut agir
comme un récepteur neuronal qui stimule la croissance des neurites lors de la liaison homophile
NCAM — NCAM. La NCAM140 est palmitoylée au niveau de son domaine cytoplasmique
proche de la membrane plasmique, lui permettant d’étre localisée a I’intérieur des radeaux
lipidiques. La perturbation de cette association via la mutation de ces sites de
palmitoylation diminue I’activation MAPK de la cascade de signalisation en aval et bloque la

stimulation de la croissance axonale (Niethammer et al., 2002).

La L1 et la N-cadhérine, qui appartiennent elles aussi a la famille des CAM, sont situées dans
les radeaux lipidiques. Elles sont impliquées dans la migration et la motilité du céne de
croissance. L’utilisation de techniques particuliéres (microM scale chromophore-assisted laser

inactivation (micro-CALI)) permettant la destruction localisée des radeaux a permis de montrer
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que ces domaines sont impliqués dans le contréle spatial de signaux dérivés de CAM dans les

cones de croissance (Nakai & Kamiguchi, 2002).

Tagl est une protéine d’adhésion cellulaire possédant une ancre GPI lui permettant d’étre
localisée dans les domaines de la membrane cytoplasmique riches en gangliosides. La
localisation de Tag 1 a I’intérieur des radeaux lipidiques est essenticlle dans le guidage et la
croissance neuritique des neurones du cervelet, via 1’activation de la voie Lyn

Kinase(Kamiguchi, 2006; Kasahara et al., 2000).

V. 4. 3. 4. Cytosquelette

Plusieurs études ont mis en évidence les liens étroits existants entre les radeaux lipidiques et le
cytosquelette. Celui-ci serait en effet impliqué dans la formation et le maintien de ces domaines
lipidiques. L’utilisation de drogues inhibant ou au contraire favorisant la formation d’actine F
a permis de montrer que le regroupement de certaines protéines a I’intérieur des radeaux
lipidiques est sensible a la polymérisation de 1’actine(Chichili & Rodgers, 2007). De plus,
I’extraction du cholestérol via I’utilisation de méthyl-béta-cyclodextrine réduit les cométes
d’actine, établissant I’hypothése selon laquelle les radeaux favoriseraient la formation de ces
cometes. Ce mécanisme serait médié par PIP 2, cofacteur de nombreuses protéines ancrant les
filaments d’actine a la membrane plasmique et localisé a I’intérieur des radeaux, et par la
signalisation la voie WASP-Arp2/3(Chichili & Rodgers, 2007; Rozelle et al., 2000). Les études
précédemment citées ont été réalisées dans des cellules du systéme immunitaire mais d’autres
travaux mettent en évidence I’importance de la collaboration du cytosquelette et des radeaux
lipidiques dans un contexte neuronal. La signalisation induite par le GDNF par exemple, est
dépendante de ce mécanisme. Le GDNF (Glial cell-derived neurotrophic factor) agit par
I’intermédiaire du récepteur tyrosine kinase Ret, qui joue un role important dans la
différenciation cellulaire, la survie et la migration au cours du développement embryonnaire.
Des études ont démontré qu’en réponse au GDNF, Ret se transloque vers des microdomaines
membranaires riches en cholestérol et sphingolipides et que cette relocalisation est dépendante
de la polymérisation de I’actine et du remodelage du cytosquelette (Li et al., 2017). D’autres
signalisations font intervenir conjointement les radeaux lipidiques et les microtubules cette fois-
ci. De nombreuses molécules impliquées dans 1’adhésion et le développement des cellules
neuronales contiennent des motifs de type immunoglobuline (Ig). Une équipe a montré qu’une

IgM recombinante humaine était capable de promouvoir la croissance axonale de neurones
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hippocampaux et corticaux en recrutant de la B-tubuline au niveau des radeaux lipidiques et en
servant ainsi d’ancre pour la polymérisation des microtubules (Xu et al., 2011). Ce travail a
permis de mettre en évidence 1’importance du role joué par les radeaux lipidiques pour la

dynamique des microtubules permettant I’élongation des axones.

Les études mentionnées dans deux des parties qui viennent de faire 1’objet d’un développement
(croissance et guidage axonal ; cytosquelette) s’accordent avec la vision selon laquelle les
radeaux lipidiques jouent non seulement le role de plateforme permettant la colocalisation a la
fois de récepteurs de plusieurs types de molécules de guidage et d’effecteurs intracellulaires
impliqués dans différentes signalisations, mais sont également impliqués dans des mécanismes
de régulation du cytosquelette. Ces différents éléments convergent vers 1’idée que les radeaux
lipidiques sont une composante essentielle des processus de guidage et de croissance axonale
au cours du développement. Il nous a donc semblé judicieux de nous intéresser a I’implication
potentielle des radeaux lipidiques dans notre sujet d’étude a savoir le role de CRMP4 dans la

signalisation Sema3E.

V. 4. 3. 5. Radeaux lipidiques et protéines d’intérét

Les protéines sur lesquelles nous travaillons ont, pour certaines, elles aussi été localisées a
I’intérieur des radeaux lipidiques ou impliquées dans des mécanismes cellulaires essentiels dont
I’intégrité¢ était dépendante de ces domaines membranaires. L’utilisation de Métyl-3-
cyclodextrine sur des neurones en culture exprimant CRMP4 induit la redistribution de celle-ci
le long des neurites. De plus CRMP4 a été retrouvée dans des fractions correspondant aux
radeaux apres une extraction au Triton X100 et une centrifugation sur gradient de sucrose
(Rosslenbroich et al., 2003).

Une autre étude a également montré que suite a une ischémie au niveau du cortex, la Nrpl et
des protéines de la famille des CRMP, dont CRMP4 étaient exprimées a I’intérieur des radeaux
lipidiques, suggérant I’importance de ces domaines dans I’intervention conjointe de la NRP1 et
des CRMP en réponse a ce type de lésion (Whitehead et al., 2010). Nous avons précedemment
cité dans cette introduction les travaux de Guirland sur le réle des radeaux lipidiques dans le
guidage des neurones. Ils démontrent I'importance de [D’intégrit¢ de ces domaines
membranaires, a ’intérieur desquels la Nrpl, est présente pour le guidage axonal en réponse a

la Sema3A (Guirland et al., 2004). La PIxAL, qui joue le role de corécepteur avec la Nrpl, est
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incorporée dans les radeaux lipidiques apres une stimulation par la Sema3A (Moretti et al.,
2008).

Pour ce qui est du VEGFR2, sa présence au niveau des cavéoles dans les cellules endothéliales
a été démontrée, elle inhiberait sa phosphorylation et par conséquent son activation (Labrecque
et al., 2003; Zabroski & Nugent, 2021).

Deux des trois protéines membranaires qui constituent le complexe récepteur de la Sema 3E
des neurones du subiculum, ainsi que CRMP4, ont donc été retrouvées, indéependamment les

unes des autres, a I’intérieur des radeaux lipidiques.

V. 5. Controverse

11 existe aujourd’hui dans la littérature de nombreuses publications, dans différents domaines
faisant intervenir de la biologie cellulaire, qui reprennent ce terme de radeaux lipidiques peut
étre de maniere galvaudée aux yeux de certains puristes. De plus méme si depuis sa premiére
formulation en 1997, la définition des radeaux lipidiques a été a la fois enrichie et précisée, elle
est loin aujourd’hui de faire consensus, comme nous ’avons souligné précédemment. De la
méme maniére, certaines méthodes expérimentales utilisées couramment pour visualiser ces
radeaux, les extraire ou encore les détruire sont critiquées et ne font pas I’unanimité quant a
leur efficacité, au sein de la communauté scientifique (Levental et al., 2020). Pour notre part,
notre approche de ces domaines spécifiques s’integre dans un travail plus large portant sur la
compréhension d’une voie de signalisation, allant de la caractérisation du role des acteurs
protéiques impliqués dans ce mécanisme a 1’étude de 1’établissement d’un tract axonal au
niveau du cerveau. Nous avons choisi d’employer pour la suite du développement de cette these
le terme de «domaines membranaires résistants au détergent » (DRM), puisque c’est la
méthode que nous avons pris le parti d’utiliser pour isoler ces régions spécifiques du reste de la
membrane plasmique. Les résultats obtenus au cours de nos différentes expériences sur ces
domaines lipidiques particuliers seront évidemment critiqués dans la discussion et les limites

des conclusions qu’il est possible d’en tirer seront mises en évidence.
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V1. Résumé du projet

Caractérisation du role de CRMP4 dans la voie de signalisation
sémaphorine3E et le développement du fornix

L'un des objectifs des neurosciences est d'élucider les mécanismes moléculaires impliqués dans
la morphogenése neuronale et conduisant & la mise en place de réseaux neuronaux. Au cours
du développement embryonnaire, les neurones établissent entre eux des milliards de connexions
via I’émission de dendrites et d’axones qui vont croitre rapidement grace au cone de croissance
situé a leur extrémité. Cette croissance est finement régulée, par les molécules de guidage
rencontrées par le céne de croissance, mais dépend également du type de récepteurs pour ces
molécules et des effecteurs intracellulaires propres au neurone. Notre laboratoire s’est intéressé
au fornix post-commissural, un tract composé d’un ensemble d’axones de neurones du
subiculum, appartenant a la formation hippocampique, et qui projettent dans les corps
mamillaires de I’hypothalamus. Le fornix post-commissural appartient au systeme limbique et
est impliqué dans la mémoire, la gestion des émotions et la navigation. L’altération de ’intégrité
de cette structure a été associée a des troubles psychiatriques ainsi qu’a des maladies
neurodégénératives. Son développement est contrdlé par la sémaphorine 3E (Sema3E), une
molécule de guidage exerc¢ant un effet attractif sur les neurones du subiculum via un complexe
de récepteurs constitué de la plexine D1 (PIxD1), de la neuropiline 1 (Nrpl) et du VEGFR2. La
liaison de la Sema3E sur la PIxD1 et la transduction du signal via le VEGFR2 induit le
recrutement de la voie PI3K/Akt/GSK3p. Cependant les acteurs responsables, in fine, du
remodelage du cytosquelette, essentiel pour permettre la croissance axonale, restaient a
identifier. Les CRMP1, 2 et 4 ont été caractérisées au départ comme des acteurs de la
signalisation sémaphorine 3A, dans laquelle elles régulent, entre autres, la croissance neuritique
a travers leur capacité a agir sur le cytosquelette. Ces protéines peuvent en effet se lier avec
I’actine et modulent également la dynamique des microtubules via leur
déphosphorylation/phosphorylation par GSK3B dont elles sont un substrat. Ces différents
¢léments tendaient a faire des CRMP des candidats intéressants dont 1I’implication potentielle
dans la signalisation Séma3E méritait d’étre étudiée. Parmi ces trois CRMP, seule 1’absence de
CRMP4 dans des neurones issus du subiculum en culture bloque leur capacité a voir leur
croissance axonale stimulée en présence de Séma3E. De plus 1’analyse de la neuroanatomie
d’embryons de souris CRMP4 révéle que ces animaux présentent a la naissance un
développement anormal du fornix post-commissural et qui perdure a I’dge adulte. Une

altération similaire de ce tract est présente chez des souris double hétérozygote
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CRMP4/Sema3E, montrant une interaction entre ces deux geénes et entérinant le lien entre
CRMP4 et Sema3E in vivo. De maniére surprenante, CRMP4 interagit avec le complexe de
récepteurs de PIxD1/Nrpl/VEGFR2 seulement a ’intérieur de microdomaines membranaires
ayant une composition lipidique particuliere et déja caractérises dans des mécanismes de
guidage, les DRM (detergent resistant membrane). L’ajout de Sema3E sur des neurones du
subiculum en culture a permis de mettre en évidence 1’inhibition de la phosphorylation de
CRMP4, en aval de la voie Akt/GSK3p. De plus nous avons montré que I’intégrit¢ des DRM
de méme que le domaine de liaison de CRMP4 au cytosquelette étaient nécessaires a l'activité
stimulatrice de croissance de la Sema3E, suggérant un réle pour CRMP4 a l'interface entre les
récepteurs de la Sema3E membranaires et le cytosquelette. Ces différents résultats mettent en
évidence le role essentiel de CRMP4 dans la signalisation Sema3E conduisant au
développement du fornix et contribue a apporter une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans I'établissement spécifique des connexions neuronales au cours de

la mise en place en place du cerveau.

Characterization of the role of CRMP4 in the semaphorin3E signaling
pathway and fornix development

One of the goals of neurosciences is to elucidate the molecular mechanisms involved in
neuronal morphogenesis and leading to the establishment of neuronal networks. During
embryonic development, neurons establish billions of connections between themselves via the
emission of dendrites and axons that will grow rapidly through growth cones located at their
tips. This growth is finely regulated by the guidance molecules encountered by the growth cone
but also the type of receptors at the surface of the cell as well as the intracellular effectors that
can be specific to certain types of neurons. Our laboratory was interested in the post-
commissural fornix, a tract composed of a set of axons from neurons located in the subiculum,
belonging to the hippocampal formation, that project into the mammillary bodies of the
hypothalamus. The post-commissural fornix belongs to the limbic system and is involved in
memory, emotion management and navigation. Alteration of the integrity of this structure has
been associated with psychiatric disorders and neurodegenerative diseases. The development
of the post-commissural fornix is under the control of semaphorin 3E (Sema3E), a guidance
molecule exerting an attractive effect on subiculum neurons via a receptor complex consisting
of plexin D1 (PIxD1), neuropilin 1 (Nrpl) and VEGFR2. Sema3E binding to PIxD1 and signal
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transduction via VEGFR2 induces the recruitment of the PI3K/Akt/GSK3[3 pathway. However,
the actors responsible, in fine, for the remodeling of the cytoskeleton, essential for axonal
growth, remain to be identified. CRMP1, 2 and 4 were initially characterized as actors of
semaphorin 3A signaling, in which they regulate, among other things, neurite growth through
their ability to act on the cytoskeleton. These proteins have the ability to bind with actin and
modulate microtubule dynamics via their dephosphorylation/phosphorylation by GSK3p of
which they are a substrate. These different elements make the CRMPs potential candidates for
Seme3E signaling. Among these three CRMPs, only the absence of CRMP4 in neurons from
the subiculum in culture blocks axonal growth in the presence of Seme3E. Furthermore,
neuroanatomical analysis of CRMP4 mouse embryos reveals that these animals show abnormal
development of the post-commissural fornix at birth, which persists into adulthood. A similar
alteration of this tract is present in CRMP4/Sema3E double heterozygous mice, suggesting an
interaction between these two genes and confirming the link between CRMP4 and Sema3E in
vivo. Surprisingly, CRMP4 interacts with the PIXD1/Nrpl/VEGFR2 receptor complex only
within membrane microdomains with a particular lipid composition, the detergent resistant
membrane (DRM), and has already been characterized in guiding mechanisms. The addition of
Sema3E to cultured subiculum neurons allowed us to demonstrate the inhibition of CRMP4
phosphorylation, downstream of the Akt/GSK3p pathway. Furthermore, we showed that the
integrity of the DRMs as well as the cytoskeletal binding domain of CRMP4 was required for
the growth-promoting activity of Sema3E, suggesting a role for CRMP4 at the interface
between membrane Sema3E receptors and the cytoskeletal network. These different results
highlight the essential role of CRMP4 in Sema3E signaling leading to fornix development and
contribute to a better understanding of the molecular mechanisms involved in the specific

establishment of neuronal connections during brain development
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Résumé de ’article

L'un des objectifs de la neurobiologie est d'élucider les mécanismes moléculaires a 1’origine de
la morphogenése neuronale et conduisant a la mise en place de réseaux neuronaux organisés.
Au cours du développement embryonnaire, les neurones établissent entre eux des milliards de
connexions via 1’émission de dendrites et d’axones qui vont croitre rapidement grace au cone
de croissance situé a leur extrémité. Cette croissance n’est pas aléatoire mais finement régulée,
le branchement inapproprié¢ de ces neurones ayant de graves conséquences sur les fonctions
sensorielles, motrices et cognitives du systéme nerveux et pouvant aboutir a des pathologies
neurologiques et psychiatriques. La mise en place de connexions spécifiques est dépendante
des molécules de guidage rencontrées par le cone de croissance, du type de récepteurs pour ces
molécules exprimées a la surface du cone et des effecteurs intracellulaires propres au neurone.
Notre laboratoire s’est intéressé au fornix post-commissural, un tract composé d’un ensemble
d’axones de neurones du subiculum, appartenant a la formation hippocampique, et qui
projettent principalement dans les corps mamillaires de 1’hypothalamus. Le fornix post-
commissural fait partie du systéme limbique et en particulier du circuit de Papez impliqué dans
la mémoire, la gestion des émotions et de la personnalité ainsi que dans la navigation.
L’altération de I’intégrit¢ du fornix post-commissural a été associée a des troubles
psychiatriques ainsi qu’a des maladies neurodégénératives. Le développement de cette structure
est sous le controle de la sémaphorine 3E (Sema3E), une molécule de guidage, qui exerce un
effet attractif sur les neurones du subiculum via un complexe de récepteurs constitué¢ de la
plexine D1 (P1xD1), de la neuropiline 1 (Nrpl) et du VEGFR2. La liaison de la Sema3E sur la
PIxD1 et la transduction du signal via le VEGFR2 induit le recrutement de la voie
PI3K/Akt/GSK3f. Cependant les acteurs responsables, in fine, du remodelage du cytosquelette
de microtubules et d’actine essentiel pour permettre la croissance axonale en réponse a la
présence de la Sema3E, restaient a identifier. Les CRMP1, 2 et 4 ont été caractérisées au départ
comme des acteurs de la signalisation sémaphorine 3A, dans laquelle elles régulent, entre
autres, la croissance neuritique a travers leur capacité a agir sur le cytosquelette. En effet, elles
possedent la capacité de se lier avec ’actine et modulent la dynamique des microtubules via
leur phosphorylation/déphosphorylation par GSK3f dont elles sont un substrat. Ces différents
¢léments tendent a faire des CRMP des candidats intéressants dont I’implication potentielle
dans la signalisation Sema3E méritait d’étre étudiée. Cet article synthétise les résultats d’une
étude commencée par Benoit Boulan et également la grande majorité de mon travail de these.

Parmi ces trois CRMP, seule 1’absence de CRMP4 dans des neurones issus du subiculum en
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culture bloquait leur capacité a voir leur croissance axonale stimulée en présence de Sema3E.
De plus, Benoit Boulan avait commencé une analyse de la neuroanatomique d’embryons de
souris CRMP4 qui suggérait que ces animaux présentaient a la naissance un développement
anormal du fornix post-commissural. J’ai pu observer que ce défaut perdurait a 1’age adulte, et
qu’une altération similaire de ce tract était présente chez des souris double hétérozygotes
CRMP4/Sema3E, confirmant le lien, in vivo, entre CRMP4 et cette molécule de guidage. J’ai
pu ensuite identifier que CRMP4 interagissait avec le complexe de récepteurs de la Sema3E (la
PIxD1, la Nrpl et le VEGFR2) seulement a I’intérieur de microdomaines membranaires
spécifiques appelés radeaux lipidiques et connus pour leur implication dans différentes
signalisations dont celle de la Sema3A. L’ajout de Sema3E sur des neurones du subiculum en
culture a permis de confirmer le recrutement de la voie PI3K/Akt/GSK3p dans cette
signalisation et a mis en évidence ’inhibition de la phosphorylation de CRMP4, en aval de
GSK3p. L’utilisation d’agent perturbant I’intégrité des radeaux lipidiques, a conduit au blocage
de la signalisation Sema3E allant dans le sens d’un réle de CRMP4 passant bien par les radeaux
lipidiques. Sachant que la régulation de la phosphorylation de CRMP4 est cruciale pour son
interaction avec les microtubules et que ceux-ci sont des acteurs indispensables de 1’¢longation
axonale, j’ai regardé I’impact de 1’utilisation de différents mutants de CRMP4 sur la croissance
des axones en présence de Sema3E. Le mutant privé de ses domaines d’interaction avec le
cytosquelette n’est plus capable d’induire 1’élongation de 1’axone en présence de Sema3E. Ces
différents résultats mettent en évidence le role essentiel de CRMP4 dans la signalisation
Sema3E conduisant au développement du fornix et contribuent a apporter une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans I'établissement spécifique des

connexions neuronales au cours de la mise en place en place du cerveau.
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ABSTRACT

Neurodevelopmental axonal pathfinding plays a central role in correct brain wiring and
subsequent cognitive abilities. Within the growth cone, various intracellular effectors transduce
axonal guidance signals by remodeling the cytoskeleton. Semaphorin-3E (Sema3E) is a
guidance cue implicated in development of the fornix, a neuronal tract connecting the
hippocampus to the hypothalamus. Microtubule-Associated Protein 6 (MAP6) has been shown
to be involved in the Sema3E growth-promoting signaling pathway. In this study, we identified
the Collapsin Response Mediator Protein 4 (CRMP4) as a MAPG6 partner and a crucial effector
in Sema3E growth-promoting activity., CRMP4-KO mice displayed abnormal fornix
development reminiscent of that observed in Sema3E-KO mice. CRMP4 was shown to interact
with the Sema3E tripartite receptor complex within Detergent-Resistant Membrane (DRM)
domains, and DRM domain integrity was required to transduce Sema3E signaling through the
Akt/GSK3 pathway. Finally, we showed that the cytoskeleton-binding domain of CRMP4 is
required for Sema3E’s growth-promoting activity, suggesting that CRMP4 plays a role at the
interface between Sema3E receptors, located in DRM domains, and the cytoskeleton network.
As the fornix is affected in many psychiatric diseases, such as schizophrenia, our results provide

new insights to better understand the neurodevelopmental components of these diseases.

Keywords: Collapsin-Response-Mediator-Proteins, Semaphorin 3E, Detergent-Resistant-

Membrane-Domains, fornix
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INTRODUCTION

Axonal pathfinding and outgrowth are tightly regulated during central nervous system
development, and allow neuronal tracts to be properly established. Axonal growth and guidance
involve many signaling pathways triggered by various guidance cues such as semaphorins,
netrins, and ephrins (Kolodkin & Tessier-Lavigne, 2011; Raper & Mason, 2017). These signals
are transduced by transmembrane receptors to regulate intracellular effectors which then affect
cytoskeleton dynamics, leading to axonal outgrowth modulation. Dysregulation of these
signaling cascades results in neuronal connectivity defects, and sometimes cognitive or
psychiatric disorders. In this study, we focused on the signaling pathway mediated by
semaphorin-3E (Sema3E) and its role in the development of the post-commissural fornix. The
post-commissure of the fornix is the major output of the hippocampus and is mainly composed
of subicular axons that primarily terminate in the mammillary bodies (Witter, 2006). The post-
commissural fornix belongs to a set of limbic connections, including the Papez circuit, involved
in memory, emotion, personality, and navigation (Bubb, Kinnavane, & Aggleton, 2017).
Disruption of the fornix is associated with several psychiatric disorders and neurodegenerative
diseases (Koshiyama et al., 2020; Nowrangi & Rosenberg, 2015).

The attractive effect of Sema3E on subicular neurons is crucial for fornix development and is
enabled by a tripartite receptor complex composed of plexin-D1 (PIxD1), neuropilin-1 (Nrp1)
and vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR2) (Bellon et al., 2010; Chauvet et
al., 2007). Some receptors involved in semaphorin signaling pathways, such as Nrp1, have been
shown to localize to Detergent-Resistant Membrane (DRM) domains (including lipid rafts)
(Guirland, Suzuki, Kojima, Lu, & Zheng, 2004). Cholesterol- and sphingolipid-enriched DRM
domains are involved in axonal growth and guidance, acting as platforms for ligand-induced
receptor activation and recruitment of intracellular actors (Simons & Sampaio, 2011). For
example, kinases downstream of semaphorin signaling, such as Akt or glycogen synthase
kinase-3 (GSK3p), can be recruited to DRM domains where they are activated (Gao & Zhang,
2009; Sui, Kovéacs, & Maggirwar, 2006). One of the major substrates of GSKf is the Collapsin
Response Mediator Protein family (CRMPs) (Charrier et al., 2003; Hou, 2020). The five
CRMPs members have been implicated in numerous neuronal processes including neurite
outgrowth (Ji et al., 2014; Mohammad R Khazaei et al., 2014), dendritic arborization (Niisato
et al., 2011, 2012), axonal regeneration (Alabed, Pool, Ong Tone, & Fournier, 2007; Alabed,
Pool, Ong Tone, Sutherland, & Fournier, 2010; Leung et al., 2002), and axonal transport
(Kimura, Watanabe, Iwamatsu, & Kaibuchi, 2005; Tsuboi, Hikita, Qadota, Amano, &
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Kaibuchi, 2005). Within this family, CRMP2 was the first to be implicated in Sema3A-
dependent growth-cone collapse in higher vertebrates (Goshima, Nakamura, Strittmatter, &
Strittmatter, 1995) and continues to be the most extensively studied. Sema3A stimulates
CRMP2 phosphorylation through GSK3p activation which regulates the interaction between
CRMP2 and the cytoskeleton (Fukata et al., 2002; Mohamad R Khazaei et al., 2014). Although
repulsive Sema3A signaling has been well described in recent years, the molecules involved in
Sema3E signaling and therefore in the growth of subicular neurons remain to be fully
characterized. Recently, we showed that Microtubule-Associated Protein 6 (MAP6) was crucial
for fornix development due to its role in regulating axonal elongation induced by Sema3E
(Deloulme et al., 2015). Here, we found that although MAPG6 interacts with CRMP1, 2 and 4,
only CRMP4 is required for Sema3E axonal outgrowth. In mice, knockout of Crmp4 is
associated with defective development of the post-commissural fornix. The results presented
here show that CRMP4 binds the tripartite Sema3E-receptor complex in a DRM domain-
dependent manner. Disruption of DRM domains blocks Sema3E-mediated axonal growth and
affects CRMP4 phosphorylation by GSK3p. The integrity of DRM domains is thus critical for
downstream activation of the PI3K/Akt/GSK3p pathway by Sema3E. Furthermore, we found
that Sema3E signaling triggers a reduction of GSK3p-driven phosphorylation of CRMP4, and
that the interaction of CRMP4 with the cytoskeleton is necessary to transduce Sema3E
signaling.

Taken together, our results establish CRMP4 as a new specific downstream effector of the
Sema3E signaling pathway, exerting its activity through DRM domains and phospho-regulated

interactions with the cytoskeleton.
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RESULTS

CRMPI, 2, and 4 are MAPG6 partners

MAPG6 protein is crucial for Sema3E-dependent fornix development (Deloulme et al., 2015).
To identify new effectors of the Sema3E signaling pathway, we performed MAP6-immuno-
affinity chromatography experiments coupled with mass spectrometry-based protein
identification. Protein extracts from adult brains were passed over affinity columns containing
monoclonal antibody directed against the neuron-specific MAP6-N isoform. Bound proteins
were then eluted by addition of an excess of MAP6 peptide containing the epitope targeted by
the monoclonal antibody. Eluted fractions were analyzed by mass spectrometry to identify
MAPG partners. Interestingly, proteins in the CRMP family, members of which are known to
play critical roles during semaphorin signaling (Arbeille et al., 2015; Goshima et al., 1995;
Niisato et al., 2011; Quintremil et al., 2016; Uchida et al., 2009; Yamashita et al., 2007), were
identified as MAP6 partners. More precisely, we identified twelve specific peptides belonging
to CRMP2, three specific peptides from CRMP4, two specific peptides from CRMP1, and six
peptides shared by two or three of these CRMP proteins (Supplementary File 1). The presence
and specificity of the CRMP-MAP6 complex was confirmed by co-immunoprecipitation
experiments using wild type (WT) and MAP6-KO brain lysates (Figure 1A). To determine
whether MAP6 interacts directly with CRMPs, we performed pull-down experiments using
sepharose beads coupled to recombinant CRMPs (Figure 1 — Figure supplement 1). Purified
MAP6-N bound directly to CRMP1, CRMP2 and CRMP4 (Figure 1B).

CRMP4 is crucial for Sema3E-dependent axonal outgrowth stimulation

o evaluate the function of MAP6-interacting CRMP isoforms in the axonal response to Sema3E,
we used siRNAs to knockdown CRMP1, CRMP2, or CRMP4 (Figure 2A). All siRNAs were
effective, with inhibition ranging from 40% to 80% (Figure 2A). We then analyzed the effect
of each siRNA on basal axonal growth compared to a control siRNA (Figure 2B). Decreased
expression of CRMP2 weakly stimulated axonal growth (108%, p = 0.0275), knockdown of
CRMP1 showed the same tendency but the increase was not significant (106%, p = 0.0976). In
contrast, axonal-growth stimulation was more pronounced following inhibition of CRMP4
expression (116%, p = 0.0028) (Figure 2B). These results show that downregulation of CRMPs
stimulated basal axonal growth in cultured subicular neurons.

To analyze the specific effect of Sema3E, axonal lengths of Sema3E-treated neurons were
normalized relative to their respective control conditions (Figure 2C and D). As previously

reported (Chauvet et al., 2007; Deloulme et al., 2015), application of Sema3E (5 nM) to WT
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cultured subicular neurons 48 h after electroporation with control siRNA, induced a 1.2-fold
increase in axon length (Figure 2C and D, 120%, p < 0.0001). Although treatment with Crmp 1
or Crmp2 siRNAs drastically reduced protein expression levels (Figure 2A), the Sema3E
growth-promoting effect was still observed (Figure 2D, 119% and 124%, p = 0.0013 and p <
0.0001, respectively). Conversely, CRMP4 knockdown completely blocked the response to
Sema3E (Figure 2C and D, 99%, p > 0.9999). These results show that among the three CRMPs
isoforms interacting with MAP6, only CRMP4 is crucial for Sema3E’s growth-promoting
activity. The involvement of CRMP4 in the Sema3E signaling pathway was confirmed by
experiments performed on neurons harvested from CRMP4-KO embryos. In accordance with
the results from siRNA experiments (Figure 2B), CRMP4-KO neurons exhibited significantly
longer axons (Figure 2E, 147%, p > 0.0004) and no longer responded to Sema3E stimulation
(Figure 2F, 105%, p = 0.2652). Furthermore, electroporation of CRMP4-KO neurons with
CRMP4-eGFP completely restored their response to Sema3E (Figure 2G, 143%, p < 0.0001).

Altogether, these results show an inhibitory role for CRMP isoforms on basal axonal growth,
and a specific mediation by CRMP4 of Sema3E-induced axonal outgrowth in cultured subicular

ncurons.

CRMP4 is expressed by subicular neurons during post-commissural fornix formation

To assess whether CRMP4 can influence fornix formation through the Sema3E signaling
pathway, we first determined the localization of CRMP4 during post-commissural fornix
formation in the mouse brain. As reported in the rat brain (Byk, Ozon, & Sobel, 1998), CRMP4
was predominantly expressed during embryonic and postnatal development between embryonic
day 17.5 (E17.5) and postnatal day 7 (P7), and levels declined sharply after postnatal day 14
(P14) (Figure 3-Figure supplement 1A).

We next investigated the pattern of Crmp4 gene expression in the developing brain using a
LacZ reporter gene inserted into the Crmp4 locus of CRMP4-KO mice (Mohamad R Khazaei
et al., 2014). LacZ expression was mainly detected within thalamic regions, habenular nuclei,
hypothalamic regions, inside the hippocampus including CA1, CA2, CA3, subiculum, and to a
lesser extent in cortical areas of E17.5 brain slices (Figure 3-Figure supplement 1B).
Consistent with the expression pattern observed for the Crmp4 gene, CRMP4 immunostaining
was localized in neuronal tracts such as the anterior commissure, which is mostly comprised of
cortical projections, or fornix projections (fimbria-fornix (fi) and the post-commissural fornix
(pf)) expressing Nrpl, the Sema3E co-receptor (Figure 3A column a). The post-commissural

fornix is mainly composed of subicular neuron projections (Witter, 2006). At higher
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magnifications, CRMP4 immunolabeling was detected both in the fimbria and the post-
commissural fornix in Nrpl-positive tracts (Figure 3A columns ¢ and d). This immunolabeling
was specific since it was not observed on brain sections from CRMP4-KO mice (Figure 3A,
columns b and e). In addition, cultured subicular neurons expressing the Nrpl receptor also
strongly expressed CRMP4 in the cell body, dendrites, axon, and growth cone (Figure 3B).
Conventional confocal microscopy showed that CRMP4 and Nrpl were strongly co-expressed,
and co-localized in the growth cone in subicular neurons (Figure 3B, upper panels). Improved
spatial resolution images of the growth cone were obtained using a confocal Airyscan detector
(Zeiss) on two different acquisition planes. These images showed a close proximity between
punctate Nrpl and CRMP4 labelling positions (Figure 3B, lower panels). On both acquisition
planes, the presence of yellow pixels suggests discrete co-localizations of the two proteins
(Figure 3B, merge panels).

ATaken together, our results indicate that during formation of the post-commissural fornix,

CRMP4 is strongly expressed in subicular neurons and in their axonal projections in vivo.

CRMP4 is required for fornix integrity

e then analyzed whether deletion of the Crmp4 gene affects post-commissural fornix formation
in vivo. To do so, we immunolabeled the post-commissural fornix using antibodies directed
against Nrpl on WT and CRMP4-KO brain sections from PO littermate pups. At this
developmental stage, the projections forming the post-commissural fornix pass behind the
anterior commissure, passing through the anterior hypothalamus and terminating at the
posterior hypothalamus (Figure 4A, sagittal diagram). To view the post-commissural fornix,
we used a number of histological approaches. Firstly, we prepared coronal sections at PO and
measured the diameter of the fornix at the level of the start of the anterior hypothalamic area
(AHA) (Figure 4A, white arrowheads). We chose the AHA as an anatomical landmark due to
its accuracy and its proximity to the post-commissural fornix, thus limiting bias due to
differences in dorso-ventral positioning of brains during slicing. The diameter of the fornix was
reduced by 53% in CRMP4-KO mice (Figure 4A, histograms, p = 0.0043). In contrast, he
diameter of the neighboring mammillo-thalamic tract remained unchanged between WT and
KO brains, indicating a specific role of CRMP4 in fornix formation (Figure 4A, histograms, p
=0.7922).

We then assessed the length of the entire post-commissural fornix and analyzed axon bundling
patterns. To do so, we prepared sagittal slices with a cutting angle of 30° to visualize the entire

post-commissural projection (Deloulme et al., 2015) (Figure 4B, coronal diagram). The length
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of post-commissural fornices was measured using the anterior commissure as a starting point
(Figure 4B, ac). The post-commissural fornix length was 26% shorter in CRMP4-KO brains
(Figure 4B, histogram, p = 0.0173), appeared less fasciculated than in WT brains, and also
presented divergent axons (Figure 4B, observed 3/6 KO, white arrow). Finally, to get a better
quantitative estimation of the developmental defects affecting the post-commissural fornix in
the absence of CRMP4, we used the tissue-clearing technique 3DISCO (Belle et al., 2014) after
immunolabeling whole brain with Nrpl antibodies. Brains were analyzed at three
developmental stages: E18.5, PO, and P2. The post-commissural fornices were then manually
segmented and 3D-reconstructed (Figure 4C, sagittal diagram and 3D reconstruction). The
volume of post-commissural fornices in CRMP4-KO brains was smaller at all developmental
stages than those in WT littermates’ brains (Figure 4C). Furthermore, in CRMP4-KO brains,
post-commissural fornices were less fasciculated, often containing some axon bundles
deviating from the tract (Figure 4C white arrowheads, observed on 2/10 WT and 7/9 KO).
Finally, quantification of the volume of the post-commissural fornix was significantly
decreased — by 40% overall — in CRMP4-KO brains (Figure 4C, histogram, WT vs KO p =
0.0070), with a 51% reduction recorded at PO (Figure 4C, histogram, p = 0.0159). Altogether,
these results clearly show that deletion of Crmp4 affects both embryonic and postnatal
development of the post-commissural fornix.

We then assessed if the developmental defect observed in CRMP4-KO mice could have
consequences on fornix integrity in adulthood. To analyze post-commissural fornix anatomy in
adults, we performed myelin staining using gold chloride on coronal sections at three rostro-
caudal planes (Figure 5B-D) selected based on morphologic landmarks (Figure 5A, see
materials and methods section). In CRMP4-KO mice, the surface area occupied by the fibers in
the post-commissural fornix progressively decreased in the rostro-caudal region, by 30%, 33%,
and 47% (figure 5B, C, and D, p = 0.0476, p = 0.0159, p = 0.0159, respectively) compared to
the corresponding WT post-commissural fornix. Calculation of the fasciculation index also
revealed that the defect in the fornix was more significant in its terminal part in CRMP4-KO
brains (Figure 5B, C, and D, -17%, -17%, -40%, p =0.111, p=0.111, p=0.0317, respectively).
As noted previously, no significant variation in mammillo-thalamic tract area was detected in
adult brains, suggesting that the post-commissural fornix defect that appears during
development persists into adulthood. Readers should note, the number of subicular neurons do
not differ in adult WT- and CRMP4-KO brains (Figure 5 — figure supplement 1).
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The fornix not only projects to the mammillary bodies through the post-commissural fornix
(pf), but also projects into the septum (SPT) through the pre-commissural fornix, and into the
anterior hypothalamus (AH) through the medial cortico-hypothalamic tract (mcht) (Figure 5A).
Qualitative analysis of the pre-commissural fornix and mcht, using the hybrid-uDISCO clearing
method (see material and method section) on brains expressing YFP across the fornix system,
revealed no obvious difference in these tracts between WT and CRMP4-KO mice. Analysis of
the fornix at the entry to mammillary bodies confirmed the loss of fibers in KO mice (Figure 5-
figure supplement 2). These observations suggest that the post-commissural projection is the

main fornix projection altered in CRMP4-KO.

Crmp4 gene shows a genetic interaction with Sema3e involved in post-commissural fornix
development

The defect in fornix development combined with defasciculation observed in CRMP4-KO mice
phenotypically copies the defects observed in Sema3E-KO mice (Chauvet et al., 2007).

To investigate genetic interactions between Crmp44 and Sema3e during fornix development in
vivo, we analyzed trans-heterozygous animals. The post-commissural fornix was segmented
from the anterior commissure in whole brains cleared by iDISCO at PO (Figure 6) (Renier et
al., 2014). The fornix volume was 31% decreased in Crmp4"/Sema3e*~ double mutants
compared to WT controls (Figure 6A and B, p = 0.0061). No significant decrease was observed
in Crmp4*" or Sema3e™" single mutants (Figure 6B, -4% and + 2%, p > 0.999 for both). As a
control, the mammillo-thalamic volume showed no variation (Figure 6C). The fornix defects
found in single-gene knockout and in double heterozygous animals, but not in single
heterozygous mice, are strong indicators of an in vivo interaction between Crmp4 and Sema3e

during fornix development.

CRMP4 interacts with the Sema3[E receptor complex

Sema3E signaling is triggered by the tripartite complex comprised of PIxD1 (which binds
Sema3E), its co-receptor Nrpl, and VEGFR2 which allows signal transduction leading to
axonal growth (Bellon et al., 2010). Previous studies have shown that CRMPs can associate
with Plexin A receptors to transduce class 3 semaphorin signaling (Deo et al., 2004; Jiang et
al., 2020; Schmidt, Shim, & Strittmatter, 2008; Sekine, Algarate, Cafferty, Stephen, &
Strittmatter, 2019). We therefore investigated a possible interaction between Sema3E receptors
and CRMP4. To do so, ectopic PIxD1, Nrpl and VEGFR2 were simultaneously expressed in
HEK293T/17 cells in combination with CRMP4. We detected PIxD1, Nrpl, and CRMP4

102



proteins in VEGFR2 immunoprecipitates, indicating the presence of a complex involving both
Sema3E receptor components and CRMP4 (Figure 7A).

further experiments, ectopic PlxD1, Nrpl and VEGFR2 were individually expressed in
HEK293T/17 cells in combination with CRMP4-tGFP. VEGFR2 alone did not co-
immunoprecipitate with CRMP4-tGFP (Figure 7B), whereas isolated Nrpl or PIxD1 did
(Figure 7C and D). These results strongly suggest that CRMP4 forms a complex with the
Sema3E tripartite receptors through interactions with both PIxD1 and Nrp1.

CRMP4/Sema3E receptor complexes are located in Detergent-Resistant Membrane domains
The concentrations of salt (up to 500 mM NaCl) and detergent (0.5% Triton X-100) used in our
immunoprecipitations were relatively high, thus the interactions between CRMP4 and Sema3E
receptors were robust. Indeed, these interactions were even resistant to concentrations of up to
1% Triton X-100 (Figure 8A), suggesting a possible role of DRM domains in their formation.
To test this possibility, HEK293T/17 cell lysate in 1% Triton X-100 buffer and expressing
PIxD1, Nrpl and CRMP4 were subjected to sucrose gradients allowing separation of cellular
constituents based on their density (Figure 8B). Endogenous flotillin, a protein enriched in
DRM domains was used as a marker of these structures to ensure successful fractionation of
the membranes. Flotillin was mainly detected at the 5%-38% sucrose interface, in the fractions
corresponding to the DRM (fractions 3, 4 and 5), as well as in the fractions consisting of the
remaining plasma membrane (RPM, fractions 10, 11 and 12) (Figure 8B). CRMP4, Nrpl and
PIxD1 were also found in the DRM fractions (PIxD1: 7.7%, Nrpl: 4.3%, CRMP4: 1.6%,
flotillin: 53.2%, n = 3) but in much lower amounts compared to the membrane fractions (PIxD1:
87.6%, Nrpl: 90.4%, CRMP4: 90.0%, flotillin: 32.4%, n = 3), suggesting that only a small
proportion of the Sema3E receptors and CRMP4 locates in DRM (Figure §B).

To confirm the presence of receptors and CRMP4 in DRM, HEK cells were treated with methyl-
beta-cyclodextrin (MBCD), a cholesterol-depleting agent that can disrupt DRM (Ae, Gehrig-
Burger, Gimpl, & Gehrig-Burger, 2007; Kilsdonk et al., 1995). Treating cell cultures with
10 mM MBCD for 7 h resulted in a complete elimination of CRMP4-containing and receptor-
containing DRM, and partial reduction of flotillin-containing DRM (Figure 8C). This difference
in efficacy between flotillin-containing and Sema3E receptor-containing DRM is expected, and
may reflect heterogeneity across DRM domains (Foster, De Hoog, & Mann, 2003). To
understand how CRMP4-Sema3E receptor complexes are distributed within DRM and
membrane fractions, we analyzed co-immunoprecipitations of Sema3E receptors with CRMP4

in pooled DRM fractions (fractions 3, 4 and 5) or in pooled RPM fractions (fractions 10, 11 and
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12) (Figure 8D). Surprisingly, even though the two receptors co-immunoprecipitated with
CRMP4 in both RPM and DRM fractions, the ratio of receptors present in the IP relative to the
amount of immunoprecipitated CRMP4 was considerably higher in the DRM fraction than in
the RPM fraction (Nrpl and PIxD1 signals represent 62% and 25% of CRMP4 signal,
respectively in DRM fractions, as compared to 0.18% and 0.69% of CRMP4 signal,
respectively in RPM fractions).

although Altogether these results strongly indicate that the complexes between CRMP4 and

Sema3E receptors are mainly found within DRM domains in cells.

Detergent-Resistant Membrane domain integrity is required for the axonal growth-
stimulating activity of Sema3E

DRM are dynamic membrane domains formed from the assembly of cholesterol, sphingolipids
and proteins that can be stabilized and coalesce to function as a scaffold for cell signaling
complexes (Lingwood & Simons, 2010). These domains are involved in the mediating signaling
through several molecules controlling growth and axonal guidance (Averaimo et al., 2016;
Davy et al., 1999; Guirland et al., 2004; Hérincs et al., 2005). To determine whether DRM
domains are essential for Sema3E signaling, we treated subicular neurons with increasing doses
of MBCD and assessed the effect of the resulting DRM disruption on Sema3E-induced
outgrowth (Figure 9).

At first wWe first investigated the effect of MBCD on axonal growth, and found, in accordance
with previous work (Ko et al., 2005), that the addition of 1 or 1.5 mM of MBCD had a very
mild effect, resulting in a 1.1-fold increase in axonal length (Figure 9-figure supplement 1,
112% of control for | mM MBCD, and 115% for 1.5 mM). Next, Sema3E, in the absence of
MBCD, induced an expected 1.3-fold increase in axonal length (Figure 9A and B, 137% of
control, p <0.0001), whereas in the presence of 1.0 mM and 1.5 mM MBCD, Sema3E no longer
stimulated axonal growth (Figure 9A and B, 107% and 101% of control, p = 0.1150 and p >
0.9999 respectively). These results strongly suggest that DRM domain integrity is required for
Sema3E signaling.

To further assess this possibility, we investigated the downstream signaling cascade induced by
applying Sema3E to subicular neurons. Sema3E stimulates axon growth through activation of
the PI3K/Akt/GSK3p pathway (Bellon et al., 2010). By binding to PIxD1, Sema3E activates
VEGFR2 which triggers the recruitment and activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K).
Activated PI3K phosphorylates downstream Akt, which in turn phosphorylates glycogen
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synthase kinase-3 [ (GSK3p) to inactivate it. CRMPs including CRMP4 are well-known
substrates of GSK3p, which catalyzes their phosphorylation on threonine 509 (Cole et al., 2006,
2004). We thus determined whether CRMP4 phosphorylation was modified downstream of
Sema3E signaling. To do so, we treated starved subicular neurons with Sema3E for 11 min and
monitored the phosphorylation status of the downstream effectors by western blot using
appropriate antibodies (against Akt p-Serd73, GSK3B p-Ser21/9 and CRMP4 p-Thr509)
(Figure 9C). As expected, Sema3E treatment triggered the signaling cascade with an increase
in Akt and GSK3f phosphorylation (203% + 35 and 153% =+ 9.5 of the control, respectively).
In the same experiments, a considerable decrease in CRMP4 phosphorylation (43% =+ 5.4 of the
control) was observed. This decrease strongly suggests that the phosphorylation state of
CRMP4 is regulated by Sema3E signaling.

We next investigated whether the Sema3E signaling cascade depends on DRM integrity.
Subicular neurons were once again treated with Sema3E for 11 min in the presence of MBCD.
Depleting cholesterol using MBCD (Ohtsuka et al., 2017; Raghu et al., 2010; Scheinman,
Rostoker, & Leroith, 2013) inhibits the basal PI3k/AKT pathway (46% + 15 and 65% + 12 of
control signal for p-AKT and p-GSK3, respectively). In the presence of MBCD, the application
of Sema3E does not lead to increased phosphorylation of p-AKT and p-GSK3f (106% + 8 and
99% =+ 6, respectively), nor to a decrease in CRMP4 phosphorylation (108% + 8).

Together, these results show that CRMP4 is a downstream effector of Sema3E signaling,
activation of the pathway leads to a decrease in its phosphorylation on Thr509. Furthermore,
depletion of membrane cholesterol blocks activation of the Akt/GSK3f pathway downstream

of Sema3E stimulation.

CRMP4’s cytoskeleton-binding domain is required for Sema3[E signaling

The phosphorylation sites of CRMPs regulated by GSK3p are located in the C-terminal region
of these proteins, at the interaction sites with the cytoskeleton (Figure 10A). Cdk5 and DYRK2
phosphorylate Serine 522 in CRMP4, priming it for subsequent phosphorylation on Serine 518,
Threonine 509 and Threonine 514 residues by GSK3p. Sema3A has been shown to trigger
CRMP2 phosphorylation at these sites, resulting in a disruption of its interaction with
microtubules to allow axon repulsion (Fukata et al., 2002; Uchida et al., 2005). Our data show
that axonal stimulation of subicular neurons with Sema3E is associated with a subsequent
decrease in CRMP4 phosphorylation (Figure 9C), suggesting that the unphosphorylated form
of CRMP4 transduces the signal downstream of Sema3E.
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To assess this possibility, CRMP4-KO subicular neurons were transfected with plasmids
encoding a non-phosphorylatable CRMP4 (CRMP4-4A) or a phosphomimetic CRMP4 for
priming and GSK3p sites (CRMP4-4D). These cells were then used to evaluate the impact of
these mutations following Sema3E stimulation (Figure 10A). Surprisingly, both mutant forms
of CRMP4 restored the axonal growth induced by addition of Sema3E (Figure 10B, 134% and
141% of control, respectively, p < 0.0001 in both cases).

lacking its cytoskeleton-binding domain (Figure 10A, CRMP4ACyto). This domain
corresponds to the last 103 residues of the protein, encompassing the priming site and the
GSK3pB phosphorylation sites (Mohamad R Khazaei et al., 2014). CRMP4ACyto no longer
restored Sema3E-induced axonal growth (Figure 10C, 108% of control, p = 0.1985). These
results indicate that, upon Sema3E stimulation, the cytoskeleton-binding domain of CRMP4 is

required to promote axonal growth.

DISCUSSION

In this study, we characterized CRMP4 as a new specific effector of Sema3E-mediated axonal
growth. This pathway is necessary for the development of the fornix, an essential brain
structure. We have previously proposed that MAPG6 acts as a scaffold protein within subicular
neurons, facilitating the interaction of Sema3E pathway receptors and downstream SH3-
containing actors (Deloulme et al., 2015). Building on this knowledge, we identified CRMPs
as additional effector candidates thanks to their interactions with MAP6.

Here, we showed that CRMP4 knockdown suppresses axonal growth in subicular neurons in
response to Sema3E stimulation. Axons from these cells mostly constitute the post-
commissural part of the fornix. In addition, CRMP4-KO mice had defects in fornix
development that were identical to those reported in Sema3E-KO mice (Chauvet et al., 2007).
Finally, analysis of the fornix in Crmp4/Sema3E double heterozygote animals compared to
single heterozygote animals revealed that Crmp4 and Sema3E cooperate to allow the correct
establishment of the fornix.

Taken together, these findings identified CRMP4 as a new effector of Sema3E-dependent
axonal outgrowth implicated in fornix development. The involvement of CRMP4 in neurite
outgrowth mechanisms has also been reported in the Sema3A pathway in another hippocampal
neuron subtype. Thus, Sema3A stimulates the development of dendrites in a CRMP4-dependent
manner (Niisato et al., 2011). In addition, CRMP4 and Sema3D genetically interact to promote

axonal growth from some peripheral neuron populations in zebrafish (Tanaka et al., 2011).
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These observations suggest a general role for CRMP4 in the attractive function of semaphorins.
This property appears to be shared by other CRMPs, as both CRMP4 and CRMP1 are required
to orient cerebral pyramidal neuron dendrites, and to position Purkinje cells in the developing
mouse brain (Takaya et al., 2016; Yamazaki et al., 2020). Similarly, CRMP2 can rescue the
inhibitory effects of CRMP4 knockdown on axonal development in cultured hippocampal
neurons (Tan et al., 2015). Thus, CRMP1, CRMP2 and CRMP4 share some cellular functions
and may have redundant roles that could be related to their extensive sequence homology,
which ranges from 74% to 76% (Charrier et al., 2003).

However, our results show that downregulation of CRMP1 or CRMP2 does not affect the
growth-promoting activity of Sema3E. These results suggest that CRMP4 plays a specific role
in this signaling pathway. Interestingly, we found that knockdown of CRMP4 using siRNA
stimulated basal axonal growth in cultured subicular neurons. This observation suggests that
CRMP4 alone can repress axonal outgrowth in these particular neurons. Conversely, other
authors report that CRMP4 promotes growth of axons as well as dendrites from neurons in the
hippocampus or olfactory bulb (Cha et al., 2016; Cole et al., 2004; Mohamad R Khazaei et al.,
2014; Tan et al., 2015; Tsutiya et al., 2016). Our research thus contributes to a growing body
of work proposing that CRMP4 function is regulated by the molecular context of the neurons
where it is expressed (Alabed et al., 2007; Duplan et al., 2010; Girouard et al., 2020; Niisato et
al., 2012). Alternatively, it has been suggested that the antagonistic roles of CRMP4 observed
in distinct neuronal populations could be due to differences in its phosphorylation state (Tanaka,
Morimura, & Ohshima, 2012).

CRMP4-KO mice display dendritic arborization defects in hippocampal CA1l and cortical
pyramidal neurons, mispositioning of Purkinje cells, and olfactory bulb lamination defects
(Takaya et al., 2016; Tsutiya et al., 2016; Yamazaki et al., 2020). Here, we additionally show
that a knockout of CRMP4 is associated with a defect in post-commissural fornix development,
leading to a reduction of this tract associated with fasciculation defects persisting into
adulthood. This tract is crucial for cognitive functions, and in line with this role, recent
investigations of white matter microstructure by diffusion tensor imaging (DTI) across
psychiatric disorders have highlighted alterations of the fornix in patients suffering from both
schizophrenia and autism spectrum disorders (ASD) (Koshiyama et al., 2020). Moreover, a de
novo variant of Crmp4 was recently identified in an adult males with ASD, and CRMP4-KO
mice show a decrease in social interaction as well as a severe alterations to their sensory
responses (Tsutiya et al., 2017). It is therefore possible that the fornix alterations we observed

in CRMP4-KO mice here may contribute to these behavioral defects.
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Through this study, we demonstrated that CRMP4 interacted with the Sema3E tripartite
receptor complex, specifically interacting with Nrpl and PIxD1. Complex formation between
CRMP1, CRMP2 and CRMP4, and PIxA1 - a Sema3A co-receptor - has been known for several
years (Deo et al., 2004; Schmidt et al., 2008). More recently, a study showed that the direct
interaction of CRMP2 with PIxA3 was involved in dendritic growth under the control of
Sema3A (Jiang et al., 2020). Binding of CRMP2 to the Ngrl receptor and PIxA2 induced by
Nogo-A was also demonstrated to limit axonal regrowth after injury (Sekine et al., 2019). In
our study, we demonstrated that CRMP4 and Sema3E receptor interaction occurs only in DRM
domains, despite the fact that these domains contain only small amounts of these proteins.

In this context, DRM is used as a broad term for a family of membrane domains resistant to
high detergent concentrations, which includes lipid rafts. Thus, according to the methods used
(sucrose gradients after solubilization in 1% triton X-100 and following MBCD treatment), we
opted to use the broad term DRM. Here, we show that MBCD, by destabilizing DRM, inhibits
the stimulation of Sema3E-dependent axonal growth and blocks downstream activation of the
Akt/GSK3p signaling pathway. Our results are consistent with studies highlighting the
involvement of DRM/rafts in the Sema3A signaling pathway. For example, in leukemic T cells,
Sema3A/Fas-dependent apoptosis requires Nrpl and plexin-A1l to co-localize within lipid rafts
(Moretti et al., 2008). Lipid rafts are also involved in Sema3A-induced growth cone collapse in
neurons following the recruitment of Nrp1 to the rafts (Guirland et al., 2004). The presence of
CRMP4 in membrane domains has been implicated in the maintenance of growth cones,
suggesting that this localization places CRMP4 in an environment containing specific signaling
proteins and cytoskeletal elements (Rosslenbroich et al., 2003). Furthermore, cerebral ischemia
induced by occlusion led to CRMP4 and Nrp1 recruitment to lipid rafts, which hints that these
molecules play a role in mediating signal transduction in response to neuronal damage triggered
by ischemia-reperfusion (Whitehead, Gangaraju, Slinn, & Hou, 2010). Other effectors of the
Sema3E signaling pathway, such as Akt, are involved in a myriad of cellular processes and
have also been localized within DRM. Indeed, for particular cellular processes like axonal
growth, Akt must localize to regions enriched in sphingolipids and cholesterol (Gao & Zhang,
2008). Our results support the idea that DRM/lipid rafts regulate the spatiotemporal recruitment
of Sema3E-specific receptors in order to recruit ubiquitous effectors such as Akt or GSK3p to
specific membrane compartments (Averaimo et al., 2016; Lingwood & Simons, 2010). Sema3E
axonal growth-promoting activity relies on the PI3K/Akt pathway, as it leads to downstream
phosphorylation-induced inactivation of GSK3p (Bellon et al., 2010). In line with this
hypothesis, we also observed that Sema3E increased phosphorylation of both Akt and GSK3p,
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to produce an inactive form of the latter, and thus decreased CRMP4 phosphorylation on
Thr509, one of the three GSK3B phosphorylation sites (Cole et al., 2004). Conversely,
Sema3A’s repulsive activity was associated with sequential phosphorylation of CRMP2 by
Cdk5 and then by GSK3p, blocking interaction between CRMP2 and microtubules in DRG-
derived neurons (Uchida et al., 2005).

Therefore, GSK3B-dependent phosphorylation of CRMPs can be considered to be a mechanism
regulating CRMP activity in response to the attractive or repulsive effects of the guidance
molecules. However, results from our rescue experiments in CRMP4-KO neurons tend to
suggest that the phosphorylation state of CRMP4 has little direct impact on axonal growth in
response to Sema3E. Indeed, CRMP4-4A and CRMP4-4D constructs both restored the response
to Sema3E in CRMP4-KO neurons. One explanation for this result could be that CRMP4
phosphorylation alters its localization rather than its cytoskeleton modulatory function. This
phosphorylation-dependent localization could have been bypassed following electroporation of
CRMP4 plasmids, resulting in ubiquitous overexpression of CRMP4 mutants. This hypothesis
has previously been proposed for the response to Sema3D (Tanaka et al., 2012). In contrast, the
construct deleted for the region comprising the cytoskeleton domain (CRMP4ACyt) did not
allow recovery of axonal-growth stimulation by Sema3E, reflecting the importance of the
regulatory role played by CRMP4 on the cytoskeleton.

in axonal-growth induction, modulating cytoskeletal dynamics to mediate axonal growth. The
results presented here thus identify CRMP4 as a major new player in the growth-promoting
activity of Sema3E, a signaling pathway that is much less well-characterized than the repulsive

role played by Sema3E in axon guidance.

MATERIALS AND METHODS

Animals

The study protocol was approved by the local animal welfare committee (Comité Local GIN,
C2EA-04 — APAFIS number 8303-2016060110523424) and complied with EU guidelines
(directive 2010/63/EU). Every precaution was taken to minimize the number of animals used
and stress to animals during experiments.

All mouse lines used in this study were on a C57BL6 genetic background. CRMP4-KO
(Mohamad R Khazaei et al., 2014) and their WT littermates were obtained by crossing CRMP4-
heterozygous mice. Single and double CRMP4/Sema3E heterozygotes and their WT littermates
were obtained by crossing CRMP4-heterozygote with Sema3E-heterozygote mice. Thyl-eYFP
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line H mice (Feng et al., 2000) were obtained from Jackson Labs (B6.Cg-Tg(Thya-YFP)HIrs/J,
RRID:IMSR_JAX:003782

) ) and crossed with heterozygous CRMP4 mice to generate the heterozygous Thyl-eYFP
CRMP4 mouse colony. These mice were then crossed with heterozygous CRMP4 mice to
generate WT/ and KO/Thyl-eYFP-H littermate mice in inbred F1. Male and/or female mice

were used from E17.5 prenatal day up to 4 months old, depending on the experiments.

Antibodies

The following primary antibodies were used: rabbit pan-MAP6 Ab 1:1000 (23N; homemade
according to (Guillaud et al., 1998), 1:2000 in WB), mouse MAP6-N mAb (mAb-175,
homemade as described in (Pirollet, Rauch, Job, & Margolis, 1989), 1:1000 in WB), rabbit pan-
CRMPs Ab directed against the C-terminal end of CRMP2 (RIVAPPGGRANITSLG) and
recognizing CRMP1, 2 and 4 isoforms (unpublished data) (C-ter; homemade, 1:5000 in WB),
rabbit anti-CRMP1 (HPA035640, Sigma, RRID:

), mouse anti-CRMP2 (C4G, IBL-America, USA, RRDI: , 1:500 in WE), rabbit
CRMP4 Ab (TUC-4, Millipore, Molsheim, France, RRID: )(1:4000 in WB; 1:1000 in
IF), rabbit phospho-CRMP4 (Thr509, homemade according to (Alabed et al., 2010), 1:5000 in
WB), goat Nrpl Ab (AF566, Bio-techne, Noyal-Chatillon-Sur-Seiche, France,
RRID: ,1:2000 in WB, 1:800 for IF), goat PlexD1 Ab (AF4160, Bio-techne,
RRID: , 1:2000 in WB), rabbit turbo GFP Ab (PA5-22688, Thermo Fisher, Lyon,
France, RRID: ) (1:5000 in WB), rabbit VEGFR2 mAb (2479, Cell Signaling
Technology, Ozyme, Saint-Cyr-I’Ecole, France, RRID : ) (1:2000 in WB), mouse
flotillin Ab (610384, BD Biosciences, Pont de Claix, France, RRID: ) (1:2000 in WB),
rabbit Akt pan mAb (4685, Cell Signaling Technology, RRID: ) (1:5000 for WB),
rabbit phospho-Akt Ab (Serd73, 9271, Cell Signaling Technology, RRID: ) (1:5000
in WB), rabbit GSK-3 o/B mAb (5676, Cell Signaling Technology, )(1:2000 for
both WB and IF), rabbit phospho-GSK-3 a/B (Ser21/9) Ab (9331, Cell Signaling Technology,
RRDI: ) (1:2000 for both WB and IF), mouse a-tubulin (clone a3A1, 1:3000 in IF),
rabbit anti-GAPDH (G9545, Sigma, RRID: ) (1:6000 in WE) . All secondary

antibodies were purchased from Jackson Immuno Research (Interchim, Montlugon, France).

Cell lines
HEK293T/17 were obtained from the ATCC, (RRID:CVCL_4V93), cultured in DMEM medium,
10% FBS and 1% Penicillin/Streptomycin, authenticated using STR profiling and routinely
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checked for no mycoplasma contamination using MycoSEQ detection system (Thermo-Fisher,

France).

Plasmids

Plasmids coding for human VSV-PIxD1 (Rohm, Ottemeyer, Lohrum, & Piischel, 2000), rat
FLAG-Nrpl (He & Tessier-Lavigne, 1997), and human VEGFR2-FLAG (Lamalice, Houle, &
Huot, 2006) were used. The plasmid coding for human CRMP4-tGFP (aa 1-570, in pCMV6-
AC-tGFP) was from Origene (Rockville, USA) (RG230865, # NM 001197294,
NP 001184223). Derivations of this plasmid were CRMP-4A-tGFP and CRMP-4D-tGFP, in
which Thr509, Thr514, Ser518, and Ser522 residues were replaced by four alanine residues or
four glutamate residues, respectively. The plasmid coding for mouse CRMP4-eGFP (aa 1-570
of NP 033494, in pCAG) was homemade. A derivation of this plasmid, CRMP4 ACyto-eGFP,
was also produced following the deletion of the sequence coding for aa 468-570. pET21-based
plasmids (pET21a(+), Novagen) were produced coding for mouse His-CRMP1 (aa 1-572 of
NP _031791), mouse His-CRMP2 (aa 1-572 of NP_034085), and mouse His-CRMP4 (aa 1-570
of NP_033494).

Brain fixations

Adult mice were fixed by transcardiac perfusion with a 4% formaldehyde solution as previously
described (Daoust et al., 2014). Brains were then extracted and post-fixed in 4% formaldehyde
solution overnight at 4 °C. Embryos (E18.5 days) and perinatal (PO and P2 days) pups were
decapitated and their brains were dissected and then fixed by incubation in a 4% formaldehyde
solution at 4 °C for 4-5 h. All brains are cryoprotected by immersion in sucrose solutions (15%
then 30% at 4 °C) until the brains sank and then frozen at -80 °C in a dry-ice isopentane-bath
(528471, Carlo Erba, Peypin, France).

Histology and immunolabeling

The white matter of floated coronal sections was stained using the gold chloride method
described by Schmued (Schmued et al., 2008). Brain sections were mounted on SuperFrost plus
slides (VWR, Fontenay-Sous-Bois, France), counterstained with Cresyl violet and then
dehydrated in successive ethanol baths. Slices were mounted in DPX mounting medium. Each
section was digitized (stereo microscope EZ4 HD, Leica Biosystem, Nanterre, France).
Fornices and mammillary tracts were analyzed using ImageJ software at three anterior-posterior

planes selected based on morphometric landmarks (Franklin & Paxinos, 2008). The first plane
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corresponds to the beginning of the dorsal hippocampus (Bregma: -0.94 mm), the second
corresponds to the complete achievement of the dentate gyrus (Bregman: -1.34 mm), and the
most posterior plane corresponds to the emergence of the habenular commissure (Bregma: -
2.30 mm). The regions of interest (ROIs) of the fornices and the mammillo-thalamic tract were
manually drawn and a threshold applied to measure tract surface cross-sections using ImageJ
software (Schindelin et al., 2012). The fasciculation index was determined by dividing the
smallest circle area including all fornix fibers by the fibers’ area within the ROL.

IBrain sections (40 um) mounted on SuperFrost plus slides were immunostained. Coronal and
sagittal (with a cutting angle of 30°) sections from pups were permeabilized in PBS-GTS
(20012-019, Gibco, ThermoFisher, Dardilly, France), containing 0.2% gelatin (24350.262,
VWR), 0.5% Triton X-100 (T9284, Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France), 0.05% Saponin
(47036, Fluka, Sigma), for 1 h, and extensively washed with PBS. Rabbit anti-CRMP4 and/or
goat anti-Nrpl antibodies were diluted in PBS-GTS at 1:1000 and 1:800, respectively, and
incubated overnight at RT. Brain sections were extensively washed with PBS-GTS before
incubating with a mixture of secondary antibodies coupled to Alexa 488 or Cy3 for 2 h at RT.
Sections were extensively washed with PBS-GTS followed by PBS, and slices were mounted
with fluorescent mounting medium (S3023, DAKO-Agilent, Santa Clara, USA).

QThe post-commissural length was quantified on 30° sagittal sections, and the diameters of the
post-commissural fornix and mammillo-thalamic tract were measured on the same coronal
section, corresponding to the onset of the anterior part of the AHA. Each section was digitized
using an optical microscope (Axioskop 50, Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with a 20x
(0.8 NA) dry objective and an EMCCD Quantum camera controlled by Metamorph software
(Roper Scientific, Paray-Vieille-Poste, France). All morphometric measurements were taken

using ImageJ software.

Whole-mount immunostaining and tissue clearing

In this study, we used three tissue clearing methods: 3DISCO (Figure 4C, (Belle et al., 2014)),
iDISCO (Figure 5, (Renier et al., 2014)), and a hybrid uDISCO method that we developed from
three other protocols (Figure S2, (Hahn et al., 2019; Li, Xu, Wan, Yu, & Zhu, 2018; Pan et al.,
2016) (see supplementary material).

3DISCO: Whole brains from WT and CRMP4-KO littermate pups (E18.5-P2) were thawed and
rehydrated in PBS at 4 °C for 4 h. Brains were permeabilized in PBS-GTS buffer containing
0.01% Thimerosal (T5125, Sigma) overnight at 37 °C and then incubated for 1 week at 37 °C
with anti-Nrp1 primary antibody (1:400) diluted in PBS-GTS buffer. After extensive washing,
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brains were incubated for 5 days with anti-goat Cy3-conjugated secondary antibody (1:500) in
PBS-GTS. Brains were then cleared as previously described (Belle et al., 2014). Whole-brain
images were acquired using a confocal microscope (LSM710, Zeiss) with 10 x dry objective
(NA: 0.3; WD: 5.5 mm) in the horizontal plane (x = 2.08; y = 2.08; z = 6.55 um). Post-
commissural fornices were segmented manually for each z position using the Imagel
Segmentation Editor plugin (Schindelin et al., 2012), and then 3D-reconstructed to produce
illustrations.

iDISCO: Immunolabeling and clearing of whole brain from WT, Sema3e™, Crmp4™- and
Crmp4"-Sema3e™ newborn littermates were performed according to the iDISCO protocol
(Renier et al., 2014). Nrp1 immunolabeling was processed as above, and brains were embedded
in 0.5% agarose (2267.1, Roth, Karlsruhe, Germany) before applying the clearing procedure.
Cleared brains were 3D-imaged on a lightsheet fluorescence microscope (Ultramicroscope 11,
LaVision BioTec, Bielefeld, Germany) using a 2 x long working distance air objective lens
(WD 6 mm with the dipping cap) and ImspectorPro software (LaVision BioTec). Acquisitions
on the horizontal plane were obtained using Dynamic Focus with a constant lightsheet thickness
of 4.1 um (x = 3.02; y = 3.02; z = 3 um). 3D volume images were generated using Imaris
software (version 9.6, Bitplane) (Oxford Instrument, Gometz-la-Ville, France). Fornices and
mammillary tracts were manually segmented using the ‘Isoline’ drawing mode (Imaris) by

creating a mask.

Neuron culture

Brains from WT and CRMP4-KO littermate embryos (E17.5) were dissected to obtain the
subiculum. Pieces were dissociated and plated on poly-lysine/laminin-coated coverslips in
DMEM supplemented with 10% horse serum and 1% penicillin/streptomycin. After 2 h, the
medium was replaced with Neurobasal medium supplemented with 1 mM glutamine, 1:50 B27
(Gibco), and treated with 5 nM alkaline phosphatase fused with Sema3E (AP-Sema3E). The
AP-Sema3E and alkaline phosphatase controls (AP-CtrL) were produced as previously
described (Chauvet et al., 2007). The effect of methyl-B-cyclodextrin (MBDC, C4555, Sigma)
on Sema3E-induced axonal-growth stimulation was investigated as follows. MBCD (final
concentration 0.5, 1.0, or 1.5 mM) was added to the culture medium when neurons were seeded,
and incubated for 2 h. The medium was then switched to supplemented Neurobasal medium,
and neurons were treated with AP or AP-Sema3E for 24 h before measuring axonal lengths.

In some experiments, neurons were electroporated (Amaxa Cell Line Nucleofector, Lonza

Bioscience) either with several plasmid constructs coding for CRMP4 variants (100 pmol) or
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with distinct siRNAs (20 nM). Efficient knockdown of CRMP1, CRMP2 and CRMP4 was
obtained using Stealth RNAi (Invitrogen, ThermoFisher), siRNA anti-Crmp I sequence 5’-CCC
GGU GGC AUU GAU GUC AAC ACU U-3’ (si-Crmpl), siRNA anti-Crmp2 sequence 5°-
CCA ACC ACU CCA GAC UUU CUC AAC U-3’ (si-Crmp2), siRNA anti-Crmp4 sequence
5’-CCU CUG GUG GUU AUC UGC CAG GGC A-3’ (si-Crmp4). After 2 DIV, cultured cells
were fixed, immunolabeled with an anti-tubulin antibody and digitized using an optical
microscope (Axioskop 50, Zeiss) equipped with a 20 x (0.5 NA) dry objective (Figure 2) or
using a slide scanner (Axio Scan Z1, Zeiss) equipped with a 20 x (0.8 NA) dry objective (Figure
9 and 10). Axonal lengths were automatically measured for isolated neurons using the

AutoNeurite] macro (Boulan et al., 2020).

Phosphorylation patterns in cultured neurons

ubicular neurons cultured in Petri dishes (B35, Falcon) at 2 DIV were starved for 2 h in
Neurobasal medium without supplements, and were successively treated or not with 4 mM of
MBCD for 30 min. Cultures were then treated with 5 nM of AP or AP-Sema3E for 11 min
before harvesting. Neurons were lysed in 150 pL of Laemmli buffer containing 100 mM DTT.
The phosphorylation state of Akt, GSK3B and CRMP4 was investigated after separation on
SDS-PAGE (4-15%) electrotransfer onto nitrocellulose membrane, and immunoblotting (Bio-

Rad, Marne-la-Coquette, France).

Immunoaffinity chromatography and mass spectrometry-based proteomic analyses

Purified monoclonal antibodies directed against MAP6-N peptide-175 (mAb-175, 10 mg) were
coupled on AminoLink coupling gel column (Thermo Scientific, Illkirch, France) following the
manufacturer’s instructions.

Twenty WT adult brains were lysed in 8 mL of PEM buffer (100 mM PIPES adjusted to pH 6.75
with KOH; 1 mM EGTA; 1 mM MgCI2 and protein inhibitor cocktail) by performing 6 strokes
with the type A pestle and 2 strokes with type B pestle of a Kontes all-glass Dounce
homogenizer at 4 °C. Homogenates were centrifuged at 70 000 g for 10 min, and supernatants
were incubated with 1 mL of mAb-175-aminolink gel for 3 min at 4 °C with gentle agitation.
mAb-175-aminolink gel was extensively washed with PEM buffer containing 50 mM NaCl
before eluting bound proteins with 4 mL of peptide-175 (1 mM in PEM buffer). Proteins from
more concentrated eluted fractions were partially separated on an SDS-PAGE gel (NuPAGE 4-
12%, ThermoFisher Scientific) and stained with Coomassie blue (R250, Bio-Rad). Migration

lanes were cut into 21 bands, and proteins were oxidized as previously described (Jaquinod et
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al., 2012) before in-gel digestion with modified trypsin (sequencing grade, Promega,
Charbonnieres-Les-Bains, France) (Casabona, Vandenbrouck, Attree, & Couté, 2013).
Resulting peptides of each band were sequentially analyzed by online nanoL.C-MS/MS
(UltiMate 3000 and LTQ-Orbitrap Velos, Thermo Scientific). For this, peptides were sampled
on a 300 um x 5 mm PepMap CI18 precolumn (Thermo Scientific) and separated on a
homemade 75 pm x 150 mm C18 column (Gemini C18, Phenomenex). MS and MS/MS data
were acquired using Xcalibur (Thermo Scientific).

Mascot Distiller (Matrix Science) was used to produce mgf files before identification of
peptides and proteins using Mascot (version 2.7) through concomitant searches against Uniprot
(Mammalia, march 2021 version; taxon Mus Musculus), classical contaminants database
(homemade) and the corresponding reversed databases. The Proline software (Bouyssie D et
al., Bioinformatics, 2020) was used to filter the results (conservation of rank 1 peptides,
minimum peptide score of 25, and minimum of two peptides including one specific peptide per

protein group identified).

Expression of recombinant proteins and pull-down

For recombinant production of CRMP proteins, E. Coli BL21(DE3) pLysS (Fisher Scientific,
llkirch, France) were transformed by pET21-Crmps plasmids and protein expression was
induced with 1 mM isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranoside for 6 h at 37 °C. Bacteria were
harvested by centrifugation at 5 000 g (10 min at 4 °C). The pellet was resuspended in 40 mM
Tris-HCI1 pH 7.5, 300 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 6 mM imidazole with protease inhibitor
cocktail (04693132001, Merck-Roche, Lyon, France) and lysed by three successive freezing
and thawing cycles combined with sonication (3 x 10-s bursts). After centrifugation (200 000 g,
40 min at 4 °C), the supernatant was added to a cobalt resin column (Fisher Scientific, 10 mL
of lysate to 1 mL of beads for 1 h at 4 °C) and washed with lysis buffer. The His-tagged CRMP
proteins were eluted with 40 mM Tris-HCI pH 7.5, 300 mM NaCl, 200 mM imidazole with
protease inhibitor cocktail and dialyzed against 100 mM NaHCO3 pH 8.3, 500 mM NacCl.
Recombinant CRMPs were coupled to CNBr-Sepharose (17-0430-01, Merck-Roche, 1.4 mg of
protein per milliliter of beads) as described in the manufacturer's protocol. The MAP6-N-His
recombinant protein was produced in baculovirus and purified as previously described
(Cuveillier et al., 2020).

For pull-down experiments, recombinant MAP6-N-His (2 pg) was incubated with 5 pL of
control-Sepharose or CRMP-Sepharose beads in PEM buffer (100 mM PIPES, 1 mM EGTA,
I mM MgCI2, 100 mM KCl, 0.05% Tween 20, pH 7.5) in the presence of protease inhibitors
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for 20 min at RT. Beads were washed three times with PEM buffer and resuspended in 40 pL
Laemmli buffer containing 100 mM DTT. Recovered proteins were analyzed by Coomassie

staining after SDS-PAGE.

Co-immunoprecipitation

For brain immunoprecipitation experiments, adult brains were homogenized with lysis buffer
(20 mM Tris-HCI pH 7.2, 1 mM EGTA, I mM EDTA, 5 mM NaF, 1| mM DTT, 0.27 M sucrose,
0.5% Triton X-100) in the presence of protease inhibitor cocktail. After mechanical lysis using
ceramic beads (Precellys, VWR) shaking and centrifugation of the cell lysate at 12 000 g for
20 min at 4 °C, the supernatant was diluted 3x with buffer C (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 2%
glycerol) and incubated for 4 h at RT with 20 pg of MAP6 antibody (mAbl75). For
immunoprecipitation on cells, HEK293T/17 cells were transfected with plasmids encoding
CRMP4-tGFP, VEGFR2-FLAG, VSV-PIxD1 and FLAG-Nrpl using a calcium phosphate
transfection kit (631312, LifeTechnologies, ThermoFisher). One day after transfection, cells
were lysed as described previously for brains. To test the detergent resistance of the interaction
between CRMP4 and the receptors, a lysis buffer containing 1% instead of 0.5% of Triton X-
100 was used. The supernatant was incubated for 1 h at 4 °C with an anti-tGFP, anti-CRMP4
(TUC4) or anti-VEGFR2 antibody, and then in the presence of Dynabeads Protein G (10004D,
Invitrogen, ThermoFisher). Beads were washed with a buffer containing 20 mM Tris-HCI pH
7.2, 1 mM EDTA, 500 mM NacCl, and 0.2% NP40. Proteins were then resuspended in 20 uL of

Laemmli buffer containing 100 mM DTT and analyzed by western blot as described above.

Sucrose-density gradient fractionation

For sucrose-density gradient fractionation, five cultures of HEK293T/17 cells in individual
Petri dishes (B100, Falcon, Dutscher, Bernolsheim, France) were transfected with Crmp4-
tGFP, VSV-PLXNDI, and FLAG-Nrpl cDNAs. After 24 h, cultures were left untreated or
treated with 10 mM MBCD and then lysed in 50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, in the presence of protease inhibitors. The homogenate was vortexed for 1 h in the
presence of 1% Triton X-100 at 4 °C then centrifuged at 12 000 g for 20 min at 4 °C.
Supernatant was recovered (1.5 mL) and adjusted to 40% sucrose by adding 1.5 mL of 80%
sucrose in lysis buffer, placed under a 5-38% discontinuous sucrose gradient and centrifuged at
274 000 g for 16 h at 4 °C in Beckman SW-41Ti rotor. Fractions (12 x 1 mL each) were
harvested from the top of the tube.
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Experimental design and statistical analyses

E17.5-day CRMP4-KO and WT littermate embryos were obtained by crossing CRMP4-
heterozygous mice. WT and KO were distinguished from heterozygote littermates based on X-
Gal staining intensity of the midbrain and hindbrain. Subicula from each genotype (WT or
CRMP4-KO) were pooled and the genotype of each embryo was confirmed by tail-PCR.
Sema3E growth-promoting activity on siRNA-treated neurons or CRMP4-KO neurons (Figure
2) was analyzed on three independent cultures using 75 randomly selected neurons for each
condition (2 coverslips per condition). Analyses of Sema3E growth-promoting activity on
MBCD-treated neurons were performed on two independent cultures using 300 randomly
selected neurons for each condition (2 coverslips per condition) (Figure 9 A-B). Sema3E
growth-promoting activity on rescued neurons was analyzed on 2 to 3 independent cultures, as
indicated in the figure legend, using 300 randomly selected neurons for each condition (2
coverslips per condition) (Figure 10). The box-and-whisker plots show the normalized axonal
length (in %) compared to the siRNA control (Figure 2B) or to the AP control (AP-CtrL)
condition (Figure 2D, E, and F). Statistical comparison between AP-CtrL and AP-Sema3E
treated neuron axonal lengths was based on a Kruskal-Wallis non-parametric test followed by
Dunn’s multiple comparisons.

PO Crmp4™-Sema3e™, Sema3e™, Crmp4™ and WT littermates were obtained by crossing
CRMP4-heterozygote animals with Sema3E-heterozygote mice. Statistical comparison
between different genotypes and WT was based on a Kruskal-Wallis non-parametric test

followed by Dunn’s multiple comparisons.

Statistical analyses
statistical analyses were performed using Prism 9.0 software (GraphPad Software), applying
the tests indicated in each figure. Researchers were blind to the genotypes during data collection

and analysis.

Supplemental Materials and Methods

Brain lysates

After euthanasia, by decapitation for E15.5, E17.5, PO embryos or anesthetic overdose for later
stages, brains were dissected out and lysed in buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl,
I mM EDTA, 1 mEGTA, ImMDTT, 1 mM MgCI2, 1% Triton X100 and protease inhibitors)
by 6 strokes with the type A pestle and 2 strokes with type B pestle of a Kontes all-glass Dounce

homogenizer. Protein amounts between samples were equilibrated following assessment of the

117



protein concentration by Bradford assay. An aliquot of proteins (20 pug) for each sample was
loaded onto a 10% acrylamide gel for western blotting.

Brain section X-Gal staining

E17.5 brains were incubated in 0.2% glutaraldehyde and 2% formaldehyde in PBS for 2 h.
Brain slices (50 um) were incubated in PBS containing 5 mM potassium ferricyanide, 5 mM
potassium ferrocyanide, 2 mM magnesium chloride and 1 mg / mL X-Gal as substrate for 3-5 h

at 30 °C. Slices were dehydrated and then mounted in DPX.

Tissue clearing

Hybrid uDISCO: Adult half-brains from WT/Thyl-eYFP-H and CRMP4-KO/Thy1-eYFP-H
mice were cleared using a protocol adapted from three published methods (Hahn et al., 2019;
Li et al., 2018; Pan et al., 2016). Brains were first dehydrated in increasing tert-butanol
concentrations (30, 50, 70, 80, 90, 100, and 100%""). Each bath lasted 12 h at 32 °C, and pH
was adjusted to 9.0-9.5 by adding triethylamine (0.5, 0.5, 0.5, 1, 3, 15, 60 and 60 ul TEA/15
ml, respectively) (471283, Sigma) (Li et al., 2018; Pan et al., 2016). Brains were then immersed
in dichloromethane (270997, Sigma) for 60 min at room temperature to remove lipids. Finally,
brains were cleared for 5 h at room temperature in di-benzyl ether (108014, Sigma) containing
0.4% N-propyl-gallate (P3130, Sigma) (Hahn et al., 2019) and washed twice in ethyl cinnamate
(112372, Sigma). All incubation steps were performed in a 15-mL tube filled with solution,

under mild agitation and protected from light.
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Figure legends

Figure 1: Identification of CRMP1, 2, and 4 as MAPG6 binding partners.

A: Immunoprecipitation of endogenous CRMPs from adult mouse brain using mAb-175.
CRMPs were revealed using anti-pan-CRMP antibody and MAP6 using anti-pan-MAP6
antibody. Lysate from MAP6-KO mouse brain was used as control.

B: Coomassie gel of pull-down experiments. Control Sepharose beads (control lane) or CNBr-
coupled CRMPs-Sepharose beads were incubated with purified MAP6-N-His protein. Input
lane corresponds to the total amount of MAP6-N-His (2 pg) incubated with the CRMPs-
Sepharose beads (5 pL). Molecular weights are indicated in kDa.

Figure 1 — figure supplement 1 : Recombinant CRMP proteins
Coomassie blue staining of purified recombinant CRMPs (2 ug for each sample).

Figure 2: Effect of CRMP down-regulation on Sema3E growth-promoting activity

A: Western blot of crude extracts from cultured subicular neurons treated for 48 h with SIRNA
for CRMPs or control siRNA, and blotted with CRMP and GAPDH antibodies. Right panel:
quantification of siRNA efficiency, values are expressed as percent inhibition compared to
control sSiRNA (n = 3 independent experiments).

B: Axonal length measured in cultured subicular neurons treated for 48 h with control SiRNAs
and CRMP siRNAs (20 nM). Values were normalized to 100% for control sSiRNAs.

C: Representative images of subicular neurons electroporated with control or CRMP4 siRNA
and cultured in the absence (AP-CtrL) or presence of 5 nM Sema3E (AP-Sema3E) for 48 h. To
measure axonal length, neurons were immunolabeled with anti-a-tubulin. Scale bar, 100 pum.
D: Quantification of the relative axonal length of cultured subicular neurons treated for 48 h
with 20 nM of control or CRMP siRNAs in the absence (AP-CtrL) or presence of 5 nM Sema3E
(AP-Sema3E). Values were normalized to 100% for the AP control condition (AP-CtrL).

E: Quantification of relative axonal length in cultured WT and CRMP4-KO subicular
neurons. Values were normalized to 100% for WT neurons.
F: Quantification of the relative axonal length of cultured WT and CRMP4-KO subicular

neurons in the absence (AP-CtrL) or presence of 5 nM Sema3E (AP-Sema3E). Values were
normalized to 100% for the AP control (AP-CtrL) condition.

G: Quantification of the relative axonal length of cultured CRMP4-KO subicular neurons
electroporated with control plasmid coding for eGFP or for eGFP-tagged CRMP4 in the
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absence (AP-CtrL) or presence of 5 nM Sema3E (AP-Sema3E). Values were normalized to
100% for the AP control condition.

In B, D, E, F and G, crosses represent the mean, black bars represent the median, boxes
represent the 25" and 75" percentiles, and the whiskers represent the 5™ and 95" percentiles of
values (75 neurons for each condition) from three independent cultures. Kruskal-Wallis non-
parametric test followed by Dunn’s multiple comparisons, ****p < 0.0001, ***p<0.001, **p <

0.01, *p <0.05 and n.s p > 0.05.

Figure 3 with 1 supplement: CRMP4 expression in subicular neurons and fornix
projections

A: Coronal sections of E17.5 WT (columns a, ¢, d) and CRMP4-KO (columns b, ) brain were
immunolabeled with anti-CRMP4 and anti-Nrp1 antibodies. White squares (columns a and b)
indicate the positions of fields of view shown in columns c-e.

Abbreviations: ac: anterior commissure, fi: fimbria; pf: post-commissural fornix. Scale bars,
100 pm.

B: Cultured subicular neurons at 2 DIV were immunolabeled with anti-CRMP4 and anti-Nrp1
antibodies. The conventional confocal plane shows the entire neuron. Images from the confocal

Airyscan detail the growth cone on two serial acquisition planes. Scale bars, 10 um.

Figure 4: Effect of CRMP4-KO on post-commissural fornix formation.

A: From left to right: The sagittal diagram shows the projection stacks for the post-commissural
fornix (pf; red) and mammillo-thalamic tract (mt, purple); the green line indicates the level of
the coronal section. Representative coronal section corresponding to the onset of the anterior
part of the anterior hypothalamic area (AHA) in PO WT and CRMP4-KO brains immunolabeled
with anti-Nrp1 antibody. Fornix and mammillo-thalamic tract were squared.. Scale bar, 1 mm.
Higher-magnification images show representative post-commissural and mammillo-thalamic
tracts in CRMP4-KO and WT brains after Nrpl immunolabeling. Scale bars, 100 um. Dot plots
show quantifications of both fornix and mammillo-thalamic tract diameters. Mean £ s.e.m. WT
n =6, KO n =5, Mann-Whitney test, *p < 0.001.

B: From left to right: The coronal diagram shows the projection stack of post-commissural
fornix (red) on a coronal plane. The green line indicates the plane of the sagittal sections.
Representative sagittal sections with a cutting angle of 30° for PO WT and CRMP4-KO brains

were immunolabeled with anti-Nrpl antibody. The lengths of post-commissural fornices were
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measured using ImagelJ, taking the anterior commissure as the starting point. All traces
measured from WT (n = 5; red) and CRMP4-KO (n = 6; green) were superimposed and are
shown in the right panel. The dot plot shows quantifications of post-commissural fornices. Scale
bar, 250 um. Mean % s.e.m. Mann-Whitney test, * p < 0.05.

C: The sagittal diagram shows the projection stack of the post-commissural fornix (pf, in red)
and black lanes indicate the segmented portion of the fornix. The anterior commissure (ac, in
orange) was used as the starting point to segment the fornix (upper left diagram). A
representative P2 segmented fornix is shown in 3D reconstruction (Nrpl in red) in the whole
brain (autofluorescence in grey), illustrated in lateral view and ventral view (upper right panel).
Reconstructions were produced using the Imagel 3D Viewer plugin. Scale bar, 1 mm.
Representative ventral z projections of WT and CRMP4-KO fornices at E18.5, PO, and P2 are
presented (bottom left panels). The fluorescence intensity of the segmented fornix is
represented by a red-to-white color scale. White arrowheads point to axon bundles splitting off
from the fornix. Scale bar, 500 um. Histogram shows quantifications of the segmented post-
commissural fornix volume at E18.5 (WT = 3; KO = 2), PO (WT =4, KO =5) and P2 (WT =
3; KO = 2) for WT and CRMP4-KO mice. Bars indicate the mean volume * s.e.m. Kruskal-
Wallis non-parametric test followed by Dunn’s multiple comparisons and one-way ANOVA to
compare WT vs KO, *p < 0.05, **p < 0.01.

Figure 5 with 2 supplements: Deletion of CRMP4 affects fornix integrity in the adult
brain.

A: Schematic representation of the fornix tract (red region) on a sagittal diagram. Grey lines
indicate the Bregma positions, in mm, of the coronal planes presented in B, C, and D.

B-D: Coronal brain sections from adult WT and CRMP4-KO brains were stained with gold
chloride. Diagrams of adult brain coronal slices illustrating the anatomical levels selected to
measure surfaces covered by the fornix (pf) and mammillo-thalamic tract (mt). Square in the
diagrams indicate the regions shown on the coronal sections stained with gold chloride.
Histograms show quantifications of fibers areas and fasciculation index, mean + s.e.m. WT =
5, KO = 4. Mann-Whitney test, * p < 0.05. Scale bar, 250 um.

Abbreviations: HF: hippocampal formation, MB: mammillary body; AH:. anterior
hypothalamus; SPT: septum; pre-f: pre-commissural fornix; pf: post-commissural fornix; mt:
mammillo-thalamic tract; mcht, medial cortico-hypothalamic tract and ac: anterior commissure,

S: subiculum.
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Figure 5 —figure supplement 1: Comparison of the number of subicular neurons in WT and
CRMP4 dorsal subicula.

Coronal sections of the subiculum from adult WT and CRMP4-KO animals expressing
the reporter eYFP in the subiculum. The dorsal subiculum shown in the diagram of
Bregma -2.80 mm section (A) was delimited on the NeuN immunolabeling slice (B, dashed
ROI). The density of eYFP-stained subicular neurons in WT and CRMP4-KO dorsal
subicula was quantified, and the results are shown in (C). Difference between genotypes
were not significant (n = 4 animals for each genotype).

Figure 5-figure supplement 2: Visualization of the whole fornix system by uDISCO tissue

clearing.

A: Adult half-brains from WT- and CRMP4-KO-Thy1l-eYFP-H mice were cleared by a hybrid
uDISCO method (see Material and Methods section). Representative broad panoramic views
of z projections of WT and CRMP4-KO are shown. White squares indicate regions shown in
B. Scale bar, 1 mm. Voxel size, x =2.07, y=2.07,z =5.77 um.

B: Higher magnifications of z projections show post-commissural fornix fibers (pf) entering
mammillary bodies (MB) and mcht fibers emerging from the fornix. Arrows and arrowheads
indicate the mcht fibers emerging from the anterior and posterior sides, respectively, of the
anterior commissure (ac). Scale bar, 200 pm.

Abbreviations: HF: hippocampal formation, MB: mammillary body; S: subiculum, SPT:
septum; ac: anterior commissure, mcht: medial cortico-hypothalamic tract, pf: post-

commissural fornix and pre-f: pre-commissural fornix.

Figure 6: Post-commissural fornices are affected in CRMP4*/Sema3E*- double
heterozygotes.

A: PO segmented fornices (red) and mammillo-thalamic tracts (blue) 3D reconstructions in
whole-brains are illustrated in lateral view (left panel) and ventral view (right panel). Whole-
brains from single and double heterozygotes for CRMP4 and Sema3E and their WT littermates
at PO were immunolabeled with Nrpl antibody and cleared according to the iDISCO protocol.
Fornices and mammillo-thalamic fiber bundles were segmented using Imaris software.

B: Quantification of fornix (left panel) and mammillo-thalamic tract (right panel) volumes in
PO brains from WT (n = 11), CRMP4*" (n = 9), Sema3E*" (n = 7), and CRMP4*/Sema3E*" (n
= 8) mice. Voxel size: x = 3.02; y = 3.02; z = 3 um; Bars indicate the mean volume + s.e.m.
Kruskal-Wallis non-parametric test followed by Dunn’s multiple comparisons, **p < 0.01, ns
p > 0.05.
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Figure 7: CRMP4 forms complexes with Sema3E receptors.

A: Western blot showing co-immunoprecipitation of CRMP4 and Sema3E receptors.
HEK?293T/17 cells were transfected with plasmids encoding CRMP4-tGFP, VEGFR2-FLAG,
VSV-PIxD1, and FLAG-Nrpl proteins. Cells were lysed in buffer containing 0.5% Triton X-
100, and immunoprecipitation was performed using a polyclonal anti-VEGFR2 antibody.
B-D: Western blot showing co-immunoprecipitation of CRMP4 with each individual Sema3E
receptor. HEK293T/17 cells were transfected with plasmids encoding CRMP4-tGFP and with
plasmids encoding VEGFR2-FLAG (B), VSV-PIxD1 (C), or FLAG-Nrpl (D). Cells were lysed
in buffer containing 0.5% Triton X-100 and immunoprecipitation was performed using a

polyclonal anti-tGFP antibody.

Figure 8: CRMP4 interacts with the Sema3E receptor complex in Detergent-Resistant
Membrane fractions

A: HEK293T/17 cells were transfected with plasmids encoding CRMP4-tGFP, VSV-PIxD1,
and FLAG-Nrp1 proteins. Cells were lysed in buffer containing 0.5% Triton X-100 (as used in
Figure 7) or 1% Triton X-100. Immunoprecipitations were performed using a polyclonal anti-
tGFP antibody. Proteins were analyzed by western blotting with PIxD1, Nrpl, and tGFP
antibodies.

B and C: Sucrose-density gradient fractionation of lysates prepared with 1% Triton X-100 from
HEK293T/17 cells transfected with plasmids encoding ectopic CRMP4-tGFP, VSV-PIxD1, and
FLAG-Nrpl proteins. HEK293T/17 cells were cultured in the absence (B) or presence (C) of
10 mM methyl-beta-cyclodextrin (MBCD) for 7 h. Fractions were then analyzed by western
blot. Ectopic proteins were assayed with PIxD1, Nrpl, and tGFP antibodies, and endogenous
flotillin was detected with flotillin antibodies.

D: Western blot showing co-immunoprecipitations between CRMP4 and the Sema3E receptor
complex from sucrose gradient fractions corresponding to DRM (3, 4, and 5) or to the RPM
(10, 11 and 12 see left panel in A), using a polyclonal anti-tGFP antibody. In control conditions
(CtrL), no tGFP antibody was added to the pooled fractions. Equivalent volumes of pooled
fraction (DRM and RPM) were loaded (input).

Figure 9: Methyl-beta-cyclodextrin inhibits the downstream Sema3E signaling pathway

A: Representative images of WT subicular neurons cultured in the absence (AP-CtrL) or

presence of 5 nM Sema3E (AP-Sema3E) for 48 h, with or without MBCD pretreatment
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(1.5 mM). Cells were fixed and stained with an anti-tubulin antibody to visualize neuronal
extensions. Scale bar 100 pm

B: Quantification of relative axonal lengths in WT subicular neurons cultured in the absence
(AP-CtrL) or presence of 5 nM recombinant Sema3E (AP-Sema3E) for 48 h, following a 2-h
pretreatment with different MBCD concentrations (from 0 to 1.5 mM). Crosses represent the
mean, black bars represent the median, boxes represent the 25" and 75" percentiles, and the
whiskers represent the 5™ and 95" percentiles of values (300 neurons for each condition from
two independent cultures). Values were normalized to 100% for control conditions (AP-CtrL).
Kruskal-Wallis non-parametric test followed by Dunn’s multiple comparisons, ****p < 0.0001
and n.s. p > 0.05.

C: Representative western blots of subicular neurons exposed or not to 4 mM MBCD for
30 min, followed or not with 5 nM recombinant Sema3E for 8 min. Proteins and phosphorylated
proteins were assessed using their corresponding antibodies. n = 2 independent experiments,
samples were loaded in duplicate.

Figure 9- figure supplement 1: Effect of MBCD on axonal growth of subicular neurons.

Figure 10: The cytoskeleton-binding domain of CRMP4 is required for Sema3E growth-
promoting activity

A: Schematic representations of tGFP- or eGFP-tagged CRMP4 proteins used for rescue
experiments in subicular neurons. Cytoskeleton-binding domain (grey rectangle) and the
positions of the GSK3 (yellow stripes) and Cdk5/DYRK?2 (green stripes) phosphorylation sites
are indicated.

B: Quantification of the relative axonal length in CRMP4-KO subicular neurons electroporated
with plasmids encoding tGFP, CRMP4-tGFP, CRMP4-tGFP non-phosphorylatable mutant
(CRMP4-4A-tGFP), or CRMP4-tGFP phospho-mimetic mutant (CRMP4-4D-tGFP), in the
absence (AP-CtrL) or presence of 5 nM Sema3E (AP-Sema3E). Expression levels of each
CRMP protein (lower panels).

C: Axonal lengths measured for cultured CRMP4-KO subicular neurons electroporated with
plasmids encoding eGFP, CRMP4-eGFP, or CRMP4-eGFP mutant lacking the cytoskeleton-
binding domain (CRMP4ACyt-eGFP), in the absence (AP-CtrL) or presence of 5 nM Sema3E
(AP-Sema3E). Expression levels for each CRMP protein (lower panels).

In B and C, crosses represent the mean, black bars represent the median, boxes represent the
25" and 75" percentiles, and whiskers represent the 5" and 95" percentiles of values from two
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independent cultures (B) or three independent cultures (C). Neurons (n=300 per condition) were
randomly selected; for one of the three KO-EGFP CtrL cultures, only 277 neurons could be
selected. Values were normalized to 100% for values obtained in control conditions (AP-CtrL).
Kruskal-Wallis non-parametric test followed by Dunn’s multiple comparisons, ****p < 0.0001

and n.s. p > 0.05.
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Résumé de ’article

La caractérisation des mécanismes participants a 1’établissement de la connectivité neuronale,
et entre autres ceux régulant la croissance axonale comme celle que nous avons réalisee pour
déterminer le role de CRMP4 dans la mise en place du fornix, requierent une analyse
morphologique des neurones. Ce type d’étude peut s’avérer fastidieuse car elle nécessite, pour
obtenir des résultats probants, la classification et la mesure de neurites provenant d’un nombre
de neurones en culture important. L’équipe dans laquelle j’ai effectué ma thése a développé une
macro « AutoNeuriteJ » fonctionnant sur le logiciel Fiji et permettant de quantifier différents
parametres morphologiques du neurone. Cette macro fonctionne a partir d’images de culture de
neurones présentant un contraste de fluorescence important ainsi qu’un marquage spécifique du
noyau et pouvant étre acquises avec un microscope de type scanner de lames utilisant un objectif
X20 ou X10. AutoNeuriteJ s’articule en trois parties. La premiére consiste en la binarisation
des images et 1’élimination des débris cellulaires (Figure x). La deuxiéme partie de la macro
génére une image individuelle pour chaque neurone sur laquelle ne sera gardé que son
« squelette » ainsi que son corps cellulaire créé a partir d’une dilatation du noyau dans I’'image
du neurone binarisée. Les neurones présentant plus d’un noyau sont éliminés et une taille
minimale de neurites est fixée pour exclure les neurones indifférenciés. Enfin la derniére partie
de la macro classe les neurites suivant les critéres « primaire » (partant du corps cellulaire),
« secondaire » (partant d’un neurite primaire) etc. Le neurite le plus long est identifié et il est
considéré comme étant un axone en vertu de certains criteéres qu’il est possible de paramétrer
au préalable (une taille minimale et I’écart de taille requis par rapport au deuxiéme neurite le
plus long). Un code couleur est attribué a chaque neurite en fonction des critéres de classement
qui viennent d’étre cités et un fichier regroupant pour chaque neurones la taille de tous les
neurites ainsi que leur classification est généré. Ce fichier pourra ensuite étre utilisé pour
réaliser différentes mesures statistiques. La mise au point d’ AutoNeurite] a nécessité de la faire
fonctionner sur des images obtenues a partir de conditions de cultures connues pour favoriser
par exemple la longueur des axones ou le nombre de neurites primaires. Pour cela, différentes
expériences, auxquelles j’ai pris part, ont été réalisées a partir de cultures de neurones
d’hippocampe ou de subiculum. Elles ont permis de montrer qu’AutoNeuriteJ est un outil
permettant de faciliter la détection de 1’effet d’un traitement par des molécules, comme le
nocodazole ou la sémaphorine 3E, specifiquement sur les dendrites ou sur les axones et a
différents stades de développement. Cette macro est également capable de mettre en évidence

des altérations morphologiques dans des neurones issus de souris mutantes comme la souris
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MAP6 KO utilisée dans cette étude. Enfin, I’avantage majeur de I’utilisation de cette macro est
la capacité d’analyse d’un grand nombre de neurones de maniere automatique sans biais de
I’utilisateur. AutoNeuriteJ a été utilisée pour mesurer la croissance axonale dans la grande
majorité des cultures de neurones que nous avons réalisées dans notre article CRMP4 mediates

fornix development through semaphorin-3E signaling pathway.
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Abstract

Morphometry characterization is an important procedure in describing neuronal cultures
and identifying phenotypic differences. This task usually requires labor-intensive measure-
ments and the classification of numerous neurites from large numbers of neurons in culture.
To automate these measurements, we wrote AutoNeurited, an imageJ/Fiji plugin that mea-
sures and classifies neurites from a very large number of neurons. We showed that Auto-
MeuriteJ is able to detect variations of neuritic growth induced by several compounds known
to affect the neuronal growth. In these experiments measurement of more than 5000 mouse
neurons per conditions was obtained within a few hours. Moreover, by analyzing mouse
neurons deficient for the microtubule associated protein 6 (MAPG) and wild type neurons we
ilustrate that AutoMeuritel is capable to detect subtle phenotypic difference in axonal
length. Overall the use of AutoMeuriteJ will provide rapid, unbiased and accurate measure-
ment of neuron morphologies.

Introduction

The study of neurodevelopmental or neurodegenerative diseases necessitates the production
of mouse strains mutated in potentially disease-causing genes. To get a molecular understand-
ing of the disease, it is classical to perform neuron cultures from these strains of mice and fol-
low their development with the goal of revealing specific phenotypes [1]. Alternatively the
effect of drugs or attractive molecules on the development of the neurons can be tested in cul-
ture [2, 3]. The early development of hippocampal neurons in culture undergoes three stages
where a single round cell attaches, produces numerous growing extensions, and polarizes to
differentiate one of its neurite into an axon (Fig 1) [4]. At the end of this early development,
the neuron displays highly branched dendrites and axon. The description of the developmental
timeline and final arborization complexity allows characterization of a morphological
phenotype.
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Stage 1 Stage 2 Stage 3

Lamellipodia Immature neurites Axon formation

- Dendrite

Fig 1. Stages of eady development of hippocampal newrons in calture, Hippocampal neurons begin to form
lamellipodia right after adhesion to the substrate (Stage 1), Few hours later the neurites sprouting begins (Stage 2).
These protrusions undergo successive dongation and retraction phases with no net outgrowth, Eventually, one neurite
acuires enhanced growth capabilities and becomes an axon (Stage 3,

Ittps.fdoiorg'10. 137 1journal pone. 0234 529,0001

The morphometric description of cell cultures is tedious when done by hand, confining
analysis to a number of cells that may not be representative of the whole neuronal culture.
Moreover, visual selection of neurons by the investigator may lead to selection bias, The use of
image analysis software should overcome these problems and several plugins have been devel-
oped to help in this task. Some of plugins are neuron-based, allowing for the semi-automatic
tracing of neurite extension (e.g. Neuron]) [5, 6], or population-based, where whole neuritic
lengths are measured with no neuron individualization or neuritic assignment (axon, dendrite,
order) [7-9], thus losing information of the number and classification of neurites. AutoNeuri-
te] was created to characterize a neuronal population in culture on a cell-based basis, with
large numbers of neurons analyzed allowing an accurate estimation of the whole distribution
of the population.

Results
AutoNeurite], a plugin set to measure and classify neuritic extensions

AutoNeurite] has been designed to describe the neuritic arborescence of isolated neurons in
cultures of different conditions or genotypes. It gives, in a text file for each neuron, the length
and order (primary, secondary; etc. . ) of each neurite. [t also gives measurements of the axon
length, number of branches and total axonal tree length, if any. At the end of the text filea
summary indicates the number of neurons that have been measured, the percentage of polari-
zation (neurons with an axen), the mean primary neurite length (neurite that initiate form the
cell body) and mean primary neurite number per neuron.

AutoNeurite] can be used to process a single file or multiple large images obtained from
mosaic images recorded from slide scanners (Fig 2A). For a better segmentation of thin cellu-
lar processes, AutoNeurite] requires well-contrasted images of fluorescent cells and images of
nuclei stained with DAPI or Hoechst, used to locate cell bodies and remove touching neurons.
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I'he whole process is divided in three independent sub-macros to allow for a better flexibil-

ity and control of different parameters defined by the users.

Description of AutoNeurite]

Part I: Segmentation of neuron and nuclei. The first part of the macro allows the binari-
zation of nuclei and neurons (Fig 2B}, Images of neurons and nuclei are pre-processed for
background homogenization and neurites enhancement. For the neuron images, a large

blurred image is substracted from a median-filtered image that removes noise. For the nuclei,

July 16, 2020 3/14
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adifference of Gaussians adapted to the diameter of the nuclei is applied. Parameters to be
defined are the mean diameter for nuclei and the minimal surface for a binarized neuron,
These parameters are used to adapt the detection of nuclei and to remove smaller particles
from the images. The parameters are saved in a text file and defined as default in the subse-
quent use of the macro, The segmentation is supervised by the user and binarized files are
saved.

Part II: Creation of individual neuron images and skeletization. The second part of the
macro allows the creation of single neuron images from the segmented images obtained in
part I (Eig 2C). It selects the cells containing a single nucleus from the binarized neurons
image and produces images of single neurons and their skeleton, A cell body is also created by
limited dilatation of the nucleus into the binarized neuron image. Within the macro, a mini-
mal length for neurite and neuritic tree is set to clean short branches that could be produced
by the skeletonization step and to remove undifferentiated cells without neurites. Finally, the
"Region of interest” set of the selected neurons on the original image is saved. The count of
neurons selected or excluded (connected neurons and undifferentiated cells) is recorded in a
text file.

Note that if different neurites of the same neuron cross, it will create aloop in the skeleton
that prevents measuring their length. This difficulty is overcome in AutoNeurite] by cutting
the branch of the loop at the location of the lowest intensity of staining, using the Analyze skel-
eton plugin [10].

Eventually, five different stacks are created: 1) Original neurons, 2) Binarized neurons 3)
Cell Bodies 4) Skeletons of the binarized neurons 5) Skeletons and cell bodies. These different
stacks will be used in the next step of the process.

Part I11: Measurement and classification of neurites. The third part of the macro is used
to measure and classify neuritic extensions (Fig 2D). Using the skeleton and body of neurons
generated in Part 11, neurite extremities are detected for each neuron using the "binary connec-
tivity" plugin (Gabriel Landini’s Morphology Plugins).

Each neurite is at first set as "primary” and its image is created. Secondly, each neurite is
compared to all other neurites to detect potential overlaps. If an overlap is detected, the order
of the shortest neurite is increased (from primary to secondary etc. . .) and the longest neurite
image is substracted to the shortest so that no overlaps exist. After this classification step, the
length of each neurite is measured and the longest primary identified. The longest neurite will
be considered as an axon if it satisfies to standard criteria [11], ie inour study the criteria
were set to: the length of the axon should be twice the size of the second longest neurite and
longer than 100 pixels. These parameters can be set by the user.

Finally, the macro produces an overlay for each neuron with the detected neurites colored
according to their order (Fig 2D0), A results text file is created presenting, for each neuron, the
length and order of each neurite, the number of primary neurites, the length and number of
branches of the axonal tree if any (Fig 2E). At the end of the process, a summary is printed giv-
ing the number of neuron measured, the percentage of neuron with an axon, mean and stan-
dard deviation of primary neurite length and of primary neurite number, This text file can be
edited within a spreadsheet to organize the data and allow further statistical processing. Of
note the stack of binarized neurons can be used to perform a classical Sholl analysis using the
Fiji plugin (https)//imagej.net/Sholl Analysis).

AutoNeurite] validation

The measurements given by any automatic procedure first need to be validated by a classical
method used in the field of expertise. We first compared the axonal length given by
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AutoNeurite] and when measured semi-automatically using Neuron]. We also compared the
number of primary neurites detected by eye or by Sholl analysis to AutoNeurite] values.
Finally, we applied several treatments known to change the morphology of neurons to verify
that AutoNeurite] can detect these changes.

Measurement of axonal length. The most popular Image] plugin for neurite measure-
ment is Neuron] [5]. This plugin allows a semi-automatic tradng of neurite and needs a tedious
work to et large numbers of measures. We used Neuron] to measure the axonal length of mouse
neurcns. On the same images of polarized neurens we applied AuteNeurite] and compared the
techniques by correlation analysis (Fig 3A), The correlation between values obtained by Neuron]
or AutoNeurite] is very strong (r = 0.98). By inspecting the data corresponding to points far above
the fitted line we observed that they represent cells that have not been segmented correctly (e.g.
Several cells are fused and present a single nucleus). These cells can be easily removed from the
binarized stacks of neurons before the neurite measurement part of AutoMeurite].

Primary neurite number. On the same images, we also compared the primary neurite
number counted by eve and detected by the macro (Fig 3B). The average values are close (2.95
and 2.91 neurite per neuron by eve and using AutoNeurite], respectively) and the correlation
is strong (r = 0.83), with a slight underestimation by AutoNeurite] due to filtering minimal
neuritic length. To further validate the accuracy of AutoNeurite], we compared its measure-
ments with those of the “Sholl analysis” plugin [12]. Among the different shape descriptors
proposed by the Sholl analysis plugin, we extracted the number of primary branches inferred
from the count of intersections at the starting radius close to the cell body. When comparing
this number to the number of primary neurites detected by AutoNeurite], we found a strong
correlation (r =0.91) (Eig 3C).

From these comparisons we concluded that AutoNeurite] gives a reliable mean to deter-
mine axonal length and primary neurites number,

Effect of nocodazole treatment on the major neurite length, It has been shown that
nocodazele (a drug that depolymerizes microtubule at high concentration) used at low con-
centration, reduces the number and the length of neurites, specifically [13, 14]. Mouse neurcen
cultures were treated at day 1 with 50nM nocodazole, fixed and immunostained at 3 days in
vitro (DIV). After AutoNeurite] quantification, we found that nocodazole treatment reduces
the length of the longest neurite of unpolarized cells by 25% (Eig 4A) while the axons were
resistant to nocedazole treatment (non-significant reduction of 4.7% when treated). This may
reflect the fact that stable MT are enriched in axons as described by Witte ef al. [15]. We also
found that Nocedazole treatment reduces the number of primary neurites in unpolarized cells
(3.60 £0.03pm when treated vs 4.50 20.03pum when untreated) or polarized cells (2,72
+0.12um, when treated vs 3.75 +0.11pm when untreated) (Fig 4B).

From these results we concluded that, thanks to its ability to categorize the neuronal exten-
sions, AutoNeurite] is a reliable tool to detect differential effects of a molecule on axons versus
dendrites,

Effect of Semaphorin 3E,  Semaphorin 3E (Sema3E) acts as a growth-promoting factor
for axons of mice subicular neurons [16]. Thus we quantified Sema3E effect on subicular neu-
rons, We first noticed the general effect of Sema3E treatment on subicular neurons polarity
(10.6% of cells presenting an axon for control vs 33.9% for Sema3E treated condition). We
then measure the major neuritic length, As expected, AutoNeurite] quantification showed an
increased axonal length of polarized cells of 21.5% after 48h of treatment with Sema3E (Fig
SA). This effect is also detected on the longest neurite of unpolarized cells; with a 31.8%
increase in Sema3E treated condition; revealing an early effect of Sema3E on neuritic growth,
This observation at early stage can reflect either an effect on the major neurite whatever the
differentiation stage of the neuron, or a global effect on all neurites of the neurons,
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Thus, we tested if the mean length of dendrites of polarized cells and the mean length of pri-
mary neurites without the longest neurite in unpolarized cells were also sensitive to Sema3E
treatment (Fig 5B). As AutoNeurite] classify the order of neurites we collected the length of
dendrites from polarized neurons (Fig 1), The length of the dendrites of polarized cells is not
affected by the Sema3E treatment (Fig 5B). On the contrary, the mean length of primary neur-
ites of unpolarized neurons excluding the longest is increased by 16.7% after Sema3E treat-
ment (Fig 5B). We conclude that Sema3E affects all primary neurites outgrowth during early
neuron developmental stages 1 and 2. During subicular neuron polarization, Sema3E induces
axonal outgrowth stimulation with no effect on dendrites revealing a cell growth oriented
toward the axon. The global neuritic outgrowth observed with Sema3E at early stages could be
ashared property for the third class of semaphorins as neuritic cutgrowth effects were also
reported for Sema3A and 3C [17-19]. Nevertheless, these observations were based on global
neuritic length assessments but no direct comparison between axonal versus dendritic effects
of semaphorins had been reported until now,

Overall, these results showed that AutoNeurite] easily allows a direct comparison of several
parameters of neuronal arborization at different developmental stages.

Morphological analysis of MAP6 knock-out neurons

In cur lab, we produced a mouse MAP6 knockout. MAPG encodes for a protein that stabi-
lized microtubules and is present in their lumen [20]. The MAPG KO mice present numerous
behavioral defects that were alleviated by neuroleptic treatment. Therefore they are a model
of psychiatric disorders such as schizophrenia or depression [21, 22]. These mice also present
brain anatomy perturbations where white matter tracts are altered as in fornix, corpus callo-
sum or pyramidal tracts [2, 23]. The analysis of neurons in culture from these mice have
shown that they present a defect in the Sema3E response and perturbation of the actin fila-
ment organization in dendritic spines [2, 24]. No detailed morphometric analysis of these
neurons has been done yet. Taking advantages of automatic quantification, we cultivated
hippocampal neurons from MAPS KO or WT mouse littermates. The coverslips were recov-
ered after 48h in culture, stained with antibody against tubulin and neurcenal morphelogy
analyzed with AutoNeurite] (Eig 6). The polarization index was increased in MAP& KO neu-
ron cultures (from 9.2% for WT neurons to 16.1% for MAP KO). Moreover, we were able to
detect that MAPG KO neurons produced longer axons than the controls by 23.5% (Fig 64).
Furthermore, thanks to the ability of AutoNeurite] to identify axonal primary and secondary
branches we performed a measurement of the total axonal tree (axon plus its branches) in
both genotypes, We found an increase of 20.2% of the size of MAP6 KO axonal tree as com-
pared to WT neurons (Fig 6B). AutoNeurite] also allows determining the mean internode
distance (axonal tree divided by the number of branches) which was also found increased by
19.7% in MAP6 KO neurons as compared to WT (Fig 6C). Thus MAP6 KO neurons increase
all their axonal branches to the same extend after specification of the axon resulting in an
increased internodes length, Overall, MAP6 KO experiments show the capacity of Autoneur-
ite] to detect variations of both classical and more subtle morpholegical features of neurons
in culture,

Discussion

We developed a new Image] macro able to measure neuron morphology in several neuronal
culture conditions. Existing plugins provide only global measurement of neuronal growth,
while AutoNeurite] allows for quantification of individual neurons. AutoNeurite] can also give
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a global analysis of the culture by building a stack of the segmented neurons with specific col-
ors for the neurites order, overlaid on the original image.

The macro produces a neuron-centric analysis with the classification of neurite. This pro-
vides the possibility to analyze crucial steps during neuronal differentiation and maturation,
The classification of neurites gives the percentage of polarization of the culture, an essential
marker of neuronal differentiation. It also allows the distinction of the effect of a molecule on
different types of neurites as demonstrated in this study with the differential effect of necoda-
zole on axons and dendrites. To our knowledge, without AutoNeurite], this was only achiey-
able by manual tracing,

We performed Sema3E experiment as a validation test of AutoNeurite]. We observed, as
expected, an increased length of the major neurites in polarized and unpolarized neurons. In
polarized neuren, we found that the dendrites do not respond anymore te Sema3E treatment.
Interestingly CEMP2, a downstream effectors of semaphorins, is enriched in axons whereas it
is uniformly expressed in all neurites in unpolarized neurons [25]. We can thus speculate that
the relocalization of CRMPs toward axons could limit the dendritic response to Sema3E stimu-
lation after axonal specification.

AutoNeurite] also detects various morphologic differences between WT and genetically
modified neurons allowing proposing mechanistic scenarios. The experiments on MAP6 KO
neurons show that, consistent with its role of stabilization of microtubule, the absence of
MAPG increases the dynamics of microtubule and allows a faster growth of the axon and of the
axonal tree. These results strengthen the previously described role of MAPS in axonal develop-
ment [26].

In conclusion, AutoNeurite] is an accessible tool that facilitates the classification and mea-
surement of neurites. Hopefully it will make easier, for other investigators, the morphometric
analysis of neurons during early differentiation.

Material & methods

Hippocampal and subicular neuron cultures

In accerdance with the policy of the Institut des Neurosciences of Grenoble (GIN) and the
Frenchlegislation, experiments were done in compliance with the European Community
Council Directive of 24th November 1986 (86/609/EEC). The research involving animals was
authorized by the Direction Départementale de la protection des populations— Préfecture de
I'lsére-France and by the ethics committee of GIN number 004 accredited by the French Min-
istry of Research.

Brains from embryos (E17.5) were dissected and hippocampus or subiculum were removed.
Selected parts were dissociated and plated onto polylysine/laminin-coated as previously
described [2]. The axonal growth of subicular neurons were stimulated by addition of control
AP or Sema3E-AP (6.3nM) in supernatant 2h after cells platting [2]. After 2DIV, cultured cells
were fixed and immunostained. Hippocampal neurons were treated by addition of 50nM
nocodazole in the medium. After 2DV, cultured cells were fixed and immunostained.

Immunostaining

Cells were fixed at 37°C in 4% paraformaldehyde, 4% sucrose in phosphate buffered saline
(PBS) and permeabilized using 0.1% Triton X-100 in PBS 1min. Cells were then incubated
with 3A]l mouse primary antibody produced in the laboratory (1:10,000) for 1h at roem tem-
perature. Cells were washed thrice in PBS 0.1 tween and incubated with cyanine- 3 conjugated
secondary antibody (1:1000) for 1h at room temperature, After three final washes, nuclei were
stained using Hoechst 33258 (1 pg/ml) in the mounting media (Dako).
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Image acquisition

For manual neuron morphometry, images of each neuron were acquired using 20 X N.A 0.5
objective on an Axioskop 50 microscope (Zeiss). All images were combined in a single file for
an easier manipulation, Measure of axonal length was performed using Neuron] [5].

For automated neuron morphometry, mosaic images of 2 or more ROl per condition were
acquired usinga 20x N.A 0.8 objective on an Axdoscan Z1 (ZEISS) microscope. Mosaic images
were then processed with AutoNeurite].

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Prism 5 (GraphPad). For the Sema3E and MAP& KO
experiments, values were normalized for each independent experiment to the value of the
mean axonal length in the corresponding control condition, Weighting of independent experi-
ments was obtained by random draw of equal number of neurons in each experiment before
pooling values for statistical analysis. In box and whiskers figures the whiskers represent 5 to
95% of the values. Percentage of variation indicated in Figs 5 and 6 are calculated from the
median values. For all figures the statistical tests used are indicated in the figure legends.

User recommendations and drawbacks

Culture density and immunofluorescence. Several antibodies can be used for AutoMNeur-
ite] analysis. Our general recommendation here would be to use markers widespread in all
neurons with a strong signal in order to accurately detect smaller neurite structures by setting
low detection thresholds. As tubulin is the major protein of neurons, several anti-tubulin anti-
bodies are useful. In the present study, we used a homemade anti-alpha tubulin antibedy
{ce3A1) but other anti tubulin can be used as a classical anti-BII1 tubulin specific for neuronal
cells or anti-acetylated tubulin antibody that detects only stable microtubules, present in the
shafts of neuritic extensions,

AutoNeurite] was developed to analyze the first steps of neuron differentiation. It does not
consider neurons with overlapping neurites, thus creating a bias in the population considered.
This problem also eccurs when the measures are done by hand, it is generally circumvented in
the field by using low density culture of neurons. To this end it is very important for users to
verify a low neuronal density before performing immunostaining,

Image resolution.  As Autoneurite] is dedicated to neurite measurement, it does not need
high reselution images to properly operate (1um pixel size images are recommended). High
resolution images will increase the duration of image processing as neurite measurement is
based on pixel erosion. To circumvent this issue, AutoNeurite] part | performs scaling of
images.

Quantification speed and computer requirements. Time for completion of this macro
depends mostly on the number of counted neurons and neurites, From our experience we rec-
ommend to analyze images with no more than 500 neurons. This number is sufficient for com-
paring several groups of treatment or genotypes, If more neurons are needed, it is possible to
run several occurrences of Fiji in parallel. As an example, we used eight occurrences of Fiji
running at the same time on the same computer to measure 30,000 neurons in less than 12h,

Availability
AutoNeurite] and a user guide are available at GitHub (https://github.com/Grenoble-

Institute-Neurosciences/AutoNeurite]). First and last authors may also be contacted for details
or future collaborations,
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Au cours de ma thése j’ai participé a la caractérisation du role de CRMP4 dans la signalisation
Sema3E, indispensable au développement du post-commissure. Parmi les différents candidats
CRMP potentiels pouvant jouer un réle dans cette cascade de signalisation, seule 1’absence de
CRMP4 impacte la croissance axonale induite par la Sema3E dans des cultures de neurones du
subiculum. J’ai pu compléter 1’étude neuroanatomique réalisée sur des cerveaux de souris
CRMP4 KO et Sema3E*"CRMP4*", mettant en évidence une altération du développement de
la post-commissure chez ces animaux et confirmant in vivo I’implication de CRMP4 dans la
signalisation Sema3E. J’ai ensuite montré que CRMP4 interagit avec le complexe tripartite de
récepteurs a cette molécule de guidage, la Nrp1, la PIxD1 et le VEGFR2 a I’intérieur de micro-
domaines spécifiques de la membrane, les DRM. J’ai également pu mettre en évidence que la
signalisation Sema3E, via vraisemblablement le recrutement de la voie PI3K/Akt/GSK3p,
induit la phosphorylation de CRMP4 et que ce mécanisme est dépendant de 1’intégrité des
DRM. Enfin j’ai pu caractériser ’importance du domaine de liaison au cytosquelette de CRMP4

dans la capacité des neurones a voir leur élongation axonale stimulée par la Sema3E.

En paralléle j’ai pu participer au développement d’une macro ImageJ permettant 1’analyse de
la morphologie d’un grand nombre de neurones, un paramétre essentiel a 1’étude des

mécanismes de croissance axonale

J’ai également contribué a la rédaction d’une revue sur MAP6 et les CRMP, synthétisant leur
réle non seulement de régulateur du cytosquelette via leur fonction de MAP mais mettant
également en valeur leur implication dans diverses cascades de signalisation a travers leurs

interactions avec différents partenaires protéiques.

Le développement qui va suivre sera consacré a discuter des résultats expérimentaux presentés
dans I’article CRMP4 mediates fornix development through semaphorin-3E signaling pathway

qui constituent la grande majorité de mes travaux de these.
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Les CRMP, fonctions partageées et roles propres a une isoforme

L’inhibition de I’expression de CRMP1, CRMP2 et CRMP4 dans des cultures de neurones de
subiculum conduit & une stimulation de la croissance des axones (bien que I’effet ne soit pas
significatif pour CRMP1). Ces résultats suggerent qu’il existerait des roles communs aux
differentes isoformes de CRMP, pouvant étre expliqués par le fort pourcentage d’homologie de
séquence que partagent ces protéines. En revanche, seule 1’absence de CRMP4 conduit au
blocage de I’effet stimulateur de la croissance axonale induit par la Sema3E. L’équipe de
Goshima s’est attachée ces derniéres années a caractériser les phénomenes de redondance et de
compensation entre CRMP ainsi que les roles propres a chaque isoforme dans différents
mécanismes neurodéveloppementaux. CRMP1, CRMP2 et CRMP4 ont été toutes les trois
impliquées dans le développement dendritique. L’absence de CRMP1 ou de CRMP4 conduit a
une perturbation de la ramification des dendrites au niveau de I’hippocampe (Niisato et al.,
2012; Takaya et al., 2017). De plus, les souris exprimant un mutant de CRMP2 mimant une
phosphorylation constitutive (CRMP2 KI) et les souris CRMP1 KO présentent des défauts de
morphologie des dendrites corticales (Yamashita et al., 2012). Cependant, bien que ces
protéines aient également été toutes les trois retrouvées dans des mécanismes en lien avec la
Sema3A, leurs fonctions dans la signalisation induite par cette molécule de guidage different.
En effet Makihara et al. ont montré qu’il existait une interaction génétique entre la Sema3A et
CRMP1 ainsi qu’entre la Sema3A et CRMP2 dans la maturation des épines dendritiques
corticales, mais pas entre CRMP1 et CRMP2 (Makihara et al., 2016). De plus CRMP4 est
impliquée dans la mise en place des dendrites au niveau de I"hippocampe comme un effecteur
de la signalisation Sema3A alors que dans le cortex, son role dans le développement dendritique
est indépendant de I’action de cette molécule de guidage. Il existe donc des réles partagés par
plusieurs CRMP et a I’inverse, d’autres fonctions sont attribuables a une CRMP en particulier
plutot qu’a une autre, notamment dans la médiation de signaux induits par des sémaphorines.
Nos résultats s’inscrivent dans le prolongement des publications qui viennent d’étre citées en
montrant qu’au niveau des neurones du subiculum les CRMP 1, 2 et 4 régulent toutes les trois
la croissance basale des axones mais que seule CRMP4 est responsable de la croissance

dépendante de la Sema3E de ces axones.
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CRMP4, une protéine impliquée dans des voies attractives mais qui pourrait aussi étre un

acteur de signalisations répulsives?

Dans un contexte de médiation de signaux de guidage, CRMP4 a été retrouvee, en dehors de la
voie Sema3E, dans la stimulation de la croissance des dendrites en réponse a la Sema3A et
¢galement dans 1’élongation axonale de certains neurones du systéme nerveuX périphérique
sous le contréle de la Sema3D (Niisato et al., 2012; Tanaka et al., 2011). CRMP4 semblerait
donc étre impliquée essentiellement dans des voies attractives de signalisation des
sémaphorines. A I’inverse CRMP2 a été beaucoup étudiée dans un contexte de collapse ou
d’¢lagage des axones induit par des sémaphorines, sous-tendant qu’une isoforme en particulier
pourrait médier les mécanismes d’attraction alors qu’une autre serait retrouvée dans la répulsion
(Goshima et al., 1995; Ziak et al., 2020). Cependant, 1’étude neuroanatomique du cerveau des
souris CRMP4 suggére qu’hormis 1’altération du développement du fornix post-commissural,
un élargissement des projections striatonigrales pourrait également étre observé (résultats
préliminaires non montrés). Le développement de cette structure est dépendant de la
signalisation répulsive de la Sema3E, impliquant le récepteur PIxD1 (Burk et al., 2017; Chauvet
et al., 2007; Ehrman et al., 2013). Les souris invalidées pour le géne codant pour la PIxD1
présentent une décompaction des fibres qui constituent ce tract assurant la connexion entre le
striatum et la substance noire (Burk et al., 2017). Le phénotype observé par Burk et al. est trés
similaire a celui de nos souris CRMP4 KO. Il serait intéressant de regarder dans un systéeme
proche de celui que nous avons utilisé, a savoir dans des cultures de neurones mais cette fois-
ci de striatum ou de cortex, sur lesquels la Sema3E exerce aussi un effet répulsif, si CRMP4 est
nécessaire a la mediation du signal induit par cette molécule de guidage. Si, comme cela a été
cité plus haut, dans les signalisations dépendantes des sémaphorines, CRMP2 a été identifié
comme médiant la répulsion, Yoshimura et al. ont montré que CRMP2 était impliqué dans
I’¢longation axonale induite par le BDNF et la neurotrophine. La Sema3A induit, via entre
autres GSK3pB, la phosphorylation de CRMP2 bloquant ainsi son interaction avec les
microtubules ce qui provoque I’effondrement du cone de croissance et la rétraction. A ’inverse
le BDNF et la neurotrophine provoquent 1’inhibition de GSK3p par la signalisation PI3K/Akt,
augmentant la proportion de CRMP2 non-phosphorylé et favorisant la croissance et le
branchement de 1’axone (Yoshimura et al., 2005). Ce dernier mécanisme est trés similaire a
celui que nous avons mis en évidence pour CRMP4 dans notre étude. De plus, si CRMP4
participe a la stimulation de 1’¢longation des axones dans la signalisation induite par la Sema3E,

elle régule négativement cette élongation en condition basale dans des neurones de subiculum
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en culture. Dans un mécanisme précis qu’est la croissance axonale des neurones du subiculum
CRMP4 est donc capable, suivant la présence ou 1’absence de la Sema3E, d’avoir des effets
antagonistes. Ces éléments pourraient suggérer que plutdt que d’attribuer une fonction attractive
a une CRMP et une fonction répulsive a une autre, une méme CRMP pourrait avoir un réle
attractif  ou  répulsif, suivant le  contexte  moléculaire et 1’état de

phosphorylation/déphosphorylation dans lequel elle se trouve.

Les CRMP, une piste de recherche pour la compréhension de ’implication du fornix dans

les maladies psychiatriques et neurodégénératives ?

L’étude neuroanatomique du cerveau des souris CRMP4 KO a mis en évidence un retard de
développement du fornix post-commissural chez I’embryon et en post-natal, qui n’était pas
totalement corrigé arrivé a 1’age adulte. Le fornix est une structure faisant partie du systéme
limbique chargé de gérer différentes fonctions cognitives comme la mémoire et les émotions
ainsi que la personnalité. Les CRMPs ont été impliquées dans plusieurs pathologies
psychiatriques et neurodégénératives affectant le comportement et pour lesquelles une
altération du fornix a été décrite (Clark et al., 2006; Hill et al., 2014; Martins-De-Souza et al.,
2010; Pennington et al., 2008). Des changements dans leur expression respective ont été
rapportés chez des patients atteints de schizophrénie. Des perturbations morphologiques dont
une diminution du volume des fibres ont pu €également étre détectées par IRM mais sans qu’un
lien soit fait entre ces deux éléments (Abdul-Rahman et al., 2011; Fitzsimmons et al., 2014;
Koshiyama et al., 2020). Chez la souris, de récentes recherches ont suggéré que I’implication
de CRMP2 et de CRMP4 dans les mécanismes induisant le développement de cette pathologie
pourraient étre en lien avec leur fonction cytosquelettique (Toyoshima et al., 2019; Yoshihara
et al.,, 2021). Dans la maladie d’Alzheimer, différentes études ont mis en évidence une
hyperphosphorylation de CRMP2 chez des patients ainsi que dans des modeéles animaux de
cette pathologie (Cole et al., 2007; Xing et al., 2016). Cette hyperphosphorylation, due a
I’accumulation de peptide amyloide B, bloque la capacité de CRMP?2 a se lier aux microtubules,
perturbe le transport axonal et favorise son interaction avec les récepteurs NMDA. Ces
phénomenes conduisent a une modification de la morphologie neuritique, a des déficiences au
niveau de la LTP ainsi qu’a une excitotoxicité accrue (Isono et al., 2013; Ji et al., 2019; Mokhtar
et al., 2018). Il a été proposé que cette hyperphosphorylation de CRMP2 puisse étre un
marqueur propre a la maladie d’Alzheimer (Williamson et al., 2011). Le fornix de patients
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atteints d’ Alzheimer a été caractérisé comme étant atrophié par rapport a des sujets sains, cette
atrophie pouvant étre mise en corrélation avec une diminution des performances de
mémorisation des sujets (Hattori et al., 2012; Ringman et al., 2007; Sanchez et al., 2020). La
dégenérescence du fornix pourrait étre un facteur de prédiction de I’apparition du déclin cognitif
symptomatique de la maladie d’Alzheimer (Fletcher et al., 2013). 1l existe donc un ensemble
de données qui montrent en parallé¢le I’implication des CRMP et du fornix dans la pathogenése
de certaines maladies. Pour autant aucun lien direct n’avait encore été fait entre des
perturbations de I’expression ou des fonctions des CRMP et des altérations du fornix. Nos
résultats presentent une piste de recherche intéressante pour la compréhension du
développement de certains troubles psychiatriques a travers une implication possible de
CRMP4 dans les atteintes du fornix observées chez des patients. La réalisation de test de
comportements sur les souris CRMP4 KO pourrait permettre de déterminer si les défauts
observés au niveau de ce tract induisent des troubles du comportement comme une altération
de la mémorisation, de I’anxiété ou des problémes d’interaction sociales qui sont, entre autres,
des caractéristiques de pathologies psychiatriques comme la schizophrénie (Joseph et al.,
2015).A ce jour il n’existe que trés peu d’informations sur le comportement de ces animaux
hormis un article montrant que ces souris CRMP4 KO manifestent une perturbation de leur
capacité a percevoir les odeurs qui a été mise en lien avec une hyperactivité de leur bulbe olfactif
(Tsutiya et al., 2016).

DRM/radeaux lipidiques, une définition encore sujette a controverse du fait de la difficulté

a visualiser ces structures in situ

Malgreé le fait que CRMP4 et le complexe de récepteurs a la Sema3E soient présents dans
différentes régions de la membrane plasmique, il est apparu que leur interaction avait lieu
uniquement dans les DRM. De plus, l'intégrité de ces DRM est essentielle pour permettre la
transduction du signal induit par la Sema3E et conduisant a la stimulation de 1’¢longation des
axones. Ces résultats font écho a I’idée selon laquelle des domaines spécifiques de la membrane
pourraient permettre le recrutement spatio-temporel d’acteurs d’une méme signalisation méme
Si ceux-ci peuvent s’avérer impliqués par ailleurs dans d’autres mécanismes. Cependant des
difficultés persistent encore pour déterminer avec précision la nature exacte de ses domaines
membranaires. En effet la définition de radeaux lipidiques couramment utilisée mais a laquelle

nous avons préféré le terme, plus large, de DRM est toujours contestée a I’heure actuelle. Il
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n’existe pas réellement de consensus sur les caractéristiques exactes de ces structures, la
maniere dont elles se forment et leur taille. A I’heure actuelle, 1’étude des radeaux lipidiques en
biologie passe majoritairement par [’utilisation de substances, comme la Méthyl-3-
Cyclodextrine et de techniques de «clustering» qui altérent la structure, modifient la
dynamique de ces radeaux ou encore favorise le regroupement artificiel de lipides et de
protéines, sans qu’il existe de moyen performant pour les visualiser in situ. De plus ces
traitements perturbant 1’organisation des radeaux lipidiques peuvent avoir un effet sur la
membrane plasmique dans sa globalité car ce qui différencie les radeaux lipidiques du reste de
la membrane réside plus dans la proportion des différents lipides et protéines qui les composent
plutot que sur la présence de constituants qui ne seraient pas retrouvés dans d’autres régions de
la membrane. Nous n’avons, pour notre part, pas réussi a réaliser des expériences
d’immunofluorescence convaincantes qui nous aurait permis de visualiser les DRM/ radeaux
lipidiques et éventuellement la présence de nos protéines a I’intérieur. L’essor des techniques
de microscopie a super-résolution permettra sans doute de faire évoluer de maniére plus

consensuelle la définition de ces radeaux lipidiques.

La phosphorylation de CRMP4, un moyen de réguler sa localisation?

La Sema3E induit, dans des cultures de neurones du subiculum, 1’activation de la voie
Akt/GSK3p, conduit a I’augmentation de la proportion de CRMP4 non phosphorylée et a la
croissance axonale. Dans la signalisation Sema3A, la phosphorylation de CRMP2 par GSK3f
entraine le blocage de son interaction avec les microtubules et a un effet répulsif sur les
neurones se traduisant par I’effondrement du cone de croissance. Il nous semblait judicieux de
penser que dans la voie attractive Sema3E, la forme non-phosphorylée de CRMP4 se lierait aux
microtubules, favorisant leur polymérisation ainsi que leur stabilisation, et stimulant
I’élongation de I’axone. Cependant, les expériences de sauvetages réalisees dans des cultures
de neurones du subiculum CRMP4 KO avec un mutant phosphomimétique de CRMP4
(CRMP4 4D) ont montré une restauration de 1’effet de la Sema3E sur la croissance axonale,
similaire a celui obtenu avec la forme sauvage de CRMP4 ou avec le mutant non
phosphorylable (CRMP4 4A). La phosphorylation de CRMP4 ne semble donc pas avoir
d’impact direct sur sa capacité a médier la réponse des neurones a la Sema3E. En revanche, son
réle dans cette signalisation passe bien par sa faculté a interagir avec le cytosquelette puisque
I’utilisation de mutant délété des domaines de liaison a ’actine et aux microtubules ne restaure

plus la croissance axonale. Une autre hypothése peut étre envisagée, selon laquelle la
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phosphorylation de CRMP4 dans cette signalisation n’aurait pas la fonction de réguler sa
capacité a interagir ou non avec le cytosquelette mais aurait pour but d’influencer sa
localisation. Notre systeme de restauration de 1’expression de CRMP4, grace a I’utilisation de
plasmides codants pour les constructions CRMP4 4A et CRMP4 4D, amene a une présence
relativement ubiquitaire de nos protéines a I’intérieur du neurone, contournant ce probléme de
localisation. Cette théorie a été abordée pour une autre molécule de guidage, la sémaphorine
3D, pour laquelle CRMP4 participe également a la signalisation (Tanaka et al., 2011). Pour
poursuivre cette étude et valider ou non cette hypothése, il serait judicieux de regarder, au
moyen de gradients réalisés a partir de cellules HEK transfectées avec les mutants CRMP4 4A
et CRMP4 4D, si par exemple la forme phosphorylée n’était pas retrouvée préférentiellement
localisée dans les fractions DRM. Il serait également intéressant de comprendre si la
phosphorylation de CRMP4 influence sa capacité a interagir avec le complexe de récepteurs
Sema3E. Outre la phosphorylation, qui permettrait donc potentiellement d’expliquer la
localisation de CRMP4 a I’intérieur des DRM, une autre modification post-traductionnelle, la
palmitoylation pourrait &tre une piste intéressante. En effet, de nombreuses études ont montré
I’adressage de protéines palmitoylées dans les DRM/Radeaux lipidiques et un site de
palmitoylation de CRMP2, conservé chez CRMP4 a été identifie (Cortada et al., 2021,
Kwiatkowska et al., 2020; Yang et al., 2010).

MAPG6 dans la signalisation Sema3E, une interaction fonctionnelle avec CRMP4?

Dans cette étude nous en sommes venus a nous intéresser aux réles potentiels des CRMP dans
la signalisation Sema3E par, entre autres, I’intermédiaire de la protéine MAP6. En effet, le
laboratoire de Didier Job qui travaillait sur la physiopathologie du cytosquelette a découvert
MAPG et depuis de nombreux articles ont été publiés sur ce sujet, comme en témoigne la revue
sortie en mai 2021 (Cuveillier et al., 2021). L’étude de la souris MAP6 KO, dont le
développement du fornix post-commissural est quasi-inexistant, a permis de mettre en évidence
le role crucial de cette protéine dans 1’établissement de la connectivité neuronale (Deloulme et
al., 2015; Gimenez et al., 2017). Deloulme et al. avaient montré que MAPG6 régulait 1’ élongation
des axones induite par la Sema3E via son domaine PRD (Prolin rich domain) situé dans la
région N-terminale de cette protéine. En effet, des expériences de sauvetage realisees, dans des
cultures de neurones du subiculum MAP6 KO, avec un mutant MAP6 délété de cette région
PRD était incapable de restaurer la stimulation de la croissance axonale générée par la Sema3E

sur les neurones sauvages. En revanche et de maniere surprenante, les domaines de MAPG6 lui
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permettant de lier et de stabiliser les microtubules n'étaient pas impliqués dans 1’effet induit par
cette molécule de guidage sur ces neurones. En effet, I’¢élongation axonale nécessitant comme
cela a été décrit en introduction, un remodelage du cytosquelette et entre autres une favorisation
de la polymérisation des microtubules, il était surprenant que le role de MAP6 dans la
signalisation Sema3E ne passe pas par ce mécanisme. Des expériences d’immunoprécipitation
ont finalement montré que MAPG6 interagissait avec la PIxD1, la Nrpl et le VEGFR2 et se
localisait plutét au niveau du complexe de récepteurs a la Sema3E qu’au niveau du
cytosquelette. L’idée était ensuite de mieux comprendre le fonctionnement de cette cascade de
signalisation induite par la Sema3E a travers la caractérisation des partenaires de MAPG6 et
I'identification, in fine, de potentiels régulateurs du cytosquelette. Les expériences de
spectrométrie de masse ont permis de montrer que CRMP1, CRMP2 et CRMP4 s’associaient
avec MAP6 et que CRMP4 jouait un rdle dans la signalisation Sema3E et le développement du
fornix post-commissural. Ce rble est dépendant de sa capacité a lier le cytosquelette. La
caractérisation de ce nouvel acteur de cette cascade de signalisation souleve la question de la
fagon dont les fonctions de MAP6 et celles de CRMP4 s’articulent au sein de ce mécanisme.
En effet CRMP4, aussi bien que MAPS6 interagit avec le complexe de récepteurs a la Sema3E,
et des expériences d’immunoprécipitation dont les résultats obtenus (non montrés) ont suggéré
que la présence de I’une de ces protéines bloque la liaison de la deuxiéme aux récepteurs et
inversement. MAP6 étant capable d’étre palmitoylée, ce qui lui permet de se localiser au niveau
de compartiments membranaires, elle pourrait elle aussi interagir avec ce complexe a I’ intérieur
de DRM (Gory-Fauré et al., 2014; Tortosa et al., 2017). Pour mieux caractériser 1’organisation
de la formation de ces complexes entre MAP6, CRMP4 et les récepteurs Sema3E, il faudrait
dans un premier temps réaliser des gradients de sucrose ainsi que des immunoprécipitations
pour déterminer si MAP6 est présente a l’intérieur de DRM, si son interaction avec les
récepteurs dépend ou non de ces DRM et si sa présence modifie la répartition au sein des
fractions du gradient de la PIxD1, de la Nrpl et de CRMP4. De plus, des expériences de
pulldown (résultats non montrés) ont permis d’identifier que la liaison entre CRMP4 et MAP6
a lieu via la région N-terminale de celle-ci. La suppression du domaine PRD contenue dans la
partie N-terminale de MAP6 et essentiel a la signalisation Sema3E, semble renforcer
I’interaction entre ces deux protéines. Ces résultats suggerent que ce serait plutot le blocage de
I’interaction entre MAP6 et CRMP4 qui pourrait avoir un rdle fonctionnel dans la croissance
des axones sous le contréle de cette molécule de guidage. En effet, nous avons proposé 1’idée
que la phosphorylation/déphosphorylation de CRMP4 régulerait sa localisation, la forme

phosphorylée étant potentiellement située plutdt avec le complexe de récepteurs au sein des
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DRM alors que la forme déphosphorylée la placerait au niveau du cytosquelette. Il est possible
d’imaginer que MAP6 et CRMP4 phosphorylée soit présentes et interagissent au niveau des
DRM et que le domaine PRD de MAP6 puisse permettre le recrutement de protéines a SH2/SH3
comme PI3K dont la signalisation passant par Akt et GSK3f conduit a la déphosphorylation de
CRMP4 (Alabed et al., 2010; Deloulme et al.,, 2015). Cette forme déphosphorylée se
désolidariserait des récepteurs et de MAP6 pour venir se lier au microtubules et/ou a ’actine et
induire une élongation de I’axone. L’avancement de 1’étude de la fonctionnalité de I’ interaction
entre MAP6 et CRMP4 dans la signalisation Sema3E est toutefois rendu compliqué car si la
région de MAP6 se liant a CRMP4 a ¢été identifi¢ il ne nous a pas été possible a I’inverse de
caractériser le domaine de CRMP4 médiant son interaction avec MAP6. En effet, nous n’avons
pas pu produire les billes de MAPG6 purifiées nécessaires a la réalisation de pulldown. De plus,
si CRMP4 et MAP6 sont impliquées toutes les deux dans la formation du fornix post-
commissural, les phénotypes observés chez les souris CRMP4 KO et MAP6 KO au niveau de
tract présentent des différences. En effet I’absence de CRMP4 induit un retard de
développement du fornix post-commissural chez ’embryon et a PO, qui n’est pas totalement
compensé chez I’adulte, assorti d’une défasciculation des fibres a son extrémité. Ce phénotype
est trés proche de celui observé chez les animaux Sema3E KO (Chauvet et al., 2007). En
revanche chez les animaux MAP6 KO, une absence totale de progression des fibres de cette
structure est notée au stade E18.5 et chez 1’adulte seulement quelques-unes d’entre elles ont pu
rejoindre les corps mamillaires (Deloulme et al., 2015; Gimenez et al., 2017). Il semblerait que
le role de MAP6 dans 1’établissement de la connectivité neuronale au niveau du fornix post-
commissural passe non seulement par la médiation du signal induit par la Sema3E mais que
MAPG6 ait également une autre fonction dans I’établissement de ce tract, indépendant de 1’effet
de cette molécule de guidage. La caractérisation de I’implication d’une potentielle interaction
fonctionnelle de CRMP4 et de MAPG6 dans la signalisation Sema3E ne suffira pas a expliquer

le r6le de MAP6 dans le développement du fornix post-commissural.
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Figure 21 : Représentation schématique du fonctionnement potentiel de la signalisation attractive de la Sema3E
dans les neurones du subiculum. En absence de Sema3E, CRMP4 phosphorylée interagit avec le complexe de
récepteurs a l’intérieur des DRM. La liaison de la Sema3E a la PlxD, induit I’autophosphorylation de VEGFR2
et le recrutement de la voie Akt/GSK3p (facilité par MAP6 ?). Cette voie bloque la phosphorylation de CRMP4
qui peut alors interagir avec le cytosquelette et promouvoir I’élongation de I’axone.

La compréhension des processus régulant 1’établissement de connexions spécifiques entre les
neurones au cours de la mise en place du systeme nerveux est un domaine dans lequel il reste
encore énormément a découvrir. Notre étude participe a une meilleure compréhension du
fonctionnement d’une des nombreuses voies de signalisation qui existent, a travers 1’analyse du
role d’un nouvel acteur, CRMP4 impliqué dans le développement du fornix post-commissural
sous le controle de la Sema3E. L’identification des effecteurs qui interviennent entre la liaison
d’une molécule de guidage sur son récepteur et la régulation in fine du cytosquelette aboutissant
a la croissance ou au contraire a la répulsion des axones demeure a ce jour difficile. A travers
I'interprétation des différents résultats que nous avons obtenus, nous avons essayé de
proposer un meécanisme pouvant faire le lien entre le complexe de récepteurs de la Sema3E et
le cytosquelette, permettant une meilleure compréhension d’une voie de signalisation
essentielle a 1’établissement de la connectivité neuronale au cours du développement du

cerveau.
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Résumé de ’article

Le cytosquelette de microtubules et d’actine est un acteur essentiel & de nombreux processus
cellulaires et neurodéveloppementaux. Il intervient dans la mise en place du systéme nerveux
central en jouant un réle crucial au cours des différentes étapes de prolifération, de migration,
de différenciation des neurones et dans [’établissement de connexions entre ecux. La
compréhension des mécanismes régulant le cytosquelette a fait 1’objet d’un nombre
considérable d’études, conduisant a la caractérisation, entre autres, de protéines rassemblées
sous la dénomination de MAP (Microtubules-Associated Protein). Cependant, depuis une
vingtaine d’années 1’idée a émergé selon laquelle, outre leur rdle dit structural de régulation de
la dynamique et de la stabilité des microtubules, les MAP peuvent également étre impliquées
dans des fonctions cellulaires trés diverses. La protéine MAP6, découverte par 1’équipe de
Didier Job est un exemple probant illustrant parfaitement la polyvalence des MAP et leurs
diverses propriétés cellulaires. En effet, hormis ses fonctions directement liées aux
microtubules, MAP6 est capable d’interagir avec ’actine et de favoriser la formation de
filaments, un mécanisme nécessaire a la maturation des épines dendritiques mais agit aussi sur
des régulateurs de I’actine comme les Rho GTPases a travers des cascades de signalisation. En
dehors du cytosquelette, MAP6 a été retrouvée localisée a l'intérieur de compartiments
membranaires au niveau du golgi, de vésicules sécrétoires, des mitochondries ainsi que dans la
membrane plasmique ou elle participe a I’homéostasie des canaux calciques. De plus, MAP6
lie le complexe tripartite de récepteurs de la sémaphorine 3E et est impliquée dans la croissance
axonale induite par cette molécule de guidage. A 1’échelle de 1’animal, 1’étude de souris MAP6
KO a révélé une absence de développement du fornix permettant de mettre en lumiere le role
de MAPG6 dans la connectivité neuronale. Une altération de la transmission et de la plasticité
synaptiques a également été constatée chez ces souris, corrélée avec des défauts du
comportement ainsi qu’une perturbation de la neurogénese adulte. Ces souris sont aujourd’hui
des modeles d’étude de pathologies psychiatriques comme la schizophrénie ou la dépression.
Les avancées de la recherche sur les MAP structurales et MAP6 en particulier ont donc montré
que leurs fonctions ne se limitaient pas a la régulation des microtubules. A I’inverse d’autres
familles de protéines comme les CRMP (Collapsin Response Mediator Proteins), a I’origine
identifiées en tant qu’acteurs de cascades de signalisation se sont révélés pouvoir effectuer des
fonctions de MAP structurales. Les CRMP sont impliquées majoritairement dans les
mécanismes de collapse du cdne de croissance mais aussi dans la stimulation de la croissance

des épines dendritiques médiées par une molécule de guidage, la sémaphorine 3A. Leur réle
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dans cette signalisation est régulé via leur phosphorylation par plusieurs kinases comme Cdk5
et GSK3p qui va bloquer leur capacité a se lier aux microtubules, conduisant a 1’effondrement
du cone de croissance. Plus récemment il a été montré chez CRMP2 que cette protéine était a
la fois capable de lier la tubuline soluble pour favoriser la polymérisation des microtubules mais
également de stabiliser les microtubules polymeérisés. Les CRMP sont également capables de
réguler la dynamique de I’actine en interagissant avec elle de maniére directe ou indirectement
via par exemple des protéines de la famille des VASP. A travers ces interactions avec le
cytosquelette, les CRMP jouent un role crucial dans la formation et 1’¢longation des axones
ainsi que dans la motilité du cone de croissance. Les CRMP sont également présentes au niveau
de compartiments membranaires et sont connues pour moduler les fonctions de canaux sodiques
et de canaux calciques ainsi que pour interagir avec certaines plexines, des récepteurs de
molécules de guidages. L’étude des souris CRMP KO a mis en évidence la présence de défauts
dans I’organisation des dendrites de plusieurs régions du cerveau de ces animaux, ainsi qu’une
altération de la plasticité synaptique corrélée avec des troubles de 1’apprentissage et de la
mémoire. Chez I’homme de nombreuses publications ont établi un lien entre les CRMP et des
maladies psychiatriques comme la schizophrénie. En conclusion, les MAP structurales,
présentées ici a travers les exemples de MAP6 et CRMP, sont en réalité des protéines trés
polyvalentes avec de multiples partenaires et fonctions, jouant des roles majeurs dans plusieurs
mécanismes cérébraux. La classification originale de ces protéines en tant que MAP était basée
sur leur capacité a se lier aux microtubules. Cette liaison participe a la stabilité des microtubules,
mais elle pourrait également permettre d’assurer la localisation spatiale et temporelle spécifique
de ces MAP pour leur permettre d’interagir avec d’autres protéines et de prendre part a la
propagation de signaux ou a la régulation de la composition protéique de compartiments
cellulaires. Cette double capacité des MAP a stabiliser les microtubules et a les utiliser comme
moyen d'accéder a différentes régions de la cellule pour assurer d'autres fonctions fait qu'il est
expérimentalement impossible de distinguer leurs fonctions sont liées aux microtubules et
celles qui ne le seraient pas. Au sein de cette revue j’ai majoritairement contribué a la rédaction

des parties ayant trait aux diverses fonctions des CRMP.
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Beyond Neuronal Microtubule
Stabilization: MAP6 and CRMPS, Two
Converging Stories

Camille Cuveillier, Benoit Boulan, Charlotte Ravanello, Eric Denarier,
Jean-Christophe Deloulme, Sylvie Gory-Fauré, Christian Delphin, Christophe Bosc,
Isabelle Arnal* and Annie Andrieux*

Univ. Granoble Alpas, hearm L1216 CEA-RIG, CNRS, Granabla hstitut Newrosdencas, Granable, Franoe

The development and function of the central nervous system rely on the microtubule
MT) and actin cytoskeletons and their respective effectors. Although the structural
role of the cytoskelston has long been acknowledged in neuronal morphology and
activity, it was recently recognized to play the role of a signaling platform. Follbwing this
recognition, research into Microtubule Associated Proteins (MAPs) diversified. Indeed,
histarically, structural MAPs—induding MAFP1B, MAPZ, Tau, and MAPE (also known
as STOP),—wenre dentified and described as MT-binding and -stabilizing proteins.
Extensive data obtained over the last 20 years indicated that these structural MAPS
could also contribute to a variety of other molecular roles. Among multi-role MAPS,
MAPE provides a striking example llustrating the diverse molecular and cellular
properties of MAPs and showing how their functional versatility contributes to the
central nervous system. In this review, in addition to MAPGSs effect on microtubules,
we describe its impact on the actin cytoskeleton, on neuroreceptor homeostasis, and its
invalvermert in signaling pathways governing neuron development and maturation. We
dlso discuss its roles in synaptic plasticity, brain connectivity, and cognitive abilities, as
well as the potential relationships between the integrated brain functions of MAPE and
its molecular activities. In parallel, the Collapsin Response Meditor Proteins (CRMPS)
are presented as examples of how other proteins, not initially identified as MAPs, fal
into the broader MAP family. These proteins bind MTs as well as exhibiting molecular
and cellular properties very similar to MAPE. Finally, we briefly summarize the multiple
similarities between cother classical structural MAPs and MAPE or CEMPs. In summary,
this review rendsits the molecular properties and the cellular and neuronal roles of the
classical MAPs, broadening our definition of what constitutes a MAR

Keywords: microtubule, microtubule-associated-proteins, actin, neurcn, synapse, psychiatric disease, cogniticn

INTRODUCTION

Microtubule- Associated Proteins (MAPs) were discovered in the context of the study of
microtubule (MT) stability in neurons during the 1970s (Weingarten et al, 1975 Sloboda
et al, 1976). Indeed, in neurons, MTs composed of o and p-tubulin  heterodimers
forming 25 nm wide hollow tubes can either exhibit dynamic properties with phases of
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polymerization/depolymerization (Mitchison and Kirschner,
1984), or be particularly stable with a slow tubulin turnover
(Okabe and Hirokawa, 1990; Li and Black, 1996). In testimony
to their stability, neuronal MTs can resist conditions usually
causing MT depolymerization, such as exposure to tubulin
poison {nocodazole) or to cold temperatures (Webb and Wilson,
1980; Brady et al., 1984; Baas and Black, 1990). The search for the
neuronal effectors leading to this stability has long been a focus
of research. Various factors were shown to modulate neuronal
MT stability, including: (1) the nature of tubulin isotypes,
(2) post-translational tubulin modifications, and (3] binding of
MAPs (Baas et al., 2016).

The nature of tubulin isotypes was cearly demonstrated in
mice, where o and f tubulin are each coded by eight genes
(Findeisen et al.,, 2014; Hausrat et al., 2020). The different
isoforms combine to produce MTs with distinct dynamic
parameters. For example, the BUI/BIL tubulin MT isoform
displays antagonist effects on dynamicity/stability (Panda et al,
1994; Pamula et al., 2016; Vemu et al., 2016; Ti et al., 2018).

Post-translational  modifications  of tubulin—incuding
tyrosination,  polyamination,  polyglutamylation,  and
acetylation—were shown to modulate MT stability by altering
their dynamic properties (Moutin et al,, 2020), resistance to
cold exposure (Song et al., 2013), sensitivity to severing enzymes
(Lacroix et al., 2010; Valenstein and Roll-Mecak, 2016), and
flexibility (Portran et al, 2017; Xu et al, 2017). Finally, the
so-called structural MAPs which bind throughout the MT
lattice also influence MT stabilization. As indicated above,
these structural MADPs were first discovered in the 19705, when
they were found to be associated with purified brain tubulin
preparations. The group incdudes MAPL, MAPZ, MAP4, Tau,
and MAP6 (also known as STOP; Cleveland et al, 1977, Herzog
and Weber, 1978; Huber and Matus, 1984; Margolis e al., 1986;
Job et al., 1987; Chapin and Bulinski, 1994). Other members
wereidentified more recently: DCX, MAP7, and MAP9 (Gleeson
et al., 1999; Yadav et al., 2014; Monroy et al., 2020).

Since the mitial discovery of these MAPs based on their
ability to bind and stabilize MTs, studies have increasingly
pointed toward a wide array of other cellular fundions (D ehmelt
and Halpain, 2005; Morris et al., 2011; Dent and Baas, 2014;
Bodakuntla et al.,, 2019). Thus, structural MAPs have been
shown to: regulate actin cytoskeldon dynamics; be amenable to
post-translational modifications which target them to membrane
compartments; interad with a huge number of partners which
are then involved in neuroreceptor homeostasis and signaling
cascades. These additional abilities stem from molecular features
including actin-binding domains, stretches of cysteine residues
for palmitoylation-driven membrane association, and Proline-
Rich-Domain (PRDs) to mediate binding to SH3-containing
signaling proteins.

In this review, we will present results obtained over almost
40 years of research on MAP6S proteins to illustrate the wide
range of MT-dependent and -independent molecular properties
that MAPs can exhibit. Using the Collapsin Response Mediator
Proteins (CRMPs) as an example, we will show how other
proteins not initially identified as MAPs also fulfill molecular
and cellular functions initially attributed to the cassical

structural MAPs. We will also discuss the multiple cellular and
physiological roles of MAPs in neurons and in the central
nervous system. The review will, in particular, illustrate the
crudal implication of MAPs in neuronal plasticity and cognition
in accordance with their dysfundions in neuropsydhiatric
diseases. Overall, we aim at denonstrating that the initial
definition of cassical MAPs (i.e., MT binding and stabilization)
should now encompass the MT-dependent and -independent
functions of these proteins.

MAP6 PROTEIN IS A MULTI-FUNCTIONAL
PROTEIN

Like the other structural MAPs, MAPS protein was initially
identified thanks to its ability to interact with tubulin/MTs.
Subsequent studies identified a large number of MAPS partners
related to various cellular functions including neuroreceptor
homeostasis, endocytosis, nuclear function, and signaling
pathways. The different partners are summarized in Figure 1,
and further details are provided in Supplementary Table 1.
In the following sections, the contribution of each MAPG
sub-domain to its molecular, cellular, and physiological functions
are detailed. A summary of MAP& domains and their roles is
presented in Figure 2.

MAPG6 Binds and Stabilizes Microtubules
Discovery of MAPE as a Microtubule (MT)-Associated
Protein

The exceptional stability of brain-extracted MTs when exposed
to cold was first described almost half a century ago (Brinkley
and Cartwright, 1975; Lee et al, 1975; Webb and Wilson, 1980).
Subsequent work led to the identification of several polypeptides
that co-purify with cold-stable MTs (Job et al, 1981, 1982;
Margolis and Rauch, 1981; Pablon et al., 1984) and are retained
on calmodulin-affinity columns {Job et al, 1982; Pirollet et al,
1983). The unique ability of these polypeptides to confer cold
stability on MTs led Job and collaborators to call them STOP
proteins, for Stable-Tubule-Only Polypeptides (they were later
renamed MAP6 proteins). The MT stabilization properties of
MAPS are Ca*-calmodulin sensitive {Job et al, 1981; Pirollet
et al, 1983, 1992ab) and the 145-kDa STOP isoform from the
rat brain was shown to confer a super-stable state on MTs, in a
dose-dependent manner (Job etal., 1987).

Molecular Cloning of MAPE and Identification of
MAPE Isoforms

Bosc et al. (1996) first coned MAP6 cDNA by immuno-
screening of a DNA expression library with MAPS monoclonal
antibodies (Pirollet et al., 1989). These experiments provided
clear identification of MAP6 and made further studies to gather
specific information on the protein possible. MAP6 isoforms
are restricted to vertebrates, where they are expressed in several
tissues (Pirollet et al., 1989; Bosc et al, 2001). In mice, a
single four-exon gene, Map6 (formerly Mtap6), produces several
isoforms of MAPE proteins as a result of RNA splicng and the
use of alternative promoters (Bosc et al., 1996; Denarier et al,,
1998a; Apuezzoul et al., 2003). Murine neurons express MAP6-E
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MAP6-N -!\ - - _ - NG AEEAfEE SR E SN0 NS 56
. .. T \:_“_*b__\ g T e A
B MAPS | MAPSA1 IPalmnoylated, (R Proline-RIGY) (B Mnmodulé) (WMo module) [ C-terminal
N-ter domain Cystem \ Demain | / repeat
) . ! s ). D
o - o < B o s o
MIP ¢ Membrane ‘Gemaphorin 3B\ 2] Microtubule Acin /" Unknown
localizatio \_association / ignalli / tabilizatio bindin ‘.. function .’
(o ) e N e Ay Nl
\,\ Microtubule / /
\“_ogiling__, \/
e T g1
/ Resistance™, Axonal White Synaptuc plasucny Y )
/' to external | polarization " [ matter integrity | \ e
/  constraints ? (Axon Initial
/ ) \ egment) / Brain ,
! Recruitment | nnecuvnty

of proteins inside |
\ microtubules ? /

\ MotorslMAPs,
*. regulation 7 e

s

Cognitive
abilities

- e
S———

FIGURE 2 | MAPS domains and Luncticns. Schematic reprasentation of MAPS, color-coded amows indicate the different domains identified so far: the N-terminal
damain shered with MAPEd1 protein (videt box); the threa pamitoylation sites fred bars); the praline-rich domain invdved in transduction of Semaphorin 3A signals
black bax); the three microtubule-stabilizing Mn medules (orange boxes); the tandem repeats corresponding to microtubule-stabilizing Me medules (dark gray
baxas); the C-termind repeats Jight gray boxes). Below the representation, the coresponding roles of these damains are indicated, covering mdeaular end celular
rdes, and tissues and integrated functions.

Frortlers in Mdecular Neurosclence | www.frortiersin.org 3 May 2021 | Vdume 14 | Article 665693

216



Cuvalliier et al.

Meuronal MAPSs: Mot Only MT-Stabilizers

(MAPG-Early, formerly E-STOP, apparent MW 79 kDa) from
early developmental stages to adulthood at constant expression
levels, whereas expression of the longest isoform MAPG-N
(MAPG-Neuronal, formerly N-STOP, apparent MW 120 kDa)
increases between birth and adulthood (up to 10-fold higher
expression than MAPG-E in adults) (Guilland et al., 1998
Galiano et al., 2004; Tortosa et al., 2017). These two variants
can be found assodated with MTs in neurons and stabilize
neuronal MTs when exposed to cold or nocodazole (Pirollet
et al., 1989; Margolis et al., 1990; Bosc et al., 1996; Guillaud
et al, 1998; Andrieux et al., 2002). Glal cells also express
some MAPG isoforms, with MAP6-O (apparent MW 89 kDa)
found in eligodendrocytes, where they provide resistance to both
cold and nocodazole. In contrast, astrocytes express MAPG-A
(apparent MW 66 kDa), which only provides cold resistance
(Galiano et al, 2004). Like MAP6-A, the ubiquitous MAP6-F
isoform (apparent MW 42 kDa) provides only cold resistance
(Denarier et al., 1998h).

Identification of MAPE MT-Binding Domains and
Their Role in MT Stabilization

The identification of 12 calmodulin-binding domains on
MAPE-N revealed the existence of three domains that partially
overlap some of the calmodulin-binding motifs. These three
domains are known as Mn modules (Mnl-3, Figure 2)
and stabilize MTs against both cold and nocodazole-induced
depolymerization (Bosc et al.,, 2001). Mnl and Mn2 modules
were shown to reproduce the function of full-length MAP&-N
with regard to MT stabilization, both in vitro and in cellulo
(Bosc et al., 2001; Lefevre et al., 2013). Thus, these modules
may stabilize MTs exposed to cold and nocodazole by forming
bridges with adjacent tubulin heterodimers either between
protofilaments, or longitudinally within the same protofilament
(Lefevreetal,, 2013).

In addition to its Mn modules, MAP&-N contains central
repeats, or Mc modules, each of which encompass a calmodulin-
binding domain (Figure 2). As indicated above, MAPE proteins
are found only in vertebrates, but Mc modules are further
restricted. Thus, these domains have only been identified in
mammals and are absent from MAP6S homologs expressed in
fish, frogs, lizards or birds (Bosc et al, 2001, 2003). Among
mammals, the number of Mc modules varies depending on the
species and/for individual (4-6 in non-inbred rats, 3-6 in mice
depending on the strain, and only 1 in higher primates) (Bosc
et al., 2003). Mc modules have been shown to be responsible for
conferring cold-stability of MTs in cells, even though they display
no MT-binding capacity at physiological temperatures (I enarier
et al., 1998b; Delphin et al., 2012). In vitro studies demonstrated
that cold temperatures induce conformational changesin the Mc
modules which allow them to interad with MTs (Delphin et al,
2012). Thus, Me modules behave like cold sensors, stabiliding
MTs when temperatures drop, for ecample during hibernation
Or torpor.

The high abundance of calmodulin-binding domains
overlapping the Mn and Mc¢ modules in MAP6 hints that
MAPE binding to MTs is likely to be tightly regulated in cells.
Indeed, it was shown i vitro that Ca2*-Calmodulin (CaM)

binding to MAP6 occurs in an unusual manner (Bouvier
el al., 2003) and prevents MAP6 binding to MTs (Lefevre
el al, 2013}, MAP6/MTs interaction is also prevented by
phosphorylation of MAP6& by CAMEKII and favors MAP6E/F-actin
interacion in neurons (Baralie et al., 2006). Based on the
available experimental data and as proposed by Ramkumar
and collaborators (Rambkumar et al, 2018), the regulation of
MAP6 by Ca’**-CaM in dendritic spines might follow this
sequence: upon synaptic activity, the Ca?*-CaM complex forms,
detaches MAPG from adjacent MTs and activates CAMEKIL (Fink
and Meyer, 2002). When Ca’ level decreases, CaM is released
from MAP6 allowing its phosphorylation by CAMKIL Then
phosphorylated MAP6 is unable to re-assodate with MTs but
rather binds and stabilizes the synaptic F-actin (Baratier et al,,
2006; Peris et al., 2018).

Recently, in cell-free systems, recombimant MAPS-N was
shown to exert some stabilizing effeds on MT dynamics by
promoting rescue (Cuveillier et al., 2020), although the precise
contribution of the various MAP&-N MT-binding domains
(Mn and/or Mec modules) remains to be darified. Indeed, the
specific role of MAPG-related MT stabilization in developing
newrons remains unclear. For example, MT-dependent
parameters of neuronal differentiation and morphology
(eg., neurite elongation and branching, axonal polarization)
are not dramatically altered in neurons expressing reduced
MAPE levels. Indeed, MAP6 defident neurons exhibited only
moderate morphological defects with a slight increase of the
axonal length and a decreased spine density (Andrienx et al,
2002, 2006; Peris et al., 2018; Boulan et al., 2020}, as well as a
reduced growth cone size and an increased dendrite branching
(Schwenk et al,, 2014; Qiang et al, 2018). Those defects are
not striking possibly due to compensatory mechanisms by
other MAPs. Indeed, doubleKO neurons for Tau/MAPIB
or MAPXYMAPIE display stronger alterations of neuronal
differentiation (Takei et al, 2000; Teng et al, 2001) than
single KO neurons (Harada et al., 1994; Takei et al, 1997;
Gonzalez-Billault et al, 2001). In this respect, an increased
expression of Tau has been observed when MAPS expression
is knocked-down even though Tau and MAPS role in MT
stabilization are not similar in neurons (Qiang et al., 2018). In
developing neurons, MAP6 was found enriched in the proximal
part of the future axon (Tortosa et al., 2017) and a recent
proteomic analysis pointed out MAPG as a specific component
of the AIS (Hamdan et al., 2020). MAPS&-N localizaion in the
proximal part of axons has been shown to be protective toward
the formation of axonal varicosities induced by mechanical
stress (Gu et al, 2017). Stll, the exact relationships between
MAP6-dependent MT stabilization, axonal polarization and AIS
functions remains elusive.

MAPGE Belongs to a Family of Proteins

Although most structural MAPs exhibit repeated MT-binding
motifs, the repeated motifs in MAP6—its Mn and Mec
modules—are unique, and share no homology with MT-binding
domains found in Tau or MAPLB (Bosc et al., 1996). However,
bisinformatic analysis of the MAPG sequence has revealed three
proteins that share homology in MAPS functional domains,
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The first one is MAP&dL, for MAPS-domain-containing
protein 1 (formerly SL21 for 21-kDa STOP-like protein).
MAPad] is expressed at high levels in the brain and shares
two major similarities with MAP6: 80% sequence homology in
its MN-terminal domain, and 72% sequence homology with the
Mn3module of MAP6 (Boscet al., 2001; Gory-Fauré et al., 2006).
Since the N-terminal domain of both proteins contains the main
calmodulin-binding site (Bosc et al., 2001), its functional role
might be important.

The original MAP& family was enlarged following the
discovery of homologs of SANO proteins (SAXO1 and
SAXO2 in mammeals, formerly named FAMI154A and FAM154B,
respectively). These proteins were originally identified in the
protozoan Trypanosoma brucei and in cliated/flagellated cells
(Dachenx el al, 2012), Like neuronal MTs, cilia and flagella
are characterized by a high level of MT stability displaying
resistance to cold- and nocodazole-induced depolymerization,
The human isoform hSAXOL is ubiquitously expressed and
specifically associates with centrioles, basal bodies and dlia
(Dachenx et al, 2015). Littleis known about SAXO2 beyond the
fact that its expression appears to be enriched in dliated cells.

SAXO proteins share homologies with the Mn modules
of MAPS/MAP6dL, and their N-terminal sequence, although
distinct, is also rich in cysteines (Dacheux et al, 2012),
Interestingly, 80% of hSAXOI consistsof 12 tandem Mn modules
that, like the equivalent modules in MAP6 and MAP6&dL, are
involved in MT binding and cold stabilization. The high number
of Mn modules is important since hSAXOL overexpression
resultsin an increased primary clialengthin RPEL cells, through
a mechanism requiring the Mn modules (Dacheux et al, 2015).

MAPG Is a Microtubule Inner Protein (MIP)

Cryo-EM experiments revealed neuronal MTs to contain visible
intraluminal densities (Burton, 1984; Garvalov et al., 2006;
Atherton et al., 2018). These densities correspond to Microtubule
Inner Proteins (MIPs), the moleaular identity of which was
totally unknown until MAP6E was identified as a MIP (Cuveillier
el al, 2020}, The capacity of MAP6& to enter the lumen
of MTs was demonstrated using cell-free systems in which
MTs were copolymerized with MAP6, vielding MTs with
regularly spaced intraluminal densities. When using MTs derived
from murine MAPS KO neurons, a net reduction in the
numbers of intraluminal densities was observed. The presence
of MAP6 inside MTs would explain, in part, the extremely
slow turnover of MAP6 on neuronal microtubules described by
Tortosa et al. (2017). Strikingly, intraluminal MAP6 induced
MT coiling in vitro, leading to the formation of helical MTs
with a highly conserved pitch and width associated with a
specific tubulin compaction statein the MT lattice, This coiling
pattern requires the Mn and Mc modules, as well as the first 35
N-terminal residues.

In  neurons, the functions of such stable helical
MAPa-containing MTs remains to be determined. By occupying
a greater width, helical MTs could influence the spatial
organization of the MT network, help determine neurite or
axonal width, or confer resistance to compressive loads, such
as those encountered during development. The unhabitual

tubulin compaction state of helical MTs could also be a mean to
specifically recruit a set of proteins such as molecular motors.

From an evolutionary point of view, it will be interesting
to discover when did the ability of mammalian neuronal
MAPGS to behave as a MIP emerge? In other words, does the
MAPS ancestor SANO in Trypanosoma (Dacheux et al, 2012)
behave as a MIP only, as a MAP only, or does it exhibit
both properties?

MAP6 Associates With Actin

The first indication that MAPS can bind to actin was obtained
when CaMEIl-phosphorylated MAP6 was found to be unable
to bind MTs, but that it binds actin in vitro and in the growth
cones of neurons (Baratier et al,, 2006 ). More recently, the central
Me modules of MAPG were shown to bind actin and to induce
specific rearrangements—leading to straightening and bundling
of actin filaments (Peris et al, 2018), Moreover, MAP&-mediated
stabilization of synaptic actin following synaptic activation was
shown to be crucial for maintaining mature dendritic spines,
the postsynaptic compartments of synapses (Peris et al, 2018).
Other effects of MAPS on the dynamic parameters of actin,
such as nucleation, remain to be investigated, as does the
possibility that MAP6 mediates cross-linking between actin and
MT networks in neurons. MAPS may also indirectly influence
the actin cytoskeleton through an effect on signaling cascades as
it hasbeen shown to interact with the small GTPase protein Rac2
(Figure 1; Capala et al., 2015). Several MAPG partners have also
been shown to interact with actin (Supplementary Table 1), such
as spinophilin (Grossman et al., 2004) or e-synuclein (Oliveira
da Silva and Liz, 2020). These interaction s support specific actin-
related cellular fundions for MAPG and its partners.

MAPG Associates With Membranes and

Neuroreceptors
MAPGE and Membranous Compartments
The N-terminal domains of MAP6 and MAP&d] contain a
stretch of oysteines with C5, C10, and C11 residues (Figure 2).
These positions have been shown to be palmitoylated by a
subset of palmitoylating enzymes containing a DHHC motif.
The proteins are then targeted to the Golgi apparatus or the
plasma membrane {Gory-Fauré ¢ al., 2006, 2014). In addition,
MAPG interacts directly with ankyrin repeats present in the
palmitoylating enzymes :DHHC13 and :DHHC17 (Lemonidis
et al,, 2015). During neuronal development, palmitoylated forms
of MAPS were identified on the Golgi and on secretory vesicles,
and depalmitoylation by o/f hydrolase-domain-containing
17 proteins (ABHD17 proteins) induced MAP6 relocalization
to MTs in the proximal part of the axon (Tortosa et al,, 2017).
In neurons, non-centrosomal MT nudeation is crudal, and
through its interactions with MTs as well as with the Golgi
apparatus or Golgi outposts which are nucleation sites for
non-centrosomal MTs (Sanders and Kaverina, 2015; Valenzuela
etal,, 2020; Yang and Wildonger, 2020), MAP6 might contribute
to such events.

MAPG and MAP6&d] proteins were also shown to localize
to mitochondria. This localization involved their N-terminal
domain, but not palmitoylation {Gory-Fauré et al., 2014).
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Finally, indirect evidence links MAP6 to lysosomes: KIF5B
(Kinesin 1 heavy-chain) preferentially binds to MAP6&-positive
MTs (Tortosa et al., 2017) and lysosomal transport—which is
dependent on KIF5B and on TMEMI106B, a MAP6 partner
(Figure 1)—is perturbed when MAPS expression is impaired
(Schwenk et al., 2014).

Owerall, these results show that MAP6’s association with
membranous compartments plays importantroles in establishing
and maintaining neuronal morphology. The several endo cytosis-
related proteins such as Varp, dynamin 1 or endophilin 1 (Craft
et al, 2008, Vikhreva et al., 2009) which have been found to
interact with MAP6 (Supplementary Table 1) suggests that the
roles played by MAP6 in intracellular organelle traffiddng still
holds many secrets.

MAP6E and Calcium Channels

Proteomic analysis of the nano-environment of caldum channels
(Cay2.1, Ca,22, Ca,2.3, Ca,Betad Ca,Betad) revealed the
presence of MAPS (Milller et al., 2010; Figure 1). More recently,
MAPS, through its Mn3 module, was found to associate with
Tetex1 (Brocard et al, 2017), adynein light chain interacting with
Cay2.2/N-type calcium channels (Lai et al., 2005). In conjunction
with Tetexl, MAPS& is involved in sorting and trafficking
Cay2.2 channels, as shown by impaired calcium signaling in
MAPS KO neurons (Brocard et al., 2017).

MAPG and Neuroreceptors

Even if MTs are only transiently present in both pre- and
post-synaptic compartments of synapses (axonal boutons and
dendritic spines), MAP& was consistently identified in synaptic
proteomes, suggesting MT-independent roles (Peng et al, 2004;
Baratier et al, 2006; Cheng et al,, 2006; Collins et al, 200&
Munton et al, 2007; Weingarten et al, 2014). In a study
related to subicular neurons from the hippocampus, MAPS was
associated with the receptors Neuropilinl, Plexin D1, and
VEGFR2Z—which together make up the tripartite Semaphorin 3E
receptor (Deloulme et al, 2015; Figure 1).

MAPG Is Involved in Signaling Cascades

In addition to its assodiations with subcellular compartments
and receptors, MAP6 protein contains proline-rich domains
(PRD), which are involved in the binding of SH3-domain-
containing proteins (Figure 1 and Supplementary Table 1).
Binding of Intersectin 1, ¢Src, PLC-y, or PI3K have all been
described (Morderer et al., 2012; Deloulme et al., 2015). One of
the PRI domains in MAPG is essential to the Semaphorin 3E
signaling cascade (Deloulme et al., 2015), driving the formation
of the fornix, an axonal tract which requires Semaphorin

3E signaling,

Although  some  interactions with  kinases and
phosphatases have been reported (Fgure 1), almost
nothing is known about how MAP6’s functions are
regulated by phosphorylation enzymes, with the exception
of CaMEKIl. MAP&6N protein  contains four CaMEKII

phosphorylation  sites located within its  @lmodulin/MT-
binding domains. These domains can be phosphorylated
in vitro and i vivo. Phosphorylation induces MAP6 to
detach  from MTs and delocalize to actin  within

growth cones or dendritic spines (Baratier et al, 2006;
Peris et al., 2018).

Finally, MAP6& was shown to assodate with the highly brain-
enriched BCH (Cdcd2GAP  Homology )-domain-containing
protein Bmaocl/Prune2 (Fgure 1) whidh negatively regulates the
actin cytoskeleton regulator RhoA (Soh and Low, 2008). This
assoclation promotes the emergence of membrane protrusions
(Arama et al., 2012). However, the relationship between a direct
or indirect effect on the cytoskeleton isnot clear.

Physio-pathological Roles of MAPG in the

Central Nervous System

Asneuronal MAPs, espedially MAPS, were thought to be strong
MT stabilizers, its deletion in mice was expected to be lethal due
to major M1 -breakdown in neurons. But in fact, MAPS KO mice
(also known as STOP KO mice) are viable, with an apparently
normal brain erganization {Andrieux et al, 2002). However,
these mice display a wide range of biological and behavioral
impairments reminiscent of symptoms displayed by patients
suffering from psychiatric disor ders, espedially schizophrenia, as
detailed below.

MAPG KO Mice as a Model for the Study of
Schizophrenia

MAPs KO mice show hyperactivity, fragmentation of normal
activity, anxiety-like behavior, social withdrawal, and impaired
maternal behavior leading to the death of pups (Andrieux
el al,, 2002). These defects are associated with altered synapse-
functioning, particularly during synaptic plasticity events when
the synapses need to adapt their reactivity. These alterations
lead, for example, to strong ddicits in potentiation or depression
of the synaptic responses. These biological and behavioral
defects were shown to respond to long-term treatment with
antipsychotics, the gold standard in schizophrenia treatment,
thus positioning MAP6 KO mice as a useful model for the study
of the physiopathology of this disease (Andrieux et al,, 2002).

Schizophrenia is a chronic debiitating neurodevelopmental
disorder that affects approxdmately 1% of the population
worldwide; the first symptoms emerge during adolescence
and early adulthood. It is characterized by a combination
of positive (auditory and wisual halludnation], negative
(social withdrawal, anxiety), and cognitive symptoms
(impaired memory, dedsion-making difficulties;  Joseph
el al, 2015) Following our seminal 2002 article (Andrieux
et al, 2002), numerous studies were performed and their
findings reinforced the validity of the MAPS KO model
for the study of schizophrenia. Indeed, MAP6 KO mice
fulfill  the three—construd/face/predictive—criteria  for
the validity of an animal model (Belung and Lemoine,
2011: Jones et al, 2011) with similar underlying molecular
defects/phenotypes/pharmacological  responses, respectively
(Delotterie a al., 2010; Volle et al., 2013; Deloulme et al., 2015;
Bouet et al., 2021).

In further support of the validity of this model, subsequent
studies revealed defects in MAP6 expression in humans
presenting developmental delay, corpus callosum dysgenesis,
autistic or schizophrenic symptoms (Shimizu et al, 2006;
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Choi et al., 2009; Martins-de-Souza et al., 2009; Xiao et al., 2015
Coumans et al., 2016; Wei et al., 2016a,b; Chen et al., 2021).

MAPG Roles in Neurotransmission and Impact on
Behavior

In tight correlation with the hyper-dopaminergia observed in
schizophrenic patients (Carlsson et al., 2000; Kapur, 2003),
MAPS KO mice present increased dopamine overflow in the
mesolimbic pathway. This system plays a significant role in
mediating pleasure and rewarding experiences (Brun et al., 2005
Bouvrais-Veret et al., 2007, 2008). Schizophrenia alse presents
positive symptoms, and MAP6 KO mice exhibited increased
locomotor activity (Andrieux et al, 2002 Brun et al, 2005
Fradley et al., 2005; Bouvrais-Veret et al., 2007) associated
with hypersensitivity to novelty or to the psychostimulant
amphetamine (Brun et al., 2005; Bé&gou et al., 2007; Bouvrais-
Veret et al., 2008), along with extensive disruption of sleep
patterns (Profitt et al., 2016). All these processes crucially depend
on dopaminer gic neurotransmission.

Negative symptoms in sdhizophrenia are mediated by
alterations in both the glutamatergic and serotoninergic (5-
HT) neurotransmission systems (Aghajanian and Mar ek, 2000;
Carlsson et al, 20007, MAP& KO mice exhibited abnormal
glutamatergic neurotransmission with altered synaptic plasticity
in the hippocampus, leading to totally defedive Long-Term
Potentiation (LTP) and Long-Term Depression (LTD), as
measured by eectrophysiology techniques (Andrieux el al,
2002). These defects are related to a smaller presynaptic vesicle
pool (Andrienx et al, 2002), a decreased level of glutamate and
the glutamate precursor glutamine in the forebrain (Brenner
et al., 2007), as well as decreased mBENA levds of the glutamate
transporter-1, Vglutl (Fastwood et al,, 2007). MAP6 KO miceare
thus characterized by an overall hypo-glutamatergia.

If we now focus on serotoninergic neurotransmission,
serotonin biosynthesis and expression of the serotonin (5-HT)
receptors are highly perturbed in MAP6s KO mice, with a
70% increase in SHT-1A expression in the raphe nucle for
example (Fournet et al., 2010}, as well as half reduction of
serotonin (5-HT) in the substantia nigra, the ventral tegmental
area and the hippocampus (Fournet et al,, 2012b). In addition,
the levels of serotonin transporters (SERT) recapturing the
serotonin (5-HT) released into the synaptic cleft is very severely
affected in MAP6 KO mice with a decreased expression ranging
from 30% to 90% in some brain areas whereas the expression
increase up to 120% in other brain regions (Fournet et al,
2010). MAPs KO mice thus display an extreme imbalance in
serotoninergic transmission.

Finally, sensory-motor gating is also altered in MAPs KO
mice (Fradley et al., 2005; Valle et al, 2013). This effect might
be linked to perturbed dopamine-, glutamate-, and serotonin-
mediated neurotransmission, but could also be related to
adivation of opioid mu receptors (Quednow et al., 2008) which
isaltered in MAPS KO mice (Charlet et al., 2010).

In summary, basal neurotransmission for all the major
neurotransmitters is strongly perturbed in MAP& KO mice.
Strikingly, serotoninergic neurons—the longest and most
extensively branched neurons in the brain—display wvery

severe  morphological  defects, suggesting complementary
roles of MAP6 in these neurons. These roles may
include MT  stabilization, modulaion of  serotonin

neuroreceptors/transporters, and involvement in  signaling
cascades.

MAPGE Roles in Synaptic Plasticity

In terms of cognitive symptoms, MAP& KO mice exhibit
severe defects inboth short-and long-term hippocampal synaptic
plasticity. Indeed, glutamatergic hippocampal neurons in the
CAl region display severely defective Post-Tetanus Potentiation
(PIP), and, as indicated above, cannot support LTP and LTD
(Andriews et al, 2002). Synaptic deficits exist in the presynaptic
compartment, the axonal bouton, where a two-fold decrease
in synaptic vesicles is reported (Andrieux et al, 2002) with
a possible glutamate-release defect due to the absence of
interacion between MAPS and the SNARE protein SNAP25
(Figure 1). One can speculate on the formation of a transient
complex between MAPS and SN AP25 at the plasma membrane,
in the presynaptic release zone, as the membrane targeting of
both proteins s induced by similar palmitoylating enzymes
(Greaves and Chamberlain, 2011; Gory-Fauré et al,, 2014). In
addition, the absence of MAP6 induces a general decrease in
spine density which is related to altered actin dynamics in
dendritic spines (Peris et al, 2018). MAPG could also contribute
to the entry of MTs into the synaptic compartments, and their
residence time, thus influencing synaptic strength. Overall, these
synaptic defects are most probably a consequence of MAP6's
involvernent in signaling cascades, receptor homeostasis, and
cytoskeleton regulation.

MAPGE Roles in Neuroanatomy

Although the first rough anatomical study of MAP6 KO mice
revealed no obvious defeds in brain anatomy (Andrienx et al,,
2002, subsequent detailed studies showed that MAPE KO mice
have a reduced brain volume associated with an increased
ventricular volume and a reduced cerebellum and thalamus sze
(Powell et al., 2007 Deloulme et al., 2015). Through the use of
brain imaging techniques, MAPS KO mice were found to exhibit
a decrease in myelinated tract volumes (eg., in the internal
capsule and cerebellar peduncle) as well as a strong decrease in
cortico-spinal tract fasdeulation (Deloulme et al., 2015; Gimenez
et al, 2017). A very intrigning structural defect is the absence
of an important component of the limbic system in MAP6 KO
mice—the post-commissural part of the fornix {Deloulme et al.,
2015). The fornix is a tract that emerges from the subiculum,
the most inferior component of the hippocampal formation of
both hemispheres and extends to the mammillary bodies, within
the hypothalamus. As part of the Papez drcuit, the lad< of the
fornix leads to a dis-connectivity between the hippocampus and
the hypothalamus and certainly contributes to the behavioral
defects observed in MAP6 KO mice. During the formation of
the fornix, Semaphorin 3E is an attractive guidance molecule for
subicular neurons {Chauvet et al., 2007) as it binds to its tripartite
receptor (Neuropilin 1/PlexinD1/VEGFR2) to induce activation
of downstream signaling cascades involving SH3-containing
proteins. Interestingly, the impaired fornix formation observed
in MAP& KO mice is not dependent on MAP6&’s MT-binding
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domains; rather it is driven by the interaction of MAP& PRD
domains with key SH3-domain-containing proteins, including
Intersectin 1, PI3K, and Src (Figure 1; Ddoulme et al., 2015).
The axonal tract defects identified in MAP& KO mice correlate
to a striking extent with anomalies identified on brain images
from patients with schizophrenia (McCarley et al., 1999; De Peri
et al., 2012; Shepherd et al., 2012; Bopp et al., 2017), including
alteration of the fornix or of the cortico-spinal tract {Douaud
et al., 2007; Kendi et al., 2008; Fitzsimmeons et al., 2009; Luck et al.,
2010; Davidson et al., 2012; Lee et al., 2013),

MAPG Role in Neurogenesis

MAPS is highly expressed in the olfactory bulb and the
hippocampus (Couégnas et al, 2007, Richard et al, 2009),
two regions where adult neurogenesis is known to occur
Several studies investigated adult neurogenesis in MAP& KO
mice. Benardais et al. (2010) reported an increased number of
proliferating cells in the olfactory epithelium with increased
apoptosis, whereas Fournet et al. (2010) discovered decreased
cell proliferation in the hippocampus. At the molecular level,
how MAP6 regulates neurogenesis remains a completely
open question, although it is possible that MAP6 through its
binding to the retinoic receptors RAR-beta and RAR-gamma
(Figure 1) can modulate their functions known to be active
during newrogenesis (Jacobs et al, 2008 Maden, 2007
Mishra etal., 2018).

MAPBE KO Mice Deficits and Therapeutic Approaches
As the defects observed in MAPS KO mice are reminiscent
of schizophrenia symptoms, the gold standard treatments for
psychiatric diseases were the most obvious approach to try in an
attemnpt to alleviate MAPS KO deficiencies. Alternatively, new
pharmacological approaches targeting the neuro-cytoskeleton
represent promising avenues of investigation.

Classical treatments of psychiatric diseases. In accordance
with their defeds in almost all neuro-transmission systemns,
the defects observed in MAPS KO mice are sensitive to
neuroactive molecules. Thus, long-term treatments with both
typical antipsychotics, such as haloperidol (Haldol) (dopamine
antagonist), and atypical antipsychotics, such as risperidone
(Risperdal) or clozapine (dopamine and serotonin antagonists),
alleviate behavioral defects in MAPS KO mice (Andrieux et al,
2002 Bégou et al., 2008; Ddotterie et al., 2010). Moreover,
clozapine improves alterations to synaptic plasticity (Delotterie
el al, 2010) wia its known positive effect on glutamatergic
synapses (Fukuyama et al, 2019). Similarly, treatment of
MAPE KO mice with anti-depressants such as fluoxetine/Prozac
(a Selective Serotonin Reuptake Inhibitor, gold standard
treatment for depression) alleviated anxiety-like behavior and
cognitive defeds (Fournet et al, 2012a). The depressive-like
behavior of MAPS KO mice and their impaired hippocampal
neurogenesis were alleviated by the use of electroconvulsive
stimulation (ECS) (Jonckheere et al., 2018). ECS is the animal
equivalent of Electroconvulsive Therapy (ECT), which remains
a very powerful and useful treatment for major depression.

Cytoskeleton-related drugs represent a new pharmacological
approach to psychiatric disorders. MAP6 KO mice were the first
animal model to establish a linkb etween cytoskeleton defectsand

the cognitive impairment characteristics of psychiatric disorders,
in particular schizophrenia (Andrienx et al,, 2002}, Subsequently,
other cytoskeletal components incuding actin and tubulin
themselves, as well as CRMP1, CRMP2, MAP2, MAPLB, and
LIM kinases were also linked to psychiatric disorders (see below
and for review: Benitez-King et al., 2007; Gardiner et al., 2011;
Zhao et al., 2015; Marchisella e al., 2016; Lasser et al., 2018). In
addition, proteins that were initially identified as risk factors for
mental illnesses, such as DISC1 {Disrupted In Schizophrenia) or
dysbindin, were later shown to interact with MTs, MAPs, and
actin (Morris et al., 2003; Havashi et al., 2005; Talbot et al., 2006;
Taya et al., 2007; Shimizu et al., 2008; Marley and von Zastrow,
2010; Bader et al., 2012).

In this context, cytoskeleton-related drugs have been
investigated to determine their ability to influence biological and
behavioral defects in MAP& KO mice. Frstly, chronic exposure
of MAP6 KO mice to Epothilone D (EpoD), a modulator of
MT dynamics known to stabilize MTs in vitro (Chou et al,,
1998; Kolman, 2004), leads to behavioral changes (improved
maternal behavior,and concomitant pup survival), and improves
short-tem memory, associated with restoration of synaptic
plasticity (LTP) in the hippocampus (Andrieux et al, 2006;
Fournet et al., 2012a), as well as restoring neuronal transport
deficits (Daoust et al., 2014). Second, a small peptide motif
called NAP—present in Activity-Dependent Neuroprotective
Protein (ADNF), which is dysregulated in schizophrenia and
in autism (Gozes, 2011; Hacohen-Kleiman et al., 2018; Van
Dijck et al., 2019)—partially alleviates cognitive impairments in
MAP6 heterozygous mice (Merenlender-Wagner et al,, 2010;
Volle et al., 2013), NAP directly interacts with tubulin (Divinski
el al., 2004) and also promotes MT growth and stability by its
interaction with MT plus-end binding proteins of EB family
(+T1IPs protdns) (Gozes and Divinskd, 2007; Oz et al., 2014). In
addition, NAP has been shown to bind to Tau (Ivashko-Pachima
et al., 2019) and to enhance its binding to MTs in cells (Ivashko-
Pachima et al., 2017; Ivashko-Pachima and Gozes, 2019). Thus,
NAP protective activity involves MT dynamics modulation via
direct binding to tubulin and interaction with MT-assodated
proteins (Oz et al., 2014; Ivashko-Pachima et al., 2017). However,
NAP's effects in MAP6 KO mice might not be exclusively
related to its MT-rdated properties as chronic NAP treatment
restores normal levels of Beclinl mRNA in MAP6-deficient mice
(Merenlender-Wagner et al,, 2014). Beclin] is a key regulator of
autophagy and its expression is strongly decreased in brains from
patients with schizophrenia (Merenlender-Wagner et al., 2015).

Overall, these studies with EpoD and NAP highlight
MAPG-mediated MT stabilization as an important feature
for synaptic plasticity and behavior. The results presented
also suggest that the cyvtoskeleton might be a relevant
target for drug development to treat psychiatric disorders
including schizophrenia.

Is MAPG Present in Cilia and Linked to Schizophrenia
Phenotypes?

MAPS was the first neuronal MIP to be identified {(Cuveillier
el al,, 2020}, MIPs were originally described in the MT doublet
of motile clia and flagella axonemes (Kirima and Oiwa, 2018;
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Owa et al, 2019), where MTs needed to be highly stable
to support the strong deformations required to produce a
beating motion, The question of whether MAP6 also localizes
to non-motile (primary) clia or to motile dlia within the
brain remains open. Future studies assessing these possibilities
may provide additional molecular explanations for some of the
cognitive impairments observed in MAP6 KO mice. Indeed,
ciliopathies can lead to brain malformation and/or mental
retardation (Reiter and Leroux, 2017). Maore precisely, primary
cilia which act as signaling platforms participating in Sonic
hedgehog or Wnt signaling pathways for example (Lee and
Cileeson, 20100 have been shown to modulate neurotransmission
through dopamine receptor s expressed on their surface (Domire
et al., 2011; Iwanaga et al, 2011; Leaf and Von Zastrow, 2015).
Interestingly, Inversin and APT1—both MAPS partners—have
been shown to be part of the Wnt pathway (Supplementary
Table 1). More directly, a reduced number of primary cilia
was observed in the olfactory neuroepithelium in patients with
schizophrenia (Mufioz-Estrada et al., 2018) and DISCLl was
shown to be necessary for the formation of neuronal cilia (Marley
and von Zastrow, 2010; Wang and Brandon, 2011). It would be
interesting to investigate apossiblerole for MAP6 acting as a MIP
in controlling the numb er and integrity of neuronal primary cilia.

CRMPs: FROM SIGNALING PATHWAYS TO
CYTOSKELETON FUNCTIONS

Research on the structural MAPs revealed over time that their
functions are not restricted to MT regulation. Simultaneously,
other proteins that were first identified in signaling cascades,
for example, were subsequently found to belong to the family
of structural MAPs. Collapsin Response Mediator Proteins
(CRMPs) are a perfect example of such proteins. Indeed, in
addition to their well-known roles in signal transduction and
neuronal physiology, we will summarize how, since the 1990s,
CEMPs have been documented to play roles in regulating the
cytoskeleton and espedally in MT dynamics.

CRMP Proteins as Signaling Proteins
Originally discovered in C. elegans and named ULIP (UNC-
33 like phosphoproten), members of the CRMP family are
involved in neuronal connectivity for sensory and motor
neurons (Brenner, 1974; Hedgecock et al, 1985). These
proteins originated from various genes and were subsequently
renamed Collapsin Response Mediator Proteins (CRMPs) due
to thdr involvement in Semaphorin 3A guidance molecule
signaling (Collapsin was the original name of Semaphorin 3A;
Goshima et al., 1995).

CRMPs are substrates for a large number of kinases, and
high levels of phosphorylation have been reported, mostly
in the C-terminal domain (Cole et al., 2004, 2006; Zheng
el al, 2018); CRMP phosphorylation has been extensively
studied in the context of the axonal guidance signaling pathway
induced by Semaphorin 3A. Several kinases involved in this
signaling pathway phosphorylate CRMPs. First, Cdk5 acts as
the priming kinase, phosphorylating CEMP1, 2, 4, and 5 in
response to a Semaphorin 3A-signal in vitro and in wvivo

(Brown et al., 2004; Uchida et al., 2005). This phosphorylation is
required for subsequent phosphorylation of CRMPs by GSE3f,
shown to be a key factor in modulating CRMPs™ interaction
with the cytoskeleton (Uchida et al., 2005 Yoshimura et al,,
2005). Thus, the Semaphorin 3A-induced phosphorylation of
CRMP2 by Cdk5 and GSK3f blocks its capacity to bind tubulin
and MT's (Uchida et al., 2005; Yoshimura et al., 2005). Thislack
of interaction leads to cytoskeleton breakdown and the resulting
collapse of the growth cone, as the functional consequences of
Semaphorin 3A signaling.

Semaphorin 3A-stimulation of the growth of dendritic spines
also involves CRMP1 phosphorylation by Cdk5, blocking its
interaction with actin (Yamashita et al,, 2011; Yao et al., 2016).

Phosphorylation events on CRMPs, thus regulatethe proteins’
capacity to interact with the cytoskeleton while also modulating
their interaction with other partners, such as RhoA (Alabed et al.,
2007), the guidance cue co-receptor PlexinAl (Deo el al,, 2004},
or the ion channels Cav2.2 (Brittain a al., 2009), and Navl.7
(Dustrude et al., 2016).

At the same time, the C-terminal part of CRMP2 shares
similarities with Tau PRD domains (Hensley and Kursula, 2016},
opening up the possibility that CRMPs can bind to SH3-domain -
conlaining proteins.

CRMPs Bind and Stabilize Microtubules
From the time of their discovery in 1985, CRMPs were linked
to MTs since mutations induced an over-abundance of MTs
in axonal shafts (Hedgecock e al, 1985). It was therefore
proposed that CEMP could modulate axonal outgrowth by
stabilizing the cytoskeleton (Hedgecock et al., 1985). More recent
work has indicated that all CRMPs bind tubulin bath in vitro
and m vive (Fukata et al., 2002a; Lin et al, 2011; Khazaei
el al. 2014}, although the interaction between CRMP2 and
MTs has been the foaus of this particular study. Indeed,
for CRMP2, its interaction with MTs was recently found to
involve two distinct domains: the MN-terminal domain, which
is essential for binding to soluble tubulin, thus promoting
MT polymerization; and the C-terminal region, which interacts
with and stabilizes polvmerized microtubules (Niwa el al,,
2017). Although the ability to bind MTs is shared by all
CRMPs, the MT-stabilizing capacity reported for CRMP2 is only
shared by CRMP1 and CEMP4 (Lin et al,, 2011}, In contrast,
CRMPS does not influence MT dynamics (Brot et al,, 2010}, and
CRMP3 was shown to inhibit MT polymerization (Aylsworth
et al,, 2009}, The role of CRMP2 in MT assembly was found to
be crudal for neurite formation and axon development (Fukata
el al., 2002b) whereas CRMP4-dependent MT organizations
contribute to growth-cone dynamics (progression, pausing, and
retraction) as well as to axon elongation and regeneration
(Khazaei et al., 2014),

CRMPs Associate With Actin

Of all the isoforms, only CRMP3 presents weaker or no
interaction with actin (Tan et al., 2015). All other CRMPs have
an actin-binding site located at their C-terminal end, adjoining
their MT-binding site. This actin-binding site was initially
characterized in CRMP4 and promotes the formation of F-actin
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both in viftre and in vive (Rosslenbroich et al., 2005; Khazael
et al, 2014; Cha et al., 2016}, In neurons, through their action
on the actin cytoskeleton, CRMP4 and CRMPS contribute to
neurite outgrowth and growth-cone remodeling (Khazaei et al,
2014; Gong et al,, 2016), and CEMP4’s actin-binding capacity
also contributes to dendrite maturation in hippocampal neurons
(Cha et al., 2016). The effects of CEMP1 and CEMP2 on actin
dynamics are more indirect, as interactions with VASP family
proteins or the Sra-1 / WAVEL complex are required for these
proteins to influence axon formation and growth (Kawano et al,
2005; Yu-Kemp and Brieher, 2016; Yu-Kemp et al., 2017).

CRMPs Associate With Membranes and

Neuroreceptors

Theroleof CRMPsin vesicular trafficking and plasmamembrane
targeting of several transmembrane proteins is well-documented.
Thus, CREMP2 is known to bind to the vesicle-assocated
proteins Slpl and Rab27 allowing anterograde transport of
BDNF receptor TrkB {Arimura et al,, 2009). It also binds to
the endocytic adaptor Epsl5, the ubiquitin ligase Nedd4.2, and
to c-adaptin which regulates clathrin-dependent endocytosis
of the cellular adhesion maolecule L1 and the sodium channel
Navl.7 (Nishimura et al., 2003; Kawano et al., 2005; Dustrude
et al, 2016). CRMP1 modulates Na* currents by interacting
with Navl.7 (Yamane et al., 2017) whereas, ike MAPS, CEMP2,
and CRMP3 respectively interact with voltage-gated Cav2. 2/N-
type and L-type channels (Brittain et al, 2009; Chi et al., 2009;
Cuach a al, 2013). CRMP4 is involved in vesicular trafficking
through mechanisms involving binding to the SH3 domains of
the scaffolding protein Intersectin 1 (Quinn et al., 2003)—which
isalso a MAP6 partner (Figure 1),

Despite the early discovery of the involvement of CRMPs
in the Semaphorin 3A signaling pathway (Goshima et al,
1995), little is known about direct interactions between CEMPs
and the numerous semaphorin receptors represented by the
Neuropilin and Plexin families. CRMP1, 2, 3, and 4 complexes
with Plexin-Al have been reported following over-expression of
the differ ent isoforms in the COS7 cell line (Deo et al., 2004), and
associations with the mono-oxygenases MICALs have also been
described (Schmidt et al., 2008). In addition, CRMP2 was shown
to interact with Plexin-A2 and A3 in the Nogo and Semaphorin
3A sgnaling pathways, respedively (Sekine et al, 2019
Jiang et al., 2020).

Physio-pathological Roles of CRMPs in the

Central Nervous System

As part of their regulation of neuronal development and
plasticity, CRMPs are involved in many neurodevelopmental
processes including neural progenitor proliferation (Charrier
el al, 2006), neuronal migration (Yamashita et al, 2006),
and neuronal morphogenesis with both axonal and dendritic
maturation influences. The study of CRMP1, CRMP2, and
CEMP4 KO neurons revealed morphological defects, especially
in dendritic development and branching, but also in migration
and positioning (Yamashita et al., 2006, 2007, Niisato et al,
2012). These phenotypes are more severe in double KO
neurons, whether the combination is CEMP1 and CRMP4, or

CRMP2 and CRMP4 (Tan et al., 2015; Yamazald et al., 2020).
In vive, KO of any CEMP (CEMP1, CRMP2, CEMP3, or
CRMP4) leads to robust alteration of dendritic morphogenesis
in several brain regions incuding the hippocampus and the
cortex (Yamashita et al., 2007; Quach et al.,, 2008; Niisato
et al., 2012, 2013; Yamashita and Goshima, 2012; Tsutiva
el al., 2015, 2016). CRMP2 is also strongly associated with
axonal specification (Nishimura et al., 2003; Kawano et al,,
2005; Yoshimura et al., 2005 Morita and Sobue, 2009). The
extensive effects of CRMPs on neuronal differentiation are
stronger than those observed for the deletion of classical MAPs.
This enhanced effect might be due to the crudal roles of
CRMPs at the interface between elements of the cytoskdeton
and signaling proteins. Impairment of CRMPs functions also
leads to synaptic-plasticity defects with abnormal LTP (Su
et al., 2007; Quach et al., 2008, 2011; Yamashita et al,, 2011),
linked to impaired learning and memory (Su el al, 2007
Yamashita et al., 2013).

In humans, CRMPs are assodated with several psychiatric
disorders, with striking numbers of publications providing
evidence of links between CRMPs and schizophrenia (MNalata
et al., 2003; Nakata and Ujike, 2004; Ujike et al., 2006; Koide
et al., 2010; Hensley et al., 2011; Bader et al., 2012; Lee et al.,
2015; Quach et al.,, 2015; Toyoshima et al., 2019). For example,
polymorphisms in the genes encoding CRMP1 and CRMP2,
as well as altered hippocampal expression of CRMP2 and
CRMP4 have been reported in patients with schizophrenia
(Edgar et al., 2000; Beasley et al., 2006; Ficking et al., 2011;
Bader et al., 2012). In addition, the abnormal sensory-motor
gating abilities reported in psychiatric patients and described for
MAP6 KO mice (Fradley et al., 2005), were also replicated in
CRMP1 and CRMP3 KO mice (Quach et al., 2008; Yamashita
el al, 2013). Importantly, these ddects could be alleviated
through the use of the antipsychotic chlorpromazine (Yamashita
el al, 2012), and CRMP2 and CEMP4 phosphorvlation states
were shown to be downregulated by the antipsy chotics Clozapine
and Risperidone {Kedracka-Krok et al., 2015].

Which Proteins Can Be Classified as

MAPs?

In summary, the ability of CRMPs to bind MTs, and thus
promote their polymerization and stabilization, are major
argumnents to consider them as members of the wider MAP
family. Moreover, and as indicated above, like othe MAPs,
CRMPs can also bind actin and are involved in signaling
cascades. As for conventional MAPs, deletion of CEMPs in
mice does not lead to severe cytoskeleton alterations, but
rather to subtler neurodevelopmental defects and cognitive
dysfunctions similar to those mcountered in psychiatric diseases.
The history of protein identification draws attention toward
specific research. In the case of CEMPs, although data
regarding their interactions with MTs have been produced
they have not been extensively investigated in the field of
cytoskeleton research. In particular, they have never been used
in in vitro cell-free systems. Several basic questions thus remain
open, such as: Do CRMPs modulate specific parameters of
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microtubule dynamics? Do they induce MT bundling or simply
MT polymerization?

Our demonstration that CRMPs can be considered
as MAPs could be extended to other proteins like for
example, the Huntingtin protein or a-synuclein. These
two proteins have been actively studied in the context of
neurodegenerative diseases. Indeed, HTT binds to MTs and
adin, is involved in signaling cascades, is palmitoylated by
the same DHCC as MAPS (Lemonidis et al., 2015), and
interacts with neuroreceptors (for review see Saudou and
Humbert, 2016). Similarly, c-symuclein, a MAPE  partner
(Figure 1), interacts with and nucleates MTs (Cartelli et al,
2016). a-symudein also interads with actin and reduces
F-actin polymerization speed (Sousa et al,, 2009; Cartelli et al,
2016; Oliveira da Silva and Liz, 2020). It also participates
in signaling cascades and neuroreceptor functions (for
review see Emamezadeh, 2016, Bernal-Conde et al., 2019).
In addition to these examples, proteins related to schizophrenia
susceptibility could be mentioned, such as DISCL (Disrupted
In Schizophrenia) or dysbindin, both of which have been
shown to interact with MTs, MADPs, and actin (Morris et al,
2003; Hayashi et al, 2005; Talbot et al., 2006; Taya et al,
2007, Shimizu et al, 2008; Marley and von Zastrow, 2010
Bader et al., 2012).

COMMON PROPERTIES OF THE
NEURONAL STRUCTURAL MAPs

In this section, we will briefly summarize the properties of the
classical neuronal structural MAPs (Tau, MAP1, and MAP2)
and compare them to those described for MAPS and CRMPs.
We will focus particularly on properties that are just coming
tolight.

All the classical MAPs bind to MTs and induce various
levels of stability (Baas et al., 1994; Bulinski and Bossler, 1994;
Vandecandelaere et al., 1996; Faller et al., 2009; Kadavath
et al, 2015; Qiang e al, 2018). Recent advances in cryo-EM
have made it possible to visualize how Tau binds along
protofilaments at the interface between tubulin dimers (Kellogg
et al., 2018). Elucdating the near-atomic structure of complexes
between the other MAPs and MTs is essential if we wish
to reveal the common and specific mechanisms behind MT
stabilization for each MAP. Interestingly, several classical MAPs
such as MAPLIB, MAP2, and Tau, are also able to indirectly
maodulate MT dynamics via their interaction with EB proteins
(Kapitein et al., 2011; Tortosa et al., 2013; Savas et al,
2015 Ramirez-Rios et al., 2016). Such a possibility regarding
MAPE and CRMPs has not yet been investigated and could be
of interest.

With regard to the ability of MAPS to behave as a MIP,
future studies will reveal whether this property is shared by
other structural MAPs, Although some previous works suggested
that Tau binds te the luminal side of MTs (Kar et al,
2003 Inaba et al, 2019}, the answer to this question remains
elusive. Interestingly, actin was very recently discovered inside
the MT lumen (Paul et al, 2020}, opening the possibility
that MAPs/MIPs might be involved in the crosstalk between

the two cytoskeletons in the MT lumen like they are in
the cytoplasm.

Like MAPG, the other structural MAPs—Tau, MAPI, and
MAP2—were shown to bind actin (Griffith and Pollard, 1982,
Pedrotti et al., 1994; Ozer and Halpain, 2000; Roger et al., 2004;
Ding et al., 2006) and to regulate synaptic plasticity through
actin-dependent mechanisms (Davidkova and Carroll, 2007;
Tortosa et al,, 2011; Benoist et al, 2013; Take et al, 2015),
Interestingly, Tau was diredly shown to co-organize actin and
MT networks in vitro and in the neuronal growth cone (Elie et al.,
2015; Biswas and Kalil, 2018), this ability may be shared by the
other MAPs (Mohan and John, 2015).

In relation to neuroreceptors, like MAPS (Figure 1), MAP1
and MAP2 proteins interact with the Cav2.2/N-type caldum
channel or with BKCa potassium channels (Davare et al,, 1999;
Park et al., 2004; Leenders et al., 2008). In terms of membrane-
association, Tau and MAP2 interact with the membranes of
the Golgi and the endoplasmic reticulum (Farah et al., 2005,
2006), whereas MAP1S was shown to link mitochondria and
autophagosomes to MTs (Xie et al, 2011).

Several othea MAPs in addition to MAP6 contain PRD
domains and thus interact with SH3-containing proteins, For
example, Tau and MAP2 bind to various SH3-containing
proteins incuding the non-receptor tyrosine kinase Src
(MAPG partner, Figure 1; Lim and Halpain, 2000). Inter estingly,
in link with Alzheimer’s disease, a general inhibition of Tau’s
interactions with SH3-domain-containing proteins was shown to
reduce Amyloid f-induced membrane trafficking abnormalities
and neurite degeneration (Rush et al., 2020),

Finally, as with MAP6& deletion, invalidation of other
MAPs in mice did not result in major MT-breakdown or
in lethal neurodevelopmental defeds but rather produced
viable mice (Harada et al, 1994; Takei et al, 1997, 2015;
Teng et al, 2001). However, all KO mice display cognitive
dysfunctions similar to those assodated with psydiatric
diseases. Thus, Tau KO mice exhibit impaired neurogenesis
(Dioli et al, 2017), hippocampal synaptic plasticity, and
cognitive defects (lkegami et al, 2000; Lei et al, 2012;
Ahmed et al, 2014; Ma et al., 2014; Regan et al, 2015),
as well as age-dependent brain atrophy assocated with loss
of newrons and synapses (Lei et al,, 2012). MAP1B-deficient
mice also display abnormal synapse maturation (Tortosa
et al, 2011; Bodaleo et al, 2016), along with synaptic
transmission defects due to deregulation of AMPA receptor
trafficking (Benoist et al., 2013; Palenzuela et al., 2017), and
impaired synaptic plasticity with abnormal LTP (Zervas et al,,
2005). Importantly, MAPIBE has been linked to the protein
KIRREL3 which is assodated with autism/intellectual disability
(Liv et al., 2015). This protein is associated with the altered
working memory observed in young people with attention-
deficitthyperadivity disorder (Salatino-Oliveira et al., 2016),
Mutated forms of MAPIB have been linked to intellectual
disability and extensive white-matter defidts in humans
(Walters et al., 2018).

A review of the literature relating to MAPs, in particular,
Tau (which is by far the most extensively studied MAP),
reveals that some MAP features have not yet been reported
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for MAP6 and CRMPs. Firstly, it is quite dear that Tau
is a bona fide nuclear protein (for review see Bulkar Maina
el al, 2016) mainly contributing to defending the genome
against cellular stress. As shown in Supplementary Table
I, MAPS has been shown to interact with various nuclear
receptors and effectors, but nothing is known about its possible
roles in the nuclens. Secondly, Tau is an unstructured protein
that has been shown te promote phase-separation events in
cells, both as part of physiological processes such as axonal
transport and in pathological conditions such as during Tau
aggregation (Hernandez-Vega e al., 2017; Wegmann et al,, 2018;
Sighaan et al, 2019). How the capacity of Tau to promote
phase separation affects its non-cytoskeleton-related fundions
still remains to be determined. As most MAPs induding
MAPS are unstructured proteins, it appears logical that the
ability to contribute to phase separation events will be shared by
many MAPs.

CONCLUSION

Structural MAPs, presented here through the examples
of MAP6 and CRMPs, are highly versatile proteins with
multiple partners and functions, playing major roles in several
brain functions,

The original classification of MAPs was based on their ability
to bind MTs. This binding may contribute to MT stability, but it
might also be crudal to ensure MAPs presence all over the cell
in order to be available to promote signal propagation and/or
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