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I. Introduction 

I.1. Syndrome de l’X Fragile 

I.1.1. Généralités cliniques et épidémiologiques 

Le Syndrome de l’X Fragile (SXF) est une maladie génétique rare (OMIM : 300624), c’est la 

première cause héréditaire de déficience intellectuelle et la principale cause mono-génique 

d’autisme (Mila et al., 2018). Le tableau clinique des patients atteints, peu spécifique du SXF, 

présente une grande variabilité interindividuelle, il inclut notamment un déficit intellectuel, 

des troubles du comportement ainsi que des anomalies physiques (“Orphanet: Recherche de 

maladies,” n.d.).  

10 000 personnes sont porteuses de l’anomalie génétique (avec ou sans manifestations) en 

France et la prévalence du SXF est estimée à environ 1 garçon sur 7 000 et 1 fille sur 11 000 

(Hunter et al., 2014). Cependant, la sévérité de la symptomatologie est plus importante chez 

les hommes que chez les femmes atteintes de SXF. En effet, la majorité des garçons malades 

présentent une déficience intellectuelle associée à des troubles du comportement plus 

prononcés. Le tableau clinique masculin inclut généralement des troubles de déficit de 

l’attention, de l’hyperactivité, de l’anxiété et des symptômes du spectre autistique (Bailey et 

al., 2008). Paradoxalement, les filles porteuses de cette anomalie génétique ont des 

manifestations moins marquées ; avec principalement des troubles liés à l’apprentissage et 

des difficultés socio-émotionnelles (ou hyperémotivité) (Hagerman et al., 2017). Ainsi, cette 

différence phénotypique entre les deux sexes a conduit, historiquement, au retard voire à 

l’absence du diagnostic d’une grande partie des femmes atteintes, celles-ci étant 

principalement surveillées lorsqu’un apparenté mâle est diagnostiqué. Par conséquent, la 

prévalence des femmes atteintes de SXF est probablement sous-estimée (Bartholomay et al., 

2019).  
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I.1.2. Sémiologie  

I.1.2.1. Manifestations cliniques chez les garçons 

Bien que la caractéristique 

clinique principale du syndrome 

de l’X fragile soit la déficience 

intellectuelle, cette pathologie est 

bien plus complexe qu’un déficit 

intellectuel isolé et répond à tous 

les critères d’une maladie multi-

systémique (Figure 1). Ainsi, la 

symptomatologie du SXF peut 

s’exprimer à plusieurs niveaux 

physiologiques et ce, suivant le 

stade pubertaire (Kidd et al., 

2014). Durant les premières 

années de vie, les manifestations 

cliniques sont le plus souvent 

inexistantes, mais certains 

symptômes peuvent tout de 

même être observés (Hunter et 

al., 1993):  

- Une hypotonie (faiblesse musculaire) associée à un retard du développement 

psychomoteur (marche et posture assise), 

- Des retards dans l’acquisition et le développement du langage, 

- Une macrocéphalie (circonférence crâniale > 50e percentile) (Lachiewicz et al., 2000), 

- Des troubles du sommeil, 

- Des otites et des reflux gastro-œsophagiens plus fréquents.  

La sémiologie du SXF, bien qu’elle soit de distribution variable, se révèle plus distinctement au 

cours de l’enfance avec : 

Figure 1: Schéma des manifestations cliniques 
typiques du Syndrome de l'X Fragile (Saldarriaga 
et al., 2014). 
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- Un déficit intellectuel caractérisé par un Quotient Intellectuel (QI) moyen chez les garçons 

de 40-45 (Sansone et al., 2014), sachant que la déficience intellectuelle est avérée par un 

QI < 70 (QI de la population générale entre 70 et 130). De cette déficience intellectuelle 

découlent des anomalies cognitives : problèmes de langage, de compréhension et de 

mémoire à court terme (essentielle à l’apprentissage de la lecture et des mathématiques 

notamment) (Ciaccio et al., 2017).  

- Des symptômes du Trouble de Déficit de l’Attention / Hyperactivité (TDAH) décelé chez 53 

à 59% des garçons porteurs du SXF (Sullivan et al., 2006) : hyperactivité, impulsivité, 

inattention conduisant à des difficultés sociales et scolaires.  

- Des symptômes du Trouble du Spectre de l’Autisme (TSA) retrouvés dans 90% des garçons 

atteints de SXF, sachant que le TSA per se est diagnostiqué dans 50 à 60% d’entre eux 

(Abbeduto et al., 2019) : interaction sociale atypique (évitement du contact visuel, retrait 

et anxiété par rapport à l’environnement social), mouvements répétitifs ou stéréotypies, 

agressivité dirigée contre soi ou envers autrui (Hernandez et al., 2009). De plus, cette 

comorbidité est à l’origine de troubles cognitifs, linguistiques, sociaux et 

comportementaux plus prononcés (Talisa et al., 2014). 

- Des épisodes épileptiques retrouvés dans 10 à 20% des garçons porteurs du syndrome de 

l’X fragile (Berry‐Kravis, 2002).  

- Des manifestations physiques (Lachiewicz et 

al., 2000): un faciès subtil mais évocateur 

(visage et/ou mâchoire allongés, front large, 

oreilles proéminentes, hypotonie faciale, 

strabisme) (Figure 2), une hyperlaxité 

articulaire pouvant conduire à des 

comorbidités orthopédiques (scoliose, pieds 

plats, thorax creux). Ces signes deviennent de 

plus en plus évidents avec l’âge (surtout après 

la puberté) même si environ 30% des garçons 

atteints ne présenteront aucun signe 

morphologique évident (Ciaccio et al., 2017).  

Figure 2: Photo d’un garçon 
atteint de SXF avec un visage 
allongé, des oreilles 
proéminentes et une hypotonie 
faciale (Ciaccio et al. 2017). 
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Après la puberté, la symptomatologie décrite ci-dessus persiste et tend à s’accentuer 

notamment en ce qui concerne les troubles du comportement : 

- Tandis que l’hyperactivité a tendance à s’atténuer, l’agressivité, l’anxiété et la phobie 

sociale peuvent s’aggraver et s’accompagner, de plus de troubles dépressifs, retrouvés 

chez 8 à 12% des patients SXF (Talisa et al., 2014; Weber et al., 2019). Dans ce contexte, 

l’environnement familial semble avoir un rôle majeur quant à l’évolution de la trajectoire 

psycho-sociale des personnes atteintes (Smith et al., 2016). 

- La macro-orchidie (bourses et testicules volumineuses), qui se manifeste rarement avant 

la puberté, est présente dans 80 à 95% des patients adultes : la moyenne de leur volume 

testiculaire est de 50 mL contre moins de 25 mL dans la population générale (Ciaccio et 

al., 2017). 

- Des anomalies cardiaques entraînées par l’hyperlaxité peuvent également 

apparaître (Loehr et al., 1986; Sreeram et al., 1989):  un anévrisme de l’aorte initiale est 

décrit dans 25% des patients ainsi qu’un prolapsus de la valve mitrale (22-50%), à l’origine 

d’un risque plus élevé de contracter une endocardite.  

A l’âge adulte (>40 ans), les patients porteurs du syndrome développent des comorbidités 

cardiovasculaires telles que l’hypertension (24.2%), au même titre que dans la population 

générale. Des troubles gastro-intestinaux peuvent également être rencontrés (30.6%) ainsi 

que des anomalies oculaires. Au niveau métabolique, le surpoids et l’obésité sont fréquents 

avec 53-61% des patients SXF concernés (Utari et al., 2010). 

I.1.2.2. Manifestations cliniques chez les filles 

De manière générale, le phénotype des filles atteintes du syndrome de l’X fragile est moins 

sévère que celui des garçons, aussi bien sur le plan physique que cognitif (Hagerman et al., 

1992). Seulement 25% d’entre elles présentent une déficience intellectuelle (QI<70) contre 

environ 100% des garçons (Ciaccio et al., 2017). Ainsi, leur déficits cognitifs et académiques 

sont largement moins marqués, ce qui leur ouvre la voie d’une insertion sociale plus accessible 

(Bartholomay et al., 2019; Hartley et al., 2011). Cependant, d’un point de vue socio-

émotionnel, les filles et femmes porteuses de cette anomalie génétique semblent tout de 

même plus vulnérables. Ainsi, celles-ci sont en proie à des troubles anxieux (anxiété sociale, 
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retrait, évitement social) dans 56% des cas et 22% d’entre elles révèlent une tendance 

dépressive (Bartholomay et al., 2019).  

I.1.3. Étiologie 

I.1.3.1. Mutation complète 

Initialement décrit en 1943 par Martin et Bell dans une famille ségrégant des troubles 

mentaux, le syndrome Martin-Bell est alors considéré comme une forme héréditaire de 

déficience intellectuelle récessive dont la transmission est liée au chromosome X (Martin and 

Bell, 1943). En 1969, le site cytogénétique « fragile » sur le chromosome X associé à une forme 

familiale intergénérationnelle de déficience intellectuelle est identifié (Lubs, 1969). Et ce n’est 

qu’en 1991 que la position 27.3 du bras long du chromosome X (Xq27.3) a été associée au 

gène FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) et au syndrome de l’X fragile (Verkerk et al., 1991).  

Ainsi, plus de 99% des individus atteints du SXF présentent une perte de fonction du gène 

FMR1, due à l’expansion anormale de répétitions tri-nucléotidiques largement plus élevé que 

la normale. En effet, des triplets de nucléotides CGG sont localisés dans la région non codante 

5’ UTR (Untranslated Transcribed Region) du gène FMR1 et dans le contexte du syndrome, 

leur nombre est supérieur à 200 répétitions (mutation complète ou Full Mutation (FM)). Cette 

expansion est à l’origine de l’hyper-méthylation des îlots CpG en amont du gène, situés au 

niveau du promoteur, conduisant à l’inactivation de FMR1 et à l’absence de la protéine 

correspondante FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) (Pieretti et al., 1991). 

L’absence de FMRP résulte donc d’une mutation dynamique et la longueur d’expansion des 

triplets peut être variable d’une génération à l’autre et au sein du même individu. Chez les 

personnes non atteintes, il y a 5 à 44 CGG dans la région 5’ UTR du gène FMR1. De 45 à 54 

répétitions, une zone « grise » est définie, elle inclut des personnes qui ne présentent 

généralement aucun symptôme mais pouvant manifester des signes neuropsychologiques 

(Debrey et al., 2016). Enfin, une Pré-mutation (PM) est associée à un nombre de triplets allant 

de 55 à 200 et concerne 1 homme sur 850 et 1 femme sur 300 (Hunter et al., 2014).  
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I.1.3.2. Pré-mutation 

Contrairement aux 

mutations complètes qui 

conduisent à l’absence de 

la protéine FMRP, les pré-

mutations sont à l’origine 

d’une augmentation du 

niveau d’ARNm (Acide 

RiboNucléique messager) 

de FMR1, même si le taux 

de protéines reste 

diminué par rapport à la 

norme (Figure 3) 

(Kenneson et al., 2001). 

Les PM ont initialement 

été identifiées chez des 

femmes présentant une 

ménopause précoce 

(Cronister et al., 1991) et leurs porteurs ont un risque plus élevé de développer des syndromes 

dits associés à l’X Fragile. La FXPOI ou Insuffisance Ovarienne Précoce associée à l’X Fragile est 

une insuffisance ovarienne (hypogonadisme) accompagnée d’une sécrétion excessive 

d’hormones (hypergonadotrope) observée chez 20% des femmes porteuses de la pré-

mutation (contre 1% seulement dans la population générale) (Sherman, 2000).  De plus, le 

FXTAS ou Syndrome du Tremblement Ataxie associé à l’X Fragile est une maladie 

neurodégénérative se développant à l’âge adulte et se caractérisant par un tremblement 

intentionnel et une ataxie de la marche (Hunter et al., 1993). Sa prévalence parmi les porteurs 

de PM est estimée à 40-45% pour les hommes contre 16% pour les femmes (Jacquemont et 

al., 2004).  

La discrimination bien nette entre les caractéristiques symptomatologiques des patients 

porteurs de la mutation complète et des individus pré-mutés suggère fortement que les 

variations du nombre de répétitions tri-nucléotidiques entraîne des processus pathologiques 

Figure 3: Schéma décrivant le profil de transcription et de 
traduction de FMR1 chez les individus normaux, porteurs de 
pré-mutation et de mutation complète (Hagerman et al., 
2009). 

Les niveaux d’ARNm FMR1 sont élevés dans le contexte de la 
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pré-mutation et diminués voire absents avec la mutation 
complète (Full Mutation). Les niveaux de la protéine FMRP 
sont normaux ou presque normaux dans le contexte de la pré-
mutation 

  
mais diminués voire absents avec la mutation 

complète.



bien distincts (Hagerman, 2013). L’analyse des profils d’expression de FMRP en parallèle au 

niveau transcriptionnel de FMR1 chez les individus porteurs de pré-mutations ont révélés des 

résultats contradictoires. Tandis que le niveau d’ARNm est 2 à 8 fois plus élevé chez les 

individus pré-mutés comparés à ceux ayant des allèles de taille normale, le niveau protéique 

est légèrement diminué quant à lui (Kenneson et al., 2001; Primerano et al., 2002). Le 

phénotype découle donc d’un excès d’ARNm, et non pas d’une perte de fonction de la 

protéine FMRP (Hagerman, 2013). Cette notion de gain de fonction toxique de l’ARNm FMR1 

représente une clé pour la compréhension des pathologies atteignant les patients porteurs de 

pré-mutations. 

I.1.3.3. Hérédité 

Le syndrome de l’X Fragile est une pathologie génétique qui ne suit pas un schéma d’hérédité 

Mendélien. Ainsi, la transmission transgénérationnelle est gouvernée par la stabilité du 

nombre de triplets CGG au niveau du promoteur du gène FMR1, ce phénomène est mieux 

connu sous le nom d’anticipation. L’anticipation, dans le cadre du SXF, se produit par exemple 

lorsqu’un parent portant une pré-mutation (donc asymptomatique ou potentiellement atteint 

d’un syndrome associé) transmet une mutation complète aux générations futures (Hunter et 

al., 1993). De ce fait, presque tous les allèles portant plus de 100 répétitions donneront une 

mutation dite complète dans la génération suivante, lorsqu’ils sont transmis par la mère (Nolin 

et al., 2011) (plus rarement par le père). Considérant la fréquence des femmes porteuses de 

la PM dans la population générale (1/300), ce risque n’est donc pas négligeable.       

Par ailleurs, étant donné que l’étiologie du SXF réside dans le chromosome X, le phénotype 

des patientes hétérozygotes pour la mutation est directement corrélé au profil d’inactivation 

du chromosome X (Bartholomay et al., 2019), s’établissant aléatoirement au cours de 

l’embryogenèse. Ceci pourrait donc expliquer la symptomatologie globalement moins sévère 

chez les filles et la différence de prévalence entre les deux sexes.  

I.1.4. Défauts anatomiques et histologiques 

De manière générale, aucune malformation cérébrale majeure n’est décrite pour les patients 

atteints de SXF, que ce soit en matière de volume, de symétrie, de conformation ou 
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d’architecture. L’exploration de l’aspect neuroanatomique de la pathologie par l’analyse 

d’IRM (Imagerie à Résonance Magnétique) de patients porteurs de la mutation permet de 

confirmer l’absence de défaut majeur (Ciaccio et al., 2017). Cependant, parmi les rares 

anomalies qui peuvent être observées, l’hypoplasie du vermis cérébelleux est la première qui 

a été décrite. Le vermis est connecté anatomiquement à l’hippocampe et l’amygdale, deux 

structures impliquées dans l’exécution et la régulation du mouvement, le traitement auditif 

et quelques aspects du langage. Un rapprochement entre cette anomalie et certains 

symptômes du SXF (hyperactivité, stéréotypies, déficit de l’attention, troubles du langage…) 

peut être établi (Hessl et al., 2004).  

D’autres anomalies neuroanatomiques ont fait l’objet de publications mais celles-ci n'étant 

pas nombreuses et ne concernant que des échantillons très restreints, elles ne seront pas 

détaillées ici. 

A contrario, une morphologie atypique des épines dendritiques a été plus largement décrite, 

et ce dans les cortex temporal et visuel. Les épines dendritiques des patients SXF sont 

tortueuses, allongées, denses et immatures (Hinton et al., 1991; Irwin et al., 2001). L’aspect 

anormal des épines dans plusieurs régions cérébrales suggère un défaut global de la 

maturation des dendrites. La maturation dendritique étant essentielle à la transmission 

synaptique, ces défauts morphologiques peuvent potentiellement être reliés aux troubles 

neurocomportementaux décrits dans le SXF.  

I.1.5. Modèles animaux SXF 

La modélisation du syndrome de l’X fragile chez l’animal est un moyen déterminant pour la 

meilleure caractérisation biologique et moléculaire des mécanismes impliqués dans cette 

pathologie. Ainsi, de nombreux modèles animaux du SXF ont été développés : drosophile, 

zebrafish, rat et souris (Consorthium et al., 1994; Hamilton et al., 2014, p. 1; McBride et al., 

2012, 2005; Tucker et al., 2004). Les efforts se sont concentrés sur le développement du 

modèle murin de la maladie : les souris Fmr1-null. Les premières souris Fmr1-null ont été 

générées grâce à des cellules souches embryonnaires et des souris sauvages de la souche 

C57BL/6J (Consorthium et al., 1994). Un vecteur contenant une insertion dans l’exon 5 de la 

séquence nucléotidique de Fmr1 et entraînant la délétion de ce gène a été introduit dans des 
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cellules souches embryonnaires. Ces cellules souches modifiées ont ensuite été implantées 

dans une femelle pseudo-gestante.  

Plusieurs évaluations de ce modèle murin ont établi un phénotype comportemental et 

cellulaire robuste et commun, notamment en ce qui concerne la morphologie des neurones 

et les manifestations de l’hyperactivité. En revanche, certains aspects cognitifs tels que 

l’anxiété ou les comportements sociaux sont très variables entre les études (Kazdoba et al., 

2014). Étant donné l’association du tableau clinique du SXF à une diminution du niveau 

protéique de FMRP, la délétion complète du gène constitue un bon moyen de reproduire 

toutes les manifestations du syndrome. Cependant, chez l’Homme, cette pathologie est 

associée à une expansion anormale du gène conduisant à son hyper-méthylation. Cette 

différence génotypique pourrait être à l’origine des discordances entre les phénotypes décrits 

chez les différents modèles murins. Aussi, les patients atteints de SXF présentent un éventail 

de manifestations extrêmement variable en termes de sévérité, de persistance… Ainsi, les 

divergences retrouvées dans les différentes études du modèle murin de la maladie pourraient 

simplement être le reflet de la diversité phénotypique humaine.  

En définitive et malgré des variations documentées entre les différentes colonies de souris 

Fmr1-null, le modèle murin du syndrome de l’X fragile demeure robuste et largement utilisé 

de nos jours.              

I.2. Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP) 

I.2.1. Généralités 

Le syndrome de l’X fragile est associé, d’un point de vue moléculaire, à l’extinction du gène 

FMR1 qui conduit à l’absence du produit d’expression de ce gène : la protéine FMRP. De ce 

fait, la meilleure compréhension du SXF est inévitablement reliée à l’exploration des 

différentes fonctions cellulaires de cette protéine. La littérature compte nombre de 

publications consacrées à FMRP et a ainsi permis de mettre en lumière plusieurs rôles de cette 

protéine. L’éventail des processus moléculaires engageant FMRP est très large et diversifié 

(Richter and Zhao, 2021). Il comporte notamment le transport d’ARNm (Bassell and Warren, 

2008; De Diego Otero et al., 2002; Ohashi et al., 2002), le remodelage du cytosquelette (De 
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Rubeis et al., 2013) mais également la réponse aux dommages de l’ADN dans le noyau (Alpatov 

et al., 2014). Cependant, la fonction qui demeure la mieux caractérisée est la répression 

traductionnelle de certains ARNms par FMRP.     

FMRP est fortement exprimée dans le cerveau mais c’est une protéine ubiquitaire, ce qui lui 

confère d’autres rôles bien spécifiques dans différents organes (Verheij et al., 1995). 

L’expression ubiquitaire de FMRP est à l’origine du panel extrêmement riche de symptômes 

(par exemple musculaires ou cardiovasculaires) accompagnant les manifestations 

neurologiques des patients SXF.       

I.2.2. Distribution tissulaire 

La protéine FMRP est exprimée dans l’ensemble du corps humain avec une variabilité de 

distribution relative en fonction des tissus et un niveau d’expression plus élevé observé dans 

le cerveau et les testicules (Khandjian et al., 1995). FMRP est également retrouvée dans les 

tissus épithéliaux, plus particulièrement dans les cellules basales en division de la peau, de 

l’œsophage, de l’estomac, de l’intestin et de l’appareil respiratoire (Devys et al., 1993, p. 1). 

Une observation plus précise de la distribution cérébrale de FMRP chez l’Homme démontre 

qu’elle est localisée dans les régions riches en neurones, notamment dans le cervelet et 

l’hypothalamus (Devys et al., 1993). A contrario, la substance blanche, constituée 

principalement d’axones myélinisés et de cellules gliales, n’exprime que très peu de FMRP 

(Devys et al., 1993). Au niveau du neurone lui-même, la protéine est abondamment présente 

au niveau du corps cellulaire mais très peu dans le noyau (Willemsen et al., 1996).  

Chez la souris adulte, FMRP est présente dans le cerveau, les poumons, les reins, l’intestin, le 

colon, le foie, les yeux, le placenta et les ovaires (Khandjian et al., 1995). Des similarités 

existent quant à la distribution de cette protéine dans les cerveaux humains et murins, 

notamment en ce qui concerne la forte expression dans les régions riches en neurones. FMRP 

a également été observée dans les cellules gliales du cerveau murin en développement 

postnatal (Gholizadeh et al., 2015). 
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I.2.3. Du gène FMR1 à la protéine FMRP 

Le transcrit de FMR1 code pour la protéine FMRP, ayant une masse moléculaire de 70kDa. 

Cette protéine est constituée de plusieurs domaines fonctionnels dont trois domaines de 

liaison aux ARN : deux motifs KH (K-Homology) et un motif RGG (Arginine Glycine Rich), en 

plus d’un NLS (Nuclear Localization Signal) et d’un NES (Nuclear Export Signal) (Malecki et al., 

2020) (Figure 4). De plus, il apparaît que le domaine N terminal de la protéine possède 

également une activité de liaison à l’ARN (Adinolfi et al., 2003, 1999). La présence de plusieurs 

motifs de liaison aux ARN est une caractéristique répandue chez les RBPs (RNA-Binding 

Proteins) et permet d’accroître la spécificité pour leurs cibles respectives ainsi que de lier 

plusieurs ARNs en même temps (Darnell et al., 2005).  L’étude des différents domaines 

fonctionnels de FMRP a considérablement contribué à la meilleure compréhension de cette 

protéine et ses différents rôles biologiques. 

Figure 4: Représentation schématique du gène FMR1 et de la protéine FMRP (Malecki et al. 2020).  

FMR1 présente une région codante composée de 17 exons. La région 5’UTR contient une 
répétition CGG de taille variable (CGG(n)). Un nombre de répétitions supérieur à 200 CGG induit 
une méthylation de l’ADN d’un îlot CpG situé dans la région promotrice du gène. Le produit 
protéique du gène FMR1 est la protéine FMRP composée d’un NLS (Nuclear Localization Signal), 
un NES (Nuclear Export Signal), deux motifs K-Homology et un motif RGG (Arginine Glycine Rich).   
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I.2.4. Fonctions de FMRP 

Comme évoqué précédemment, FMR1 est exprimée dans divers types tissulaires et au niveau 

subcellulaire, la protéine FMRP est retrouvée dans le noyau et surtout dans le cytoplasme 

(Willemsen et al., 1996). Les processus gouvernant le transit de la protéine entre ces deux 

compartiments ne sont pas entièrement connus (Eberhart et al., 1996; Sittler et al., 1996) mais 

la fonction cytoplasmique de FMRP a vastement été étudiée (Figure 5). FMRP est contenue 

dans de larges complexes cytoplasmiques ou RNPs (RiboNucléoParticules) comportant 

plusieurs autres protéines et ARNs (Bagni et al., 2012; Darnell and Klann, 2013). Ces RNPs 

renfermant FMRP sont également associés à des polyribosomes et des mRNPs (messenger 

RiboNucleoParticles) (Zukin et al., 2009). FMRP possède, au sein de ces grandes structures, un 

rôle dans la traduction des ARNm, mais aussi dans le transport et la stabilité des produits 

transcriptionnels pris en charge spécifiquement par ces RNPs.  

Figure 5: Schéma illustrant les différents rôles cytoplasmiques de FMRP (Richter et al. 2021). 

FMRP est une protéine multifonctionnelle avec différents mécanismes d’action ; FMRP se lie aux 
ARNms pour en réguler la traduction, la stabilité, l’édition ou le transport intracellulaire. FMRP peut 
aussi interagir directement avec les protéines et en réguler la fonction. Enfin, FMRP peut aussi réguler 
la synthèse d’ARN en contrôlant l’expression ou en modulant l’activité de facteurs de transcription ou 
d’enzymes modifiant la chromatine.   
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I.2.4.1. Régulation de la traduction 

La grande famille des RBPs à laquelle appartient FMRP joue un rôle essentiel dans la 

physiologie cellulaire, et plus particulièrement dans les mécanismes régulateurs post-

transcriptionnels. La coordination des diverses fonctions de ces protéines est primordiale 

quant à la prise en charge de l’ARN puisqu’elles interviennent à plusieurs étapes clé (épissage, 

transport, stabilité…) permettant in fine la traduction. De ce fait, la moindre dérégulation de 

ces protéines peut avoir des retombées sur l’expression de plusieurs gènes, eux-mêmes 

engagés dans plusieurs fonctions, aboutissant ainsi à des manifestations pathologiques 

variées et complexes (Lukong et al., 2008). 

FMRP est une protéine multifonctionnelle qui présente de nombreux domaines lui permettant 

de moduler l’activité de plusieurs ligands. L’aptitude de liaison de FMRP à ses cibles ARNm 

spécifiques est assurée par ses domaines KH et RGG. Le domaine KH2 a été très largement 

étudié, notamment du fait de la découverte d’une mutation faux-sens dans celui-ci qui rend 

FMRP afonctionnelle et conduit à une forme sévère du syndrome de l’X fragile (De Boulle et 

al., 1993). De ce fait, KH2 est reconnu pour sa liaison préférentielle avec les ARNm disposant 

d’un motif en épingle à cheveux dit « Kissing complex » (Ashley et al., 1993). Le domaine RGG, 

quant à lui, possède une forte affinité pour les séquences ribonucléiques structurées et riches 

en guanine, appelées les G-quartet (Ramos et al., 2003). Par ailleurs, FMRP arbore également 

deux domaines d’interaction avec des protéines (Agenet), lui permettant à titre d’exemple de 

s’associer avec des histones méthylés (Alpatov et al., 2014). 

FMRP est connue pour son activité de répression traductionnelle (Laggerbauer et al., 2001; Li 

et al., 2001). Des études ont démontré que FMRP réprime la traduction en bloquant l’initiation 

de la traduction et l’élongation des polypeptides (Bagni and Greenough, 2005; Bhakar et al., 

2012; Santoro et al., 2012). FMRP est elle-même régulée via des modifications post-

traductionnelles ayant un impact sur ses fonctions traductionnelles. Plus spécifiquement, la 

forme phosphorylée de FMRP bloque la translocation ribosomale et inhibe ainsi la traduction 

(Ceman et al., 2003; Coffee et al., 2012; Muddashetty et al., 2011). 
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I.2.4.1.1. Traduction locale 

La régulation spatio-temporelle de l’expression protéique dans les neurones est un paramètre 

crucial dans l’élaboration de réseaux neuronaux. La complexité du neurone requiert 

l’expression différentielle de nombreuses protéines, en fonction du compartiment considéré. 

En effet, les neurones sont capables de réagir rapidement à divers stimuli externes, et ce en 

modulant la quantité et la composition protéique de chaque compartiment. Dans ce contexte, 

le neurone peut contrôler l’expression protéique différentielle via le transport préalable 

d’ARNms dans les différents compartiments où ils restent non traduits. Ainsi, le 

positionnement préalable des ARNms permet de déclencher la traduction, au moment venu, 

de manière plus rapide. La traduction spatio-temporelle régulée des ARNms est appelée 

traduction locale, c’est un processus fondamental dans le cerveau en développement et 

adulte.    

FMRP joue un rôle fondamental dans la régulation de la traduction locale au niveau 

dendritique. Dans les dendrites et épines dendritiques, FMRP est associée à des 

polyribosomes (Antar et al., 2004; Feng et al., 1997). Plusieurs études ont mis en évidence la 

synthèse protéique locale au niveau dendritique médiée par FMRP. En utilisant des cibles de 

FMRP couplées à des rapporteurs fluorescents ou bioluminescents, il a été démontré que la 

traduction locale est régulée par FMRP (Aakalu et al., 2001; Muddashetty et al., 2007; Na et 

al., 2016; Tatavarty et al., 2012). En effet, les niveaux protéiques de plusieurs cibles de FMRP 

sont anormalement augmentés, spécifiquement au niveau dendritique dans le modèle murin 

Fmr1-null (Zalfa et al., 2003). Par ailleurs, il a été démontré que le niveau de FMRP augmente, 

particulièrement au niveau synaptique, en réponse à l’activation par des neurotransmetteurs 

spécifiques (Weiler et al., 1997). Ainsi, il apparaît que FMRP joue un rôle essentiel dans la 

traduction locale au niveau synaptique, processus fondamental à la maturation des synapses 

et au développement neuronal.   

I.2.4.1.2. La théorie mGluR 

La plasticité synaptique est un processus correspondant aux modifications morphologiques, 

chimiques et moléculaires intervenant au cours du temps dans la synapse. En effet, le 

caractère évolutif permanent des connexions neuronales fait intervenir des mécanismes 
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modifiant le profil fonctionnel des synapses. Les manifestations de la plasticité synaptique 

sont la LTP (Long Term Potentiation) et la LTD (Long Term Depression).    

La dépression synaptique à long terme (ou LTD) est une réduction durable de l’efficacité de la 

transmission synaptique survenant après la stimulation neuronale. Ce processus est assuré 

par de nombreux neurotransmetteurs et récepteurs en fonction du type de neurone 

considéré. Par exemple, les récepteurs glutamatergiques métabotropiques (mGluR) sont 

largement impliqués dans la LTD, dépendante de la synthèse protéique locale au niveau 

synaptique (Carroll et al., 1999; Huber et al., 2000; Kemp and Bashir, 1999). De manière 

intéressante, il apparaît que l’activation des mGluR empêche l’inhibition de la synthèse 

protéique locale assurée par FMRP au sein de la synapse. 

Dans ce contexte, la théorie des mGluR est avancée par Mark Bear pour expliquer les 

manifestations phénotypiques du SXF. Elle stipule que l’absence de FMRP entraînerait une 

stimulation excessive de la cascade de signalisation mGluR, ce qui engendre un emballement 

de la synthèse protéique locale dans la synapse (Bear et al., 2004). Par conséquent, l’inhibition 

des récepteurs glutamatergiques métabotropiques serait le moyen de lever tout ou partie de 

la symptomatologie du syndrome. Aussi, une réduction génétiquement induite de l’expression 

des mGluR chez les souris Fmr1-null a permis la restauration de plusieurs défauts 

phénotypiques (Dölen et al., 2007).  De plus, il a été démontré que la LTD est exagérée dans 

le modèle murin du SXF (Huber et al., 2002; Nosyreva and Huber, 2006). Tous ces éléments 

suggèrent fortement que la LTD médiée par les mGluR est profondément défectueuse dans le 

SXF. En effet, FMRP agit comme un répresseur de la synthèse protéique synaptique et son 

absence entraîne donc une expression aberrante des ARNms qu’elle réprime habituellement.  

L’ensemble de ces résultats ont incité une vague d’essais précliniques et cliniques dans l’espoir 

d’identifier une molécule capable de corriger cette activation excessive des mGluR. Dans ce 

cadre, l’antagoniste MPEP (Méthyl Phényl Ethynyl Pyridine) a montré des résultats 

encourageants chez la drosophile et la souris (McBride et al., 2005; Yan et al., 2005). Par 

ailleurs, le Fenobam, un antagoniste des mGluR5, a lui aussi fait preuve d’une certaine 

efficacité dans le modèle murin de la maladie (Berry-Kravis et al., 2009). Malheureusement, 

la piste des mGluR n’a pas abouti à des conclusions précliniques suffisamment robustes à ce 

jour. 
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I.2.4.2. Régulation du transport 

Outre son activité traductionnelle, FMRP possède également une fonction de transport des 

ARNms. En effet, la présence des domaines NLS et NES au sein de FMRP lui permettent de 

circuler entre les compartiments nucléaire et cytoplasmique (Feng et al., 1997). Cette 

propriété de circulation confère à FMRP la capacité de transporter des ARNm en dehors du 

noyau. Dans ce cadre, des études ont démontré une interaction de FMRP avec un complexe 

d’export d’ARNm, facilitant le transit des ARNm depuis le noyau vers le cytoplasme (Kim et al., 

2009). Tout au long de leur acheminement, les ARNm sont associés à de nombreuses RBPs 

agissant comme un rempart à la machinerie traductionnelle, excluant ainsi leur possible 

traduction avant leur arrivée. Une fois la destination finale atteinte, les protéines ayant assuré 

le transport se dissocient des ARNm et sont recyclées par la cellule. Cependant, la question de 

savoir si FMRP se détache également à ce moment-là ou si elle reste accrochée aux ARNm 

pour en réguler la traduction plus tard demeure non élucidée.  

Par ailleurs, FMRP est également impliquée dans le transport d’ARNms au niveau synaptique, 

où la synthèse protéique est active (Bramham and Wells, 2007; Jung et al., 2012). Plus 

précisément, elle joue un rôle majeur dans le transport des produits transcriptionnels au sein 

des dendrites (Antar et al., 2004; Ferrari et al., 2007; Kao et al., 2010). Aussi, une stimulation 

des récepteurs du glutamate via un agoniste puissant (DHPG : Di-Hydroxy-Phenyl-Glycine) 

entraîne l’interaction de FMRP avec des protéines motrices associées aux microtubules, ce qui 

permet le bon positionnement des ARNms au niveau des épines dendritiques (Antar et al., 

2004, 2005; Kanai et al., 2004; Davidovic et al., 2007; Ferrari et al., 2007; Dictenberg et al., 

2008). En l’absence de FMRP, plusieurs protéines de ce type sont anormalement localisées 

(Dictenberg et al., 2008; Kao et al., 2010). En somme, FMRP dispose d’une capacité propre à 

transporter les ARNms mais interagit également avec la machinerie cellulaire afin de remplir 

cette fonction.   

I.2.4.3. Contrôle de la stabilité 

FMRP est également impliquée dans le contrôle de la stabilité des ARNms qui lui sont liés (De 

Rubeis and Bagni, 2010). En effet, FMRP joue un rôle dans la conservation et la prévention de 

la dégradation des ARNms. Ceci a fait l’objet de trois grandes études indépendantes qui 
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démontrent une abondance de plusieurs ARNms chez les souris Fmr1-null en comparaison 

avec des souris sauvages (Brown et al., 2001; Gantois et al., 2006; Miyashiro et al., 2003). Ainsi, 

FMRP jouerait un rôle dans la modulation de la stabilité des ARNms.  

En définitive, FMRP dispose d’une place fondamentale dans la prise en charge globale de ses 

ARNms cibles puisqu’elle peut aussi bien agir sur leur traduction, leur transport et leur 

stabilité.      

I.2.5. Cibles de FMRP 

Étant donné la multitude de rôles que peut jouer FMRP, un intérêt majeur réside dans 

l’identification de ses cibles ARNm ainsi que leur caractérisation (spécificité cellulaire, 

tissulaire…). Aussi, une meilleure compréhension de la sélectivité de ces diverses cibles et de 

l’impact spécifique de FMRP sur chacune d’entre elles fait l’objet d’une attention particulière 

dans le domaine. 

Une trentaine d’années se sont écoulées depuis que la capacité de FMRP à se lier aux ARNms 

a été mise en lumière (Ashley et al., 1993; Siomi et al., 1993) et plusieurs éléments essentiels 

ont été découverts. Dans le cerveau humain, 4% des ARNm neuronaux représentent des cibles 

potentielles de FMRP (Ashley et al., 1993; Brown et al., 2001). Des complexes engageant FMRP 

jouent différents rôles dans le cortex et l’hippocampe, et ce, en fonction du stade 

développemental, du type cellulaire et de la distribution subcellulaire. De plus, un panel 

extrêmement varié et riche de cibles ARNms putatives de FMRP a été découvert et alimenté 

au fil des années dans les cellules neuronales (Brown et al., 2001; Chen et al., 2003; Miyashiro 

et al., 2003; Zalfa et al., 2003, 2007; Muddashetty et al., 2007; Darnell et al., 2011) et non 

neuronales (Ascano et al., 2012). Plus de 8000 ARNms ont été documentés et ils appartiennent 

à de nombreuses catégories fonctionnelles. Les classes les plus représentées dans le cerveau 

sont la signalisation, la morphologie et la dynamique cellulaire (Figure 6). Plusieurs cibles sont 

en lien avec la déficience intellectuelle, ce qui concentre légitimement un intérêt particulier. 

Cependant, le défi principal est de décrypter comment leur dérégulation peut contribuer au 

syndrome de l’X fragile.    
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I.2.6. FMRP et développement 

Outre les multiples rôles cellulaires et moléculaires de FMRP, la littérature s’est également 

intéressée à la place occupée par FMRP dans les différents processus développementaux.  

Ainsi, les patients atteints de SXF présentent des défauts morphologiques dans des régions 

spécifiques du cerveau. Des altérations anatomiques du cervelet, du cortex, des noyaux gris 

centraux et de l’amygdale ont été décrites (Hessl et al., 2004; Hoeft et al., 2011). Il apparaît 

donc que des anomalies du développement interviennent précisément dans certaines régions 

cérébrales.  

Plusieurs éléments suggèrent, en effet, que FMRP joue un rôle majeur dans le développement 

du système nerveux central. FMRP est exprimée dans le cerveau embryonnaire (Abitbol et al., 

1993; Devys et al., 1993; Hinds et al., 1993). Une forte expression a notamment été observée 

Figure 6: Représentation schématique des multiples fonctions neuronales de FMRP (Richter 
et al. 2021). 

FMRP contient plusieurs domaines essentiels pour ses différentes fonctions : deux domaines 
Agenet pour lier l’ADN et d’autres protéines, le NLS et le NES et plusieurs domaines de liaison 
aux ARN. FMRP se lie à plus de 1000 ARNms dans le cerveau qui sont impliqués dans la mise 
en place des prolongements neuronaux (comme au cours de la synaptogenèse), dans la 
communication entre les cellules (récepteurs de neurotransmetteurs), dans la modulation du 
cytosquelette et des microtubules et dans la régulation métabolique. FMRP se lie aussi à des 
ARNms codant pour des facteurs de transcription et des régulateurs épigénétiques de la 
chromatine.  
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dans les régions riches en progéniteurs neuronaux (Castrén et al., 2005; Saffary and Xie, 2011). 

Par ailleurs, les niveaux de FMRP augmentent particulièrement au cours de la différenciation 

de ces progéniteurs (Castrén et al., 2005). Aussi, la différenciation des progéniteurs neuronaux 

est altérée dans plusieurs modèles animaux en l’absence de FMRP (Bhattacharyya et al., 2008; 

Callan and Zarnescu, 2011; Castrén et al., 2005). FMRP occupe donc une place cruciale dans 

la différenciation neuronale. 

FMRP est également impliquée dans le maintien des cellules progénitrices de la glie radiaire 

au cours du développement cortical (Saffary and Xie, 2011). Les cellules de la glie radiaire sont 

essentielles à la neurogenèse et à la migration neuronale, deux phénomènes indispensables 

au développement du cerveau embryonnaire.  L’absence de FMRP entraîne ainsi une 

déplétion en cellules de la glie radiaire, via une augmentation de leur différenciation en 

progéniteurs intermédiaires (destinés à produire des neurones). Cette production excessive 

de progéniteurs intermédiaires conjuguée à une altération de la migration et de la 

différenciation concourent à une accumulation aberrante de neurones dans les niches 

neurogéniques du cerveau embryonnaire (Tervonen et al., 2009).         

L’altération sensorielle, tout comme les troubles cognitifs et comportementaux font partie du 

tableau clinique du SXF. L’un des mécanismes pouvant expliquer ces symptômes est le défaut 

structurel et fonctionnel de la synapse décrit chez les patients et modèles animaux du 

syndrome. En effet, la perte de FMRP entraîne des déficits de différenciation neuronale, 

d’interaction entre neurones et astrocytes et de synaptogenèse (Deng et al., 2013, 2011; 

Hodges et al., 2017; Jacobs et al., 2010; Jawaid et al., 2018; Pacey et al., 2013; Zarnescu et al., 

2005). La synaptogenèse est le procédé permettant la formation des synapses, qui se produit 

majoritairement au cours du développement cérébral. Une période de développement 

intensif des connexions synaptiques intervient dans le cerveau embryonnaire et néonatal. Par 

la suite, une période dite « d’élagage synaptique » permet l’élimination massive des synapses 

les moins efficaces pour permettre le renforcement des connexions les plus utiles. Les 

astrocytes (qui sont des cellules gliales) sont essentiels à l’extension appropriée des synapses 

(Banker, 1980; Powell and Geller, 1999) et à leur élimination (Barres, 2008). Il apparaît que les 

astrocytes n’exprimant pas FMRP perdent leur capacité à réguler efficacement le procédé 

d’élagage (Jacobs et al., 2010). Ainsi, la déficience fonctionnelle des astrocytes, et de facto des 
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synapses, constitue un élément fondamental dans les processus développementaux 

contribuant au SXF.  

En somme, il apparaît que FMRP est essentielle à la mise en place et au bon déroulé de 

plusieurs phénomènes intervenant dans le développement embryonnaire du cerveau.        

I.3. Migration neuronale 

I.3.1. Généralités 

Au cours du développement du cerveau, les milliards de neurones générés dans les zones 

progénitrices doivent migrer depuis leur site de naissance vers leur site d’intégration. Cette 

étape de migration est une étape cruciale du développement cérébral. La migration neuronale 

a été largement étudiée dans le cortex cérébral, ce que j’ai choisi de présenter en premier lieu 

ici afin d’introduire ce processus biologique fondamental. 

Le cortex cérébral est la substance grise périphérique des hémisphères cérébraux et 

représente la partie la plus étendue et la plus élaborée du cerveau humain. En effet, son rôle 

est fondamental dans le traitement et l’intégration de l’information donnant lieu aux 

comportements sociaux et moteurs, au sens de l’organisation et à la détermination de 

l’intelligence et de la personnalité de l’individu (Kandel and Squire, 2000). Toutes ces fonctions 

sont assurées par une organisation particulièrement sophistiquée et des réseaux neuronaux 

parfaitement élaborés. C’est ainsi que le cortex cérébral est compartimenté en régions et 

subdivisé en couches de cellules nerveuses. Cette architecture corticale requiert, à la suite de 

la neurogenèse, une migration neuronale parfaitement orchestrée (Poduri and Volpe, 2018). 

Ce phénomène concerne des milliards de neurones qui se déplacent depuis leur site de 

naissance jusqu’à leur destination finale dans le cortex.  
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I.3.2. Types de migration neuronale 

Au cours du développement, deux catégories principales de neurones se développent dans le 

néocortex : les neurones excitateurs glutamatergiques et les interneurones inhibiteurs 

GABAergiques (Gamma-Amino-Butyric Acid). Chez les mammifères, ces deux populations 

neuronales sont générées par la Zone Ventriculaire (ZV ou VZ : Ventricular Zone) et la Zone 

Sous-Ventriculaire (ZSV ou SVZ : Sub-Ventricular Zone), à proximité immédiate des ventricules 

latéraux (Buchsbaum and Cappello, 2019). Ces régions prolifératives donnent naissance à des 

neurones qui se déplacent suivant deux modes distincts de migration : la migration radiaire et 

la migration tangentielle. La 

distinction entre ces deux 

types de migration est établie 

par rapport à l’axe suivant 

lequel les neurones 

progressent vers le lieu de leur 

intégration. Tandis que la 

migration radiaire s’effectue 

suivant une direction 

perpendiculaire à la surface du 

cortex, la migration 

tangentielle suit une voie 

parallèle à celle-ci (Figure 7) 

(Ayala et al., 2007).  

I.3.3. Migration neuronale au sein du cortex cérébral 

I.3.3.1.  Migration radiaire 

Au cours du développement embryonnaire, les neurones corticaux excitateurs sont générés 

au niveau de la zone ventriculaire puis sous-ventriculaire et migrent le long des fibres de la 

glie radiaire pour atteindre la surface corticale (Marín and Rubenstein, 2003; Rakic, 1972).  

La glie radiaire est constituée de cellules gliales possédant des prolongements qui relient les 

Figure 7: Schéma illustrant les deux modes de migration 
neuronale et leurs directions respectives. 

La migration radiaire concerne les neurones migrant 
perpendiculairement à la surface corticale tandis que la 
migration tangentielle concerne les neurones migrant 
parallèlement à la surface du cortex. 
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zones prolifératives profondes à la surface du cortex. Elles représentent le support physique 

sur lequel s’appuient les neuroblastes au cours de la migration radiaire et disposent 

également de propriétés progénitrices (Heins et al., 2002). Une fois que la production des 

neurones glutamatergiques s’achève, les cellules de la glie radiaire rétractent leurs 

prolongements et se différencient en astrocytes (Pixley and de Vellis, 1984).  

La migration guidée par les cellules gliales concerne des neurones qui possèdent typiquement 

deux prolongements, dits bipolaires. Cependant, une population distincte de neurones 

multipolaires est présente dans la ZSV et la Zone Intermédiaire (ZI ou IZ : Intermediate Zone) 

(LoTurco and Bai, 2006). Ces cellules qui migrent plus lentement et indépendamment de la 

structure gliale sont dans une conformation transitoire qui intervient à la suite du 

détachement du neuroépithélium à la surface du ventricule (Tabata and Nakajima, 2003). 

Puis, la bipolarité nécessaire à l’acheminement guidé des neurones est restaurée (Figure 8b, 

côté droit) (Noctor et al., 2004).  

La transition de multipolaire à bipolaire (MTB : Multipolar To Bipolar) représente un 

paramètre critique pour le bon déroulé de la lamination corticale (i.e. organisation en 

couches) (Ohshima et al., 2007) et à la distribution des neurones corticaux (en colonnes) 

(Dimidschstein et al., 2013; Torii et al., 2009). La structure laminaire du cortex s’établit par un 

développement « Inside-out », c’est-à-dire que les neurones des couches les plus profondes 

sont les premiers à être générés et à arriver à destination tandis que la production et l’arrivée 

des neurones des couches superficielles sont plus tardives (Angevine and Sidman, 1961; Rakic, 

1974).   

La migration radiaire dans le cortex cérébral peut être également indépendante des cellules 

de la glie radiaire, notamment au début de la corticogenèse lorsque les neurones parcourent 

des distances moins longues, il s’agit dans ce cas de translocation somatique (Figure 8b, côté 

gauche) (Evsyukova et al., 2013).  
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I.3.3.2.  Migration tangentielle 

Simultanément à la migration radiaire, les interneurones inhibiteurs provenant des Éminences 

Ganglionnaires (EG ou GE : Ganglionic Eminences) sont acheminés vers le cortex via une 

migration tangentielle (Faux et al., 2012; Marín and Rubenstein, 2001) (Figure 8a). Ces 

interneurones contribuent, au même titre que les neurones excitateurs, à l’organisation en 

« Inside-out » du cortex embryonnaire (Valcanis and Tan, 2003). En effet, ils empruntent 

essentiellement deux voies de migration sur plusieurs millimètres qui les conduisent vers le 

cortex (Figure 8c) (Anderson et al., 1997). Une fois qu’ils atteignent cette destination, les 

interneurones peuvent adopter deux modes de migration (Figure 9) : 

- Une migration tangentielle multidirectionnelle, pouvant se poursuivre sur de longues 

distances et permettant la dispersion des interneurones le long du néocortex (Tanaka et 

al., 2006). Ensuite, une migration radiaire de ces neurones les conduit spécifiquement vers 

leur zone d’intégration finale (neurones en rose dans la Figure 9) (Yokota et al., 2007). 

- Une migration initialement dirigée vers le ventricule puis vers la Plaque Corticale (PC ou 

Figure 8: Schéma illustrant les différentes voies de migration dans le cerveau en 
développement (Evsyukova et al. 2013).  

A. Schéma d’une coupe coronale d’un cerveau murin illustrant les différents types de migration 
corticale. B. Représentation schématique des modes de migration radiaire des neurones 
excitateurs retrouvés dans le cortex cérébral murin. Côté gauche : les neurones migrants par 
translocation somatique, indépendamment de la glie radiaire. Côté droit : les neurones 
transitant par une conformation multipolaire et dont la migration est guidée par la glie 
radiaire. C. Représentation schématique de la migration tangentielle corticale.   
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CP : Cortical Plate) de manière 

radiaire. Cette seconde voie 

permet probablement aux 

interneurones d’obtenir des 

indications pour leur bon 

positionnement cortical 

(neurones en bleu dans la 

Figure 9) (Nadarajah et al., 

2002). 

Ainsi, plusieurs flux migratoires 

coexistent et se succèdent au cours 

du développement embryonnaire 

dans le cortex et contribuent au 

bon déroulement de la 

corticogenèse.   

I.3.3.3.  Différences entre le 

néocortex murin et humain 

Le développement embryonnaire 

cortical est un processus 

hautement conservé chez les 

mammifères et le modèle murin 

décrit ci-dessus récapitule la 

majorité des événements observables chez l’Homme. Cependant, certaines différences 

existent entre la souris et l’Homme (Florio et al., 2017). Tout d’abord, la taille du cortex 

cérébral humain est plus importante ; le nombre de neurones est énormément plus élevé. De 

plus, la gyrification (circonvolutions corticales), présente chez l’Homme mais absente chez le 

rongeur, s’accompagne naturellement d’une plus grande complexité et de l’acquisition de 

fonctions cognitives plus sophistiquées (Lui et al., 2011). 

En ce qui concerne la composition cellulaire, la production de neurones et l’expansion 

corticale sont amplifiées chez l’Homme (Borrell and Reillo, 2012). La zone sous-ventriculaire 

Figure 9: Représentation schématique illustrant 
les flux de migration tangentielle dans le 
néocortex murin (Nadarajah et al. 2002).  

Les interneurones naissent dans les éminences 
ganglionnaires (GE) et migrent vers le néocortex. 
Une partie des neurones (neurones roses) migrent 
tangentiellement le long de la plaque corticale 
(CP) sur de longues distances pour se disperser le 
long du cortex, une migration radiaire leur permet 
ensuite d’atteindre leur destination finale. Une 
autre partie des neurones (neurones bleus) se 
dirigent d’abord vers la zone ventriculaire (VZ) 
puis vers la plaque corticale de manière radiaire.  
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est plus élargie et se divise en deux couches : la Zone Sous-Ventriculaire interne (iZSV ou iSVZ : 

Inner Sub-Ventricular Zone) et externe (oZSV ou oSVZ : Outer Sub-Ventricular Zone) (Figure 

10) (Zecevic et al., 2005). La oZSV est une région proliférative constituée d’une population 

hétérogène de progéniteurs corticaux, de cellules de la glie radiaire (qui n’ont pas d’attache 

apicale) et de neurones en migration (Zecevic et al., 2005). Cette zone étant retrouvée 

spécifiquement chez l’Homme (et les primates), elle pourrait être à l’origine de la complexité 

cérébrale et notamment du processus de gyrification (Rakic, 2009).  

D’un point de vue mécanistique, les circonvolutions cérébrales se développent par le biais 

d’une expansion corticale locale accompagnée d’une dispersion tangentielle (Reillo et al., 

2011). En effet, la divergence et la multiplication des fibres gliales accentuées par les cellules 

gliales de la oZSV permettent une distribution plus étendue tangentiellement des neurones 

Figure 10: Schéma illustrant les différences entre les néocortex humain et murin (Buchsbaum 
et al. 2019).  

A. Composition cellulaire par couche du cortex cérébral murin lisse (i.e. sans gyrification) : la 
glie radiaire apicale donne naissance à des progéniteurs intermédiaires ou directement aux 
neurones excitateurs qui, après la transition multipolaire à bipolaire, se déplacent jusqu’à la 
plaque corticale (CP). B. Dans le cortex humain en développement, la zone sous-ventriculaire 
(SVZ) est divisée en iSVZ (équivalent de la SVZ murine) et oSVZ. La oSVZ contient de la glie 
radiaire basale et des progéniteurs intermédiaires qui prolifèrent et donnent naissance aux 
neurones. CP : plaque corticale, iFL : couche de fibre interne, iSVZ : zone sous ventriculaire 
interne, IZ : zone intermédiaire, MZ : zone marginale, oSVZ : zone sous ventriculaire externe, 
SP : sous-plaque, SVZ : zone sous ventriculaire, VZ : zone ventriculaire.       
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corticaux et cette architecture gyrifiée du cortex humain. 

I.3.4. La neurogenèse adulte 

La neurobiologie a connu un véritable tournant dogmatique à la fin du siècle dernier. 

Jusqu’aux années 1990, la communauté scientifique s’accordait sur une 

doctrine fondamentale : l’âge adulte marque la fin du processus de neurogenèse (i.e. la 

capacité à générer de nouvelles cellules nerveuses) (Colucci-D’Amato et al., 2006). C’est le Dr 

Joseph Altman qui est à l’origine de ce revirement idéologique. Il a, tout d’abord, documenté 

la génération de nouveaux neurones dans les cerveaux adultes de rats et de chats (Altman, 

1963, 1962). En effet, grâce à l’avènement d’une technique de marquage permettant de 

détecter la division cellulaire, la prolifération de cellules gliales cérébrales a été observée et 

par conséquent, l’hypothèse de la formation de nouveaux neurones dans des cerveaux adultes 

a émergé. Aujourd’hui, cette hypothèse a largement été confirmée par des méthodes de 

détection plus spécifiques et il est désormais admis que les mammifères présentent une 

neurogenèse adulte (Gross, 2000). Deux structures sont essentiellement concernées : le bulbe 

olfactif (principal relais de l’information olfactive) et l’hippocampe (région fondamentale pour 

la mémoire) (Figure 11). 

Les cellules nouvellement produites dans ces deux régions proviennent de niches 

neurogéniques, des zones spécifiques constituant un microenvironnement favorable à la 

genèse cellulaire :  

- La zone sous-granulaire du gyrus denté de l’hippocampe (Aimone et al., 2014) : siège de 

prolifération, de différenciation et d’intégration au sein de la même structure de cellules 

majoritairement granulaires. 

Figure 11: les zones de 
neurogenèse adulte. 

Auteur(s)/Autrice(s) : Institut des 
neurosciences Paris-Saclay 

Coupe sagittale de cerveau de 
rat adulte. 
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- La zone sous-ventriculaire, dans les murs des ventricules latéraux (Lim and Alvarez-Buylla, 

2016) : donnant naissance aux nouveaux neurones qui migrent, sur plusieurs millimètres 

chez la souris, le long du Courant de Migration Rostrale (CMR) pour intégrer le bulbe 

olfactif. 

I.3.5. Le courant de migration rostrale 

Le courant de migration rostrale postnatal est le système d’étude utilisé dans le cadre de mon 

projet. Historiquement, le CMR a d’abord été décrit chez l’adulte, peu après la découverte de 

la neurogenèse. C’est pour cette raison qu’il me paraît intéressant de vous présenter les 

caractéristiques du CMR adulte ainsi que les particularités du CMR postnatal. 

Le courant de migration rostrale est une voie de migration neuronale reliant la zone sous-

ventriculaire, située dans les murs des ventricules latéraux, au Bulbe Olfactif (BO), partie la 

plus antérieure du télencéphale. La ZSV étant la niche neurogénique permettant la formation 

de nouveaux neurones et le BO étant le siège de leur intégration et différenciation. 
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I.3.5.1. Le courant de migration rostrale murin 

I.3.5.1.1. Prolifération sous-ventriculaire 

La zone sous-ventriculaire est une source majeure de production cellulaire dans le cerveau 

adulte des mammifères. Des milliers de neurones néoformés y sont générés quotidiennement 

et destinés à intégrer le bulbe olfactif (Doetsch et al., 1999). Initialement, des cellules souches 

neurales (cellules de type B) prolifèrent lentement afin de générer des cellules dites 

progénitrices transitoires 

(cellules de type C). Ces 

dernières sont capables 

de se multiplier 

rapidement et de se 

différencier en 

neuroblastes (cellules de 

type A) (Figure 12) 

(Alvarez-Buylla and 

Garcıá-Verdugo, 2002; 

Doetsch, 2003). Ces 

cellules tendent à 

s’agréger de manière 

homotypique, si bien 

qu’elles s’engagent 

collectivement dans la 

migration le long du CMR 

(Lois et al., 1996). 

I.3.5.1.2. Migration tangentielle 

Chez l’adulte, le courant de migration rostrale est une voie majeure de migration tangentielle 

et présente une architecture tubulaire, dite en chaîne. Les neuroblastes qui l’empruntent sont 

dotés de propriétés intrinsèques et extrinsèques, inhérentes à cette trajectoire. En effet, ces 

cellules de type A se déplacent en collaboration homotypique (mutuelle et exclusive). Elles 

Figure 12: Représentation schématique de l'organisation de 
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la ZSV adulte (Alvarez-Buylla et al. 2002).   

La zone sous-ventriculaire comprend quatre types 
cellulaires : les cellules épendymaires E (en blanc) formant 
une paroi épithéliale entre le ventricule latéral (LV) et la 
ZSV, les cellules souches neurales de type B (en bleu), les 
cellules progénitrices transitoires de type C à proliferation 
rapide (en vert) et les cellules de type A ou neuroblastes (en 
rouge).



établissent des contacts étroits les unes avec les autres et constituent ainsi un réseau chaîné 

bien délimité enveloppé par des cellules gliales astrocytaires, elles-mêmes agencées sous 

forme de gaine tubulaire (Figure 13) (Jankovski and Sotelo, 1996; Lois et al., 1996; Sun et al., 

2010).  

Des modifications majeures de la niche sous-ventriculaire et de la migration des neuroblastes 

générés en son sein se mettent en place au cours des trois premières semaines postnatales 

chez les rongeurs. Cette période s’avère cruciale dans la mise en place des tubes gliaux 

astrocytaires et du réseau vasculaire, mais aussi dans l’établissement d’entrelacs chaînés de 

neuroblastes (Peretto et al., 2005).  

L’une des caractéristiques majeures du CMR pré et postnatal est la présence d’une extension 

ouverte du ventricule jusqu’au bulbe olfactif. Ce ventricule olfactif, entouré de glie radiaire, 

commence à se refermer progressivement à partir du troisième jour postnatal (Peretto et al., 

2005). De plus, les neurones postnataux se déplacent perpendiculairement aux 

prolongements gliaux radiaires dans un large courant de migration tangentielle. 

Graduellement, des modifications structurelles, moléculaires et cellulaires métamorphosent 

l’organisation du CMR (Figure 14). A partir de la troisième semaine postnatale, les 

prolongements gliaux entourant le ventricule olfactif ainsi que le CMR se réorientent de 

manière longitudinale. Ils s’assemblent, par la suite, en tubes gliaux autour du courant rostral 

Figure 13: Schéma représentant la migration des 
neuroblastes de type A (A) depuis la zone sous-ventriculaire 
(SVZ) jusqu’au bulbe olfactif (BO), le long du courant de 
migration rostrale (CMR) (Sun et al. 2010).  

Les neurones migrants sont bordés de cellules gliales 
astrocytaires (G) et d’un réseau vasculaire (V) dense, 
supports de l’agencement de ce courant migratoire.   
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adulte chaîné et plus compact (Peretto et al., 2005). 

I.3.5.1.2.1. Environnement extracellulaire du CMR 

Outre la topographie hautement élaborée du courant de migration rostrale, des acteurs 

environnementaux jouent un rôle primordial dans la migration et le guidage des neuroblastes 

depuis la zone de leur prolifération (ZSV) jusqu’à leur région d’intégration (BO).  

I.3.5.1.2.1.1. Signaux attractifs et répulsifs 

De nombreux facteurs diffusibles avec des propriétés chimio-attractives ou répulsives sont 

impliqués dans le guidage des neurones le long du CMR (Kaneko et al., 2017) (Figure 15). Je 

décrirai ici quelques exemples de facteurs impliqués. Par exemple, la protéine Netrine-1 est 

exprimée par les cellules mitrales (principaux neurones du bulbe olfactif) ainsi que par les 

astrocytes enveloppant le réseau chaîné des neuroblastes migrants (Murase and Horwitz, 

2002). Elle exerce une action attractive en se fixant sur son récepteur DCC (Deleted in 

Figure 14: Décours temporel de l'organisation du CMR postnatal (Peretto et al. 2005).  

Au cours du développement postnatal, le réseau glial se développe avec la prolifération du 
nombre de cellules (points noirs) et la réorientation des prolongements radiaires longs (traits 
noirs) en prolongements courts, plus nombreux et plus denses au sein du CMR. Points verts : 
cellules en prolifération, Points noirs : corps cellulaires gliaux, traits noirs : prolongements gliaux 
(traits longs : fibres de la glie radiaire, traits courts : réseau dense de fibres, double trait gris : 
tubes gliaux).   
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Colorectal Carcinoma), exprimé à la 

surface des neurones du CMR.  

La voie de signalisation chimio-

attractive Sonic hedgehog (Shh) est, 

quant à elle, indirectement impliquée 

dans la migration rostrale. En effet, 

son activité localisée dans la niche 

sous-ventriculaire permet de moduler 

le nombre de neuroblastes quittant la 

ZSV pour intégrer le BO (Angot et al., 

2008).  

De nombreux facteurs de croissance 

ont également été identifiés comme 

étant des agents chimio-attractifs 

dans ce courant migratoire : VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor), 

IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) 

etc… Le facteur VEGF est, en effet, 

exprimé dans les cellules gliales du 

CMR et dans la niche sous-

ventriculaire (Balenci et al., 2007). Classiquement documenté pour son implication 

fondamentale dans le système vasculaire (Olsson et al., 2006), il a aussi été décrit comme 

régulateur de la vitesse de migration des neuroblastes dans le CMR adulte via une action 

paracrine (Wittko et al., 2009). IGF-1, par ailleurs, est exprimé dans plusieurs régions du 

cerveau au cours du développement embryonnaire. Bien que son expression décroisse après 

la naissance, le bulbe olfactif demeure une zone où le taux d’IGF-1 est élevé, même à l’âge 

adulte (Russo et al., 2005). Grâce à des modèles murins constitutivement déficients en IGF-1, 

il a été découvert que cette protéine stimule la sortie des neuroblastes de la ZSV vers le CMR 

(Hurtado‐Chong et al., 2009). 

En outre, des signaux répulsifs contribuent également à l’orientation des progéniteurs 

migrants et c’est le cas, par exemple, des protéines Slit. Elles sont produites au niveau de la 

Figure 15: Mécanismes régulant la migration 
dirigée des neuroblastes le long du CMR 
(Kaneko et al. 2017). 

Schéma représentant les différents acteurs 
permettant la migration des neuroblastes 
sur de longues distances dans le CMR. Les 
neuroblastes (en rouge), guidés par des 
gradients de concentrations d’éléments 
chimio-attractifs (en rose) et répulsifs (en 
bleu), se déplacent dans un tunnel formé par 
des astrocytes (en bleu-gris). Les 
neuroblastes migrent aussi le long de 
vaisseaux sanguins (en orange) qui sont 
présents parallèlement au courant.  
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partie caudale du CMR (i.e. le plexus choroïde et le septum médial ventriculaire) et sécrétée 

dans le fluide cérébrospinal emplissant le ventricule latéral (Wu et al., 1999). En se fixant sur 

les récepteurs Robos exprimés dans la zone sous-ventriculaire et les neuroblastes du CMR, Slit 

permet d’orienter la migration dans la direction rostrale. Ainsi, la délétion constitutive de Slit 

dans des modèles murins conduit les cellules de type A à emprunter une trajectoire caudale, 

ce qui confirme bien l’action répulsive de la voie de signalisation Slit-Robo (Nguyen-Ba-Charvet 

et al., 2004). Par ailleurs, les neuroblastes eux-mêmes sécrètent cette protéine le long de leur 

parcours afin de moduler les réseaux astrocytaires bordant le CMR (Eom et al., 2010). 

I.3.5.1.2.1.2. Matrice extracellulaire  

Parmi les signaux intervenant dans la migration en chaîne des progéniteurs neuronaux le long 

du CMR, on retrouve les facteurs diffusibles développés ci-dessus mais également des 

molécules de surface favorisant l’adhésion des cellules entre elles. De manière intéressante, 

il apparaît que la mise en place de ces chaînes de migration in vitro dépend directement du 

substrat extracellulaire utilisé (Wichterle et al., 1997). Cela suggère que le comportement 

migratoire des neurones est une conséquence de la composition du milieu dans lequel ils se 

déplacent. Parmi les éléments extracellulaires essentiels à la migration des neuroblastes dans 

le courant de migration rostrale, la molécule NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) figure 

parmi les acteurs les plus documentés. Des modèles murins dépourvus de l’expression de 

NCAM présentent des bulbes olfactifs rétrécis ainsi qu’une accumulation anormale de 

précurseurs neuronaux dans la niche sous-ventriculaire (Cremer et al., 1994). Cette molécule, 

intervenant dans l’adhésion homophilique des neuroblastes, est fortement polysialysée dans 

le courant de migration rostrale (Hu et al., 1996). La délétion enzymatique de l’acide 

polysialique (ou PSA : PolySialic Acid) conduit non seulement à une désorganisation au sein 

même du CMR mais également à une dispersion des neuroblastes migrants dans des régions 

avoisinantes, à savoir le cortex et le striatum (Battista and Rutishauser, 2010). En conclusion, 

la molécule NCAM est nécessaire à la mise en mouvement des neurones depuis la niche sous-

ventriculaire tandis que le motif PSA est, quant à lui, essentiel au maintien de l’intégrité des 

chaînes de migration rostrale.  

En somme, de nombreux facteurs diffusibles et molécules de surface sont présents dans 

l’environnement extracellulaire du CMR. Ils contribuent collectivement au guidage de la 
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trajectoire des neurones migrants. 

I.3.5.1.2.2. Mécanistique intrinsèque de la migration saltatoire 

I.3.5.1.2.2.1. Caractéristiques générales  

De nombreuses caractéristiques sont inhérentes aux neurones en migration et les 

différencient des autres types cellulaires migrants. Typiquement, les neurones en mouvement 

possèdent un prolongement migratoire pouvant s’étendre sur de longues distances par 

rapport au noyau et au corps cellulaire (Hatten, 2002). A contrario, les fibroblastes et les 

neutrophiles migrants étudiés in vitro présentent des prolongements larges et des 

lamellipodes courts et rétractiles (Ridley et al., 2003). Aussi, le mouvement nucléaire dans ces 

cellules est étroitement couplé à celui du prolongement migratoire. En revanche, le 

prolongement du neurone en migration semble décrire un mouvement quasi-autonome par 

rapport au reste du corps cellulaire. Effectivement, le prolongement migratoire neuronal 

présente une dynamique relativement complexe, avec l’extension de multiples extrémités par 

exemple ou encore des inversions de polarité (O’Rourke et al., 1992). Une inversion de polarité 

est une rétraction totale du prolongement originel accompagnée d’une extension d’un 

nouveau prolongement à l’arrière de la cellule. Durant toutes ces manœuvres, le noyau ainsi 

que le corps cellulaire demeurent globalement stationnaires et ce n’est que lorsqu’un unique 

prolongement est consolidé et exécute un mouvement unidirectionnel que la motilité de 

l’ensemble est assurée (Edmondson and Hatten, 1987; Wichterle et al., 1997). La morphologie 

d’une cellule migrante est donc déterminante pour sa motilité. Plus spécifiquement, les 

neuroblastes du CMR présentent une polarité cellulaire et sont ainsi subdivisés en 

compartiments (Figure 16A). Ils ont également la particularité d’être bipolaires, c’est-à-dire 

qu’ils sont dotés de deux prolongements :  

- Un à l’arrière de la cellule : prolongement de queue (ou trailing process). 

- Et l’autre à l’avant de la cellule : prolongement de migration (ou leading process), orienté 

dans la direction de migration. Ce long prolongement est caractéristique des neurones 

migrants et peut largement s’étendre à distance du noyau (Hatten, 2002). Même si sa 

terminaison ressemble structurellement à un cône de croissance axonal, elle en diffère d’un 

point de vue moléculaire (O’Rourke et al., 1992). Tandis que certains neurones en migration 
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ne présenteront qu’un unique prolongement se mouvant invariablement vers l’avant, 

d’autres vont plutôt avoir un prolongement dynamique avec plusieurs branchements qui 

émergent et se rétractent tout au long de la migration (O’Rourke et al., 1992) .  

I.3.5.1.2.2.2. Migration saltatoire 

Les neurones générés au niveau de la zone sous-ventriculaire adoptent un mode de 

déplacement dit saltatoire. En effet, la migration de ces cellules requiert l’enchaînement de 

plusieurs évènements : 

1. Élongation du prolongement migratoire ou « leading process » (Figure 16B) 

2. Formation d’un renflement ou « swelling » accompagnée de la migration du centrosome 

(Figure 16C) 

3. Translocation nucléaire (Figure 16D) 

 

1. La dynamique locale du prolongement migratoire contribue à la détermination de la 

direction de la migration (Martini et al., 2009). Dans les neuroblastes migrants depuis la 

ZSV, des filaments d’actine s’accumulent à l’extrémité du prolongement au cours de 

l’extension de celui-ci (Shinohara et al., 2012). Cette accumulation est notamment régulée 

par des GTP(Guanosine TriPhosphate)ases et des modulateurs de l’actine. De plus, les 

microtubules sont également impliqués dans la régulation de l’extension du prolongement 

migratoire. En effet, le traitement des neuroblastes par un agent déstabilisant les 

microtubules (Nocodazole) inhibe l’élongation du leading process (Schaar and McConnell, 

2005). Aussi, la mutation de protéines contribuant à l’organisation des microtubules (DCX : 

Double Cortin et CDK5 : Cyclin Dependent Kinase 5) dans les neuroblastes migrants 

conduit à des prolongements plus courts et plus branchés, in vivo et in vitro (Hirota et al., 

2007; Koizumi et al., 2006). Par conséquent, les filaments d’actine et le réseau de 

microtubules concourent tous deux à la formation et l’élongation du prolongement 

migratoire dans les neuroblastes en migration saltatoire. 

2. Le renflement ou « swelling » est une dilatation cytosolique qui se forme transitoirement 

dans la partie proximale du prolongement migratoire, à l’avant du noyau (Figure 9C). Ce 

renflement renferme plusieurs organelles intracellulaires, à savoir le centrosome, 

l’appareil de Golgi et la mitochondrie (Bellion et al., 2005). Le centrosome représente le 

44



centre organisateur des 

microtubules. Il gouverne ainsi les 

réseaux microtubulaires projetés 

vers le prolongement migratoire 

d’un côté et enveloppant le noyau 

de l’autre côté. Dans les 

neuroblastes du CMR, la formation 

de ce renflement précède la 

migration du centrosome dans 

celui-ci (Schaar and McConnell, 

2005). Aussi, la localisation du 

renflement anticipe la position 

future du noyau à la fin du 

mouvement saltatoire.  

 

3. L’étape ultime de la dynamique 

saltatoire est la translocation du 

noyau. Elle est régulée 

différemment de l’élongation du 

prolongement étant donné la 

séparation physique entre ces 

deux compartiments. La 

translocation nucléaire est 

déterminée par la dynamique de l’actomyosine à l’arrière du noyau. En effet, une activité 

de la myosine II et une accumulation de filaments d’actine sont observées au niveau de 

l’arrière de la cellule au cours de la translocation nucléaire (Schaar and McConnell, 2005). 

Une inhibition locale de l’activité de la myosine II par l’application de Blebbistatine à 

l’arrière du noyau induit une inhibition de la translocation nucléaire. Ceci suggère que 

l’actomyosine génère une force de propulsion juste derrière le noyau. En effet, la 

contraction de l’actomyosine conduit à une compression du cytoplasme à l’arrière du 

noyau, ce qui entraîne la projection du noyau vers l’avant (Schaar and McConnell, 2005). 

De plus, une implication des microtubules dans la motilité neuronale semble être tout 

Figure 16: Le mouvement saltatoire des 
neuroblastes migrants (Kaneko et al. 2017).  

A. Représentation de la morphologie basique d’un 
neuroblaste migrant. B. Extension du 
prolongement migratoire. C. Formation du 
swelling et migration du centrosome en direction 
du prolongement. D et E. Translocation 
somatique. Lignes bleues : microtubules. Points 
jaunes : centrosome. Zones bleu clair : riches en F-
actine. Zones vertes : contraction d’actomyosine. 
PMC : Cage péri-nucléaire de microtubules.  
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aussi essentielle. En effet, les neuroblastes du CMR avec une mutation de DCX, protéine 

régulatrice associée aux microtubules (Tanaka et al., 2004), présentent des défauts de 

translocation nucléaire (Koizumi et al., 2006). Ceci suggère donc que les acteurs 

régulateurs et moteurs associés aux microtubules sont également indispensables à la 

translocation nucléaire, et ce en coordination avec les contractions de l’actomyosine. En 

définitive, c’est la régulation spatio-temporelle coordonnée de la machinerie du 

cytosquelette engageant les microtubules d’une part et l’actomyosine de l’autre qui 

permet la motilité des neuroblastes du CMR.  

I.3.5.1.3. Arrivée dans le bulbe olfactif 

L’arrivée des neuroblastes du CMR dans le bulbe olfactif marque la fin de leur trajectoire 

tangentielle. C’est à ce moment-là que les neurones se détachent du courant de migration 

rostrale afin d’amorcer un déplacement radiaire, cette fois-ci, les acheminant vers leur 

position définitive au sein du bulbe olfactif. Plusieurs protéines de la matrice extracellulaire 

jouent un rôle dans la réorientation de ces neuroblastes, comme la Reelin, la Tenascin-R et la 

Prokineticin 2 (Hack et al., 2002; Ng et al., 2005; Saghatelyan et al., 2004). La migration radiaire 

s’achève par la différenciation des neuroblastes en interneurones gabaergiques (Batista-Brito 

et al., 2008). Dans une moindre mesure, ces neuroblastes peuvent également se différencier 

en neurones glutamatergiques (Brill et al., 2009).  

I.3.5.2. Le courant de migration rostrale humain 

Chez le nouveau-né humain, la neurogenèse est active dans la zone sous-ventriculaire située 

dans les murs du ventricule latéral antérieur (Figure 17) (Sanai et al., 2011). Les neuroblastes 

provenant de cette niche germinale migrent le long du CMR pour atteindre le bulbe olfactif 

(au même titre que chez les rongeurs) mais aussi le long du courant de migration médial 

conduisant au cortex préfrontal (Sanai et al., 2011). Aussi, les neuroblastes de la ZSV dessinent 

une trajectoire radiaire jusqu’au lobe frontal (Paredes et al., 2016). Cette génération intensive 

de nouveaux neurones dans le lobe frontal postnatal pourrait être à l’origine des fonctions 

cérébrales humaines hautement sophistiquées acquises au cours de l’évolution. L’étude du 

cerveau humain post-natal, des dynamiques de migration des neuroblastes ainsi que de leur 

devenir se heurte tout de même à des limites assez évidentes de disponibilité et d’éthique. 
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Cependant, une association étroite des neuroblastes avec les vaisseaux sanguins et les 

astrocytes aux alentours a pu être observée, suggérant un rôle fondamental de support pour 

la migration des neuroblastes humains (Paredes et al., 2016; Sanai et al., 2011). Par ailleurs, 

une décroissance substantielle de la production neuronale est observée tout au long des six 

premiers mois de vie et cette tendance se maintient jusqu’à l’âge adulte, ce qui semble aboutir 

à une disparition du courant de migration rostrale dans le cerveau humain adulte (Sanai et al., 

2004).  

La capacité exceptionnelle des neuroblastes provenant de la ZSV à traverser de longues 

distances est un phénomène neurodéveloppemental clé. L’exploration de la migration au sein 

Figure 17 :  Courants migratoires dans le lobe frontal du nouveau-né humain (Paredes et al. 
2016). 

Dans le lobe frontal néonatal humain, représenté en coupes sagittales et coronales dans ce 
schéma, un grand nombre de jeunes neurones en migration sont présents (en vert). Des cellules 
migrantes sont retrouvées dans la partie antérieure du ventricule latéral. A proximité du 
ventricule, des neurones en migration sont orientés tangentiellement, des sous-populations 
sont également retrouvées autour des vaisseaux sanguins (en rouge). Plus loin, les neurones 
sont plus dispersés, un grand nombre d’entre eux est orienté radiairement (Arc); ils migrent sur 
de longues distances à travers la matière blanche pour atteindre le cortex. Ventralement, le 
CMR et le courant de migration médiale sont représentés, ils atteignent respectivement le bulbe 
olfactif et le cortex préfrontal médial.  

47



du CMR pourrait donc constituer un élément essentiel à la meilleure compréhension de la 

physiopathologie du SXF. 

I.4. MAP1B  

I.4.1. Généralités 

Le cytosquelette cellulaire est un ensemble de réseaux filamenteux contribuant à la mise en 

place d’une orientation et d’une morphologie spécifiques. Dans les types cellulaires capables 

de migrer, le cytosquelette joue également un rôle fondamental. Le cytosquelette comprend 

les filaments d’actine, les filaments intermédiaires ou neurofilaments pour le système nerveux 

ainsi que les microtubules (MTs). Tous ces réseaux sont très dynamiques et confèrent, via des 

interactions finement régulées, une architecture et un dynamisme propres à la cellule.   

Dans les neurones, le cytosquelette est, en particulier, essentiel au transport axonal, à la 

spécification régionale et à la fonction synaptique. Les différents réseaux sont associés à 

plusieurs protéines qui présentent des spécificités d’expression temporelles, cellulaires et 

subcellulaires. 

Le réseau microtubulaire est constitué de protofilaments, eux-mêmes composés 

d’hétérodimères de tubulines (). Les protéines associées aux microtubules ou MAPs 

(Microtubule-Associated Proteins) sont un groupe de protéines qui interagissent avec les 

polymères de tubuline et exercent une activité enzymatique ou structurelle. Dans le cerveau, 

un grand nombre de MAPs a été découvert. Ces protéines se fixent sur différentes régions du 

réseau de microtubules et le stabilisent. Différentes familles de MAPs ont été décrites au fil 

des années et on retrouve parmi elles la famille MAP2/Tau (Dehmelt and Halpain, 2005) et la 

famille MAP1 (Halpain and Dehmelt, 2006). Les protéines de la famille MAP1 sont fortement 

exprimées dans le cerveau et chacune d’elle présente un profil d’expression distinct. Tandis 

que MAP1B est très exprimée aux stades précoces du développement, MAP1A est, quant à 

elle, plus fortement exprimée dans le cerveau mature (Schoenfeld et al., 1989).    

Dans les années 1980, plusieurs équipes identifient la protéine MAP1B (Microtubule-

Associated Protein 1B) (Binder et al., 1984; Bloom et al., 1985; Calvert and Anderton, 1985; 

Greene et al., 1983; Riederer et al., 1986). MAP1B est la première MAP qui s’exprime dans le 
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cerveau embryonnaire (Tucker et al., 1989, 1988). MAP1B est capable d’interagir avec les 

microtubules mais aussi avec le réseau d’actine, ce qui en fait un acteur clé des 

réarrangements du cytosquelette (Gonzalez-Billault et al., 2004). MAP1B joue un rôle 

fondamental dans le développement axonal et intervient notamment dans la croissance, le 

développement, le branchement et la régénération des axones (Kuo et al., 2009; Bouquet et 

al., 2004). Enfin, MAP1B est impliquée dans le guidage axonal et la migration neuronale 

(Meixner et al., 2000).  

I.4.2. Structure et modifications post-traductionnelles  

I.4.2.1. Structure  

Toutes les protéines de la famille MAP1 sont constituées d’une chaîne lourde et d’une chaîne 

légère. MAP1B est un polypeptide sujet à un clivage protéolytique après la traduction 

(Hammarback et al., 1991). La chaîne lourde de MAP1B dérivée de ce clivage ou MAP1B-HC 

contient des domaines de liaison aux MTs (Noble et al., 1989; Zauner et al., 1992). La chaîne 

légère ou LC1 peut se lier aux MTs mais aussi aux filaments d’actine (Noiges et al., 2002) 

(Figure 18).  

Par ailleurs, des analyses de microscopie électronique ont mis en évidence la structure 

allongée de MAP1B, avec une région terminale sphérique (Sato-Yoshitake et al., 1989).       

Figure 18: Schéma représentant la structure protéique de MAP1B avec ses différents domaines 
de liaison aux MTs (Microtubule binding) et à l’actine (F-actin binding) ainsi que son site de 
clivage (Cleavage site). Schéma adapté de Halpain et al. 2006 

Deux produits sont générés par ce clivage protéolytique : MAP1B-HC et LC1.. 

49



I.4.2.2. Modifications post-traductionnelles : phosphorylation 

Les modifications post-traductionnelles de MAP1B sont déterminantes pour son activité 

intracellulaire et sa localisation subcellulaire. Plus d’une trentaine de sites de phosphorylation 

ont été décrits pour MAP1B (Collins et al., 2005). Deux types de phosphorylation sont connus 

pour MAP1B : le type I produisant P1-MAP1B et le type II produisant P2-MAP1B. L’équilibre 

entre MAP1B et ses formes phosphorylées est orchestré par de nombreuses protéines 

régulatrices. La phosphorylation de type I est assurée par des protéines kinases telles que 

glycogen synthase 3  (GSK3) et CDK5 tandis que la phosphorylation de type II se fait via 

l’activité de la caséine kinase II (García-Pérez et al., 1998; Ulloa et al., 1993a). En outre, la 

déphosphorylation est également assurée par des acteurs différents suivant le type de 

phosphorylation (Ulloa et al., 1993b).  

Au niveau subcellulaire, il apparaît que P1-MAP1B régule spécifiquement les dynamiques 

d’actine et des MTs dans la partie distale des axones et dans le cône de croissance (Ulloa et 

al., 1994a). P2-MAP1B est, quant à elle, distribuée dans l’ensemble du neurone, sans 

enrichissement dans une région particulière. Cette différence de distribution subcellulaire se 

conjugue à une différence fonctionnelle pour ces deux types de modifications post-

traductionnelles. Aussi, l’équilibre entre les différents acteurs enzymatiques est essentiel au 

maintien d’une balance entre les différentes formes de MAP1B.    

I.4.3. Profil d’expression 

Chez les rongeurs, MAP1B est la première MAP exprimée dans le système nerveux (Tucker et 

al., 1989, 1988). MAP1B est abondamment exprimée au cours du développement puis décline 

progressivement à partir de 2 semaines postnatales (Schoenfeld et al., 1989). Dans le cerveau 

adulte, l’expression de MAP1B persiste principalement dans les régions connues pour leur 

plasticité telles que l’hippocampe, l’épithélium olfactif et le bulbe olfactif (Safaei and Fischer, 

1989; Schoenfeld et al., 1989; Tucker et al., 1989).   

Dans le système nerveux central, MAP1B est principalement exprimée dans les neurones mais 

peut également être localisée dans les cellules gliales (Ulloa et al., 1994b). Au niveau 

périphérique, MAP1B est abondamment retrouvée dans les neurones moteurs et sensoriels 

(Ma et al., 1997). 
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A l’échelle subcellulaire, MAP1B est présente dans les dendrites, les axones et le soma. 

Cependant, un enrichissement de MAP1B et de P1-MAP1B est observé au niveau de la partie 

distale des axones et dans le cône de croissance, en particulier au cours de l’élongation 

axonale (Fischer and Romano-Clarke, 1991; Mansfield et al., 1991). P2-MAP1B peut être 

retrouvée dans tous les compartiments neuronaux au cours du développement mais se 

maintient uniquement au niveau somato-dendritique à l’âge adulte (Moreno et al., 1999; 

Ulloa et al., 1994a). De manière générale, la forme phosphorylée P1-MAP1B diminue au cours 

du développement, au même titre que MAP1B, tandis que P2-MAP1B demeure inchangée à 

l’âge adulte (Moreno et al., 1999).  

Finalement, une régulation spatio-temporelle précise de l’expression de MAP1B et ses formes 

phosphorylées est observée. Ce profil d’expression est inhérent aux fonctions 

développementales et subcellulaires de MAP1B.  

I.4.4. Fonctions canoniques de 

MAP1B 

Les fonctions de MAP1B au 

niveau cellulaire et en 

particulier, au niveau 

neuronal sont plurielles 

(Figure 19). Cette capacité à 

réguler, à la fois, les 

microtubules et les filaments 

d’actine en fait un acteur 

essentiel à plusieurs processus 

cellulaires. Je me 

concentrerai, ici, sur la 

description des fonctions 

canoniques de MAP1B 

associées au cytosquelette.  

Figure 19 : Représentation schématique de toutes les 
fonctions subcellulaires de MAP1B (Villarroel-Campos and 
Gonzalez-Billault, 2014).  

MAP1B interagit avec des acteurs intervenant dans 
plusieurs processus cellulaires, regroupés ici par 
catégories : récepteurs des neurotransmetteurs, protéines 
impliquées dans la neurodégénérescence, 
apoptose/autophagie, protéines de liaison à l’ARN, 
protéines transmembranaires, cytosquelette et 
signalisation. 
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I.4.4.1. Rôle au sein des microtubules  

MAP1B joue un rôle dans l’élongation des microtubules. Plusieurs études ont démontré sa 

capacité à polymériser la tubuline, que ce soit in vivo ou in vitro (Pedrotti and Islam, 1995; 

Riederer et al., 1986). En effet, MAP1B se révèle être plus efficace que d’autres MAPs (telle 

que MAP2) dans ce processus (Pedrotti and Islam, 1995). Néanmoins, si l’on considère 

d’autres critères évaluant la capacité à stabiliser les microtubules de façon plus élargie, 

MAP1B s’avère être moins efficaces que d’autres MAPs (Takemura et al., 1992). De manière 

intéressante, la surexpression de MAP1B ne suffit pas à inhiber l’instabilité dynamique des 

microtubules contrairement à la surexpression d’autres MAPs (Vandecandelaere et al., 1996). 

Ainsi, MAP1B est considérée comme une MAP moins stabilisatrice que les autres. 

En outre, il a plus récemment été démontré que MAP1B interagit avec l’enzyme responsable 

de la tyrosination de la tubuline : Tubuline Tyrosine Ligase (TTL) et en favorise l’activité 

(Utreras et al., 2008). La tubuline tyrosinée constitue une sous-catégorie de MTs dynamiques 

et MAP1B favoriserait donc le maintien de cette population de MTs dans la cellule.  

De plus, la perte de fonction de MAP1B a été 

associée dans un modèle murin à une diminution 

de tubuline tyrosinée et une augmentation de la 

tubuline détyrosinée (retrouvée dans les MTs 

stables) (Gonzalez-Billault et al., 2001). 

Finalement, tous ces arguments font de MAP1B, 

contrairement aux autres MAPs, une protéine 

contribuant plutôt à la dynamisation des MTs 

(Tymanskyj et al., 2012). 

I.4.4.2. Contribution à la neuritogenèse 

L’une des fonctions historiques de MAP1B 

associée à son implication dans la dynamique des 

MTs, concerne son rôle dans la neuritogenèse. 

MAP1B joue un rôle dans l’élongation des axones 

et la motilité du cône de croissance. Ainsi, MAP1B 

Figure 20 : Représentation de la 

distribution de P1-MAP1B (en 

vert) dans un neurone 

pyramidal hippocampique 

(adapté de Gonzalez-Billault 

2004).  

P1-MAP1B est enrichie dans la 

partie distale de l’axone.   
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et P1-MAP1B s’associent préférentiellement à la partie distale des axones en formation et une 

hausse de P1-MAP1B est associée au développement axonal (DiTella et al., 1996) (Figure 20). 

De plus, l’interaction de MAP1B avec la TTL est essentielle au maintien d’une population de 

MTs dynamiques dans le cône de croissance (Gonzalez-Billault et al., 2001). Enfin, la délétion 

de MAP1B est directement associée à des anomalies sévères de la morphologie axonale et à 

des défauts de polarité (Gonzalez-Billault et al., 2001) (Figure 21).  

En outre, MAP1B est retrouvée dans les dendrites au cours du développement synaptique et 

dans les épines dendritiques (Kitamura et al., 2007; Tortosa et al., 2011). Il est probable que 

MAP1B soit associée aux microtubules transitoires retrouvés dans les épines dendritiques (Hu 

et al., 2008; Jaworski et al., 2009; Shirao and González-Billault, 2013). Des travaux restent à 

mener pour élucider le mécanisme d’action de MAP1B dans les épines dendritiques.   

Par ailleurs, des effets de compensation entre les différentes MAPs ont été décrits au cours 

du développement des neurites. Par exemple, les défauts observés au cours de l’élongation 

axonale sont plus sévères lorsque MAP2 ou Tau sont également délétées (González-Billault et 

al., 2002). D’autres études étayent ces phénomènes de coopération entre les MAPs mais il 

reste certain que MAP1B, même seule, joue un rôle essentiel dans la neuritogenèse (González-

Billault et al., 2002). 

La délétion de futsch, orthologue de MAP1B chez la drosophile, confirme ce rôle dans d’autres 

systèmes. En effet, futsch apparaît comme un acteur essentiel du développement des axones 

Figure 21 : Représentation de l’effet de la délétion de MAP1B sur l’élongation 

axonale (adapté de Gonzalez-Billault et al. 2004).  

L’absence de MAP1B serait responsable de la perte du gradient de MTs stables, 

contribuant ainsi au blocage de l’élongation axonale. 
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et des dendrites (Hummel et al., 2000). Aussi, futsch joue un rôle critique dans la mise en place 

d’une synapse neuro-musculaire fonctionnelle (Roos et al., 2000). 

En conclusion, MAP1B s’avère être un acteur essentiel dans le développement axonal, 

dendritique et synaptique, et ce, dans différents systèmes. 

I.4.5. MAP1B et migration neuronale 

La perte de fonction de MAP1B dans un modèle murin conduit à une létalité périnatale et a 

permis de montrer des défaut anatomiques et structurels majeurs du système nerveux 

(Chowdhury et al., 1997; González-Billault and Avila, 2000). Plusieurs régions (cortex, 

hippocampe et cervelet) sont impactées par la délétion de MAP1B, ce qui suggère un rôle de 

MAP1B dans la migration neuronale et le guidage axonal (González-Billault et al., 2000; 

Meixner et al., 2000). De plus, ces défauts sont également retrouvés lorsque MAP1B et Tau 

sont conjointement délétées (Takei et al., 2000).  

Il a été démontré que l’équilibre entre MAP1B et P1-MAP1B est essentiel à la migration 

neuronale, à la directionalité du mouvement et à la morphologie des neurones (González-

Billault et al., 2005). MAP1B est également un acteur essentiel de l’interaction entre les 

microtubules et les filaments d’actine au cours de la migration (Takei et al., 2000). De plus, la 

balance entre les MTs stables et dynamiques, régulée notamment par MAP1B, est un élément 

essentiel au bon déroulé de la migration (Gonzalez-Billault et al., 2001). La régulation de 

l’expression et de la phosphorylation de MAP1B est essentielle dans plusieurs processus 

régissant la migration neuronale. 

Un lien fonctionnel a été établi entre MAP1B et une autre MAP : Lis1 (Lissencephaly-related 

protein 1). En effet, l’interaction entre MAP1B et Lis1 interfère avec le complexe formé par 

Lis1 avec la dynéine (Jiménez-Mateos et al., 2005).  Ce complexe est essentiel au couplage 

entre le mouvement du centrosome et du noyau, nécessaire à la migration (Tanaka et al., 

2004). 

Par ailleurs, un lien entre MAP1B et Reelin a également été établi. Reelin est une protéine de 

la matrice extracellulaire connue pour son rôle dans la migration neuronale, le développement 

et la plasticité synaptique. Il apparaît que Reelin est impliquée en amont de la cascade de 
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phosphorylation qui module la fonction de MAP1B et l’équilibre avec P1-MAP1B (Jiménez-

Mateos et al., 2005). Cet équilibre entre P1-MAP1B et MAP1B est essentiel à la dynamique 

instable des MTs et de facto à la migration neuronale (González-Billault et al., 2005; Goold et 

al., 1999; Mack et al., 2000). 

De plus, Netrine-1 est également associée à MAP1B dans la littérature. Netrine-1 est une 

protéine de la matrice extracellulaire connue pour son rôle dans le guidage axonal et la 

régulation de la migration cellulaire. Netrine-1, en activant GSK3 et CDK5, modulerait la 

phosphorylation de MAP1B qui régule, en conséquence, l’interaction des MTs et des filaments 

d’actine essentielle à la migration (Del Río et al., 2004; Goold et al., 1999; Lucas et al., 1998).  

En conclusion, plusieurs études ont permis d’établir un lien clair entre MAP1B et la migration 

neuronale. Plusieurs partenaires de MAP1B impliqués dans la régulation de la migration dans 

le système nerveux ont été identifiés.       

I.4.6. MAP1B et FMRP 

MAP1B est l’une des cibles ARNm bien connues de FMRP. En effet, la régulation de la 

traduction de MAP1B par FMRP a été décrite dans plusieurs études. 

FMRP interagit avec la région 5’UTR de l’ARNm de MAP1B et régule à la fois son transport et 

sa traduction (Darnell et al., 2001). En particulier, il a été démontré que FMRP exerce une 

activité répressive sur la traduction de MAP1B dans l’hippocampe murin (Lu et al., 2004). Ainsi, 

le niveau d’expression de MAP1B est augmenté chez les souris Fmr1-null, par l’interaction 

spécifique de FMRP et MAP1B. De plus, la stabilité des microtubules, dans ce contexte, est 

également augmentée (Lu et al., 2004).  

Chez la drosophile, la délétion de l’orthologue de FMRP a permis de mettre en évidence une 

surexpression de futsch (orthologue de MAP1B) (Zhang et al., 2001). De plus, des anomalies 

structurelles et fonctionnelles ont été décrites au niveau synaptique dans ce modèle, 

associées à des défauts de transmission neuro-musculaire (Zhang et al., 2001). Et de manière 

intéressante, en délétant conjointement les orthologues respectives de FMRP et MAP1B, le 

phénotype est complètement restauré (Zhang et al., 2001). Par conséquent, MAP1B est un 
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acteur essentiel, en aval de FMRP, de la signalisation au niveau de la jonction neuromusculaire 

chez la drosophile. 

En accord avec ces résultats, un autre modèle de drosophile délété pour futsch présente des 

manifestations neurodégénératives précoces et la suppression de l’orthologue de FMRP est 

capable de restaurer ce phénotype (Bettencourt da Cruz et al., 2005). 

En conclusion, l’expression de MAP1B est finement régulée par FMRP au cours du 

développement murin. Chez la drosophile, un lien fonctionnel entre ces deux acteurs a 

également été décrit. La question de l’importance de MAP1B dans la migration neuronale 

reste, en revanche, inexplorée.  
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II. Contexte du projet 

La protéine FMRP, déficiente dans le syndrome de l’X fragile, joue un rôle fondamental à 

l’échelle neuronale et cérébrale. En effet, ses nombreuses fonctions cellulaires lui confèrent 

une position cruciale dans de multiples processus biologiques orchestrant le développement 

du cerveau.  

La migration neuronale est un phénomène essentiel au développement cérébral. Comme 

détaillé ci-dessus au niveau cortical, l’organisation hautement sophistiquée du cortex dépend 

directement de la coordination des flux migratoires neuronaux. De plus, il a récemment été 

démontré qu’une migration neuronale extensive est observée dans le cerveau du nouveau-né 

humain (Paredes et al., 2016).  

Nous pouvons ainsi nous interroger sur le rôle que peut jouer FMRP dans la migration 

neuronale. Cette question ne fait l’objet que de très peu de publications à ce jour. En effet, 

l’un des seuls papiers qui fait état d’un rôle de FMRP dans la migration concerne précisément 

la migration radiaire des neurones corticaux au cours du développement embryonnaire (La 

Fata et al., 2014). Cette étude met en avant un rôle nouveau de FMRP dans la migration. En 

effet, l’absence de FMRP est responsable d’un retard dans la migration radiaire et plus 

spécifiquement, dans la transition multipolaire à bipolaire des neurones. Cette transition est 

une étape critique de la migration radiaire et FMRP est manifestement un acteur 

indispensable au bon déroulé de cette étape.  

En revanche, le rôle de FMRP dans la migration tangentielle n’a, jusqu’à présent, pas été 

exploré. Ma thèse s’intéresse donc aux conséquences de l’absence de FMRP sur la migration 

tangentielle. Pour répondre à cette problématique, le système utilisé est le CMR postnatal 

dans le modèle murin de la maladie. Ce courant de migration est emprunté par des neurones 

nés dans la ZSV et migrant jusqu’au BO. Au stade postnatal, le CMR est large et s’étend sur 

plusieurs millimètres de long, ce qui favorise la bonne visualisation des neurones migrant le 

long de ce courant. En s’appuyant donc sur ce système de migration et sur le modèle murin 

du SXF, le but de mon projet est de tenter d’élucider l’impact de l’absence de FMRP sur la 

migration dans le CMR. De plus, la caractérisation moléculaire du phénotype migratoire des 

Fmr1-null a permis d’identifier MAP1B comme un acteur clé, en aval de FMRP, de la migration 

tangentielle postnatale. Enfin, nous avons également exploré la migration tangentielle au 
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cours du développement embryonnaire des souris Fmr1-null, stade crucial dans le 

développement du système nerveux. 

L’ensemble des résultats obtenus concernant le CMR postnatal sont présentés sous forme 

d’article (non soumis) ci-dessous. 

Les résultats concernant la migration embryonnaire ne seront pas intégrés dans l’article pour 

la première soumission, ils seront donc présentés ici dans la deuxième partie des résultats.  
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III. Résultats 

III.1. Article (non soumis) 

 

FMRP REGULATES NEURONAL MIGRATION THROUGH MAP1B TRANSLATION  

S. Messaoudi, J. Stoufflet, C. Fouquet, M. Doulazmi, A. Allam, T. Paillard, A. Trembleau, I .Caillé 

 

ABSTRACT 

The Fragile X Syndrome (FXS) is the most common form of inherited intellectual disability, and 

the first monogenic cause of Autism Spectrum Disorder. FXS is caused by the absence of the 

RNA-binding protein FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein).  

Neuronal migration is an essential step of brain development allowing displacement of 

neurons from their germinal niches to their final integration site.  

The role of FMRP in tangential neuronal migration remains unexplored. We studied the 

consequences of FMRP absence on tangential migration, using the postnatal Rostral Migratory 

Stream (RMS) as an experimental system. 

In Fmr1-null RMS, neurons exhibit a slowed-down migration and an impaired trajectory, 

associated with defects of their centrosomal movement. Through RNA-interference-induced 

knock-down of Fmr1, we show that these migratory defects are cell-autonomous. Mutated 

neurons also display altered morphology as well as defects in their microtubule tyrosination 

pattern. Finally, we show that the FMRP mRNA target involved in these defects is MAP1B 

(Microtubule-Associated Protein 1B), whose knock-down rescues most migratory defects. 

Our results thus unveil a new neurodevelopmental role of FMRP, as a crucial actor of postnatal 

tangential migration, potentially important for the understanding of FXS pathophysiology. 
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INTRODUCTION 

  

The Fragile X syndrome (FXS) is the most common cause of inherited intellectual 

disability and a leading cause of autism spectrum disorder. FXS is due to the silencing of the 

gene FMR1 and loss of the encoded protein, FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) 

(Pieretti et al., 1991). FMRP is an ubiquitous RNA-binding protein, with high level of expression 

in the central nervous system (Gholizadeh et al., 2015). It is a general regulator of RNA 

metabolism and especially of mRNA local translation in neurons (Banerjee et al., 2018). Its 

cognate mRNA targets are numerous and diverse, including mRNAs encoding proteins 

involved in neuronal plasticity like CamKIIα (Calcium Calmodulin-dependent Kinase II) and 

cytoskeletal proteins like MAP1B (Microtubule-Associated Protein 1B) (Ascano et al., 2012; 

Brown et al., 2001; Darnell et al., 2011; Miyashiro et al., 2003). Fmr1-null mice are the murine 

model of FXS and have allowed characterization of neurodevelopmental and plasticity defects 

consecutive to the absence of FMRP. We previously showed the essential role of FMRP in the 

differentiation and learning-induced structural plasticity of adult-generated olfactory bulb 

interneurons (Daroles et al., 2016; Scotto-Lomassese et al., 2011). 

 

     Neuronal migration is a crucial step for the establishment of neuronal circuitry. It 

allows the displacement of neurons from their site of birth to their final destination of 

differentiation. Migration defects lead to severe brain pathologies like lissencephaly and 

cortical heterotopia and might be involved in psychiatric disorders (Romero et al., 2018). 

Moreover, migration in the human infant brain appears to be even more extended than 

anticipated from the rodent data (Paredes et al., 2016; Sanai et al., 2011). Moro and 

collaborators reported periventricular heterotopia in two FXS patients, suggesting a role for 

FMRP in migration (Moro et al., 2006). However, the question of potential migration defects 

in FXS remains mostly unexplored. In Fmr1-null mice, radially migrating embryonic 

glutamatergic cortical neurons display a defect in the multipolar to bipolar transition (La Fata 

et al., 2014), a critical change of polarity taking place before the initiation of the movement. 

Wu and collaborators additionally report a role for FMRP in regulating cortical radial 

migration, with its overexpression or knock-down leading to misplacement of cortical neurons 
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(Wu et al, 2019). However, to our knowledge, tangential migration has not been studied so 

far and more generally the dynamics of mutated Fmr1 neurons have never been analyzed in 

detail. 

 

 The Rostral Migratory Stream (RMS) is the main avenue for tangentially migrating 

neurons in the postnatal and adult mouse brain (Lois et al., 1996; Wichterle et al., 1997). A 

massive number of neuroblasts are constantly produced in the ventricular/subventricular 

zone (V/SVZ) and migrate over a long distance along the RMS to the olfactory bulb (OB). Like 

all migrating neurons, they display a cyclic saltatory mode of migration, in which the nucleus 

and centrosome move forward in a “two-stroke” cycle. The centrosome moves first within a 

swelling in the leading process and the nucleus follows subsequently (Bellion et al., 2005). 

  

Here, using the postnatal RMS as a migration model as in (Stoufflet et al., 2020), we 

show entirely novel migratory defects induced by the absence of FMRP. Migrating neurons 

display a slowed-down and more erratic migration in Fmr1-null mice, accompanied by defects 

in their centrosome movement. These defects are cell-autonomous, since recapitulated by 

RNA-interference-induced Fmr1 knock-down (KD). Mutated neurons display morphological 

defects as well as microtubule tyrosination defects. Given the link of MAP1B with 

microtubules and its role in their tyrosination (Utreras et al., 2008), we suspected that MAP1B 

might be the FMRP mRNA target involved in the observed migratory defects. MAP1B 

translation is indeed increased in the mutated RMS and its downregulation rescues most 

migration defects, showing that FMRP regulates neuronal migration through MAP1B 

translation.  
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MATERIAL AND METHODS 

 

Mouse lines 

Mice were housed in a 12 hours light/dark cycle, in cages containing one or two females and 

one male. The postnatal mice were housed in their parents’ cage. Animal care was conducted 

in accordance with standard ethical guidelines [National Institutes of Health (NIH) publication 

no. 85-23, revised 1985 and European Committee Guidelines on the Care and Use of 

Laboratory Animals 86/609/EEC]. The experiments were approved by the local ethics 

committee (Comité d’Ethique en Expérimentation Animale Charles Darwin C2EA-05 and the 

French Ministère de l’Education Nationale, de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche 

APAFIS#13624-2018021915046521_v5). We strictly performed this approved procedure. The 

mice used were in a C57BL6-J background. Fmr1-null mice were genotyped according to the 

original protocol (Consorthium et al. 1994). 

Plasmid constructions 

pCaggs-GFP was designed in the laboratory. pCs2-centrin-RFP was ordered to Addgene (no. 

26753). All the plasmids were used at concentrations between 5 to 8 mg/ml (0.01% Fast green) 

for postnatal injection/electroporation. 

MiRNA production 

Silencing of Fmr1 and Map1b has been performed using BLOCK-iT Pol II miR RNAi Expression 

Vector Kits (Invitrogen) and the RNAi Designer (Invitrogen). The sequences of the single-

stranded oligos are: 

Fmr1 Top: 

TGCTGTACAAATGCCTTGTAGAAAGCGTTTTGGCCAACTGACTGACGCTTTCTAAGGCATTTGTA, 

Fmr1 Bottom: 

CCTGTACAAATGCCTTAGAAAGCGTCAGTCAGTGGCCAAAACGCTTTCTACAAGGCATTTGTAC, 

Map1b Top: 

TGCTGTGTTGATGAAGTCTTGGAGATGTTTTGGCCACTGACTGACATCTCCAACTTCATCAACA, 
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Map1b Bottom: 

CCTGTGTTGATGAAGTTGGAGATGTCAGTCAGTGGCCAAAACATCTCCAAGACTTCATCAACAC. 

The double-stranded oligos were inserted in a pcDNA 6.2-GW/EmGFP-miR. The resulting 

constructions were sequenced before use. 

Postnatal electroporation 

Postnatal injection and electroporation were performed at postnatal day 2 (P2). Postnatal 

mice were anesthetized by hypothermia. Pseudo-stereotaxic injection [from lambda medial-

lateral (M/L): 0,9; anterior-posterior (A/P): 1,1; dorsal-ventral (D/V): 2] using a glass 

micropipette (Drummond Scientific Company, Wiretrol I, 5-000-1050) was performed, and 2ul 

of plasmid (between 5 and 8 mg/ml) was injected. Animals were subjected to 5 pulses of 99.9V 

during 50ms separated by 950ms using the CUY21 SC Electroporator and 10-mm tweezer 

electrodes (Harvard Apparatus, Tweezertrode, 10mm, 45-0119). The animals were placed on 

37°C plates to restore their body temperature before returning in their parents’ cage. Animals 

were considered as fully restored when moving naturally and their skin color returned to pink. 

Postnatal acute brain slices 

Brain slices of mice aged from P6 to P10 were prepared as previously described (Stoufflet et 

al. 2020). Pups were sacrificed by decapitation and the brain was removed from the skull. 

Sagittal brain sections (250 mm) were cut with a VT1200S microtome (Leica). Slices were 

prepared in an ice-cold cutting solution of the following composition: 125 mM NaCl, 0.4 mM 

CaCl2, 1 mM MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 5 mM sodium pyruvate, 20 mM 

glucose and 1 mM kynurenic acid, saturated with 5% CO2 and 95% O2. Slices were incubated 

in this solution for 30 minutes at room temperature and then placed in recording solution 

(identical to the cutting solution, except that the CaCl2 concentration is 2 mM and kynurenic 

acid is absent) for at least 30 minutes at 32°C before image acquisition. 

Time-lapse video microscopy of postnatal slices 

To analyze neuronal migration and centrosome dynamics, images were obtained with an 

inverted SP5D confocal microscope (Leica) using a 40x/1.25-numerical aperture (N.A.) 

objective with 1.5 optical zoom or an upright SP5 MPII two-photon microscope (Leica) using a 

25x/0.95-N.A. objective with 1.86 optical zoom. Images were acquired every 3 minutes for 2 
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to 3 hours with a 1 mm interval. The temperature in the microscope chamber was maintained 

at 32°C during imaging and brain slices were continuously perfused with heated recording 

solution (see above) saturated with 5% CO2 and 95% O2. 

Analyses of neuronal migration and centrosome movement 

Analyses were performed using ImageJ (NIH Image; National Institutes of Health, Bethesda, 

MD) software and MTrackJ plugin (Meijering, Dzyubachyk, et Smal 2012). The nucleus and the 

centrosome (when centrin-RFP was co-injected) were tracked manually on each time frame 

during the whole movie. We considered a NK as a movement superior to 6 mm between two 

consecutive time points (3 minutes-interval). For cell migration, calculation of speed, 

percentage of pausing time, sinuosity, directionality, NK distance and frequency was 

performed using the x,y,t coordinates of the nucleus of each cell. Cells tracked less than 30 

minutes and cells that didn’t perform any NK during the whole tracking were excluded. A CK 

was defined as a forward movement superior to 2 mm followed by a backward movement 

superior to 2 mm. For centrosome movement, calculation of CK speed, frequency and 

efficiency was performed using the x,y,t coordinates of the centrosome of each cell and the 

x,y,t coordinates of each corresponding nucleus. 

Immunohistochemistry 

P7 to P10 mice were lethally anesthetized using Euthasol. Intracardiac perfusion with 4% 

paraformaldehyde was performed. The brain was post-fixed overnight in 4% 

paraformaldehyde and then rinsed three times with phosphate-buffered saline (PBS) 1x 

(Gibco, 1400-067). 50 mm sagittal sections were made with VT1200S microtome (Leica). Slices 

were placed 1 hour in a saturation solution (10% fetal bovine serum; 0.5% Triton X-100 in PBS). 

Primary antibodies used in this study are: GFP (Aves; GFP-1020; 1/1000), FMRP 

(Developmental Studies Hybridoma Bank; 1-204; 1/200), MAP1B (Santa Cruz Biotechnology; 

sc-365668; 1/300). The antibodies were diluted in saturation solution. Slices were incubated 

for 48 to 72 hours at 4°C under agitation with the antibodies and then rinsed three times with 

PBS 1x. Secondary antibodies used are: anti-chicken immunoglobulin Y (IgY) Alexa Fluor 488 

(1/1000; Jackson ImmunoResearch; 703-545-155) against anti-GFP, anti-mouse 

immunoglobulin G2b (IgG2b) Alexa Fluor 555 (1/2000; Jackson ImmunoResearch; 703-545-

155) against anti-FMRP and anti-MAP1B. The antibodies were diluted in saturation solution. 
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Slices were incubated with secondary antibodies for 1 hour at room temperature under 

agitation, protected from light. After rinsing three times with PBS 1x, slices were counter-

colored with Hoechst and mounted in Mowiol. To quantify MAP1B KD, a cell was considered 

MAP1B negative when it was clearly immunonegative at high magnification (objective: 25x; 

zoom: 4). 

Tissue collection and Western blotting 

RMS were manually micro-dissected from 5 to 6 postnatal mouse brains and pooled in a PBS 

1x (0.5% glucose) solution. After centrifugation, protein extraction is performed on the tissue 

pellet. Samples are homogenized in a lysis buffer with the following composition: 25 mM Tris 

HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.5% NaDeoxycholate, 1 mM EDTA, 5% glycerol, 1X EDTA-

free protease inhibitor cocktail (Sigma, 4693132001). After centrifugation, samples were 

loaded and run in NuPAGE 3-8% Tris-Acetate Gel (Invitrogen, EA0378BOX) at 120V for 15 

minutes then 180V for 40 minutes. Transfer to nitrocellulose Immobilon-PVDF-P membrane 

(Millipore, IPVH00010) was performed at 40V overnight at 4°C.  Samples are subjected to 

SDS/PAGE. The membrane was then saturated for 1 hour in TBSt containing 5% powder milk. 

Primary antibodies used are: MAP1B (Santa Cruz Biotechnology, sc-365668, 1/100), Vinculin 

(Cell Signaling Technology, 13901S, 1/1000). The antibodies were diluted in TBSt containing 

5% powder milk. Secondary antibodies used are: ECL anti-mouse immunoglobulin G (IgG) 

horseradish peroxidase linked whole antibody (1/10 000; Fisher Scientific; NXA931V) against 

anti-MAP1B, Peroxidase-conjuguated AffiniPure F(ab’)2 Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG 

(H+L) minimal cross-reaction to Bovine, Chicken, Goat, Guinea Pig, Syrian Hamster, Horse, 

Human, Mouse, Rat, and Sheep (1/5 000; Jackson ImmunoResearch; 711-036-152) against 

anti-Vinculin. The antibodies were diluted in TBSt containing 5% powder milk. Labeling was 

visualized using Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific; 32209) and 

luminescent image analyzer LAS-3000. 

SVZ 3D-cultures and immunostaining 

For miRMap1b efficiency quantification, brains were previously intraventricularly injected and 

electroporated with either miRMap1b or miRNeg control plasmid.  For 

tyrosination/acetylation characterization, dissected brains weren’t injected. In both cases, 

sub-ventricular zones from postnatal brains were dissected. SVZ explants were placed on 
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glass-bottom culture dishes (MatTek Corporation; P35G-0-20-C) within 10 mL of 60% Matrigel 

(Corning; 356237). After Matrigel solidification (15 minutes at 37°C, 5% CO2), culture media 

was added and the dishes were incubated for 4-5 days at 37°C, 5% CO2. For immunostaining, 

SVZ cultures were fixed in 2% paraformaldehyde for 30 minutes and then rinsed three times 

with PBS 1x (Gibco, 1400-067). SVZ cultures were placed 1 hour in a saturation solution (10% 

fetal bovine serum; 0.5% Triton X-100 in PBS). Primary antibodies used in this study are: 

tyrosinated tubulin (Abcam; ab6160; 1/500), acetylated tubulin (Sigma-Aldrich; T7451; 

1/500), MAP1B (Santa Cruz Biotechnology; sc-365668; 1/300). The antibodies were diluted in 

saturation solution. Cultures were incubated for 48 hours at 4°C with the antibodies and then 

rinsed three times with PBS 1x. Secondary antibodies used are: anti-rat immunoglobulin G 

(IgG (H+L)) Alexa Fluor 647 (1/500; Jackson ImmunoResearch; 112-605-167) against anti- 

tyrosinated tubulin, anti-mouse immunoglobulin G2b (IgG2b) Alexa Fluor 555 (1/1000; 

Invitrogen; A-21147) against anti- acetylated tubulin and anti-mouse immunoglobulin G2b 

(IgG2b) Alexa Fluor 555 (1/1000; Invitrogen; A-21147) against anti-MAP1B. The antibodies 

were diluted in saturation solution. Cultures were incubated with secondary antibodies for 1 

hour at room temperature, protected from light. After rinsing three times with PBS 1x, slices 

were counter-colored with Hoechst and mounted in Mowiol. To quantify MAP1B KD, a cell 

was considered MAP1B negative when it was clearly immunonegative at high magnification 

(objective: 25x; zoom: 4). 

Statistics 

All manipulations and statistical analyses were implemented with R (4.2.1, R Foundation for 

Statistical Computing, Vienna, Austria). Normality in the variable distributions was assessed 

by the Shapiro-Wilk test. Furthermore, the Levene test was performed to probe homogeneity 

of variances across groups. Variables that failed the Shapiro-Wilk or the Levene test were 

analyzed with non-parametric statistics using the one-way Kruskal-Wallis analysis of variance 

on ranks followed by Nemenyi test post hoc and Mann-Whitney rank sum tests for pairwise 

multiple comparisons. Variables that passed the normality test were analyzed by means of 

one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test for multiple comparisons or by Student’s t 

test for comparing two groups. Categorical variables were compared using Pearson’s 2 test 

or Fisher’s exact test. A p- value of <0.05 was used as a cutoff for statistical significance. Results 

are presented as the means ± SEM. The statistical tests are described in each figure legend. 
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For the tyrosinated/acetylated colocalization analysis, a plugin of ImageJ (JACoP) was used 

(Bolte and Cordelières, 2006). This plugin enables the analysis of both co-localization 

indicators: Pearson’s coefficient and Manders’ overlap coefficient. Pearson’s coefficient 

provides the rate of association of two fluorochromes, with 0 for no correlation and 1 for 

absolute correlation. Manders’ coefficient is the proportion of summed intensities of pixels 

from channel 1 (here tyrosinated tubulin) for which there is also a signal in channel 2 (here 

acetylated tubulin) over the total intensity of channel 1.   

 

RESULTS 

 

FMRP is expressed in tangentially migrating neurons of the postnatal RMS 

We use the postnatal RMS (Rostral Migratory Stream) as a model system to study tangential 

migration. In this stream, neurons are born in the ventricular-subventricular niche and follow 

a tangential path toward the olfactory bulb (Fig. 1.A). During their progression, neurons 

perform a “two-stroke” cycle. Initially, the centrosome moves forward within a swelling in the 

leading process (centrokinesis (CK)), which is followed by a subsequent movement of the 

nucleus (nucleokinesis (NK)) (Fig. 1.B). The neurons then pause and the cycle initiates again. 

After an in vivo intraventricular electroporation of a GFP-expressing plasmid in neonate mice 

GFP-positive neurons can be visualized in the RMS a few days later (Fig. 1.C). 

FMRP is expressed in most neurons of the Central Nervous System (CNS) (Gholizadeh, Halder, 

et Hampson 2015). Accordingly, immunostaining for FMRP reveals that FMRP is strongly 

expressed in the RMS, where most neurons appear labeled. When observing isolated GFP-

labeled neurons, FMRP labeling appears as a discrete and punctate staining visible mainly in 

the cytoplasm both at the rear of the neuron and in the leading process and growth cone (Fig. 

1.D,E). 

 

FIGURE 1 
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Figure 1. FMRP is expressed in migrating neurons of the murine postnatal RMS. (A) Scheme 

of a sagittal section of the postnatal RMS connecting the V/SVZ to the OB. V/SVZ, 

ventricular/sub-ventricular zone; OB, olfactory bulb; RMS, rostral migratory stream. The inset 

shows the high density of homotypically migrating neurons in the RMS. (B) Representation of 

neuroblasts’ cyclic saltatory migration. 1. The neuron is in pause. 2. The leading process (LP) 

extends, and the centrosome moves within a swelling in the LP. 3. The nucleus moves forward. 

CK, centrokinesis; NK, nucleokinesis. (C) Scheme of the experimental procedure. 2-day old 

neonates are intraventricularly electroporated with a GFP-expressing plasmid to label a cohort 

of migrating neurons that can be subsequently visualized in fixed or acute sections of the RMS. 

(D) Immunohistochemistry of the RMS showing FMRP expression (magenta) along the stream, 

in which a cohort of GFP-positive neurons (cyan) are visible. Scale bar: 100 μm. (E) 

Immunohistochemistry of a GFP-positive RMS neuron (cyan) showing FMRP subcellular 

expression (magenta). The GFP-positive neuron displays a cytoplasmic expression of FMRP 

around the nucleus (indicated by white arrows), along the leading process and in the growth 

cone. The surrounding GFP-negative neurons express FMRP as well, according to the same 

pattern. Scale bar: 10 μm.   

 

The absence of FMRP leads to migration defects 

To investigate the involvement of FMRP in postnatal tangential migration, we used the Fmr1-

null mouse line (Consorthium et al. 1994). Time-lapse video microscopy of GFP positive 

neurons in the RMS shows major migratory impairments in Fmr1-null neurons as compared 

to controls (respectively movies S.1 and S.2). The position of each fluorescent neuron was 

tracked at each time point, generating x, y coordinates along its trajectory, thus enabling the 

quantification of various migration parameters. Fmr1-null neurons display a slowed-down 

migration, an increased pausing time, a more sinuous trajectory, and a lack of directionality 

(Fig. 2.A-D). The nucleokinesis is less frequent in Fmr1-null neurons and the mean distance per 

NK is reduced (Fig. 2.E,F). The absence of FMRP thus leads to severe migratory defects in the 

RMS. 

 

FIGURE 2 
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Figure 2. Migration defects in Fmr1-null neurons. (A) Migration speed of control (Ctrl) and 

Fmr1-null neurons. Ctrl: 76 ± 2 μm/h; Fmr1-null: 47 ± 1 μm/h (Mann-Whitney test, p-value < 

0.001). (B) Percentage of pausing time of control and Fmr1-null neurons. Ctrl: 78 %; Fmr1-null: 

91 % (Mann-Whitney test, p-value < 0.001). (C) Sinuosity index of control and Fmr1-null 

neurons. Ctrl: 1.32 ± 0.04; Fmr1-null: 1.93 ± 0.16 (Mann-Whitney test, p-value < 0.001). (D) 

Migration directionality radar represented in four spatial dials. Percentage of cells migrating 

in each spatial direction in control and Fmr1-null neurons, relatively to the vector going 

straight from the SVZ to the OB. (Fisher’s Exact test, p-value < 0.001). (E) NK mean distance of 

control and Fmr1-null neurons. Ctrl: 12.5 ± 0.3 μm; Fmr1-null: 10.9 ± 0.8 μm (Mann-Whitney 

test, p-value < 0.001). (F) NK frequency of control and Fmr1-null neurons. Ctrl: 2.9 ± 0.1 NK/h; 

Fmr1-null: 1.5 ± 0.1 NK/h (Mann-Whitney test, p-value < 0.001). The black line represents the 

median. Ctrl: N = 3, n = 275; Fmr1-null: N = 3, n = 184. ***p-value < 0.001. 

 

The absence of FMRP impairs centrosomal dynamics 

Given the central role of the centrosome in neuronal migration (Higginbotham and Gleeson, 

2007), we analyzed its dynamics. We thus performed a co-electroporation of GFP and 

Centrine-RFP in Fmr1-null and control neonate mice to label migrating neurons and their 

centrosomes (Fig. 3.A). A simultaneous tracking of the cell body and the centrosome enabled 

the quantification of centrosomal dynamics. The CK is slowed-down and less frequent in Fmr1-

null neurons, as compared to control neurons (Fig. 3.B,C). To analyze the coordination of the 

centrosomal and the subsequent nuclear movement, we established a parameter quantifying 

CK efficiency. A CK leading to a subsequent NK was defined as an efficient CK as opposed to a 

CK not leading to an NK. CK efficiency is reduced in Fmr1-null neurons as compared to control 

neurons (Fig. 3.D), showing that the “two-stroke” cycle is compromised. Taken together, these 

results show that FMRP plays a key role in RMS migration. 

 

FIGURE 3 

 

71



Figure 3. CK defects in Fmr1-null neurons. (A) Illustration of an RMS-migrating neuron (cyan) 

co-injected with centrin-RFP (magenta). Scale bar: 5 μm. (B) CK speed of control and Fmr1-

null neurons. Ctrl: 82 ± 3 μm/h; Fmr1-null: 54 ± 2 μm/h (Mann-Whitney test, p-value < 0.001). 

(C) CK frequency of control and Fmr1-null neurons. Ctrl: 3.5 ± 0.1 CK/h; Fmr1-null: 2.6 ± 0.1 

CK/h (Mann-Whitney test, p-value < 0.001). (D) Percentage of efficient CKs in control and 

Fmr1-null neurons. Ctrl: 54 %; Fmr1-null: 33 % (Chi2 = 57.611, p-value < 0.001). The black line 

represents the median. Ctrl: N = 3, n = 178; Fmr1-null: N = 3, n = 216. *** p-value < 0.001. 

 

Fmr1 knock-down (KD) recapitulates migration defects of Fmr1-null neurons 

To assess whether these migration defects are cell autonomous, we designed an interfering 

RNA coupled to GFP to cell-autonomously knock-down Fmr1 mRNA in RMS neurons, similar 

to (Scotto-Lomassese et al., 2011). The miRFmr1-GFP was co-injected with centrin-RFP in 

C57Bl6 neonate mice and time lapse imaging was performed in acute sections of the RMS 

(movie S. 3). MiRFmr1-GFP neurons migrate slowly, spend more time in pause, have a more 

sinuous and deviated trajectory as compared to neurons expressing the miRNeg control 

plasmid (Fig. 4.A-D). MiRFmr1-GFP neurons also exhibit NK defects (Fig. 4.E,F) and CK defects 

(Fig. 5.A-C). Moreover, overall statistical comparisons of GFP positive Fmr1-null neurons and 

miRFmr1-GFP positive neurons show no significant differences for all migratory parameters. 

Fmr1 KD is thus sufficient to recapitulate the entire migratory phenotype described in Fmr1-

null neurons, showing that FMRP cell-autonomously regulates neuronal migration.  

 

FIGURE 4 

 

Figure 4. Fmr1 KD recapitulates Fmr1-null neuronal migration defects. (A) Migration speed 

of neurons expressing MiRNEG and MiRFmr1. MiRNEG: 75 ± 3 μm/h; MiRFmr1: 55 ± 2 μm/h 

(Mann-Whitney test, p-value < 0.001). (B) Percentage of pausing time of neurons expressing 

MiRNEG and MiRFmr1. MiRNEG: 80 %; MiRFmr1: 88 % (Mann-Whitney test, p-value < 0.001). 

(C) Sinuosity index of neurons expressing MiRNEG and MiRFmr1. MiRNEG: 1.50 ± 0.12; 

MiRFmr1: 1.62 ± 0.08 (Mann-Whitney test, p-value = 0.003). (D) Migration directionality radar 
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represented in four spatial dials. Percentage of cells migrating in each spatial direction in 

neurons expressing MiRNEG and MiRFmr1, relatively to the vector going straight from the SVZ 

to the OB. (Fisher’s Exact test, p-value = 0.019). (E) NK mean distance of neurons expressing 

MiRNEG and MiRFmr1. MiRNEG: 12.8 ± 0.4 μm; MiRFmr1: 9.9 ± 0.4 μm (Mann-Whitney test, 

p-value < 0.001). (F) NK frequency of neurons expressing MiRNEG and MiRFmr1. MiRNEG: 2.9 

± 0.2 NK/h; MiRFmr1: 2.0 ± 0.2 NK/h (Mann-Whitney test, p-value < 0.001). The black line 

represents the median. MiRNEG: N = 3, n = 86; MiRFmr1: N = 3, n = 79. * p-value < 0.05; ** p-

value < 0.005; *** p-value < 0.001. 

 

FIGURE 5 

 

Figure 5. Fmr1 KD recapitulates Fmr1-null neurons CK defects. (A) CK speed of neurons 

expressing MiRNEG and MiRFmr1. MiRNEG: 87 ± 4 μm/h; MiRFmr1: 66 ± 3 μm/h (Mann-

Whitney test, p-value < 0.001). (B) CK frequency of neurons expressing MiRNEG and MiRFmr1. 

MiRNEG: 3.4 ± 0.1 CK/h; MiRFmr1: 3.0 ± 0.2 CK/h (Mann-Whitney test, p-value = 0.011). (C) 

Percentage of efficient CKs in neurons expressing MiRNEG and MiRFmr1. MiRNEG: 57 %; 

MiRFmr1: 41 % (Chi2 = 17.999, p-value = 0.0012). The black line represents the median. 

MiRNEG: N = 3, n = 96; MiRFmr1: N = 3, n = 81. *p-value < 0.05; **p-value < 0.005; *** p-value 

< 0.001. 

 

Morphological defects of Fmr1-null neurons 

Because the cytoskeleton is essential to neuronal migration (Marín et al., 2010; Reiner and 

Sapir, 2009; Sakakibara et al., 2013; Tsai and Gleeson, 2005), we analyzed the morphology of 

RMS neurons in Fmr1-null mice. The number of processes in GFP-labeled RMS neurons was 

counted, showing that the proportion of cells with multiple processes is increased in Fmr1-

null neurons compared to control neurons (Fig. 6.A,B). Moreover, the length of the leading 

process is decreased in Fmr1-null neurons compared to the control neurons (Fig. 6.C). 

Altogether, these results show that Fmr1-null neurons exhibit morphological alterations, 

which could be attributed to cytoskeletal defects. 
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FIGURE 6 

 

Figure 6. Fmr1-null neurons exhibit morphological impairments. (A) Illustration of RMS-

migrating neurons with a unique or multiple process(es). (B) Quantification of the number of 

processes per cell, depicted as the percentage of cells with a unique or multiple process(es) in 

control and Fmr1-null neurons. Percentage of neurons with a unique process. Ctrl: 89%; Fmr1-

null: 68 %. Percentage of neurons with multiple processes. Ctrl: 11%; Fmr1-null: 32 % (Fisher’s 

Exact test, p-value < 0.001). Ctrl: N = 3, n = 232; Fmr1-null: N = 3, n = 236. (C) Quantification of 

the leading process’ length. Ctrl: 32.4 ± 0.8 μm; Fmr1-null: 27.8 ± 1.0 μm (Mann-Whitney test, 

p-value < 0.001). The black line represents the median. Ctrl: N = 3, n = 168; Fmr1-null: N = 3, n 

= 152. *** p-value < 0.001. 

 

The subcellular distribution of tyrosinated MTs is impaired in Fmr1-null neurons 

Since we report morphological defects of Fmr1-null neurons, we investigated the subcellular 

distribution of two functional microtubule pools within migrating neurons. Tyrosination and 

acetylation are post-translational modifications of alpha-tubulin associated with respectively 

dynamic and stable MTs sub-networks (Moutin et al., 2021). Fixed Fmr1-null and control SVZs 

explants were stained with anti-tyrosinated and anti-acetylated tubulin (Fig. 7.A). Pearson’s 

coefficient, which measures the overlap of the two tubulin subpopulations, is increased in 

Fmr1-null neurons compared to control (Fig. 7.B). Moreover, Manders’ coefficient measuring 

the ratio of double-labeled tyrosinated and acetylated tubulin over total tyrosinated tubulin 

is also significantly increased in Fmr1-null neurons compared to control (Fig. 7.C). These data 

suggest that tyrosinated and acetylated tubulins are significantly more colocalized in Fmr1-

null neurons than in controls. This differential distribution might be associated with an 

alteration of MTs dynamics. 

 

 FIGURE 7 
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Figure 7. Fmr1-null neurons exhibit differential subcellular distribution of tyrosinated MTs. 

(A) Immunohistochemistry of Fmr1-null and control neurons showing subcellular distribution 

of tyrosinated tubulin (magenta) and acetylated tubulin (cyan). Scale bar: 10 μm. (B) 

Quantification of Pearson’s coefficient, indicator of colocalization between tyrosinated and 

acetylated tubulin. Ctrl: 0.960 ± 0.002; Fmr1-null: 0.977 ± 0.001 (Mann-Whitney test, p-value 

< 0.001). (C) Quantification of Manders’ coefficient, ratio of double-labeled tyrosinated and 

acetylated tubulin over total tyrosinated tubulin signal. Ctrl: 0.75 ± 0.01; Fmr1-null: 0.79 ± 0.01 

(Mann-Whitney test, p-value = 0.045). The black line represents the median. Ctrl: N = 3, n = 

107; Fmr1-null: N = 3, n = 122. *p-value < 0.05; *** p-value < 0.001. 

 

MAP1B expression is increased in Fmr1-null RMS neurons  

Microtubule-associated protein 1 (MAP1B) is a microtubule-associated protein expressed at 

early stages of brain development. MAP1B has essential roles in neuritogenesis and 

synaptogenesis, allowed by its ability to modulate microtubule and actin dynamics (Gonzalez-

Billault et al. 2004) ), in particular microtubule tyrosination (Utreras et al., 2008). MAP1B 

mRNA is among the well-known targets of FMRP (Brown et al. 2001; Darnell et al. 2001; Zalfa 

et al. 2003; Zhang et al. 2001). As FMRP is a repressor of MAP1B mRNA translation, the overall 

level of MAP1B appears increased in an Fmr1-null context (Zhang et al. 2001; Lu et al. 2004).  

 

Since Fmr1-null neurons exhibit migration defects associated with morphological impairments 

and microtubule tyrosination defects, MAP1B appeared as an interesting FMRP mRNA target 

to investigate. As described for other regions and systems (Zhang et al. 2001; Lu et al. 2004), 

immunostaining for MAP1B in Fmr1-null RMS indeed showed its overexpression (Fig. S.1.A). 

Quantification of MAP1B expression by western blot of the RMS confirmed that MAP1B 

expression is increased in Fmr1-null RMS as compared to controls (Fig. S.1.B). 

 

FIGURE S1 
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Supplementary figure 1. MAP1B is overexpressed in Fmr1-null neurons. (A) 

Immunohistochemistry of the RMS in control and Fmr1-null sagittal sections showing MAP1B 

expression (magenta) among the stream. The RMS is delineated with dotted lines. Scale bar: 

100 μm. (B) Immunoblot analysis revealing the expression of MAP1B in control and Fmr1-null 

micro-dissected RMS in Left. Quantification of MAP1B signal was performed with NIH IMAGE 

software and normalized to Vinculin house-keeping gene signal. MAP1B level in Fmr1-null 

RMS was statistically compared and normalized to MAP1B level in control RMS in Right. 

(Student’s test, p-value = 0.004). Ctrl: N = 3, n = 11; Fmr1-null: N = 3, n = 11. **p-value < 0.005. 

 

MAP1B knock-down rescues the migratory phenotype of Fmr1-null neurons 

To assess whether the upregulation of MAP1B is responsible for the migratory phenotype 

observed in Fmr1-null neurons, we designed an interfering RNA, which expression was 

coupled to that of GFP, to cell-autonomously knock-down Map1b mRNA in RMS neurons. The 

miRMap1b-GFP, whose efficiency was assessed (Fig. S.2), was injected in Fmr1-null neonate 

mice and time lapse imaging was performed in acute sections of the RMS (movie S. 4). Fmr1-

null neurons expressing miRMap1b-GFP exhibit a completely restored migration speed, 

pausing time, NK distance and frequency, which become comparable to miRNeg-GFP control 

neurons (Fig.8.A,B,D,E). Nonetheless, Fmr1-null neurons expressing miRMap1b-GFP still 

present an increased sinuosity, similar to Fmr1-null neurons expressing the control miRNeg-

GFP plasmid (Fig.8.C). These results show that MAP1B mRNA is the main FMRP mRNA target 

involved in the regulation of the saltatory migration per se but that other FMRP targets might 

regulate the directionality of migrating neurons. 

  

FIGURE S2 

  

Supplementary figure 2. Quantification of miRMap1b efficiency. Quantification of MAP1B 

positive cells among miRMap1b positive cells. Percentage of cells immunopositive to MAP1B 

among GFP immunopositive cells (cells expressing miRNeg control plasmid or miRMap1b). 

MiRNeg or MiRMap1b electroporated SVZs were dissected and placed in 3D-matrigel cultures 

then fixed immunostained with antibodies against GFP and MAP1B. (Chi2 test, p-value < 
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0.001). miRNeg condition: N = 4, n = 103; miRMap1b condition: N = 3, n = 113. ***p-value < 

0.001.   

  

FIGURE 8 

  

Figure 8. Map1b KD rescues Fmr1-null neurons migration defects. (A) Migration speed of 

Fmr1-null neurons expressing MiRNEG and MiRMap1b and control neurons expressing 

MiRNEG. Fmr1-null neurons + MiRNEG: 47 ± 2 μm/h; Fmr1-null neurons + MiRMap1b: 67 ± 2 

μm/h; control neurons + MiRNEG: 66 ± 4 μm/h (Kruskall-Wallis Test: Chi2 = 56.7, p-value < 

0.001, df = 2; followed by Dunn’s posthoc test). (B) Percentage of pausing time of Fmr1-null 

neurons expressing MiRNEG and MiRMap1b and control neurons expressing MiRNEG. Fmr1-

null neurons + MiRNEG: 92 %; Fmr1-null neurons + MiRMap1b: 84 %; control neurons + 

MiRNEG: 84 % (Kruskall-Wallis Test: Chi2 = 41.3, p-value < 0.001, df = 2; followed by Dunn’s 

posthoc test). (C) Sinuosity index of Fmr1-null neurons expressing MiRNEG and MiRMap1b and 

control neurons expressing MiRNEG. Fmr1-null neurons + MiRNEG: 1.77 ± 0.18; Fmr1-null 

neurons + MiRMap1b: 1.90 ± 0.20; control neurons + MiRNEG: 1.25 ± 0.05 (Kruskall-Wallis 

Test: Chi2 = 9.58, p-value = 0.008, df=2; followed by Dunn’s posthoc test). (D) NK mean distance 

of Fmr1-null neurons expressing MiRNEG and MiRMap1b and control neurons expressing 

MiRNEG. Fmr1-null neurons + MiRNEG: 9.7 ± 0.3 μm; Fmr1-null neurons + MiRMap1b: 11.1 ± 

0.4 μm; control neurons + MiRNEG: 10.8 ± 0.5 μm (Kruskall-Wallis Test: Chi2 = 10.49, p-value 

= 0.005, df=2; followed by Dunn’s posthoc test). (E) NK frequency of Fmr1-null neurons 

expressing MiRNEG and MiRMap1b and control neurons expressing MiRNEG. Fmr1-null 

neurons + MiRNEG: 1.5 ± 0.1 NK/h; Fmr1-null neurons + MiRMap1b: 2.4 ± 0.1 NK/h; control 

neurons + MiRNEG: 2.5 ± 0.3 NK/h (Kruskall-Wallis Test: Chi2 = 34.92, p-value < 0.001, df = 2; 

followed by Dunn’s posthoc test). The black line represents the median. Fmr1-null neurons + 

MiRNEG: N = 6, n = 102; Fmr1-null neurons + MiRMap1b: N = 3, n = 101; control neurons + 

MiRNEG: N = 1, n = 33. * p-value < 0.05; ** p-value < 0.005; *** p-value < 0.001; n.s. (not 

significant), p-value > 0.05. 
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DISCUSSION 

 

FMRP is commonly described as a critical regulator of neuronal plasticity and neural 

development (Richter and Zhao, 2021). However, its role in neuronal migration remains poorly 

understood. We provide here clear evidence for its cell-autonomous role in postnatal 

tangential migration and the causal role of its mRNA target MAP1B. 

 

A role for FMRP in radial embryonic migration was evidenced by (La Fata et al., 2014; Wu et 

al., 2019). (La Fata et al., 2014) mainly analyzed defects in the multipolar to bipolar transition, 

which can be interpreted as a polarity defect rather than a migration defect per se. (Wu et al., 

2019) reported neuronal misplacements after FMRP loss or gain of function in relation with 

Micro-RNA 129 but did not analyze the dynamic of radial migration itself. To our knowledge, 

tangential migration in the absence of FMRP has never been analyzed so far, and neither has 

been the effect of its absence on the dynamic of saltatory migration, as analyzed by live-

imaging. 

We report strong defects in postnatal migration with a slowed-down and erratic migration. Of 

importance, even though the mutated neurons are delayed in their movement and lose time 

finding the proper direction, they ultimately properly arrive in the OB, which we previously 

showed in (Scotto-Lomassese et al., 2011). Live imaging allowed us to perform detailed 

analysis of both nucleokinesis and centrosome dynamics, which proved both to be deeply 

perturbed. As microtubules are essential regulators of both processes (Kuijpers and 

Hoogenraad, 2011; Tsai and Gleeson, 2005) and as mutated neurons display altered 

morphology as well as altered pattern of microtubule tyrosination, this led us to suspect 

MAP1B to be the key FMRP mRNA target involved in the migratory phenotypes. MAP1B is one 

of the historic targets of FMRP (Brown et al., 2001; Darnell et al., 2001; Zalfa et al., 2003; Zhang 

et al., 2001). It is expressed early in the embryonic brain (Tucker et al., 1989, 1988) and is 

essential to different steps of neural development (Gonzalez-Billault et al., 2004) including 

migration (Takei et al., 2000). Interestingly, in the context of the tyrosination defects observed 

in mutated neurons, MAP1B is preferentially associated with tyrosinated microtubules 

(Tortosa et al., 2013; Tymanskyj et al., 2012; Utreras et al., 2008). Its deletion leads to a 
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reduction of microtubule tyrosination (Gonzalez-Billault et al., 2001) and its interaction with 

TTL (Tubulin Tyrosine Ligase) facilitates microtubule tyrosination (Utreras et al., 2008).  

We show MAP1B overexpression in Fmr1-mutated neurons and rescue the migratory defects 

through its RNA-interference-induced KD. This identifies MAP1B as the critical FMRP mRNA 

target involved in the regulation of the cyclic saltatory migration, probably through its link 

with microtubule tyrosination. 

Of importance, the sinuosity of migrating neurons was not rescued by MAP1B KD, suggesting 

that other FMRP mRNA targets might be involved in that process. FMRP has been associated 

with numerous targets of the actin-myosin pathway (Michaelsen-Preusse et al., 2016; 

Michaelsen‐Preusse et al., 2018). As a consequence, one could imagine that some of them 

and particularly those involved in the movement of the growth cone might be involved in this 

process, e.g. myosin light chain kinase, Rac1, cofilin, profilin or Arp2/3 (Michaelsen‐Preusse et 

al., 2018). Another example could be APC (Adenomatous Polyposis Coli) a recently described 

FMRP mRNA target (Maurin et al., 2018), involved in the regulation of both microtubules and 

the actin cytoskeleton in the growth cone (Koester et al., 2007). 

 

In the context of FXS, looking at tangential migration in the probably soon to be developed 

FXS assembloïds (Levy and Paşca, 2022) will be of course of major interest. It is to be noted 

that postnatal tangential migration in the infant human brain was recently described to be 

even more extensive than in mice (Paredes et al., 2016; Sanai et al., 2011) so that, if conserved 

in humans, the defects that we observe might be critical for the postnatal corticogenesis of 

FXS patients.  

 

As a conclusion, we report here an entirely new function of FMRP as a regulator of tangential 

migration linked to microtubules via MAP1B. This is important for the fundamental 

understanding of this multifaceted protein and might also be important for the 

pathophysiological understanding of FXS. 
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Figure 1
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Figure 2
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Figure S1
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Figure S2
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Figure 8
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III.2. L’absence de FMRP ne conduit pas à des défauts de migration tangentielle chez 

l’embryon 

III.2.1. Résultats 

Après l’observation du fort phénotype migratoire des neurones en migration tangentielle dans 

le CMR postnatal (décrit en détail dans la première partie des résultats), notre intérêt s’est 

porté sur la migration tangentielle embryonnaire. En effet, le SXF est une pathologie 

neurodéveloppementale et la migration est un phénomène majeur du développement 

embryonnaire du cerveau.  

En ce qui concerne la migration radiaire, La Fata et al. ont décrit des défauts de la transition 

multipolaire à bipolaire (TMB) en l’absence de FMRP (La Fata et al., 2014). La TMB est une 

étape clé intervenant au cours de la migration radiaire embryonnaire et précédant la 

progression des neurones dans la plaque corticale. De plus, Wu et al. ont décrit le rôle pro-

migratoire de FMRP, en aval du miR-129, au cours de la migration corticale radiaire (Wu et al., 

2019).   

Cependant, la mécanistique migratoire per se n’a, jusqu’à présent, pas été étudiée chez les 

embryons Fmr1-null et à notre connaissance, la migration tangentielle n’a jamais été analysée. 

Cependant, la composition en interneurones gabaergiques du cortex somato-sensoriel est 

altérée chez les souris Fmr1-null (Lee et al., 2019; Selby et al., 2007), ce qui pourrait être la 

conséquence d’un problème migratoire. 

Afin d’analyser la migration tangentielle embryonnaire, nous avons injecté des plasmides 

codant pour des protéines fluorescentes puis procédé à une électroporation in utero 

d’embryons Fmr1-null et d’embryons contrôles à E13.5. Ceci a été une technique difficile à 

mettre au point car la région germinale qu’il faut électroporer est la MGE (Medial Ganglionic 

Eminence) qui est difficile à électroporer car difficile d’accès depuis le ventricule (Figure 22A). 

Aussi, avons-nous mis au point une électroporation en conformation « tête à queue » pour 

pouvoir cibler la MGE (Figure 22B).  
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Trois jours après l’électroporation, nous procédons à la dissection suivie de la coupe de 

tranches aiguës de cerveaux contenant les interneurones en migration tangentielle depuis 

l’éminence ganglionnaire médiane jusqu’à la plaque corticale. Ces tranches sont analysées par 

imagerie en temps réel, ce qui permet d’étudier les différents paramètres de migration des 

neurones Fmr1-null. Aucune différence significative n’a été retrouvée entre les neurones 

Fmr1-null et les neurones contrôles, et ce pour tous les paramètres de migration analysés : la 

vitesse, le pourcentage de temps de pause, la sinuosité, la distance moyenne et la fréquence 

de NK (Films 1 et 2, Figure 23). Les paramètres mesurés sont tout à fait cohérents avec les 

données de la littérature pour ce type de migration (Eom et al., 2014; Silva et al., 2018). 

Ces résultats suggèrent donc de manière surprenante que l’absence de FMRP à ce stade 

embryonnaire ne semble pas avoir d’impact sur la migration tangentielle, contrairement à ce 

que nous avons observé en postnatal.   

B 

Figure 22 :  Électroporation in utero.  

A. Coupe coronale du cerveau d’un embryon E13.5 montrant la position de 
la MGE et les flux de migration tangentielle des interneurones corticaux 
(têtes de flèches), adapté de (Hernández-Miranda et al., 2010). B. Schéma 
représentant notre technique d'injection / électroporation in utero. 
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Figure 23: Migration tangentielle embryonnaire des neurones Fmr1-null.  

(A) Vitesse de migration des neurones Fmr1-null et des neurones contrôles (Ctrl). Ctrl: 38 ± 3 

µm/h; Fmr1-null: 41 ± 2 µm/h (test Mann-Whitney, p = 0.076). (B) Pourcentage de temps de 

pause des neurones Fmr1-null et des neurones contrôles. Ctrl: 93 %; Fmr1-null: 93 % (test de 

Mann-Whitney, p = 0.527). (C) Index de sinuosité des neurones Fmr1-null et des neurones 

contrôles. Ctrl: 1.45 ± 0.08; Fmr1-null: 1.74 ± 0.21 (test de Mann-Whitney, p = 0.359). (D) Distance 

moyenne de NK des neurones Fmr1-null et des neurones contrôles. Ctrl: 8.5 ± 0.4 µm; Fmr1-null: 

9.3 ± 0.4 µm (test de Mann-Whitney, p = 0.088). (E) Fréquence de NK des neurones Fmr1-null et 

des neurones contrôles. Ctrl: 1.2 ± 0.2 NK/h; Fmr1-null: 1.2 ± 0.1 NK/h (test de Mann-Whitney , p 

= 0.523). La droite noire représente la médiane. Ctrl: N = 3, n = 47; Fmr1-null: N = 3, n = 55. n.s. 

(non significatif), p > 0.05. 

Fmr1-nullCtrl
Fmr1-nullCtrl

Fmr1-nullCtrl

Fmr1-nullCtrl
Fmr1-nullCtrl

100

50

0

Migration speed (μm/h)

NK distance (μm) NK frequency (/h)

Pausing time (%)

Sinuosity

n.s.
n.s.

n.s.

n.s. n.s.

A B

C

D E

100

50

0

6

2

4

0

20

10

0

4

2

0

99



III.2.2. Matériel et Méthodes 

III.2.2.1. Électroporation in utero 

Des souris (Fmr1-null ou contrôles) gestantes au 13e jour embryonnaire (E13.5) ont été 

anesthésiées à l'isoflurane. Pendant l'expérience, les souris ont été placées sur une plaque à 

37°C. Les cornes utérines ont été exposées, et les embryons ont été injectés dans le ventricule 

latéral avec une micropipette en verre. Un microlitre de plasmide (0,6 M) a été injecté. Les 

animaux injectés avec succès ont ensuite été soumis à 5 impulsions de 40 V pendant 50 ms 

séparées par 950 ms à l'aide de l'électroporateur CUY21 SC et d'une électrode de 3 mm 

(CUY650P3, Nepa Gene). Les électrodes ont été placées en conformation « tête à queue » 

pour pouvoir accéder à la zone germinale. Les cornes utérines ont ensuite été replacées dans 

le ventre et le ventre a été recousu. Les animaux ont été placés dans une cage sur plaque à 

37°C pour rétablir leur température corporelle avant de retourner dans leur propre cage. 

III.2.2.2. Coupes de cerveau aiguës embryonnaires 

Pour l'imagerie des embryons E16.5, la mère a été sacrifiée par dislocation cervicale et les 

embryons ont été retirés et placés dans du PBS1x sur glace. Les embryons ont été décapités, 

et le cerveau a été rapidement retiré du crâne. Des tranches coronales de cerveau (300 m) 

ont été réalisées avec un microtome VT1200S (Leica) dans une solution de coupe froide (125 

mM NaCl, 0.4 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 5 mM sodium 

pyruvate, 20 mM glucose and 1 mM acide kynurénique), saturée à 5% de CO2 et 95% d'O2. 

Les tranches ont été placées dans une solution de coupe saturée de 5% de CO2 et 95% d'O2 à 

température ambiante pendant au moins 30 minutes. Les tranches ont ensuite été 

maintenues sur une membrane Millicell (Millicell cell culture insert ; Millipore ; PICM0RG50) 

placée dans une boîte à fond de verre MatTek (MatTek glass-bottom 35mm dishes ; MatTek 

Corporation ; P35G-0-20-C) remplie d'un milieu Neurobasal de la composition suivante : 2% 

de supplément B-27 (Gibco ; Thermo Fisher Scientific ; 17504044), 1% de supplément N-2 

(Gibco ; Thermo Fisher Scientific ; 17502048), 1% de pénicilline/streptomycine et 1% de 

GlutaMAX (Gibco ; Thermo Fisher Scientific ; 35050061). Les boîtes contenant les tranches ont 

ensuite été placées pendant la nuit dans l'incubateur à 37°C avec 5% de CO2. 
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III.2.2.3. Vidéomicroscopie de tranches d'embryons  

Après une nuit d’incubation à 37°C avec 5% de CO2, les tranches ont été imagées avec un 

microscope droit Biphoton SP5 MPII (Leica) et un objectif 25x/0,95-N.A. avec un zoom optique 

de 1,30. Les images ont été acquises toutes les 3 minutes pendant 3 heures avec un intervalle 

de 2 m. La température de la chambre du microscope a été maintenue à 34°C pendant 

l'imagerie et les tranches de cerveau ont été continuellement perfusées avec une solution 

d'enregistrement chauffée (de composition identique à la solution de coupe, sauf que la 

concentration de CaCl2 est à 2 mM et que l’acide kynurénique est absent) saturée à 5% de CO2 

et 95% d'O2. 

III.2.2.4. Quantification et analyse des paramètres de migration (comme pour le postnatal) 

Les analyses sont réalisées grâce au logiciel ImageJ et son plugin mTrackJ. Après une projection 

maximale d’intensité de tous les intervalles dans le plan z, les corps cellulaires des neurones 

marqués sont traqués manuellement à chaque pas de temps pendant toute la durée de 

l’acquisition. Des coordonnées x, y, t sont ainsi générées. 

Une cellule est considérée comme migrante si au moins une translocation nucléaire (ou 

nucléokinèse) est établie au cours de sa trajectoire. En définissant une nucléokinèse comme 

un mouvement du corps cellulaire  6 m entre deux pas de temps (1 pas de temps = 3 

minutes), nous sommes en mesure de calculer plusieurs paramètres caractérisant la migration 

grâce aux coordonnées obtenues. 

III.2.2.4.1. Vitesse de migration  

Vitesse = √(𝑥𝑡+1 − 𝑥𝑡)2 + (𝑦𝑡+1 − 𝑦𝑡)2  ×  20 

III.2.2.4.2. Temps de pause  

Une cellule qui n’effectue pas une translocation nucléaire entre t et t+1 est considérée comme 

étant en pause.  

Le pourcentage de temps passé par la cellule en pause sur le temps total considéré est un 

indicateur de sa motilité. 
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Temps de pause (%) = 𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑝𝑎𝑠𝑠é 𝑒𝑛 𝑝𝑎𝑢𝑠𝑒 𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠−1  ×  100 

III.2.2.4.3. Index de sinuosité  

Rapport entre la distance totale parcourue par la cellule sur la distance euclidienne entre ses 

points de départ et d’arrivée. 

Index de sinuosité= √(𝑥𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙−𝑥𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙)2+ (𝑦𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙−𝑦𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙)2∑ √(𝑥𝑛+1−𝑥𝑛)2+ (𝑦𝑛+1− 𝑦𝑛)2𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙  

III.2.2.4.4. Directionnalité  

La quantification de ce paramètre est basée sur le calcul d’un angle de migration . L’angle de 

migration d’un neurone est défini comme l’angle formé par un vecteur reliant son point de 

départ à son point d’arrivée et un vecteur fictif reliant directement la zone sous-ventriculaire 

au bulbe olfactif au niveau de la fenêtre d’acquisition considérée. Pour chaque cellule, nous 

avons donc calculé un vecteur de migration 𝑣 (𝑥𝑛𝑦𝑛) à partir des coordonnées x et y initiales et 

finales comme suit : 

𝑣 (𝑥𝑛 = 𝑥𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 −  𝑥𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑦𝑛 = 𝑦𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 −  𝑦𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 ) 

Et de la même manière, nous avons également calculé un vecteur de migration pour le CMR 

qu’on appellera �⃗⃗� (𝑥𝐶𝑀𝑅𝑦𝐶𝑀𝑅) pour chaque fenêtre d’acquisition. 

C’est ainsi que nous sommes en mesure d’accéder à la valeur de l’angle de migration  : 

 =  cos−1 𝑥𝑛 . 𝑥𝐶𝑀𝑅 + 𝑦𝑛 . 𝑦𝐶𝑀𝑅√𝑥𝑛2 +  𝑦𝑛2. √𝑥𝐶𝑀𝑅2 +  𝑦𝐶𝑀𝑅2  

Les valeurs des angles de migration varient ainsi de 0° à 360°. Sachant qu’une cellule qui 

suivrait parfaitement la direction de la ZSV vers le BO au centre du CMR aurait un angle de 

migration égal à 0°. 

Pour simplifier la présentation de ces données, nous représentons les angles de migration des 

différentes cellules sous forme de « radars de migration » compartimentés en intervalles 

d’angles, pour pouvoir constater visuellement la distribution des directions. 
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III.2.2.4.5. Distance de nucléokinèse  

Distance NK = 𝑀𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑐𝑜𝑢𝑟𝑢𝑒𝑠/𝑁𝐾 

III.2.2.4.6. Fréquence de nucléokinèse  

Fréquence NK = 𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑁𝐾𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠  ×  60   
Sont exclues des analyses les cellules n’effectuant aucune nucléokinèse sur tout l’intervalle de 

temps considéré et les cellules traquées strictement moins de 30 minutes. 

III.2.2.4.7. Vitesse de centrokinèse  

Grâce à l’injection et l’électroporation de la Centrine-RFP localisée au centrosome des cellules 

migrantes, nous avons accès aux coordonnées centrosomales x, y et t. De plus, nous avons 

défini un mouvement du centrosome ou centrokinèse (CK) comme une augmentation  2 m 

puis une diminution  2 m de la distance séparant le noyau du centrosome. Ainsi, nous 

sommes capables de calculer, de la même manière que pour les corps cellulaires, une vitesse 

de mouvement centrosomal comme ceci : 

Vitesse de centrokinèse = √(𝑥𝑡+1 − 𝑥𝑡)2 + (𝑦𝑡+1 − 𝑦𝑡)2  ×  20 

III.2.2.4.8. Fréquence de centrokinèse  

Fréquence CK = 𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝐶𝐾𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠  ×  60   
III.2.2.4.9. Efficacité de centrokinèse  

L’une des caractéristiques majeures du mouvement saltatoire des neurones migrants est le 

couplage entre le mouvement centrosomal et nucléaire. Effectivement, la migration des 

neuroblastes de la ZSV s’effectue en deux temps : le centrosome s’avance vers le 

prolongement migratoire et le mouvement nucléaire s’effectue subséquemment. Cela dit, en 

réalité, nous constatons que toutes les centrokinèses ne conduisent pas nécessairement à une 

nucléokinèse. Ainsi, nous définissons l’efficacité d’une centrokinèse comme sa capacité à 

entraîner une nucléokinèse.  
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Efficacité CK (%) = 
𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝐶𝐾 𝑐𝑜𝑢𝑝𝑙é𝑒𝑠 à 𝑢𝑛𝑒 𝑁𝐾𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐶𝐾 ×  100 
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IV. Discussion 

IV.1. Le phénotype migratoire décrit 

L’étiologie génétique du SXF a été élucidée il y’a plusieurs décennies. Cependant, 

l’identification des mécanismes reliant l’origine de ce syndrome au panel de manifestations 

cliniques des patients demeure un vaste domaine à explorer. Dans le cadre de mon projet de 

thèse, nous tentons d’approcher cette question par l’exploration d’un phénomène biologique 

fondamental qu’est la migration neuronale.   

Mon projet de thèse a permis de mettre en évidence un rôle nouveau de FMRP dans le 

développement du système nerveux. FMRP est une protéine découverte dans le cadre du 

syndrome de l’X fragile, largement documentée dans le champ de la neurobiologie. L’un des 

défauts histologiques robustes retrouvé à la fois chez l’Homme et chez les rongeurs concerne 

la maturation des épines dendritiques (Galvez and Greenough, 2005; Hinton et al., 1991). De 

plus, des défauts de l’architecture corticale des souris Fmr1-null ont également été décrits 

(Lee et al., 2019; Selby et al., 2007) ainsi que des défauts de corticogenèse (Castrén, 2016). 

Néanmoins, le rôle de FMRP dans la migration neuronale, un processus développemental 

crucial, n’a été que très peu exploré.  

Mon projet a permis de mettre en lumière un rôle majeur de FMRP dans la migration 

tangentielle. Grâce à l’utilisation du modèle murin du SXF et du CMR comme système d’étude, 

nous avons pu découvrir les conséquences de l’absence de FMRP sur la migration tangentielle 

postnatale. En effet, les neurones Fmr1-null migrant le long du CMR présentent des défauts 

de migration sévères. Ces résultats sont fondamentaux pour une meilleure compréhension 

des mécanismes à l’origine de cette pathologie neurodéveloppementale. La découverte de 

défauts de migration à des stades précoces et cruciaux du développement confère à FMRP un 

rôle clé dans le développement du SNC. Dans la littérature, l’une des rares études s’intéressant 

au rôle de FMRP dans la migration décrit l’importance de FMRP dans la transition multipolaire 

à bipolaire, étape essentielle à la migration embryonnaire radiaire (La Fata et al., 2014). De 

plus, Wu et al. ont décrit le rôle pro-migratoire de FMRP, en aval du miR-129, dans les 

neurones corticaux embryonnaires (Wu et al., 2019). Cette étude démontre que le niveau 

d’expression de FMRP impacte directement la migration radiaire et le positionnement des 

neurones dans les couches corticales profondes.  
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Ces résultats associés aux nôtres font de FMRP un acteur clé de la migration neuronale. Chez 

l’Homme, de nombreux flux migratoires tangentiels postnataux apparemment humain-

spécifiques ont été découverts récemment (Paredes et al., 2016; Sanai et al., 2011). Un rôle 

de FMRP dans la migration neuronale pourrait ainsi constituer un facteur fondamental à 

l’établissement des réseaux neuronaux des patients SXF. Par ailleurs, la balance 

inhibition/excitation est essentielle à un bon fonctionnement des circuits neuronaux et les 

patients et modèles animaux SXF présentent une hyperexcitabilité neuronale (Bülow et al., 

2022). L’importante implication de FMRP dans la migration neuronale pourrait donc 

constituer un élément de compréhension de ce déséquilibre de la balance 

inhibition/excitation.    

IV.2. Un phénotype autonome cellulaire 

Afin de mieux comprendre le rôle de FMRP dans la migration neuronale, notre intérêt s’est 

porté sur le caractère autonome cellulaire du phénotype observé. En effet, il était primordial 

de déterminer si les défauts de migration étaient dus à l’absence de FMRP dans le neurone 

lui-même ou à la perturbation d’éléments extracellulaires. Dans ce contexte, j’ai conçu un 

nouvel outil permettant l’extinction de Fmr1 (ou Knock Down KD). L’extinction de Fmr1 a 

permis de récapituler tous les défauts migratoires retrouvés dans les neurones Fmr1-null. Ces 

résultats ont permis de conclure que le phénotype décrit est bien autonome cellulaire. 

De manière surprenante, la quantification du taux d’extinction de FMR1 par l’outil utilisé ne 

révèle une diminution que d’environ 25% du niveau d’ARN (Figure 24). Cette quantification a 

été réalisée par q RT PCR (quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) sur 

des cultures de cellules HEK (Human Embryonic Kidney) transfectées. La diminution de 25% 

peut paraître insuffisante pour expliquer un tel phénotype de migration.  
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Figure 24: Analyse q RT PCR des cellules HEK transfectées avec miRFmr1 ou miRNeg. 

Histogramme des niveaux d'ARNm FMR1 (par rapport à l'ARNm GUS) dans les cellules HEK 
transfectées avec miRFmr1 normalisés aux niveaux d'ARNm FMR1 dans les cellules HEK 
transfectées avec le plasmide contrôle miRNeg. (Test de Student, P = 0.035). Condition miRNeg : 
n = 3 ; condition miRFmr1 : n = 3. *p-value < 0,05. 

 

Matériel et méthodes correspondant : Les cellules HEK confluentes ont été transfectées soit avec le 

plasmide miRFmr1 soit avec le plasmide contrôle miRNeg, en utilisant la Lipofectamine à 4% (Invitrogen ; 

11668-027). 48h après, les cellules ont été récoltées et les ARNs totaux ont été isolés en utilisant le RNeasy 

Mini Kit (Qiagen ; 74104), selon les procédures indiquées par le fabricant. 1 g de l'ARN total extrait a été 

utilisé pour la transcription inverse avec le kit Superscript IV Vilo (ThermoFisher ; 11756050). L'ADNc 

résultant a été dilué au 1/10e et immédiatement utilisé pour la PCR quantitative (qPCR). La qPCR a été 

réalisée dans le LightCycler 480-II (Roche) en utilisant le LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche ; 

04707516001). Le programme de PCR comprend une étape initiale de dénaturation (95°C ; 5 minutes) pour 

activer la polymérase, 45 cycles avec une étape de dénaturation à 95°C pendant 10 secondes, une étape 

d’hybridation à 53°C pendant 15 secondes, une étape d’élongation de 72°C pendant 15 secondes, puis une 
collecte des données de courbes de fusion. Les amorces ont été conçues pour améliorer l'efficacité de 

l'amplification et utilisées à une concentration optimisée de 500 nM : les amorces Fmr1 étaient Fmr1-fw 

(5'-GCAGATTCCATTTCATGATGTCA-3') et Fmr1-rv (5'-ACCACCAACAGCAAGGCTCT-3'). Les amorces GUS 

étaient GUS-fw (5'-CTCATTTGGAATTTTGCCGATT-3') et GUS-rv (5'-CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3'). Des 

contrôles négatifs sans transcription inverse et sans matrice ont été testés pour chaque échantillon afin de 

s'assurer qu'aucun produit n'était obtenu. Chaque échantillon d'ADNc a été amplifié en triplicat. Les 

quantités absolues d'ARNm Fmr1 ont été normalisées avec l'ARNm GUS utilisé comme gène de référence 

pour évaluer les quantités relatives d'ARNm. 
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Cependant, la quantification est réalisée sur des cultures d’une lignée cellulaire humaine après 

transfection et récolte des cellules 48 heures plus tard. Ce système d’expérimentation diffère 

complètement du système avec lequel nous avons étudié la migration neuronale. En effet, 

l’analyse de la migration des neurones a été réalisée par imagerie en temps réel sur des 

tranches de cerveaux de souris, injectées et électroporées 5 jours au préalable. On peut donc 

imaginer une sous-estimation de la down-régulation dans le système de quantification utilisé. 

Nous avons également tenté de quantifier l’efficacité du miRFmr1 grâce à des marquages 

immunohistochimiques. Après injection/électroporation du miRFmr1 et perfusion des 

animaux quelques jours plus tard, des marquages anti-FMRP sont réalisés sur des tranches de 

cerveaux contenant des cellules marquées au niveau du CMR. Cependant, étant donné la 

présence de FMRP dans toutes les cellules du CMR et la forte densité de cellules au niveau de 

ce courant de migration, nous sommes incapables de distinguer le marquage des cellules 

isolément. Le marquage de la cohorte de cellules exprimant le miRFmr1 est donc indissociable 

des cellules avoisinantes n’exprimant pas le miRFmr1. 

Une expérience alternative serait de réaliser une quantification au niveau protéique ou 

transcriptionnel. Cette expérience s’appuierait sur l’utilisation de ZSV ou CMR disséqués qui 

auraient préalablement été injectés et électroporés. Une dissociation cellulaire suivie d’un 

FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) pour sélectionner les cellules fluorescentes 

seraient nécessaires. Enfin, une extraction protéique et une quantification par Western Blot 

ou q RT PCR (après extraction d’ARN) permettraient de réaliser une analyse plus proche de 

notre système et plus pertinente pour établir l’efficacité de l’outil utilisé.   

Pour l’instant, nous n’avons pas pu quantifier précisément la diminution de FMRP dans notre 

système suite au KD par l’outil utilisé. Cependant, nos résultats montrent bien que le miRFmr1 

récapitule entièrement le phénotype migratoire des souris Fmr1-null, ce qui prouve que ce 

phénotype est bien cellulaire autonome.  

IV.3. L’implication de MAP1B dans le phénotype migratoire 

Mon projet a permis de mettre en lumière un acteur clé impliqué dans le phénotype 

migratoire que nous avons découvert. MAP1B est une protéine associée aux microtubules et 

une cible de FMRP bien documentée (Brown et al., 2001; Darnell et al., 2001; Zalfa et al., 2003; 
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Zhang et al., 2001). Comme décrit dans d’autres systèmes (Lu et al., 2004; Zhang et al., 2001), 

MAP1B est surexprimée dans le CMR postnatal Fmr1-null (Figure S.1 des résultats). De 

manière surprenante, le KD de MAP1B a permis de restaurer complètement le phénotype 

migratoire décrit chez les Fmr1-null. Ce résultat démontre le rôle essentiel de MAP1B dans la 

migration tangentielle postnatale et l’importance de la régulation de MAP1B par FMRP dans 

ce contexte.  

L’efficacité de l’outil de KD utilisé pour MAP1B a été évalué par marquage 

immunohistochimique sur des explants de ZSV mis en culture 3D. Cette technique a été 

utilisée pour l’évaluation de l’efficacité du miRMap1b mais pas pour le miRFmr1. Le marquage 

immunohistochimique de FMRP nécessite un traitement de l’échantillon permettant un 

démasquage antigénique préalable. Or, la mise en culture 3D s’appuie sur l’utilisation de 

Matrigel, incompatible avec le traitement permettant le démasquage antigénique. C’est pour 

cette raison que nous avons quantifié l’efficacité du miRFmr1 par q RT PCR sur lignée cellulaire 

transfectée.     

Concernant l’efficacité du KD de MAP1B, le pourcentage de cellules exprimant le mirMap1b 

qui sont MAP1B négatives est d’environ 50% (Figure S.2 des résultats). Ce résultat suggère 

que l’extinction de MAP1B dans la moitié des cellules serait suffisante pour restaurer le 

phénotype migratoire des neurones Fmr1-null. Cependant, la technique utilisée pour la 

quantification du miRMap1b pourrait être améliorée. En effet, il s’agit d’un marquage 

immunohistochimique anti-MAP1B sur des cellules en culture 3D et nous déterminons si la 

cellule exprimant le miRMap1b est MAP1B+ ou MAP1B-. Cette technique ne nous permet 

donc pas d’apprécier le pourcentage de diminution de MAP1B à l’échelle de la cellule elle-

même.  

La sinuosité est le seul paramètre de migration qui demeure inchangé suite au KD de MAP1B 

dans les neurones Fmr1-null. Dans ce contexte, le réseau d’actine et sa dynamique au cours 

de la migration saltatoire peuvent apporter des éléments de compréhension. En effet, la 

dynamique des filaments d’actine est essentielle au mouvement saltatoire (Bellion et al., 

2005; Martini et al., 2009; Schaar and McConnell, 2005). J’ai réalisé quelques tentatives 

(infructueuses) pour visualiser les filaments d’actine en temps réel via 

l’injection/électroporation du plasmide tdTomato-Lifeact (Plasmid #54528, Addgene). La 
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visualisation des filaments d’actine dans les neurones Fmr1-null en migration demeure une 

piste à explorer.  

Aussi, nous pouvons imaginer que des cibles de FMRP en relation avec l’actine et intervenant 

dans le cône de croissance pourraient être impliquées. Le complexe Arp2/3 (Actin-Related 

Proteins 2 and 3) est une cible de FMRP (Ascano et al., 2012) impliquée dans divers processus 

de directionnalité du mouvement (Korobova and Svitkina, 2008; Suraneni et al., 2012). Le 

complexe Arp2/3 présent dans le cône de croissance, est nécessaire à son guidage et suffisant 

à son changement de direction (San Miguel-Ruiz and Letourneau, 2014).  

D’autres partenaires du réseau d’actine ont été identifiés comme cibles de FMRP ; par 

exemple la profiline 1 et la cofiline 1. La profiline 1 est impliquée dans la polymérisation de 

l’actine tandis que la cofiline 1 dépolymérise les filaments d’actine (Michaelsen‐Preusse et al., 

2018). La traduction de ces protéines régulatrices pourrait être médiée par FMRP et constituer 

un élément de compréhension des défauts de trajectoire des neurones Fmr1-null.   

Un autre exemple de potentiels acteurs impliqués dans la sinuosité des neurones Fmr1-null 

est APC (Adenomatous Polyposis Coli). Protéine associée aux microtubules et au réseau 

d’actine, APC est une cible récemment découverte de FMRP (Maurin et al., 2018). APC est 

impliquée dans la dynamique du cône de croissance (Koester et al., 2007) et a un rôle essentiel 

dans la migration tangentielle des interneurones embryonnaires (Eom et al., 2014). En effet, 

APC permet le remodelage rapide du cône de croissance, nécessaire à la migration 

tangentielle. Ces éléments suggèrent qu’APC peut représenter un acteur, en aval de FMRP, 

assurant la trajectoire rectiligne des neurones migrant tangentiellement. 

En dehors de la régulation traductionnelle de MAP1B dans les neurones en migration, d’autres 

processus (post-traductionnels par exemple) restent à préciser pour étayer l’implication de 

MAP1B dans le phénotype que nous décrivons.  

D’une part, les modifications post-traductionnelles de MAP1B sont déterminantes pour ses 

différentes fonctions biologiques. P1-MAP1B est enrichie dans la partie distale des axones et 

dans le cône de croissance (Ulloa et al., 1994a). Il faudrait tenter de moduler la 

phosphorylation (de type I) de MAP1B, par exemple, pour apprécier un éventuel impact sur la 

migration.  
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D’autre part, on ne peut pas exclure un rôle de FMRP sur la localisation subcellulaire de 

MAP1B. Pour tester cette hypothèse, il faudrait pouvoir localiser précisément MAP1B au 

niveau subcellulaire et vérifier si cette localisation est impactée par l’absence de FMRP. 

IV.4. Hypothèses sur le mécanisme d’action de MAP1B dans les neurones de CMR 

MAP1B se distingue des autres MAPs par ses propriétés « dynamisantes » des MTs. Plusieurs 

études ont démontré l’association préférentielle de MAP1B avec les MTs dynamiques 

(tyrosinés) et sa contribution au maintien de cette sous-catégorie de MTs (Tortosa et al., 2013; 

Tymanskyj et al., 2012; Utreras et al., 2008). De plus, la délétion de MAP1B est associée à une 

diminution du niveau de MTs tyrosinés (Gonzalez-Billault et al., 2001).  

Dans le cadre de mon projet de thèse, j’ai démontré que le phénotype migratoire observé en 

l’absence de FMRP est associé à des défauts morphologiques des neurones migrants. Le 

nombre de prolongements par cellule est, en moyenne, augmenté et la longueur du 

prolongement principal est diminuée dans les neurones Fmr1-null, par rapport aux contrôles. 

Dans la littérature, il a été démontré que les neurones murins MAP1B KO présentent une 

augmentation du nombre de branchements axonaux (Bouquet et al., 2004). Ces observations, 

associées aux résultats que nous avons obtenus, démontrent que le niveau intracellulaire de 

MAP1B est essentiel à l’intégrité morphologique du neurone.  

Hormis les conséquences morphologiques induites par l’absence de MAP1B, nous pouvons 

nous interroger sur l’intervention de partenaires potentiels de MAP1B dans le phénotype 

décrit. Une étude a démontré l’interaction de MAP1B avec des protéines de l’extrémité + des 

MTs : EB1 et EB3 (End Binding 1/3). Au cours des phases d’élongation du cône de croissance, 

MAP1B séquestrerait ces molécules libérant ainsi les extrémités + des MTs qui polymérisent 

des nouveaux dimères de tubuline, ce qui permet l’élongation du cône de croissance. Lorsque 

MAP1B est absente, EB1 et EB3 interagissent de manière accrue avec les extrémités des MTs, 

ce qui conduit à la stabilisation augmentée des MTs. Inversement, lorsque MAP1B est 

surexprimée, EB1 et EB3 ne s’associent plus aux extrémités + des MTs. MAP1B agirait 

vraisemblablement comme un tampon de ces protéines qui se lient aux extrémités des MTs 

et en régule l’interaction avec l’extrémité + (Tortosa et al., 2013). Nous pourrions imaginer un 

tel mécanisme d’action dans les neurones en migration de notre système : la surexpression 

de MAP1B dans les Fmr1-null conduirait à la séquestration des protéines de l’extrémité +, 
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induisant ainsi une perte de stabilité (augmentation du nombre de prolongements) et un 

rétrécissement du/des prolongements migratoires (diminution de la longueur du 

prolongement principal).      

L’enzyme TTL figure parmi les partenaires décrits de MAP1B (Utreras et al., 2008). L’enzyme 

TTL permet l’incorporation du résidu tyrosiné sur les sous-unités de tubuline. L’interaction de 

MAP1B avec l’enzyme TTL, indépendante de la phosphorylation de MAP1B, facilite la 

tyrosination de la tubuline. De plus, cette étude démontre que l’absence de MAP1B retarde 

la récupération du pool de tubuline tyrosinée après application du Nocodazole 

(dépolymérisation réversible des MTs). 

Dans le cadre de mon projet, nous avons voulu examiner le profil de tyrosination des MTs 

dans les neurones Fmr1-null. En effet, il a été démontré que le profil de distribution 

subcellulaire des MTs tyrosinés est essentiel à la migration (Umeshima et al., 2007). Pour ce 

faire, nous avons disséqué la ZSV et mis en culture en 3D dans du Matrigel. Après fixation et 

immunohistochimie de la tubuline tyrosinée et la tubuline acétylée (marqueur de stabilité des 

MTs), nous observons une différence distribution subcellulaire de tubuline tyrosinée entre les 

neurones Fmr1-null et les contrôles. Grâce à l’utilisation de coefficients de colocalisation, nous 

avons pu décrire une augmentation du ratio de colocalisation entre tyrosination et acétylation 

dans les neurones Fmr1-null (Figure 7 des résultats). Pour préciser ces observations, il faudrait 

pouvoir quantifier précisément le niveau de tubuline tyrosinée par cellule. De plus, pour 

établir un lien entre FMRP, MAP1B et la tyrosination des MTs dans les neurones migrants, il 

serait intéressant de vérifier si le KD de MAP1B dans les neurones Fmr1-null restaure la 

distribution de tubuline tyrosinée.    

Bien qu’ayant in extremis donné des résultats positifs et extrêmement intéressants, la 

technique que nous avons utilisée a été très difficile à mettre au point. Étant donné la 

conformation 3D et le Matrigel qui forme un dôme sur les explants, les anticorps ne pénètrent 

pas nécessairement de manière homogène. Cette technique de mise en culture a été utilisée 

pour obtenir des neurones bien isolés et des marquages individualisés. Sur les coupes de CMR, 

les neurones migrants sont très compactés tridimensionnellement, ce qui compromet l’accès 

à des neurones individualisés et c’est pour cette raison que nous avons tenté la mise en culture 

de la ZSV. L’idéal serait de trouver un système où l’on peut observer des cellules migrantes 

individualisées et où les anticorps pénètrent de manière homogène. Une alternative 
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concernerait la méthode d’incubation des anticorps. Une incubation sur une période plus 

longue peut être envisagée, par exemple, pour pallier l’hétérogénéité de la pénétration dans 

le Matrigel. Une incubation séquentielle des anticorps peut également être testée : 

commencer par l’incubation d’un premier anticorps primaire (anti-tubuline acétylée par 

exemple) suivie de sa révélation puis poursuivre par l’incubation du deuxième anticorps 

primaire (anti-tubuline tyrosinée) suivie de sa révélation. En effet, les deux modifications post-

traductionnelles (tyrosination et acétylation) sont situées sur la même sous-unité de tubuline. 

Enfin, nous avons également tenté la quantification protéique par Western Blot sur CMR de 

la tubuline tyrosinée et acétylée. Cependant, les résultats obtenus étaient inconsistants au fil 

des répétitions. L’extraction protéique de la tubuline et de ses différentes modifications post-

traductionnelles n’est probablement pas aussi simple qu’une extraction protéique standard. 

Dans ce cadre, il faudrait éventuellement tester d’autres techniques d’extraction protéique.  

IV.5. Le phénotype postnatal n’est pas retrouvé au stade embryonnaire 

Grâce à l’électroporation in utero de l’éminence ganglionnaire médiane au stade E13.5, pic 

prolifératif des progéniteurs des interneurones, nous avons pu accéder à la migration 

tangentielle embryonnaire en temps réel. Les interneurones Fmr1-null ne présentent aucun 

défaut migratoire, comparé aux contrôles. Nous filmons des neurones proches de la MGE trois 

jours après l’électroporation et nous ne retrouvons pas les défauts de migration des neurones 

Fmr1-null postnataux. 

Néanmoins, la technique que nous avons utilisée pour analyser la migration tangentielle 

embryonnaire n’est pas fréquemment utilisée. En effet, l’imagerie d’interneurones 

génétiquement induits pour exprimer des protéines fluorescentes est plus largement utilisée 

(Eom et al., 2014; Silva et al., 2018). La culture d’explants de MGE injectée et électroporée ex 

utero est également retrouvée dans la littérature (Lepiemme et al., 2021; Silva et al., 2018). 

L’électroporation ex utero suivie de la mise en culture des tranches de cerveaux peut 

également être envisagée (Eid et al., 2018). Toutes ces techniques permettent un accès plus 

simple à la niche neurogénique et un marquage plus ciblé des interneurones destinés à migrer 

tangentiellement.  
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Aussi, le stade que nous avons déterminé pour l’injection et électroporation (E13.5) 

représente le pic prolifératif des progéniteurs des interneurones dans la MGE (Lim et al., 

2018). En revanche, le stade auquel nous avons réalisé l’imagerie des neurones migrants 

(E16.5) est tardif. Nous avons déterminé cette fenêtre de 3 jours entre l’électroporation et 

l’imagerie au cours de la mise au point de cette technique. C’était, en effet, la durée qui nous 

semblait optimale pour pouvoir visualiser des neurones en migration mais dans ce contexte, 

il est difficile de conclure quant à l’identité des neurones que nous filmons. En somme, la 

technique que nous avons utilisée pour l’imagerie de la migration tangentielle embryonnaire 

n’est pas optimale et il nous faudrait adopter une technique plus classique pour pouvoir 

conclure de manière définitive. 

Considérant néanmoins ce résultat apparemment négatif, nous avons souhaité savoir si FMRP 

et MAP1B étaient bien exprimées dans les neurones embryonnaires en migration tangentielle. 

Frédéric Causeret (Communication personnnelle et (Moreau et al., 2021)) nous a bien 

confirmé que tel était le cas dans ses analyses par single cell transcriptomics : les deux ARNm 

sont bien exprimés bien que plus faiblement que dans les neurones matures. S’il s’avère que 

FMRP ne régule vraiment pas la migration tangentielle embryonnaire, on peut imaginer que 

le niveau de FMRP à ce stade ne permet pas la régulation de la traduction de MAP1B et/ou 

que celle-ci n’est pas FMRP dépendante à cet âge-là. 

IV.6. Perspectives 

Concernant les perspectives, il demeure essentiel de comprendre les mécanismes sous-

tendant le rôle central de MAP1B dans le phénotype migratoire que nous décrivons. En effet, 

la précision de l’implication de la tyrosination des MTs en aval de MAP1B représente un enjeu 

fondamental. De plus, l’exploration d’autres cibles de FMRP qui expliqueraient la sinuosité des 

neurones Fmr1-null (seul paramètre non restauré par le KD de MAP1B) demeure essentielle.  

Nous avons également exploré la migration tangentielle au stade embryonnaire et il apparaît 

que l’absence de FMRP n’a pas d’impact sur le phénotype des neurones Fmr1-null, en tous cas 

avec la méthode que nous avons utilisée. Considérant l’ampleur des mouvements migratoires 

au stade embryonnaire, il faudrait envisager une technique plus adaptée pour étudier la 

migration tangentielle à ce stade développemental. Aussi, sachant que la migration 

tangentielle subsiste à l’âge adulte chez le rongeur, il serait intéressant d’analyser également 
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l’impact de FMRP dans ce contexte. L’étude de la migration tangentielle au cours de ces 

différentes périodes développementales permettrait l’exploration des cibles potentiellement 

impliquées. MAP1B pourrait jouer un rôle central (comme en postnatal) ou d’autres acteurs 

pourraient entrer en jeu.   

Par ailleurs, un élément essentiel est également à explorer. Comme démontré par mes 

résultats et d’autres études dans la littérature, FMRP agit sur la traduction de MAP1B. 

Cependant, les mécanismes gouvernant cette régulation sont inconnus. Nous pouvons 

imaginer une modulation de la traduction locale par exemple. Afin de vérifier cette hypothèse, 

l’utilisation de rapporteurs de traduction photo-convertibles peut être envisagée (Banerjee et 

al., 2009). La question d’une traduction locale potentiellement régulée par FMRP pendant la 

migration cyclique saltatoire est une question fascinante jusqu’alors totalement inexplorée. 
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V. Liste des abréviations 

APC : Adenomatous Polyposis Coli 

ARNm : Acide RiboNucléique messager 

BO : Bulbe Olfactif 

CDK5 : Cycline Dependent Kinase 5 

CMR : Courant de Migration Rostrale 

DCC : Deleted in Colorectal Carcinoma 

DCX : Double Cortin 

DHPG : DiHydroxyPhenyl Glycine 

EB1 et 3 : End Binding 1/3 

EG : Éminence Ganglionaire ou GE : Ganglionic Eminences 

FACS : Fluorescence-Activated Cell Sorting 

FM : Full Mutation 

FMRP : Fragile X Mental Retardation Protein 

FMR1 : Fragile X Mental Retardation 1 

GABA : Gamma-Amino-Butyric Acide 

GSK3 : glycogen synthase 3  

GTP : Guanosine TriPhosphate 

HEK : Human Embryonic Kidney 

IGF-1 : Insulin-like Growth Factor 1 

IRM : Imagerie à Résonance Magnétique 

iZSV : Zone Sous-Ventriculaire interne ou iSVZ : inner SubVentricular Zone 

KD : Knock Down 

KH : K – Homology 

Lis1 : Lissencephaly-related protein 1  

LTP : Long Term Potentiation 

LTD : Long Term Depression 
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MAPs : Microtubule-Associated Proteins ou Protéines Associées aux Microtubules 

MAP1B : Microtubule-Associated Protein 1B 

MGE : Medial Ganglionic Eminence 

mGluR : Récepteurs Glutamatergiques métabotropiques  

MPEP : Méthyl Phényl Ethynyl Pyridine 

mRNPs : messenger RiboNulceoParticles 

MTs : MicroTubules 

MTB : Multipolar To Bipolar transition 

NCAM : Neural Cell Adhesion Molecule 

NES : Nuclear Export Signal 

NLS : Nuclear Localization Signal 

oZSV : Zone Sous-Ventriculaire externe ou oSVZ : outer SubVentricular Zone 

PC : Plaque Corticale ou CP : Cortical Plate 

PM : Pré-Mutation 

PSA : PolySialic Acid 

QI : Quotient Intellectuel 

q RT PCR : quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction  

RBPs : RNA-Binding Proteins 

RGG : Arginine Glycine Rich 

RNPs : RiboNulceoParticles 

Shh : Sonic hedgehog 

SXF : Syndrome de l’X Fragile 

TDAH : Trouble de Déficit de l’Attention/Hyperactivité 

TMB : Transition Multipolaire à Bipolaire  

TSA : Trouble du Spectre Autistique 

TTL : Tubuline Tyrosine Ligase 

UTR : Unstranslated Transcribed Region 
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VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

ZI : Zone Intermédiaire ou IZ : Intermediate Zone 

ZSV : Zone Sous-Ventriculaire ou SVZ : SubVentricular Zone 

ZV : Zone Ventriculaire ou VZ : Ventricular Zone 
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Résumé 

Le syndrome de l’X fragile est une maladie génétique rare. C’est la première cause de 

déficience intellectuelle et la principale cause monogénique d’autisme. Le syndrome de l’X 

fragile est causé par l’extinction du gène FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) qui conduit à 

l’absence de la protéine FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein). FMRP est impliquée 

dans de nombreux processus moléculaires neuronaux. FMRP possède plusieurs domaines de 

liaison à l’ARNm et l’une de ses fonctions est la régulation de la traduction locale de ses cibles 

ARNms. 

La migration neuronale est un phénomène crucial du développement cérébral. Cette étape 

fondamentale permet aux neurones naissant dans les zones progénitrices d’atteindre leur 

zone finale d’intégration. Les défauts de migration peuvent mener à de sévères pathologies. 

Le rôle de FMRP dans la migration tangentielle des neurones n’a pas été exploré jusqu’alors. 

Nous avons donc étudié les conséquences de l’absence de FMRP sur la migration tangentielle, 

en utilisant le modèle murin Fmr1-null et un système de migration tangentielle postnatale 

bien documenté : le Courant de Migration Rostrale ou CMR. 

Nous avons découvert de nouveaux défauts de migration induits par l’absence de FMRP : dans 

le CMR des souris Fmr1-null, les neurones migrent plus lentement et ont une trajectoire plus 

erratique. Ces défauts sont associés à des défauts de mouvement du centrosome des 

neurones mutants. De plus, nous montrons que ces défauts sont cellulaire-autonomes. Enfin, 

nous montrons que la cible ARNm de FMRP incriminée dans ces défauts est MAP1B 

((Microtubule-Associated Protein 1B) ce qui nous a permis d’établir un sauvetage du 

phénotype migratoire par down-régulation de MAP1B. De manière intéressante, nous n’avons 

pas retrouvé les mêmes défauts de migration dans la migration tangentielle embryonnaire. 

En conclusion, la caractérisation des défauts de migration tangentielle en l’absence de FMRP 

pourrait contribuer à une meilleure compréhension du syndrome de l’X fragile et à l’ouverture 

potentielle de nouvelles perspectives thérapeutiques. 
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