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RESUME

Modalités du guidage axonal dans le contexte de la
regénération du systeme nerveux central adulte

Toutes lésions du systéme nerveux central (SNC - cerveau et moelle épiniere) adulte
conduisent a des pertes de fonctions cognitives, sensorielles et/ou motrices irréversibles. En
effet, il n'existe a ce jour aucun traitement pour réparer le SNC. C’est pourquoi la
compréhension des mécanismes sous-jacents de la régénération axonale constitue un défi

majeur pour la neurobiologie ainsi que pour la santé publique.

Aujourd'hui, la régénération a longue distance (de I'ceil jusqu'au cerveau) est possible par la
modulation de voies moléculaires spécifiques dans les neurones. Cependant, les axones qui
régénérent présentent de graves défauts de projection qui compromettent un retour des
fonctions pour deux raisons majeures : I'absence de réinnervation des cibles et la potentielle
formation de circuits aberrants déléteres. De ce fait, le guidage axonal apparait comme un

mécanisme clé a moduler afin de permettre la correcte reformation du circuit l1ésé.

Durant ma these, j'ai mis en évidence que le systeme nerveux mature exprime encore les
molécules impliquées dans le guidage axonal, un processus du développement qui permet la

mise en place correcte des circuits neuronaux.

De maniére intéressante, j'ai montré que dans le systéme visuel (appartenant au SNC), la
modulation de facteurs de guidage spécifiqgues permet de maodifier la trajectoire des axones
en cours de régénération et de les diriger vers leurs cibles d'origine. Dans la suite de mes
travaux, j'ai mis en évidence la fonctionnalité du circuit nouvellement formé. Ainsi, mon projet
permet de souligner l'importance du guidage axonal lors de la régénération du systéme
nerveux dans le but de reconstruire des circuits fonctionnels. Ces avancées pourront
s'appliquer au développement de thérapies innovantes dans le cadre des Iésions du SNC mais

aussi des maladies neurodégénératives.

Mots clés: rétine, chiasma, noyau suprachiasmatique, guidage axonal, cellules

ganglionnaires, systéme nerveux central, régénération



ABSTRACT

Axon guidance modalities in the context of adult central nervous
system regeneration

Any lesion to the adult central nervous system (CNS - brain and spinal cord) leads to
irreversible loss of cognitive, sensitive and/or motor functions. Indeed, there is still no treatment
available to repair the CNS. Therefore, understanding the underlying mechanisms of axonal

regeneration is a major challenge for neurobiology and public health.

Today, long-distance regeneration (from the eye to the brain) is possible through the
modulation of neuron-specific molecular pathways. However, regenerating axons present
severe guidance defects that jeopardize functional recovery, for two main reasons: the lack of
targets reinnervation and the potential formation of aberrant deleterious circuits. Hence, axonal
guidance appears as a key mechanism to be modulated in order to obtain the correct circuit

formation.

During my thesis, I highlighted that the mature nervous system is still expressing the molecules
involved in axonal guidance, a process related to the development that allows the correct

formation of neuronal circuits.

Interestingly, | showed that the modulation of specific guidance factors within the visual system
(that belongs to the CNS) allows to modulate the regenerating axons trajectories. In the
following steps, | assessed the functionality of the newly-formed circuit. Thus, my project
highlights the axonal guidance key role during nervous system regeneration in order to rebuild
functional circuits. These breakthroughs will be of crucial importance to develop innovative

therapies to repair lesioned CNS but also for neurodegenerative diseases.

Key words: retina, chiasm, suprachiasmatic nucleus, axon guidance, retinal ganglion cells,

central nervous system, regeneration
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PREAMBULE

Contrairement au systéme nerveux périphérique (SNP), le systéme nerveux central
(SNC) est incapable de régénérer aprés une lésion. Les conséquences des atteintes du SNC
sont donc dramatiques puisqu’elles conduisent a des pertes irréversibles des fonctions
motrices, sensorielles et/ou cognitives. Aprés avoir étudié les différences de capacités
régénératives entre le SNP et le SNC, les chercheurs ont montré que la modulation de voies
moléculaires spécifiques au sein des neurones permet la régénération a longue distance des

axones du SNC.

Cependant, un nouvel obstacle est apparu : le manque de guidage axonal dans le SNC
mature. En effet, les axones qui régénérent ne parviennent pas a reconnecter leurs cibles
cérébrales correctes car ils sont perdus. Ceci empéche la reformation des circuits neuronaux

et le retour des fonctions.

C’est pourquoi, il est essentiel de comprendre les modalités de guidage axonal chez
I'adulte. Pour ce faire, j'ai utilisé le modéle du systéme visuel adulte, qui fait partie du SNC et
qui présente donc la méme incapacité de régénération spontanée et j’ai modalisé la Iésion du

SNC par le pincement du nerf optique.

Afin de recontextualiser les domaines de la régénération et du guidage axonal pour y
replacer mon projet doctoral, voici une introduction relatant les mécanismes de régénération
dans le systéme nerveux, du guidage axonal et les roles des facteurs impliqués dans le

guidage chez I'adulte.
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INTRODUCTION

Chapitre 1 : Régénération du systeme nerveux

- Systéme nerveux central et systéme nerveux périphérique

Le systeme nerveux contréle I'ensemble des fonctions du corps. Il est divisé en deux parties :
le systéme nerveux central (SNC) et le systeme nerveux périphérique (SNP) (Figure 1). Le
SNC est constitué du cerveau, de la moelle épiniere ainsi que deux des douze nerfs craniens :
le nerf |, olfactif et le nerf I, optique. Le SNC assure toutes les fonctions essentielles qu’elles
soient cognitives (perception de I'environnement, interaction avec les autres, mémoire,
apprentissage ou langage), motrices ou sensorielles (perception de I'environnement grace aux
différents sens). Afin de préserver ce centre de contrble essentiel, le cerveau est protégé par
le crane et la moelle épiniére, par les vertebres. Le SNC contrble les différentes fonctions du
corps en envoyant des signaux nerveux le long de la moelle épiniére. De celle-ci émergent
des nerfs et des ganglions qui constituent le systéme nerveux périphérique (SNP). Ce dernier
est lui-méme divisé en deux parties : le systéme nerveux autonome (contrble des fonctions
involontaires telles que la digestion ou la respiration) et le systétme nerveux somatique
(contréle volontaire des mouvements). C’est la communication entre SNC, SNP et leurs

cellules partenaires qui assure la bonne fonctionnalité de notre corps.

Outre leur composition, ces deux systemes se différencient également par leur réponse a la
Iésion axonale. En effet, méme si le SNC est trés protégé, il peut étre endommagé par des
Iésions traumatiques ou chronigues (maladies neurodégénératives). Dans ces cas-la, le
cerveau et/ou les nerfs sont |ésés partiellement ou alors totalement sectionnés. Les
conséguences de ces atteintes sont irréversibles : pertes de fonctions motrices, cognitives
et/ou sensorielles. En effet, le SNC est incapable de régénérer aprés une lésion. Par
opposition, le SNP a une certaine capacité de réparation, ce qui permet les opérations trés
spectaculaires, comme les greffes de membres. Cette différence de capacité de repousse a

largement été étudiée depuis le siécle dernier (Huebner et Strittmatter 2009).
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- Les modéles d’étude de la régénération

L’objectif du domaine d’étude de la régénération est de promouvoir la repousse axonale afin
de reconstruire un circuit neuronal fonctionnel. Les prérequis pour parler de régénération
sont (i) une lésion compléte de tous les axones qui projettent dans un tractus et (ii) une
repousse des axones au-dela du site de lésion. Le défi le plus important du domaine est de
réparer une lésion survenant au niveau de la moelle épiniére. Ces blessures interrompent les

fonctions motrices et sensorielles assurées par les axones présents dans ce tractus.

Systéme nerveux
central

2 cerveau
R
—L
& nerf optique
nerfs craniens ( nerf olfactif

moelle épiniére
nerfs spinaux

4

/

N

periphériques

i

Figure 1 : Le systéme nerveux

Le systeme nerveux est constitué du systéme nerveux central (SNC en rose) et du
systéme nerveux périphérique (SNP en vert). Le SNC est composé du cerveau, de la
moelle épiniere, des nerfs optique et olfactif. Le SNP contient les nerfs spinaux et les
nerfs périphériques.
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Afin de comprendre l'effet de la Iésion sur le SNC, de le modéliser et de le moduler dans le but

de trouver des mécanismes de réparation de ces circuits, de nombreux modéles sont utilisés.

A- Les axones sensoriels de la colonne dorsale dans les modeles murins
La colonne dorsale correspond a la partie dorsale de la moelle épiniére. Elle est constituée

par les axones ascendants qui communiquent l'information sensorielle des membres et
organes au cerveau. Afin de mimer la Iésion de ces axones, une transsection spécifique de
ces fibres est réalisée, la plupart du temps au niveau thoracique puisqu’il s’agit des axones
provenant des ganglions dorso-rachidiens situés au niveau lombaire L3 a L5 (voir plus bas).
La sévérité de la Iésion peut étre évaluée grace a l'injection d’'un marqueur axonal dans le nerf
sciatique (plus bas que la colonne dorsale) qui est aussi innervé par les neurones des
ganglions dorso-rachidiens (L3 a L5) : 'absence de marquage dans le noyau gracilis (plus
haut que la colonne dorsale, dans la médulla ou bulbe rachidien) confirmera la bonne

réalisation de la transsection (Attwell et al. 2018).

B- Les ganglions dorso-rachidiens
Les ganglions dorso-rachidiens (ou Dorsal Root Ganglia — DRG) représentent un modéle

intéressant pour étudier la régénération axonale. Ces ganglions sont situés de part et d’autre
de la moelle épiniére, tout le long de celle-ci. Les neurones sensoriels des DRG ont la
particularité d’étre bipolaires : ils possédent deux axones, un périphérique et un central. En
effet, 'axone central projette dans la moelle épiniére, tandis que I'axone périphérique innerve
les cibles périphériques. Une Iésion de la branche périphérique, appartenant au SNP est suivie
d’'une régénération spontanée. Ce n’est pas le cas de la branche centrale, faisant partie du
SNC. Grace a ce modele deux mécanismes ont été mis en évidence. Le premier concerne
une amélioration de la régénération dans la branche périphérique suite a une premiere lésion
antérieure sur cette méme branche : c’est le paradigme de la Iésion conditionnée (McQuarrie
et Grafstein 1973). Le deuxiéme, appelé pré-conditionnement (« pre-conditioning ») est basé
sur une premiére Iésion survenant dans la branche périphérique qui induit une activation de
programmes pro-régénératifs permettant aux axones de la branche centrale de régénérer a
leur tour aprés une Iésion. Grace a ces patrticularités, les DRG constituent un modéle important

utilisé pour I'étude de la régénération du SNC (Neumann et Woolf 1999).

C- Les axones corticospinaux
Les axones du tractus corticospinal correspondent aux fibres descendantes qui relaient

I'information motrice du cerveau vers la moelle épiniére. Les corps cellulaires de ces neurones
sont situés dans le cortex sensorimoteur. Les axones projettent dans la moelle épiniere au
niveau de la colonne dorsolatérale de la substance blanche (tractus principal chez les
primates) et au niveau ventral de la colonne dorsale (tractus principal chez les rongeurs). Plutét

gue de réaliser une transsection compléte de la moelle épiniére qui constitue une manipulation
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trés invasive, la plupart des études sur les rongeurs pratiquent des Iésions partielles telles que
I’'hémisection dorsale ou latérale et les contusions (ce modéle se rapprochant d’autant plus
des lésions observées chez 'homme). Cependant, dans ces modeles, on observe de
nombreux axones qui échappent a la lésion: une lésion incompléte peut laisser intacts
guelques axones qui restent connecter a leur cible. Ces axones restants peuvent
compromettre I'étude de la régénération, notamment en influencant la repousse. C’est
pourquoi d’autres études utilisent I'écrasement de la moelle épiniére afin d’avoir une lésion
compléte (Tuszynski et Steward 2012). Ce tractus est également utilisé afin d’étudier les
mécanismes de plasticité qui pourraient jouer un rdle majeur dans le regain des fonctions
apres une Iésion de la moelle. Pour cela, la pyramidotomie unilatérale est utilisée. Elle consiste
en la section d’'un faisceau pyramidal au niveau de la décussation. Elle permet d’étudier par
guels mécanismes et par quelles molécules le faisceau intact peut former des collatérales et

innerver des territoires dénervés (Jin et al. 2015).

D- Les axones des cellules ganglionnaires de la rétine
Le nerf optique appartient au SNC et posséde donc cette méme incapacité a régénérer apres

une Iésion. Le nerf optique étant plus aisément atteignable, sa lésion compléte est facilement
réalisable et reproductible, en étant moins invasive qu’une lésion de la moelle épiniére. C'est
pourquoi le modele du systéme visuel et du pincement du nerf optique sont largement utilisés
dans les études de régénération axonale. Le nerf optique constitue le pont entre les neurones
de la rétine et le cerveau. Ce nerf est constitué par les axones des seuls neurones de la rétine
a pouvoir projeter dans le cerveau : les cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) (Figure 2-
A). C’est ce modele que j'ai utilisé lors de ma thése. Ainsi dans les paragraphes suivants, je

vais décrire le systeme visuel de fagon plus détaillée.

llI-  Le systéeme visuel
Le systéme visuel est constitué des yeux, du nerf optique et des zones du cerveau qui

recoivent et integrent les informations visuelles (Figure 3). Le nerf optique est responsable de
la communication de I'information lumineuse de I'ceil jusqu’aux différentes cibles cérébrales
connectées par les neurones de la rétine. La lumiére est focalisée par la cornée jusque dans
la rétine. C’est la rétine qui traduit 'information lumineuse en signaux nerveux transmis au
cerveau.
A - Larétine

La rétine est le tissu récepteur de I'information lumineuse qui tapisse le fond de I'ceil (Figure
2-B). Elle est constituée de trois couches contenant les corps cellulaires de neurones (couches
nucléaires) séparées par deux couches contenant les prolongements neuritiques de ces
différentes cellules (couches plexiformes) et leur connections synaptiques. La couche la plus

profonde de la rétine contient les photorécepteurs qui sont directement activés par la lumiére.
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A - Structure de l'ceil B - Structure de la rétine
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Figure 2 : Structure de I’ceil et de la rétine

(A) Schéma représentatif de la structure de I'ceil. La rétine se trouve au fond de I'ceil, elle est
constituée de nombreuses cellules dont les cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) qui
sont les seuls neurones a projeter leur axone jusqu’au cerveau via le nerf optique. (B)
Schéma de la structure de la rétine. La rétine est constituée de différentes couches
cellulaires. La couche des photorécepteurs est la plus profonde, celle des CGR est la plus
superficielle. (C) Représentation schématique de la diversité des sous-populations de CGR.
Les CGR sont constituées d’environ 40 sous-populations différentes. Parmi elles on trouve
les CGR sélectives de la direction ON et ON-OFF, les CGR intrinsequement photosensibles
(dont les CGRip M1), les CGR-a (qui comptent notamment : les CGR-a ON, les CGR-a OFF
maintenues et les CGR-a OFF transitoires). Adaptée de la perspective Visual system
repair : what’s next ? Vilallongue & Nawabi, 2022, Neural Regeneration Research. (D)
Projections cérébrales des différentes sous-populations de CGR. OPN Noyau Olivaire
Prétectal, SCN Noyau Suprachiasmatic Nucleus, dLGN Corps Genouillé Latéral Dorsal, SCol
Colliculus Supérieur, MTN Noyau Terminal Médial, vLGN Corps Genouillé Latéral Ventral.
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Les photorécepteurs se divisent en deux catégories : les cones et les batdnnets. Les cones
sont responsables de la vision diurne (ou photopique) et des couleurs ; alors que les batonnets
interviennent pour la vision nocturne (ou scotopique) puisqu’ils sont sensibles aux faibles
luminosités. Dans la couche intermédiaire de la rétine, on trouve trois types neuronaux
différents : les cellules horizontales, les cellules amacrines et les cellules bipolaires. Les
cellules horizontales connectent les photorécepteurs aux cellules bipolaires par des
prolongements paralléles a la rétine, situés dans la couche plexiforme externe. Les cellules
bipolaires connectent les photorécepteurs aux CGR. Les cellules amacrines sont des
interneurones situés dans la couche plexiforme interne qui connectent les cellules bipolaires
aux cellules ganglionnaires de la rétine (CGR). Certaines cellules amacrines sont également

trouvées dans la couche des CGR : ce sont les cellules amacrines déplacées.

Les cellules ganglionnaires de la rétine (ou CGR)
Les CGR ont leur corps cellulaire situé dans la couche la plus externe de la rétine. Ce sont les

seuls neurones qui envoient leur axone via le nerf optique jusqu’au cerveau. Leurs
prolongements passent par la couche plexiforme interne et se rejoignent au niveau du disque
optique, au centre de la rétine, ou ils forment le nerf optique. On compte environ 30 a 40 sous-
populations de CGR (Sanes et Masland 2015) dans la rétine en fonction de leur code
moléculaire, la taille et forme de leur arborisation dendritique, la taille de leur corps cellulaire
ou encore de leur fonction (Figure 2-C). Il existe des marqueurs spécifiques a tous les CGR
(pan-RGC markers) tels que RBPMS (RNA-binding protein with multiple splicing) (Rodriguez,
de Sevilla Muller, et Brecha 2014) et la glycoprotéine Thyl (Barnstable 1984). Les CGR
peuvent étre classés selon leurs fonctions : certaines sont impliquées dans les fonctions de
formation de limage ( « image-formation functions » : intensité lumineuse, vitesse de
déplacement, direction) et d’autres dans des fonctions non impliquées dans la formation de
limage (« non-image forming functions ») (Vilallongue et Nawabi 2022). Aujourd’hui, nous
savons guelles sous-populations de CGR innervent quelles cibles du systéme visuel (Figure
2-D). Cependant, les molécules impliquées dans l'innervation de ces différentes cibles restent
encore trés peu connues (Seabrook et al. 2017). Ci-dessous, je vais décrire certaines sous-
populations de CGR qui ont été largement caractérisées aussi bien au niveau moléculaire que

phénotypique et fonctionnel.

A.1l- Les cellules ganglionnaires sélectives de la direction ON-OFF
Parmi les CGR de la rétine, on trouve les CGR sélectives de la direction ON-OFF (ON-OFF

directionnaly selective ganglion cells — ON-OFF DSGC, notées ici CGR ON-OFF) (Figure 2-
C). Les CGR ON répondent a une augmentation de l'intensité lumineuse quand les CGR OFF

répondent a une diminution de cette intensité. Autrement dit, les CGR ON répondent a
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'exposition d’objets lumineux et les CGR OFF a celle d’objets sombres. De plus, elles
répondent d’autant plus aux petits stimuli visuels en mouvement (plutét qu’a des stimuli
stationnaires), peu importe leur vitesse de déplacement : chaque CGR ON-OFF s’active quand
un stimulus bouge dans une direction précise qui sera la « direction préférée » de la cellule
(Barlow 1965). Ainsi, les CGR ON-OFF sont divisées en 4 catégories : CGR ON-OFF dorsales,
ventrales, temporales ou nasales (Oyster et Barlow 1967). Les CGR ON-OFF représentent
une sous-population de CGR a part entiére puisqu’elles expriment spécifiquement le marqueur
CART (cocaine-and amphetamine regulated transcript) qui les différencie des autres CGR
(Kay et al. 2011). De plus, les différentes sous-populations de CGR ON-OFF expriment
spécifiquement des marqueurs tels que la cadhérine 6 (Cdh6), le collagene XXVa1 ou la
métalloprotéase 17. Les dendrites des CGR ON-OFF se présentent sous forme bistratifiée
dans la couche plexiforme interne. Les CGR ON-OFF projettent a différents endroits dans le
cerveau selon leur « direction préférée ». Par exemple, le corps genouillé latéral dorsal (ALGN)
est innervé par les CGR ON-OFF ventrales et nasales (Rivlin-Etzion et al. 2011) ; alors que le
noyau terminal médial (MTN) est connecté par les CGR ON-OFF dorsales et ventrales
(exprimant la cadhérine 6 — Cdh6) (Kay et al. 2011) (Figure 2-D).

A.2- Les cellules ganglionnaires de la rétine sélectives de la direction ON
Il existe un autre groupe de CGR sélectives de la direction mais qui, contrairement aux CGR

ON-OFF, ne répond qu’aux stimuli ON, ce sont les CGR ON (Barlow, Hill, et Levick 1964; Sun
et al. 2006) (Figure 2-C). Ces cellules ne répondent qu’aux flashes lumineux en mouvement,
plus particulierement aux objets lumineux se déplagant a faible vitesse. Elles sont divisées en
3 types puisqu’elles ont une « direction préférée » parmi 3 directions : vers le haut, vers le bas
et de temporal vers nasal (Oyster 1968). Les CGR ON ont pu étre marquées spécifiquement
dans des souris transgéniques exprimant la GFP sous le promoteur Hoxd10 (Homeobox d10)
(Dhande et al. 2013). Les CGR ON présentent des dendrites monostratifi€ées dans la couche
plexiforme interne (Sanes et Masland 2015). Elles innervent le systéeme optique accessoire
composé du noyau terminal dorsal, du noyau terminal latéral et du noyau terminal médian
(Figure 2-D). Ce systeme est impliqué dans le réflexe optocinétique qui permet d’'éviter le
glissement de I'image lors des mouvements de la téte (accompagnant les déplacements de
l'individu) ou des mouvements pergus dans le champ visuel et donc la stabilisation de I'image
(Yonehara et al. 2009).

A.3- Les cellules ganglionnaires de la rétine alpha (a-CGR)
Les a-CGR sont les plus grosses cellules de la rétine qui sont positives & SMI-32 (une forme

non-phosphorylée des protéines des neurofilaments). Ces cellules sont donc riches en
neurofilaments (Straznicky et al. 1992). Elles expriment également de hauts niveaux de la

phosphoprotéine ostéopontine sppl et d'une sous-unité d'un canal calcique voltage-
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dépendant kecng4 (Duan et al. 2015). Chez la souris, trois types de a-CGR ont été identifiés
selon leur réponse a la stimulation et leur morphologie (Figure 2-C). Les CGR-a ON
maintenues (« sustained ON-aRGC ») maintiennent leurs courants (chlorures et cationiques)
apres une exposition a la lumiére et possédent des dendrites qui stratifient jusqu’a 70% de la
profondeur de la couche plexiforme interne. Les CGR-a OFF maintenues (« sustained OFF-
aRGC ») maintiennent leur activité dans I'obscurité et leurs dendrites recouvrent 50% de la
profondeur de la couche plexiforme interne. Enfin, les CGR-a OFF transitoires (« transient
OFF-aRGC ») présentent une activité transitoire en réponse a une exposition lumineuse et
leurs dendrites atteignent seulement 30% de la profondeur de la couche plexiforme interne
(Pang, Gao, et Wu 2003). Les CGR-a OFF transitoires et maintenues sont spécifiguement
marquées chez la lignée de souris transgéniques TYW?7 : la protéine YFP, la B-galactosidase
et 'agglutinine de germe de blé sont exprimées sous le promoteur Thy1 (Kim et al. 2010).
Grace a la lignée murine CB2-EGFP (« calretinin-EGFP mice »), on peut distinguer
spécifiguement les CGR-a OFF transitoires (Huberman et al. 2008). Enfin, les CGR-a ON sont
les seules a exprimer faiblement la protéine mélanopsine, ce qui permet de les distinguer des

deux autres sous-populations de a-CGR (Estevez et al. 2012).

A.4- Les cellules ganglionnaires de la rétine intrinsequement photosensibles (CGRIip
ou ipRGC)
Les cbOnes et les batonnets ne sont pas les seules cellules photoréceptrices de la rétine. En

effet, les CGR intrinséquement photosensibles (ou CGRIip) expriment spécifiquement la
mélanopsine, un photo-pigment qui leur confére leur sensibilité propre a la lumiére (Berson,
Dunn, et Takao 2002). Les CGRip sont responsables de l'innervation de cibles cérébrales
impliquées dans les fonctions autres que la formation de limage (« non-image forming
functions ») telles que le noyau suprachiasmatique (NSC ou SCN — suprachiasmatic nucleus)
permettant le photo-entrainement des rythmes circadiens ou le noyau prétectal olivaire (NPO
ou OPN - olivary pretectal nucleus) contrélant le réflexe pupillaire d0 & la lumiére (Hattar et al.
2002) (Figure 2-D). Grace a une souris transgénique exprimant la protéine fusionnées tau-f3-
galactosidase sous le promoteur Opn4, spécifique de la mélanopsine (souris OPN4utacz) ‘jeg
cellules mélanopsine-positives, c’est-a-dire les CGRip, ont pu étre marquées spécifiquement.
On estime leur nombre a environ 1% des CGR totales de la rétine chez la souris. L'observation
de X-gal dans les neurites de CGRip a révélé que leurs dendrites projetaient dans la sublamina
externe de la couche plexiforme interne (ou « inner plexiform layer » - IPL) (Hattar et al. 2002)
(Figure 2-C). Il existe différentes sous-populations de CGRip qui possédent des morphologies
et des fonctions différentes (Schmidt, Chen, et Hattar 2011). En effet, en utilisant un anticorps
anti-mélanopsine, il a été observé que les dendrites des CGRip n’allaient pas toutes dans la
couche externe de la sublamina de la IPL, mais aussi dans la couche interne de cette

sublamina (Provencio, Rollag, et Castrucci 2002). Par le biais de ces différences
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morphologiques, 5 sous-populations de CGRip ont été définies, elles sont nommées M1 a
M5 (M1 correspondant aux CGRip classiques et M4 correspondant aux CGR-a ON décrites

précédemment) (Berson, Castrucci, et Provencio 2010).

Les CGRip M1 envoient leurs neurites dans la partie la plus externe de la sublamina de la IPL
(Berson, Castrucci, et Provencio 2010). Les cellules M1 représentent 80% des CGRIip qui
innervent le noyau suprachiasmatique, permettant la régulation des cycles circadiens (Baver
et al. 2008). Toutes les CGRip expriment le photopigment mélanopsine mais ce sont les
cellules M1 qui I'expriment le plus fortement (Ecker et al. 2010). De plus, les CGRip M1
peuvent étre divisées en deux sous-populations selon leur expression ou non du facteur de
transcription Brn3b (également appelé Pou4f). Ce sont en fait les cellules M1 Brn3b négatives
qui innervent le noyau suprachiasmatique (Chen, Badea, et Hattar 2011). Grace aux souris
Opn4®@tacz on a observé que les cellules M1 projetaient également dans la partie périphérique
(shell) du noyau OPN afin d’assurer le réflexe pupillaire d0 a la lumiére (Hattar et al. 2006).
Plus particuliérement, ce sont les cellules M1 Brn3b positives qui connectent le noyau OPN
(Chen, Badea, et Hattar 2011). Les cellules M1 innervent également d’autres structures
impliguées dans la régulation des rythmes circadiens telles que le corps genouillé latéral
ventral (vVLGN) et le feuillet inter genouillé (« intergeniculate leaflet » ou IGL) (Hattar et al.
2006).

Les CGRip M2 envoient leurs neurites dans la partie la plus profonde de la sublamina de la
IPL. Les cellules M2 ont des corps cellulaires plus gros, ainsi qu’une arborisation dendritique
plus dense que les cellules M1 (Berson, Castrucci, et Provencio 2010). Les cellules M2
représentent les 20% restants des CGRip qui innervent le noyau suprachiasmatique (Baver et
al. 2008).

Les CGRip M3 envoient leurs neurites dans les deux sublamina (profonde et externe) de la
IPL (Berson, Castrucci, et Provencio 2010). Cette sous-population a été peu étudiée.
Cependant, il semble que les cellules M3 projettent leurs neurites dans le colliculus supérieur
(SCol) (Aranda et Schmidt 2021; Zhao et al. 2014).

Les CGRip M4 projettent dans la partie interne de la sublamina de la IPL, elles possedent les
corps cellulaires les plus gros et I'arborisation dendritique la plus complexe des CGRip (Ecker
et al. 2010). Les cellules M4 projettent dans des régions impliquées dans la formation de la
vision (« image-forming vision ») telles que le corps genouillé latéral dorsal (ALGN) et le
colliculus supérieur (SCol) (Aranda et Schmidt 2021).

Les CGRip M5 projettent également dans la partie interne de la sublamina de la IPL mais elles
ont une arborisation dendritique plus petite mais tres branchée (Ecker et al. 2010). Ces cellules

participent & la formation des images en innervant le dLGN (Aranda et Schmidt 2021).
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Les cellules M2, M4 et M5 n’expriment pas de marqueurs spécifiques, ce qui ne permet pas
de les distinguer : on peut donc dire que les cellules M2, M4 et M5 regroupées innervent
également le corps genouillé latéral (LGN), le coeur du noyau OPN ainsi que le colliculus
supérieur (SCol) (Baver et al. 2008; Schmidt, Chen, et Hattar 2011; Brown et al. 2010).

A.5 — Hétérogénéité des CGR dans la réponse a la lésion et la régénération
Chaque sous-population neuronale posséde sa propre réponse a la lésion. En effet, selon

lidentité de la CGR, son taux de survie est différent. Les CGR-a sont par exemple tres
résilientes a la Iésion puisque 80% d’entre elles y survivent. Parmi les cellules qui survivent
bien a la Iésion, on trouve également les CGRip M1 (70% d’entre elles survivent) (Duan et al.
2015).

De plus, les sous-populations de CGR possedent des capacités de régénération différentes.
Les CGRip, par exemple, posséde un bon taux de survie mais également une bonne capacité
de régénération (Bray et al. 2019). Elles répondent différemment & la modulation des voies
moléculaires permettant la régénération (Duan et al. 2015; Tran et al. 2019). Cette réponse
peut étre trés différente selon la cellule concernée : par exemple, la modulation de Sox11

promeut la régénération des CGR non-a alors qu’elle tue les CGR-a (Norsworthy et al. 2017).

Il semblerait donc que différents cocktails de voies de signalisation soient nécessaires pour

faire régénérer 'ensemble des neurones dans le but d’obtenir un circuit fonctionnel.

B - Les cibles cérébrales du systéme visuel
Les CGR sont les seuls neurones de la rétine a envoyer leur axone jusqu’au cerveau via les

nerfs optiques. Les axones quittent chaque rétine par le disque optique (situé au centre de la
rétine), poussent dans les nerfs optiques et se rencontrent au niveau du chiasma optique situé
a la base de I'hypothalamus. Chez la souris, les axones des CGR situées dans les parties
ventro-temporales des rétines ne traversent pas le chiasma et projettent dans les cibles
visuelles ipsilatérales. Les axones des CGR localisées dans les autres parties de la rétine
murine traversent la ligne médiane au niveau du chiasma optique pour projeter dans les cibles
cérébrales controlatérales. La proportion des projections ipsi/contra détermine le degré de
vision binoculaire. Chez la souris, seulement 5% des CGR projettent ipsilatéralement. Ce
nombre est proche de 50% chez 'homme. Aprés avoir passé le chiasma optique, les axones
continuent leur chemin via les tractus optiques avant d’atteindre les différentes cibles du
systeme visuel (Erskine et al. 2014). De plus, les projections provenant de I'ceil ipsilatéral et
controlatéral ne se chevauchent pas dans les différentes zones cibles (a I'exception du NSC

qui est innervé de fagon égale par les deux yeux). Enfin, il existe des cartes rétinotopiques

26



dans les différentes cibles des CGR : c’est-a-dire que 'organisation des CGR au sein de la

rétine est retrouvée dans les différentes régions qu’elles innervent dans le cerveau.

B.1- Le noyau suprachiasmatique (NSC, « suprachiasmatic nucleus » or SCN)
Le noyau suprachiasmatique (NSC) est constitué de deux parties situées de part et d’autre du

troisieme ventricule. Il est localisé dans la partie ventrale de I'’hypothalamus, juste au-dessus
du chiasma optique. Il est constitué d’environ 10 000 cellules chez la souris (Moore 2013)
(Figure 3).

B.1.1- Les rythmes circadiens
Le NSC est décrit comme étant le régulateur des rythmes circadiens. En effet, la majorité des

cellules du corps posséde une horloge circadienne interne qui repose sur des boucles de
rétrocontrdle transcriptionnelles positives et négatives permettant I'expression de protéines
spécifiques, responsables des rythmes circadiens: le NSC est responsable de la
synchronisation de toutes ces horloges. Le NSC est ainsi impliqué dans plusieurs
phénoménes physiologiques tels que la régulation de la température corporelle, du sommeil

ou de la production d’hormones.

C’est I'expression de différents transcrits de maniére oscillatoire qui permet la mise en place
des rythmes jour/nuit (Gekakis et al. 1998). L’exposition a la lumiére va activer les CGRIip
exprimant le photo-pigment mélanopsine, ce qui va induire une libération des
neurotransmetteurs glutamate et PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating peptide) dans
les neurones du NSC (photo-entrainement). Une cascade de signalisation interne va ensuite
permettre I'expression de différents facteurs de transcription, notamment Clock et Bmal1. Ces
derniers sont des facteurs de transcription qui activent la transcription de 3 génes de période
(« period genes ») Perl a Per3, et de 2 génes cryptochromes Cryl et Cry2. Les protéines PER
et CRY sont ensuite transloquées dans le noyau et interagissent avec Clock et Bmall pour
inhiber la transcription, réalisant ainsi une boucle de rétrocontrble négatif (Vitaterna et al. 1999;
Kume et al. 1999). Cette oscillation d’expression entre Clock- Bmall et Per-Cry se fait sur une

période d’environ 24 heures, équivalent au cycle des rythmes circadiens.

De plus, le NSC est composé de différentes sous-populations neuronales qui expriment des
neuropeptides différents : VIP (vasointestinal peptide) et GRP (gastrin-releasing peptide) dans
le coeur du NSC (« core ») et AVP (arginine vasopressine peptide) dans la périphérie du NSC
(« shell ») (Van Den Pol et Tsujimoto 1985) (Figure 4-A). Ces neuropeptides jouent également
un réle dans la régulation des rythmes circadiens. En effet, 10% des neurones du NSC
expriment VIP, identifi€ comme un synchroniseur des circuits neuronaux : le relargage en
rythme de VIP est important pour la synchronisation des rythmes circadiens (un exces (An et

al. 2013) ou un manque de VIP (Colwell et al. 2003) dans les neurones du NSC
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désynchronisent les rythmes). Concernant AVP, 20% des neurones du NSC expriment ce
neuropeptide (Abrahamson et Moore 2001). Le promoteur du géne Avp contient une séquence
cible des facteurs de transcription Clock-Bmal1 induisant une production rythmée de TARNm
d’AVP (Uhl et Reppert 1985). La suppression d’AVP induit une perte des rythmes circadiens,

montrant I'importance du neuropeptide dans cette régulation rythmique (Mieda et al. 2015).

B.1.2- Les afférences du noyau suprachiasmatique
Le NSC possede plusieurs afférences et plusieurs efférences (Figure 4-A). En effet, sa partie

ceeur (« core ») est innervée par les entrées visuelles provenant de la rétine, de I'lGL et de la
Zzone prétectale. Il est innervé par les axones des CGRIp via le tractus rétino-hypothalamique
(RHT « retinohypothalamic tract ») (Moore, Speh, et Card 1995) qui permettent I'entrainement
des rythmes circadiens par la lumiére recue. Le RHT est formé des axones collatéraux
provenant des tractus optiques, il innerve également le feuillet inter genouillé (IGL) (Pickard
1985). Le NSC est dailleurs également innervé par I'lGL via le tractus géniculo-
hypothalamique : il lui transmet des informations indépendantes de la lumiére telles que des
détails sur les conditions métaboliques (Saderi et al. 2013). De maniére intéressante, le NSC
recoit autant de projections ipsilatérales que controlatérales depuis les yeux. En effet, les
CGRip peuvent former des collatérales, c’est-a-dire qu’'un CGRIip innerve les deux parties du
NSC (Fernandez et al. 2016).
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Figure 3 : Le systéme visuel

Le systéme visuel est constitué des yeux, des nerfs, du chiasma, des tractus optiques et
des différentes cibles cérébrales connectées par les CGR : le noyau suprachiasmatique
(NSC), le corps genouillé latéral dorsal (ALGN), le corps genouillé latéral ventral (vLGN) et
le colliculus supérieur (SCol). Les axones controlatéraux des CGR croisent au niveau du
chiasma optique pour innerver les cibles de l'autre c6té dans le cerveau alors que les
axones ipsilatéraux ne traversent pas la ligne médiane et innervent les régions cérébrales
situées du méme coté. Adaptée des perspectives Axon guidance in regeneration of
the mature central nervous system: step by step, Schaeffer, Vilallongue & Nawabi,
2023, Neural Regeneration Research et Visual system repair: what’s next?
Vilallongue & Nawabi, 2022, Neural Regeneration Research

B.1.3- Les efférences du noyau suprachiasmatique
Les neurones du NSC envoient ensuite leurs prolongements a différentes régions cérébrales

telles que: dautres parties de [I'hypothalamus, la zone pré-optique, la zone
subparaventriculaire, la zone rétro-chiasmatique, entre autres (Moore 2013). En plus des
neuropeptides décrits précédemment, tous les neurones du NSC expriment également PKC2
(« prokineticin 2 ») qui est retrouvée dans les différentes régions connectées (Zhang, Truong,
et Zhou 2009). Les roles des différentes efférences du NSC ne sont pas tous connus mais
certaines permettent une régulation du rythme locomoteur des animaux (Silver et LeSauter
1993).
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Figure 4: Structure et afférences des cibles cérébrales des cellules
ganglionnaires de la rétine

(A) Schéma de la composition neuronale du noyau suprachiasmatique (NSC) et de la
localisation de ses afférences rétiniennes. (B) Schéma de la composition neuronale du
corps genouillé latéral dorsal (ALGN) et de la localisation de ses afférences rétiniennes.
(C) Schéma de la composition neuronale du colliculus supérieur (SCol) et de la
localisation de ses afférences rétiniennes. AVP, arginine vasopressine peptide ; GRP
gastrin-releasing peptide ; VIP, vasointestinal peptide ; CGR, cellules ganglionnaires de
la rétine
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B.2- Le corps genouillé latéral dorsal (ALGN)
Le corps genouillé latéral dorsal (dLGN) constitue le principal relais de I'information visuelle

depuis la rétine jusqu’au cortex visuel. Il est situé dans le thalamus. Il posséde, tout comme le
NSC, deux parties symétriques situées de part et d’autre de la ligne médiane. Les CGR
projettent leur axone dans le dLGN ou ils font un relais pour rejoindre le cortex visuel. Le dLGN
est majoritairement constitué de neurones thalamo-corticaux qui sont des cellules relais (90%)
(Figure 4-B). Parmi elles, on trouve les cellules X (bi-coniques), les cellules Y (symétriques)
et les cellules W (hémisphériques) qui sont disposées de maniére précise dans le dLGN. Les
cellules X se trouvent dans la partie ventrale du dLGN, les cellules Y dans le coeur du dLGN
et les cellules W dans la périphérie du dLGN (Krahe et al. 2011). Ces neurones relais
connectent le dLGN au cortex visuel. Le dLGN posséde également 10% d’interneurones qui
ne projettent pas dans le cortex mais dont la fonction est de moduler les neurones thalamiques

au sein méme du dLGN.

Les axones des CGR sont disposés d’'une fagon spécifique dans le dLGN : les axones
provenant de I'ceil ipsilatéral ne chevauchent pas ceux provenant de I'ceil controlatéral dans le
dLGN (Jaubert-Miazza et al. 2005) (Figure 3). Au cours du développement, les CGR envoient
leur axone dans tout le dLGN (provenant de I'ceil ipsilatéral et contralatéral), il y a ensuite un
raffinement supprimant les chevauchements. Chez I'adulte, les projections de I'ceil ipsilatéral
sont moindres et sont rassemblées dans le coeur du dLGN, alors que les projections de I'ceil
controlatéral les entourent en périphérie. Cette ségrégation fait intervenir un gradient de
molécules de guidage : les éphrines et leurs récepteurs Eph (Huberman et al. 2005). En effet,
la surexpression d’EphA4 par électroporation dans les CGR de furet induit des défauts de

ségrégation des projections dans le dLGN de la part des axones provenant des deux yeux.

De nombreuses sous-populations de CGR projettent dans le dLGN (Kerschensteiner et Guido
2017) (Figure 4-B). Par exemple, les CGR-a OFF transitoires innervent le dLGN, et ce d’'une
maniere bien particuliere. En effet, les axones de ces CGR forment des synapses avec les
neurones du dLGN d’une fagon laminaire, en couches précises (Huberman et al. 2008). De
plus, les CGR ON-OFF projettent dans la périphérie ventrale du dLGN (nommée « shell »)
(Rivlin-Etzion et al. 2011). On trouve également dans le dLGN des afférences des CGRip qui

lui apportent des informations sur la luminosité (Ecker et al. 2010; Brown et al. 2010).

B.3- Le colliculus supérieur (SCol)
Le colliculus supérieur (« superior colliculus » ou SCol) est la cible la plus postérieure des

CGR. Comme les autres cibles des CGR, il est composé de deux parties positionnées
symétriguement autour de la ligne médiane au niveau du mésencéphale. Il recoit des
afférences de différentes régions qui lui permettent de contréler la coordination entre les yeux

ainsi que les mouvements de la téte (Sparks, Rohrer 1990), notamment les mouvements vers
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un objet d’intérét. Le SCol a une structure laminée en plusieurs couches (Ito et Feldheim 2018).
85 a 90% des CGR projettent dans le SCol chez la souris et se connectent au niveau de la
couche la plus superficielle du SCol, appelé SCol superficiel (sSC) (Dhande et Huberman
2014; Ellis et al. 2016). Les CGR ON-OFF projettent dans la partie dorsale du sSC, dans la
couche la plus externe nommée uSCG (« upper stratum griseum superficial ») (Kay et al. 2011;
Huberman et al. 2009). Les CGR-a OFF transitoires envoient leur axone dans la couche
optique du SCol (« stratum opticum ») qui est la plus profonde (Huberman et al. 2008). Cette
couche optique du SCol est également innervée par les CGRip (Hattar et al. 2006). Le SCol
recoit également des afférences depuis le cortex (V1 : cortex visuel primaire et S1: cortex
somatosensoriel primaire) via le tractus cortico-tectal (Harvey et Worthington 1990) (Figure 4-
C).

Au sein du SCol, on trouve différents types de neurones : les cellules horizontales qui se
localisent dans la partie la plus externe, les cellules & champ large, les cellules étoilées et les
cellules a champ étroit qui se trouvent dans la partie la plus superficielle du SCol. Les cellules
horizontales projettent ensuite dans les corps genouillés latéraux dorsal (dLGN) et ventral
(VLGN) mais aussi dans le noyau parabigéminal (PBg). Les cellules a champ étroit innervent
des parties plus profondes du SCol ainsi que le PBg. Les cellules étoilées projettent dans le
PBg et dans les LGN. Enfin, les cellules a champ large envoient leur axone dans le noyau
postérieur latéral du thalamus (Gale et Murphy 2014; May 2006) (Figure 4-C). Les fonctions

de ces circuits restent encore a déterminer.

La mise en place du systéeme visuel a été trés bien étudiée pendant le développement. On
commence a comprendre quel type de CGR projette dans quelle région du cerveau et la
fonction qui leur est associée. Les cartes topographiques ont été tres décrites. Ces éléments

sont essentiels lorsqu’il s’agira de reconstruire le systéme visuel apres une lésion.

IV-  Différence de capacités régénératives des systémes nerveux central
et périphérique

Grace a ces différents modéles d’étude, le systeme nerveux central et le systéme nerveux
périphérique ont pu étre étudiés en détails. Les chercheurs se sont notamment focalisés sur
la différence de capacités régénératives observée entre ces deux systémes. Pour cela, ils ont
étudié précisément la composition de ces systemes, leur réaction suite a une lésion, leur

environnement et leurs capacités intrinseques.
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A- Systeme nerveux périphérique
Les neurones du SNP sont capables de régénérer leur axone apres une lésion grace a

différents facteurs (Figure 1). Tout d’abord, I'environnement du SNP est favorable a la
régénération axonale. En effet, suite a une Iésion du SNP, les axones coupés sont dégradés
par le phénomene de dégénération Wallérienne. Les cellules de Schwann qui constituent la
gaine de myéline de ces axones proliferent et acquierent un réle de phagocytes afin de digérer
les débris d’axones (Perry et Brown 1992), elles sont aidées par des macrophages d’origine
sanguine qui infiltrent le site de la Iésion (Stoll et al. 1989). En plus de débarrasser
I'environnement des débris d’axones et de myéline, les macrophages sécrétent des facteurs
pro-régénératifs tels que des facteurs de croissance, des protéines de la matrice extracellulaire
(MEC), des chémokines et des cytokines (Chen, Piao, et Bonaldo 2015; Perry et al, 1987).
Enfin, les cellules de Schwann s’alignent pour former des tubes appelés « bandes de
Bungner » qui vont former une matrice pour les axones en cours de repousse et sécréter des
molécules de guidage, permettant la navigation des axones en cours de régénération (Guido
Stoll et Miller 2006).

De plus, les neurones du SNP eux-mémes possédent des capacités intrinséques leur
permettant de faire pousser un axone. En effet, ces neurones activent un ensemble de génes
qui favorisent la régénération. Ces génes sont regroupés sous le terme de « RAG » pour
« regeneration-associated genes », qui induisent I'extension des neurites et la régénération.
Parmi les RAG, on trouve le facteur de transcription ATF-3 (activating transcription factor 3)
qui est induit dans les ganglions dorso-rachidiens (DRG) aprés une lésion de leur branche
périphérique (Seijffers, Allchorne, et Woolf 2006). Sox11 (SRY-box containing gene 11) est un
facteur de transcription hautement exprimé dans les neurones sensoriels au cours du
développement mais également aprés une axotomie chez la souris adulte. Sox11 joue un role
important dans la repousse axonale notamment en interagissant avec ATF-3 (Jankowski et al.
2009). Enfin, SPRRP1A (small proline-rich repeat protein 1A) est surexprimé apres une lésion
et contribue a la repousse axonale notamment en s’associant a la F-actin et en modulant le

cytosquelette (Bonilla, Tanabe, et Strittmatter 2002).

B- Systeme nerveux central

1. L’environnement du systeme nerveux central est inhibiteur de la régénération
Contrairement aux neurones du SNP, ceux du SNC ne sont pas capables de régénérer apres

une lésion. Une des premieres hypothéses émises pour expliquer cette absence de
régénération dans le SNC était I'environnement des neurones, différent de celui des neurones
du SNP et supposé non permissif a la repousse axonale. David et Aguayo ont été les pionniers
dans la compréhension du réle inhibiteur de I'environnement des neurones du SNC. En effet,

apres une transsection de la moelle épiniére (appartenant au SNC), ils ont greffé un segment
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de nerf sciatiqgue (SNP) entre le tronc cérébral et la moelle épiniere de rat adulte et ont observé
une pousse des axones des neurones du SNC au sein de ce greffon sur environ 30mm (David
et Aguayo 1981). Ces résultats ont ainsi mis en évidence que les neurones du SNC sont
capables de régénérer leur axone mais seulement dans un environnement permissif tel que
celui du SNP. De plus, la manipulation inverse, c’est-a-dire une greffe de nerf optique dans le
nerf sciatique, inhibe la régénération au sein du SNP. Ceci renforce d’autant plus le réle
inhibiteur de I'environnement. A la suite de cette étude, de nombreux chercheurs se sont

focalisés sur les facteurs responsables de cette inhibition de régénération dans le SNC.

Tout d’abord, lors d’une lésion du SNC, la dégénération Wallérienne a également lieu.
Cependant, les débris de myéline provenant des oligodendrocytes lésés secrétent de
nombreuses molécules inhibitrices de la repousse axonale et ne sont pas « nettoyés » aussi

efficacement que dans le SNP.

a- Lamyéline : un des principaux inhibiteurs de la régénération

Les inhibiteurs associés a la myéline - MAI
Les débris de myéline secrétés dans la matrice extracellulaire a la suite d’'une Iésion du SNC

produisent des molécules inhibitrices appelées inhibiteurs associés a la myéline (ou MAI :
myelin-associated inhibitors) (Figure 5). Cette grande famille de molécules comprend entre
autres :

(i) Nogo
La famille des Nogo comprend 3 isoformes : Nogo-A, Nogo-B et Nogo-C. Nogo-A ou Réticulon
4 (inhibiteur de la croissance des neurites, neurite outgrowth inhibitor) est principalement
exprimé dans le systéme nerveux mais aussi dans les testicules et le coeur par les
oligodendrocytes (Huber et al. 2002). Nogo-B est exprimé dans les SNC et SNP ainsi que
dans certains tissus périphériques. Nogo-C est principalement retrouvé dans les muscles
squelettiques, le cerveau et le cceur (Huber et al. 2002). Nogo-A est la forme majoritaire dans
le SNC. Il inhibe la croissance axonale ; son inactivation par le biais d’anticorps monoclonaux
tels que IN-1 promeut la régénération axonale dans le SNC de rats adultes (Chen et al. 2000).

(i) OMgp
Les OMgp (oligodendrocyte myelin glycoproteins) sont des glycoprotéines a ancre GPI
(glycosylphosphatidylinositol) exprimées dans les gaines de myéline par les oligodendrocytes
(Mikol and Stefansson 1988). Aprés une lésion du SNC, elles sont retrouvées dans les débris
de myéline (Kottis et al. 2002). Elles semblent interagir avec Nogo induisant la collapse des
cbnes de croissance et I'inhibition de la repousse axonale (Wang et al. 2002).

(iii) MAG
Les MAG (glycoprotéines associées a la myéline ou myelin-associated glycoproteins) se

retrouvent & la surface des oligodendrocytes ou sous une forme sécrétée. lls appartiennent a
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un sous-groupe de la superfamille des immunoglobulines (Ig) appelé Siglecs qui sont des
protéines dépendantes de I'acide sialique (Kelm et al. 1994). Au cours du développement, les

MAG promeuvent la croissance axonale des neurones embryonnaires et néonataux.

Cependant, dés I'age de P3-P4, les MAG inhibent cette pousse axonale (DeBellard et al.
1996). Un fragment protéolytique soluble de MAG appelé dMAG a été identifié dans la myéline
dégradée et inhibe la repousse axonale des neurones cultivés in vitro. AMAG a également été
décrit comme la molécule inhibitrice majoritaire dans la matiére blanche Iésée et comme étant
sécrétée in vivo a partir du site de Iésion, affectant la régénération post-lésion (Tang et al.
2001; 1997).

b- La cicatrice gliale
En plus des facteurs inhibiteurs produits par les débris de myéline, le SNC présente une

particularité empéchant la régénération axonale : la cicatrice gliale (Fawcett et Asher 1999)
(Figure 5). Cette cicatrice est composée de deux parties : une premiére partie appelée coeur
de la lésion («lesion core ») composée des fibroblastes des méninges, de cellules
endothéliales vasculaires et de cellules de I'inflammation ; et d’'une deuxiéme partie, a la
périphérie, composée principales des astrocytes. Chronologiquement, lors d’une Iésion du
SNC, lorsque la barriere hémato-encéphalique est rompue, le premier événement est I'arrivée
des cellules de I'inflammation depuis la circulation sanguine et I'activation de la microglie se
trouvant proche du site de Iésion. En effet, 'ouverture de la barriere hémato-encéphalique
permet le recrutement de protéines sanguines telles que la thrombine (Nishino et al. 1993) ou
le fibrinogéne (Ryu, Davalos, et Akassoglou 2009) qui vont enclencher la réaction
inflammatoire. Ensuite, ce sont les oligodendrocytes précurseurs qui rentrent dans une phase
de prolifération, suivis par I'activation des astrocytes (Keirstead, Levine, et Blakemore 1998).
Enfin, les cellules des méninges, les fibroblastes et les cellules endothéliales envahissent le
cceur de la Iésion (Bradbury et Burnside 2019). Les différents types cellulaires intervenant lors
de la formation de la cicatrice gliale ainsi que leurs rdles sont décrits dans les sections

suivantes.
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Figure 5 : La cicatrice gliale et les inhibiteurs dérivés de la myéline

Les axones |ésés dégénérent et libérent des débris de myéline dans leur environnement.
Les fibroblastes, la microglie, les débris de myéline, les cellules NG2, les CSPG, les
facteurs de guidage répulsifs et les astrocytes réactifs créent un enchevétrement formant
la cicatrice gliale. Cette cicatrice constitue une barriere physique empéchant les axones
de pousser plus loin mais aussi une barriere chimique a la régénération avec la sécrétion

de nombreux facteurs répulsifs et inhibiteurs.

b.1 - La microglie
Dans le SNC en condition non pathologique, la microglie est dans un état quiescent. A la suite

d’une Iésion du SNC, ce sont les premiéres cellules a réagir : elles s’activent, se multiplient et
migrent vers le site de la blessure (Figure 5). La microglie phagocyte les débris de tissus lésés
(Greenhalgh et David 2014). Ensuite, les cellules de la microglie prennent une morphologie
proche de celle des macrophages. De plus, lorsque des vaisseaux sanguins sont
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endommagés par la blessure, des macrophages de la circulation sanguine s’infiltrent au
niveau de la Iésion pour participer a la formation de la cicatrice gliale. La quantité de

microglie/macrophages restent élevée plusieurs semaines aprés la lésion.

Le réle exact de la microglie en tant qu’'inhibiteur de la repousse axonale ou au contraire, son
effet bénéfique sur la régénération est controversé. D’une part, certaines études ont montré
que l'activation de la microglie due a une lésion du SNC, induit des mécanismes inhibant la
croissance axonale. C’est le cas de Bruce et ses collaborateurs, qui ont décrit une interaction
entre le facteur TNF (tumor necrosis factor-a) et la microglie. A la suite d’'une lésion du SNC,
I'expression du facteur TNF augmente largement (Bruce et al. 1996). TNF induit la prolifération
de macrophages et de microglie et peut également induire une réactivité de la microglie : elle
va produire des facteurs cytotoxiques et des radicaux libres (ions superoxyde) (Merrill 1991).
Dans une deuxiéme étude, plus récente, I'expression de molécules de guidage répulsives par
la microglie lui confére aussi un role inhibiteur de la repousse axonale. En effet, la microglie
exprime RGMa, une molécule de guidage répulsive (RGMa : repulsive guidance molecule A)
empéchant la croissance des axones et induisant le collapse des cdnes de croissance.
L’administration de minocycline, un inhibiteur de l'activation de la microglie, induit une
diminution de I'expression de RGMa ainsi qu’une réduction de la rétraction des axones du
tractus cortico-spinal (CST) (Kitayama et al. 2011). D’autre part, il semble que le réle de la
microglie soit bénéfique a la réparation des tissus. En effet, a la suite d’une |ésion, la microglie
s’active et devient pro-inflammatoire (état M1). La microglie M1 produit des cytokines pro-
inflammatoires et des radicaux libres (Edwards et al. 2006). Cette étape est suivie par une
transition vers un état pro-régénératif (état M2) qui permet d’induire une remyélinisation (Lloyd
etal. 2019). La microglie M2 sécrétent des cytokines anti-inflammatoires ainsi que des facteurs
de croissance (Edwards et al. 2006). C’est la microglie M2 qui va favoriser la régénération

axonale.

b.2 - Les oligodendrocytes survivants
Lors d'une lésion du SNC, les axones dégénéerent tout comme la myéline qui les entourait.

Cette myéline est constituée par des oligodendrocytes qui correspondent aux cellules de
Schwann du SNP. Le nettoyage de I'environnement aprés une lésion est entrepris par la
microglie : ce processus peut prendre plusieurs semaines. Cependant, parmi les débris, on
peut trouver des oligodendrocytes survivants. Ces derniers participent a la formation de la
cicatrice gliale. De plus, des inhibiteurs de croissance des neurites sont exprimés a leur
surface tels que NI-35 et NI-250 (neurite growth inhibitors) (Bandtlow et al. 1993). Enfin, les
oligodendrocytes semblent étre associés avec la Tenascin-R, une glycoprotéine de la matrice
extracellulaire dont I'expression augmente aprés une lésion du SNC et qui confine les axones,

empéchant leur régénération (Norenberg, Hubert, et Rathjen 1996).
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b.3 - Les cellules progénitrices d’oligodendrocytes
Les cellules progénitrices d’oligodendrocytes aussi appelées cellules précurseurs

d’oligodendrocytes (OPCs — oligodendrocyte precursor cells) ou encore cellules immuno-
réactives NG2 (exprimant la protéine neural/glial 2) forment une réserve de progéniteurs dans
le SNC. Les OPC produisent un protéoglycane nommé NG2 : l'intensité de marquage de NG2
augmente dans les OPC aprés une lésion, révélant leur prolifération, puis, une accumulation
est observée au niveau de la cicatrice gliale, reflet de leur migration. Les OPC se différencient
ensuite en oligodendrocytes matures. L'expression du protéoglycane NG2 par les OPC
prouvent leur réle dans l'inhibition de la régénération au niveau de la cicatrice gliale (cf.
« CSPG - protéoglycanes de sulfate de chondroitine — inhibiteurs de la repousse axonale »

plus bas).

b.4 - Les astrocytes

b.4.1- Les astrocytes : composants majoritaires de la cicatrice gliale
Lors d’'une lésion du SNC, les astrocytes se trouvant en majorité dans la matiere grise

deviennent réactifs. Cette réaction astrocytaire se caractérise par une hypertrophie des
astrocytes, une augmentation de leur prolifération ainsi que par la production de GFAP
(protéine acide fibrillaire gliale — glial fibrillary acidic protein) (Bignami et Dahl 1974), mais aussi
de vimentine et de nestine, toutes trois des protéines des filaments intermédiaires (Dahl 1981;
Li et Chopp 1999). La GFAP constitue le principal marqueur de l'activation astrocytaire
(Bignami et Dahl 1976). Les astrocytes réactifs se multiplient ensuite : I'enchevétrement de

leurs prolongements formant le principal composant de la cicatrice gliale (Figure 5).

b.4.2- Les astrocytes sécretent des molécules inhibitrices a la régénération
Cette cicatrice constitue une barriére physique a la repousse axonale, mais également une

barriere chimique. En effet, les astrocytes de la cicatrice sécrétent des molécules inhibitrices
pour la repousse axonale.

b.4.2.1- CSPG - protéoglycanes de sulfate de chondroitine — inhibiteurs de la repousse axonale
Parmi les molécules inhibitrices sécrétées par les astrocytes se trouvent les CSPGs
(protéoglycanes de sulfate de chondroitine ou chondroitin sulphate proteoglycanes)
(Morgenstern, Asher, et Fawcett 2002) qui sont des molécules de la matrice extracellulaire
produits en grand nombre par les astrocytes réactifs de la cicatrice gliale suite & une Iésion du
SNC (Davies et al. 1997). Elles sont composées d’une protéine de cceur (core protein) liée a
des chaines de glucides GAGs (glycosaminoglycanes) ; elles peuvent étre liées a la
membrane des astrocytes ou sécrétées dans I'environnement. Il existe différents CSPGs qui
sont tous surexprimés apres une lésion du SNC (Jones, Margolis, et Tuszynski 2003). Parmi
eux, on trouve la famille des hyalectans composée de neurocan, aggrecan, versican, brevican
et NG2.
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b.4.2.2- Autres facteurs sécrétés par les astrocytes
En plus des CSPG, les astrocytes sécrétent d’autres facteurs au niveau de la cicatrice gliale.

Ony trouve des facteurs de croissance tels que TGF-B1 qui attirerait des fibroblastes au niveau
du site de lésion. Ces derniers sont responsables de la production des protéines de la matrice
extracellulaire ainsi que d’enzymes jouant un réle dans la vascularisation de la cicatrice gliale
(Logan et al. 1992). Les astrocytes produisent également des protéases tels que la calpaine |
(Siman, Card, et Davis 1990) ainsi que des inhibiteurs de protéases comme ACT (a-1-
antichymotrypsine) (Pasternack et al. 1989) supposés aider les astrocytes a remodeler la
matrice extracellulaire au niveau de la blessure mais aussi pour le nettoyage des débris de
myéline.

b.4.3- Initiation de la réponse immunitaire par les astrocytes

Enfin, les astrocytes sont les déclencheurs de la réponse immunitaire a la suite d’'une Iésion
du SNC. lIs sont capables d’exprimer a leur surface un complexe majeur d’histocompatibilité
permettant de présenter des antigénes aux lymphocytes T et de les activer ensuite. Les
astrocytes produisent également des cytokines qui jouent le rble de signaux induisant des

réponses cellulaires (Fontana, Fierz, et Wekerle 1984).

b.5 - Les fibroblastes
Quelques jours apres la Iésion, les fibroblastes envahissent le site de la blessure, proliferent

et sécrétent des protéines de la matrice extracellulaire (Figure 5). Parmi elles, on trouve la
fibronectine, le collagene IV et la laminine qui vont former la cicatrice fibreuse (Shearer et
Fawcett 2001). La cicatrice fibreuse permet de colmater la blessure. Cependant, la présence
de cet environnement fibreux empéche le passage des potentiels axones qui pourraient
régénérés. De plus, les fibroblastes sécrétent des molécules inhibitrices a la régénération
telles que NG2 et Tenascin-C (Tang, Davies, et Davies 2003). Néanmoins, la cicatrice gliale
joue un rdle protecteur puisqu’elle permet de stabiliser les tissus du SNC fragilisés par la
Iésion. En effet, lorsque les astrocytes réactifs sont inhibés par une injection virale d’herpés,
la cicatrice gliale ne se forme plus. On observe alors une infiltration des leucocytes, une
absence de réparation de la barriéere hémato-encéphalique et une dégénération neuronale

supplémentaire (Bush et al. 1999; Faulkner et al. 2004).

c- Autres inhibiteurs a la régénération du systeme nerveux central
Mise a part les inhibiteurs de régénération trouvés dans les débris de myéline ou dans la

cicatrice gliale, il existe des molécules de guidage qui se trouvent dans I'environnement des

axones lésés qui empéchent également leur repousse (Figure 5).

Les molécules de guidage ont été largement décrites au cours du développement : attractives
ou répulsives, elles permettent de guider les axones en cours de croissance tout au long de

leur chemin pour leur permettre de connecter leurs cibles correctes dans le corps. Leur

39



structure et leur mode de fonctionnement seront détaillés plus exhaustivement dans le

deuxieme chapitre de l'introduction.

Cependant, certaines molécules de guidage ont été identifiees dans le systeme nerveux
adulte. En effet, elles peuvent jouer des réles dans I'excitabilité des neurones mais aussi la
stabilisation synaptique (Klein 2009). Les fonctions des molécules de guidage chez 'adulte,
en conditions physiologiques et pathologiques seront abordées dans le dernier chapitre de

I'introduction.

De maniére intéressante, aprés une lésion du SNC, plusieurs molécules de guidage connues
pour étre répulsives voient leur expression augmenter au niveau du site de la lésion. Parmi
elles se trouvent les sémaphorines, les éphrines, les nétrines, Wnt, et les slits (Giger, Hollis,
et Tuszynski 2010). L’augmentation de I'expression de molécules de guidage répulsives

participerait a I'incapacité de régénération des neurones du SNC.

c.1 — Les sémaphorines
Les sémaphorines constituent une des classes canoniques de molécules de guidage

répulsives au cours du développement. Aprés une Iésion dans le SNC, les fibroblastes qui
envahissent le coeur de la blessure (pour ensuite former la cicatrice gliale) expriment les
sémaphorines qui sont sécrétées: Sema3A, Sema3B, Sema3C, Sema3E et Sema3F
(Pasterkamp et al. 1999). Les neurones du SNC adulte continuent d’exprimer les récepteurs
pour les sémaphorines (neuropilines et plexines) et il semblerait que leur réponse a ces
molécules inhibitrices reste la répulsion, comme chez I'embryon. En effet, les axones des
neurones sensoriels sont repoussés par les Sema3 in vitro et in vivo (Tanelian et al. 1997). De
plus, la branche centrale des DRG pré-conditionnés ne régénere plus en présence de le
cicatrice gliale exprimant des Sema3 (Reza, Gavazzi, et Cohen 1999). D’autres sémaphorines
qui sont membranaires comme Sema4D sont également proposées pour étre responsables
de l'inhibition de la repousse des axones du SNC. En effet, SemadD est exprimée par les
oligodendrocytes et son expression augmente aprés la lésion de la moelle. Lors du
développement, elle est responsable de l'inhibition de la croissance axonale des neurones du
cervelet apres la naissance (Moreau-Fauvarque et al. 2003). Enfin, I'expression de Sema6B
augmente pres du site de transsection du fornix chez le rat adulte (Kury et al. 2004) et Sema7A
est exprimée par les oligodendrocytes de la matiére blanche de la moelle épiniére (Pasterkamp
et al. 2007). La présence de sémaphorines, molécules de guidage répulsives, au niveau de la
cicatrice gliale et leur augmentation aprés la Iésion sont autant d’indices suggérant leur réle
dans l'inhibition de la repousse axonale des neurones du SNC. En effet, la délétion de Sema5A
et Sema6D (ou de leurs récepteurs Neuropilinl et PlexinAl) inhibe la rétraction des axones

ainsi que leur dépérissement (ou « dieback ») (Ueno et al. 2020).
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c.2- Les éphrines
Les éphrines sont des molécules de guidage répulsives au cours du développement. Ce sont

des protéines transmembranaires qui se lient a leurs récepteurs Eph, appartenant a la famille
des tyrosine-kinases. Semblablement aux sémaphorines, I'expression des éphrines a été
observée proche des sites de Iésion. C’est le cas d’EphrinA5 dont I'expression augmente dans
les tissus proches des Iésions ischémiques du cortex (Carmichael et al. 2005). EphrinB3 est
également exprimée par les oligodendrocytes et est responsable d'une inhibition de la
repousse neuritique (Benson et al. 2005). Enfin, 'expression d’EphrinB2 augmente dans les
astrocytes réactifs a la suite d’'une lésion (Bundesen et al. 2003), tout comme EphA4
(Goldshmit et al. 2004) et contribuent ainsi a la formation de la cicatrice gliale. Les éphrines et
leurs récepteurs jouent donc également un rdle inhibiteur pour la régénération axonale des

neurones du SNC.

c.3- Les nétrines
Les nétrines sont des molécules de guidage bifonctionnelles : répulsives quand elles

interagissent avec leur récepteur UNC5 et attractives lorsqu’elles se lient a leur récepteur
DCC. Netrinl est exprimée par les oligodendrocytes matures dans la moelle épiniére adulte
en conditions normales ainsi qu’apres la Iésion (Manitt et al. 2001; 2006). Les récepteurs
UNCS de Netrinl sont également exprimés dans les projections descendantes de la moelle
épiniere (Low et al. 2008). Enfin, Netrinl est un inhibiteur de la croissance axonale in vitro et
in vivo et constitue donc un inhibiteur potentiel de la régénération du SNC associé aux
oligodendrocytes (Low et al. 2008).

c.4- Les Wnt
La signalisation Wnt régule le guidage axonal au cours du développement. Les Wnt sont

également bifonctionnels : ils attirent les axones somatosensoriels ascendants pour les faire
naviguer de la moelle épiniere au cerveau ; et ils repoussent les axones descendants du
tractus corticospinal dans la direction opposée. L’attraction des axones ascendants se fait par
le biais de l'interaction de Wnt-4 avec son récepteur Frizzled ; alors que la répulsion des
axones descendants fait intervenir Wnt-5a et son récepteur tyrosine kinase Ryk (Liu et al.
2005; Lyuksyutova et al. 2003). Chez I'adulte, les Wnt ne sont plus exprimés ; mais certains
sont activés de nouveau apres une lésion de la moelle épiniére, tels que Wntl et Wnt5a, tout
comme leur récepteur Ryk, responsable de la répulsion induite par ces molécules. Pour toutes
ces raisons, la signalisation Wnt pourrait expliquer en partie la rétraction des axones du tractus

corticospinal et I'inhibition de la repousse axonale chez I'adulte (Liu et al. 2008).

c.5- Les Slits
La famille des molécules de guidage sécrétées Slits est connue pour étre répulsive lorsqu’ils

interagissent avec leur récepteur Robo, au cours du développement. Chez l'adulte, les

molécules Slits sont exprimées au niveau du site de Iésion notamment dans le cortex aprés
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une cryo-lésion (Hagino et al. 2003). Slit2, le plus exprimé, est associé aux astrocytes réactifs :
suggérant que Slit2 empécherait les axones en cours de régénération de dépasser le site de
la lésion (Hagino et al. 2003). De plus, Slitl et Slit3 sont également surexprimés a la suite
d’'une lésion de la moelle épiniére, notamment par les cellules situées au centre du site de
Iésion. Ceci suggeére leur implication dans la formation de la cicatrice gliale ainsi que I'inhibition

de la régénération axonale des neurones du SNC (Wehrle et al. 2005).

c.6- Autres molécules de guidage
En plus des molécules de guidage classiques, on trouve différentes protéines jouant un réle

inhibiteur pour la repousse des neurones du SNC. Parmi elles, on compte RGMa (décrit
précédemment Ill-D-b.1), une molécule de guidage répulsive exprimée par la microglie. Aprés
une lésion de la moelle épiniére, I'expression de RGMa est augmentée dans les neurones, les
oligodendrocytes, les macrophages et les astrocytes réactifs : 'environnement de la lésion
devient répulsif et les neurones possédent des propriétés inhibitrices de la régénération
(Varadarajan et al. 2022).

Les CSPG (cf. 1lI-D-b.4.2.1) sont des protéines de la matrice extracellulaire qui participent au
guidage axonal au cours du développement. Chez I'adulte, 'expression des CSPG augmente
a la suite d’'une lésion du SNC (Mckeon, Hoke, et Silver 1995). C’est une molécule inhibitrice
qui empéche la croissance des neurites des neurones adultes (Snow et al. 1990). Leur
dégradation par le chondroitinase ABC montre une amélioration de la régénération qui peut

s’accompagner d’amélioration fonctionnelle (Alilain et al. 2011).

d- La modulation de I'environnement du SNC ne suffit pas pour promouvoir la
régénération
La plupart des données décrites ci-dessus, reposent sur des analyses histologiques de
I'expression de ces facteurs et de leur modulation in vitro dans des cultures embryonnaires de
neurones. Ces résultats suggérent fortement que I'environnement du SNC est inhibiteur pour
la repousse axonale. Ainsi une hypothése a été émise pour permettre la régénération : se
délester de cet environnement. Des chercheurs ont ainsi supprimé les inhibiteurs de myéline
les plus abondants dans le SNC, c’est-a-dire Nogo et MAG, in vivo. Ainsi ils ont généré une
lignée de souris qui n’exprime plus ces protéines. De fagon surprenante, le phénotype de
régénération de ces souris est identique aux souris contrdles. Les axones ne sont pas
capables de traverser le site de la Iésion. Ainsi, la levée de cette inhibition n’est pas suffisante
pour permettre la régénération des axones apres une lésion de la moelle épiniere (Lee et al.
2010). De plus, des chercheurs ont mis en culture des cellules ganglionnaires de la rétine
(CGR, appartenant au SNC) purifiées a différents ages et ont observé leur croissance. lls ont
ainsi démontré que les CGR adultes régénéraient trés peu, méme en l'absence de

I'environnement inhibiteur du SNC (Goldberg et al. 2002). Il apparait donc que I'environnement
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du SNC n’est pas le seul responsable de l'inhibition de la régénération axonale. C’est pourquoi,
les chercheurs se sont ensuite focalisés sur les neurones eux-mémes et les programmes

génétiques intrinséques qui pourraient expliquer cette incapacité a repousser apres la Iésion.

2. Les capacités intrinseques des neurones du systéme nerveux central
Au cours du développement, les neurones ont d'importantes capacités de croissance, leur

permettant de faire pousser leur axone sur de plus ou moins longues distances afin de
connecter leur cible correcte dans le corps. Ainsi, on obtient un circuit nerveux branché de
maniere fonctionnelle. Cependant, il semblerait que les neurones du SNC, au cours de leur
maturation, perdent leurs capacités de croissance axonale. Aprés la lésion, il se forme un
bulbe de rétraction au bout de I'axone lésé : a ce niveau, des débris de membranes sont
endocytés dans des vésicules qui sont transportées de maniére rétrograde (sens contraire de
la dynamique des membranes observée pendant la croissance axonale au cours du
développement) (Tom et al. 2004). Ce bulbe de rétraction n’a pas la capacité de former un
cOne de croissance, a l'instar du SNP. Le cdne de croissance est une structure située au bout
de I'axone en cours de croissance qui lui permet de sentir son environnement et de répondre
aux différentes molécules de guidage présentes (Figure 8). Cette incapacité a former un céne
de croissance est considérée comme I'élément clé de l'inaptitude des axones du SNC a
régénérer. De plus, certains programmes transcriptionnels actifs au cours du développement
sont inhibés aprés la naissance. Pour toutes ces raisons, les neurones matures du SNC sont

incapables de régénérer aprés une lésion.

a- Lavoie mTOR
Les études se sont donc focalisées sur ces programmes moléculaires actifs lors du

développement et qui sont sous-régulés chez I'adulte. C’est le cas de la voie de signalisation
cellulaire mTOR (mammalian target of rapamycin) régulant la croissance cellulaire, le
métabolisme, la migration cellulaire, la survie cellulaire en modulant la synthése protéique
(Wel, Luo, et Chen 2019). L’activation de cette voie est sous-régulée chez I'adulte et encore
plus aprés une lésion. mMTOR est une sérine/thréonine kinase, membre de la famille des
kinases associées a PI3K (PIKK), qui en s’associant a d’autres molécules, forment les
complexes mTORC1 et mTORC2. D’une part, nTORCL1 régule la production de protéines, de
lipides et de nucléotides permettant la croissance et la division cellulaires. Il intervient
principalement en phosphorylant les protéines S6 kinase 1 (S6K1) et elF4E binding protein ce
qui promeut la traduction ’ARNm et donc la synthése protéique (Holz et al. 2005). En activant
SREBP (sterol responsive element binding protein), mMTORC1 permet la synthése de novo des
lipides nécessaires a la fabrication et a I'extension des membranes (Porstmann et al. 2008).
En activant I'expression de protéines favorisant la synthése de purines (Ben-Sahra et al. 2016)

ou pyrimidines (Ben-Sahra et al. 2013), mTORC1 permet la synthese des nucléotides
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nécessaires a la réplication de 'ADN et a la formation des ribosomes. D’autre part, mnMTORC2
contrble la survie et la prolifération cellulaires en phosphorylant des membres de la famille des
AGC (PKA, PKG, PKC) qui régulent le cytosquelette d’actine et donc la migration cellulaire
(Jacinto et al. 2004). mTORC2 est également responsable de la phosphorylation d’AKT, le
principal effecteur de la signalisation insuline/PI13K qui promeut la croissance, la survie et la

prolifération cellulaires (Sarbassov et al. 2005).

La phosphorylation de la protéine S6 (P-S6) est une résultante de I'activation de la voie mTOR.
En se focalisant sur I'expression de P-S6 dans les CGR, Park et ses collaborateurs ont
observeé que I'expression intense de P-S6 dans les CGR embryonnaires était diminué de 90%
dans les CGR adultes, suggérant une diminution de 'activation de la voie mTOR chez 'adulte
(Park et al. 2008). Afin de promouvoir a nouveau une croissance axonale, ils ont réactivé la
voie mMTOR dans les CGR adultes en délétant PTEN (phosphatase and tensin homolog) qui
est un inhibiteur de la voie mTOR. Ainsi, en injectant des virus adéno-associés de type 2
exprimant la Cre recombinase (AAV2-Cre) dans les yeux de souris PTEN" ils ont supprimé
I'expression de PTEN et permis la réactivation de mTOR dans les CGR. Ce faisant, ils
observent pour la premiére fois une régénération robuste des axones des CGR sur plus d’'un

millimétre dans les nerfs optiques apres un pincement de ces nerfs.

Grace a cette étude, la manipulation de la voie mTOR et des capacités intrinseques des
neurones apparait comme un moyen robuste de promouvoir la survie neuronale et la
régénération axonale aprés une lésion du SNC. Ainsi, de nombreuses études ont utilisé par la

suite ce paradigme appliqué au systéme visuel mais aussi a la moelle épiniére.

La voie mTOR induit aussi la régénération dans d’autres systémes comme le tractus cortico-
spinal ou la reformation des circuits dopaminergiques (Liu et al. 2010; YaJun Zhang et al.
2012).

b- La voie JAK/STAT
La voie JAK/STAT est essentielle pour la survie et la régénération dans le SNC Iésé, comme

décrit plus loin. Il s’agit d’'un systéme de transduction du signal qui permet la communication
entre le milieu extracellulaire et I'expression génique dans le noyau. De nombreux facteurs de
croissance, hormones ou cytokines utilisent la voie de transduction JAK/STAT. Elle est
constituée d’un récepteur transmembranaire couplé a la kinase Janus (JAK : Janus kinase) et
a une protéine de la famille des STAT (signal transducer and activator of transcription),
principalement STAT3. Lorsqu’un ligand tel qu’une cytokine, vient se fixer sur le récepteur,
celui-ci se multimérise, activant la kinase JAK. Celle-ci va a son tour phosphoryler le facteur
de transcription STAT qui sera transporté, aprés dimérisation, jusqu’au noyau pour réguler la

transcription génique en se fixant sur des séquences régulatrices de 'ADN. Parmi les ligands
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de la voie JAK/STAT, on trouve de nombreuses cytokines et autres molécules qui sont
surexprimées a la suite d’'une lésion du SNC dont: IL-6, IL-11 (Interleukine-6 et -11), LIF
(Leukemia inhibitory factor) et CNTF (ciliary neurotrophic factor). La voie JAK/STAT posséde
également de nombreux inhibiteurs dont la famille des protéines SOCS (Suppressor Of
Cytokine Signaling), particulierement SOCS3, qui inhibent JAK formant une boucle de
rétrocontréle négatif.

Le réle de cette voie dans la régénération a été mis en évidence par le biais de la délétion de
SOCS3, inhibiteur de JAK/STAT (Smith et al. 2009). En effet, en utilisant le modéle du nerf
optique, l'injection d’AAV-Cre dans les yeux de souris SOCS3" a permis de déléter SOCS3
spécifiguement dans les CGR. Dans ces conditions, la régénération axonale dans le nerf
optique apres lésion est significativement améliorée. De plus, une augmentation du niveau
d’expression de CNTF a été observée a la suite de la délétion de SOCS3 (Miller et al. 2009).
De plus, la surexpression de CNTF (via une injection d’AAV-CNTF dans I'ceil) induit une
augmentation de la survie des CGR et une régénération de leur axone chez le rat adulte
(Leaver et al. 2006). C’est pourquoi les chercheurs ont émis I'hypothése que CNTF pourrait
encore améliorer la régénération du SNC : en combinant la délétion de SOCS3 a l'injection de

CNTF, la régénération est augmentée de maniére importante (Smith et al. 2009).

Basée sur le modeéle des DRG, une autre étude a mis en évidence le rble de la voie JAK/STAT
dans la différence de capacités régénératives entre le SNC et le SNP. En effet, les DRG
comportent une branche périphérique qui constitue le nerf sciatique capable de régénérer
apreés une lésion, et une branche centrale qui compose la colonne dorsale de la moelle
épiniere, appartenant au SNC et donc incapable de régénérer. La délétion de STAT3 dans les
DRG induit une perte de régénération de la branche périphérique alors que sa surexpression
cause une augmentation de la croissance des axones de la branche centrale (Bareyre et al.
2011).

c- Les facteurs de transcription
Des facteurs de transcription peuvent également étre modulés afin de promouvoir la

régénération du SNC. Les facteurs de transcription ont la capacité de se lier a des séquences
régulatrices de ’ADN telles que des promoteurs et ainsi moduler 'expression des génes selon
le type cellulaire ou le contexte cellulaire. Ce sont d’ailleurs des facteurs de transcription (ATF-
3) qui sont a l'origine de la réponse a la Iésion observée dans le SNP et donc de la régénération
qui en découle. Ainsi, les facteurs de transcription sont d’excellents candidats a moduler afin
de promouvoir la régénération axonale. Il y a de plus en plus de facteurs de transcription qui

sont impliqués dans la régénération du SNC. Ici, nous ne détaillerons que les plus étudiés.
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En bloquant la transcription des CGR embryonnaires par I'ajout d’actinomycine D, on observe
un maintien de la capacité des axones en cours de maturation a régénérer, par opposition a
leur perte de potentiel de repousse en conditions normales (Moore et al. 2009). Les facteurs
de transcription voient leur expression augmenter au cours du développement, jusqu’a des
ages postnataux, suggérant leur implication dans la perte de capacités régénératives au cours
du temps. Parmi ceux dont I'expression s’intensifie, on trouve la famille des KLF (Krlppel-like
factor). KLF4 est le principal responsable de l'inhibition de la pousse neuritique puisqu’il la
diminue de 50% entre E17 (jour embryonnaire 17) et P21 (jour postnatal 21). En délétant KLF4
dans les CGR en cours de développement, on observe une augmentation de la pousse des
neurites des CGR a P12 in vitro. In vivo, chez les animaux délétés de KLF4 au cours du
développement, on observe une augmentation significative de la régénération des axones des

CGR aprés la lésion du nerf optique (Moore et al. 2009).

Parmi les facteurs de transcription impliqués dans la régénération, on trouve également
Sox11. Sox11 fait partie du groupe C de la famille de facteurs de transcription appelée SRY-
related hight mobility group HMG box (Sox), tout comme Sox4 et Sox12. Les SoxC sont
connus pour réguler le devenir des cellules, leur différenciation et leur survie au cours du
développement. Plus particuliérement, les génes SoxC sont impliqués dans la différenciation
et le guidage des CGR qui envoient leur axone du cdté controlatéral ; en leur absence tous les
CGR projettent leur axone ipsilatéralement (Kuwajima et al. 2017). Aprés la naissance, les
Sox ont leur expression qui diminue. Cependant, en comparant I'expression des protéines
dans des DRG intacts et des DRG aprés une Iésion du nerf sciatique, Sox11 fait partie des
protéines dont I'expression augmente significativement aprés une Iésion du SNP (Tanabe et
al. 2003). Sox11 participe a la régénération axonale post-lésion du SNP. Il se trouve que Sox11
régule des génes promouvant la repousse neuritique et la survie cellulaire dans des cultures
primaires de DRG (Jankowski et al. 2006). Et in vivo, l'injection de siRNA contre Sox11 dans
des DRG lésés inhibe la régénération dans le nerf saphéne (Jankowski et al. 2009). De plus,
Sox11 semble également étre impliqué dans la régénération du SNC. En effet, I'injection
d’AAV2-Sox11 dans les yeux, suivie du pincement du nerf optique deux semaines plus tard,
aboutit a une régénération des CGR dans le nerf optique deux semaines aprés la Iésion
(Norsworthy et al. 2017). Cependant, bien que Sox1l induise une régénération, il est
responsable d’'une augmentation de la mortalité des CGR, en particulier des a-CGR qui sont
normalement les cellules qui régénérent le mieux en répondant a la voie mTOR (Duan et al.

2015). Ceci suggere que les phénoménes de survie et de régénération sont décorrélés.

Enfin, le facteur de transcription c-myc fait partie des protéines dont I'expression est modulée
par la lésion dans les CGR adultes (Belin et al. 2015). C-myc est connu pour étre un régulateur

majeur du métabolisme cellulaire qui contréle la transcription de trés nombreux génes (Dang
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2013), ce qui fait de lui un bon candidat pour permettre la régénération des CGR. Ainsi, en
surexprimant c-myc dans les CGR via l'injection d’AAV2-c-myc dans les yeux, on observe une
augmentation de la survie des CGR ainsi que leur régénération dans le nerf optique (Belin et
al. 2015).
d- Les modifications épigénétiques

Les facteurs de transcription ainsi que les modifications épigénétiques permettent la régulation
de I'expression génique selon le contexte cellulaire. Les mécanismes épigénétiques consistent
en une modification de I'expression génique via une modulation de la structure de la
chromatine sans modifier la séquence génétique. Cette modification de structure va moduler
la capacité de la machinerie de transcription a se lier a 'ADN et donc réguler I'expression des
genes. Parmi les modifications épigénétiques, on trouve les acétylations réalisées par les
acétyltransférases, qui ont lieu sur des lysines présentes sur la séquence terminale des
histones. Elles ont pour conséquence un relachement de la chromatine, permettant une lecture
plus facile par la machinerie transcriptionnelle. D’une part, en surexprimant I'acétyltransférase
p300 dans les CGR, on observe une régénération des CGR de 0.5mm dans le nerf optique de
la souris, soit plus de la moitié du nerf optique. D’autre part, en inhibant les
désacétyltransférases (qui suppriment les acétylations) dans CGR, on n’observe pas de
régénération mais une augmentation de la survie des CGR (Gaub et al. 2011). Outre les
histones, 'ADN peut directement étre la cible de modifications épigénétiques telles que des
méthylations. La plus courante est I'ajout d’'un groupement méthyl sur les cytosines de 'ADN
(5-méthylcytosine, 5mC) par les  ADN-méthyltransférases  (DNMT : DNA-

(cytosine5)methyltransferase). Ces méthylations induisent une répression de la transcription.

e- Les approches combinatoires
Toutes les modulations des capacités intrinseques des neurones du SNC en vue de permettre

leur repousse aprés une lésion n’induisent qu'une régénération a courte distance. Afin de
permettre aux axones de croitre suffisamment pour conduire a une reconnexion totale et
fonctionnelle des circuits, des approches combinatoires ont été mises au point. Ces dernieres
consistent a combiner différents moyens identifiés pour faire régénérer les axones du SNC a
plus longue distance. La plupart d’entre elles font intervenir I'activation de la voie mTOR (par

la délétion de PTEN) qui est combinée a différentes approches (Figure 6).
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Figure 6 : Les modéles de régénération faisant intervenir la voie mTOR

Afin d’obtenir une régénération dans le systéeme nerveux central, la voie mTOR peut étre
réactivée, notamment en délétant son inhibiteur PTEN. Les croix définissent des délétions.
Afin de potentialiser cet effet régénératif, I'activation de la voie mTOR peut étre associée a
d’autres modulations telles que I'induction de I'inflammation, la délétion de SOCS3, une
stimulation visuelle ou la surexpression de CNTF et c-myc. Dans chaque cadre se trouve
la publication correspondante ainsi que I'étendue de la régénération axonale dans chaque
modéle.

NSC, Noyau SupraChiasmatique, d/vLGN Noyau Genouillé Latéral dorsal/ventral, OPN
Noyau Olivaire Prétectal, MTN, Noyau Terminal Médial, SCol Colliculus Supérieur.

e.l- Délétion de PTEN et induction de I'inflammation
La délétion de PTEN (c’est-a-dire l'activation de la voie mTOR) peut s’accompagner de

l'injection de différents composés dans le but de produire une inflammation contrdlée. En effet,
linflammation peut dans certaines conditions favoriser la régénération. Les cellules de
'inflammation recrutées apres la Iésion, vont sécréter des facteurs de croissance ou d’autres

molécules comme I'oncomoduline. Cette derniére se lie a ses récepteurs sur les CGR d’une
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maniére dépendante de ’AMPc ; c’est pourquoi de 'AMPCc est co-injecté. Enfin, ces deux effets
sont combinés a la délétion de PTEN. De cette facon, on observe une régénération des axones
des CGR jusqu’au bout du nerf optique, dont la moitié parvient a traverser le chiasma optique
(Kurimoto et al. 2010). La délétion de PTEN a également été combinée a I'injection de fibrine
de saumon au niveau du site de lésion (hémisection de la moelle épiniére au niveau cervical)
permettant la régénération du tractus corticospinal et 'amélioration des fonctions motrices

chez le rat (Lewandowski et Steward 2014).

De plus, en se focalisant sur le taux de survie des différentes populations de CGR, il se trouve
gue certaines sous-populations survivent mieux que d’autres a la lésion. C’est le cas des CGR-
a. Ces CGR expriment spécifiquement I'ostéopontine et les récepteurs pour le facteur de
croissance mimant l'insuline (insuline-like growth factor 1 — IGF1). En injectant 'ostéopontine
et IGF1 dans les yeux, on observe une régénération des axones des CGR aussi importante
gue celle observée lors de la délétion de PTEN (Duan et al. 2015). Enfin, I'étude de de Lima
et collaborateurs (de Lima et al. 2012) combine la délétion de PTEN avec linjection de
Zymosan (provoquant une inflammation) et d’AMPc (renforce la régénération). Dans cette
étude, les axones régénerent a longue distance et semblent connecter différentes cibles

cérébrales (dLGN, SCol), cependant le retour des fonctions qui en découlent reste trés partiel.

e.2- Délétion de PTEN et de SOCS3
Lorsque PTEN et SOCS3 sont délétés, on observe dix fois plus d’axones qui atteignent un

point a 2 mm du site de Iésion (partie distale du nerf optique), et parmi les axones qui
régénéerent, 20% atteignent la région proximale du chiasma optique (Sun et al. 2011). Cette
double délétion améliore la distance de régénération, mais aussi le taux de survie des CGR 4
semaines aprés la lésion. Dans le modéle de pyramidotomie du tractus corticospinal, la
délétion de PTEN et de SOCS permet aux axones corticospinaux de faire de nouvelles
branches et ainsi de retrouver des fonctions motrices au niveau des membres antérieurs (Liu
et al. 2010; Jin et al. 2015).

e.3- Délétion de PTEN et stimulation visuelle
L’activation de la voie mTOR via l'injection intravitréenne d’AAV2-Rheb (un régulateur positif

de cette voie) combinée a une stimulation visuelle (contrastes) promeut une régénération
longue distance dont certains axones vont méme jusqu’a réinnerver certaines régions du
cerveau chez la souris. Cependant ces réinnervations sont peu robustes et trés peu

reproductibles entre les individus (Lim et al. 2016).
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e.4- Délétion de PTEN et SOCS3 et surexpression de CNTF et c-myc :
modele PSM
Enfin, une des approches combinatoires les plus robustes consiste en I'association de la

délétion de PTEN (activation de la voie mTOR), de la délétion de SOCS3 et la surexpression
de CNTF (activation de la voie JAK/STAT) et de la surexpression du facteur de transcription
c-myc (Belin et al. 2015) (Figure 7). Grace a ces modulations génétiques, les axones
parviennent a atteindre le chiasma optique et méme plus loin, les tractus optiques. Le nombre
d’axones qui atteignent le chiasma est multiplié par 3 comparé aux modéles d’activation de
MTOR et JAK/STAT seulement. C’est ce modeéle appelé PSM (PTEN SOCS c-Myc) que nhous
utilisons principalement dans I'équipe dans le but de reconstruire le circuit neuronal du

systéeme visuel chez I'adulte et qui sera largement abordé lors de mes travaux de thése.

V- Défauts de guidage des axones en cours de régénération
Gréce a la modulation des voies mMTOR, JAK/STAT et c-myc, nous avons obtenu un modéle

de régénération a longue distance que nous appelons le modéle PSM : dans ce modéle, les
axones en cours de régénération poussent jusqu’au chiasma optique et au-dela. Bien que
cette régénération soit robuste et a longue distance, les axones présentent de graves défauts

de guidage qui compromettent la reconstruction d’un circuit nerveux fonctionnel (Figure 7).
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Figure 7 : Modéele PSM de régénération a longue distance et défauts de
qguidage engendrés

Afin de modéliser une Iésion du systéme nerveux central et d’étudier sa régénération,
on utilise le modeéle du pincement de nerf optique. Cette lésion est suivie par la
dégénération des axones qui constituaient le nerf optique. Grace a des modulations
génétiques telles que la délétion de PTEN et SOCS et la surexpression de CNTF et c-
myc (modéle PSM), on obtient une régénération longue distance qui s’étend au-dela du
chiasma optique. Cependant, les axones qui ont régénéré présentent de graves défauts
de guidage : ils sont perdus au niveau du chiasma optique, retournent vers I'ceil duquel
ils sont issus ou se dirigent vers I'autre ceil. Image confocale : les axones qui régénérent
sont en blanc et les étoiles rouges définissent le site de Iésion. Adaptée de Axon
guidance in regeneration of the mature CNS : step by step, Schaeffer, Vilallongue
& Nawabi, 2023, Neural Regeneration Research et Injury-induced decline of
intrinsic regenerative ability revealed by quantitative proteomics, Belin et.al, 2015,
Neuron
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En effet, les axones sont perdus au niveau du chiasma optique et ne connectent donc pas
leurs cibles correctes dans le corps. De plus, les projections anarchiques peuvent provoquer
la formation de circuits aberrants, d’autant plus délétéres pour la reformation d'un circuit
fonctionnel (Wang et al. 2015). Par exemple, au niveau du chiasma optique, les axones des
CGR n’assurent plus une décussation normale devant permettre la vision binoculaire. Aussi,
certains axones partant d’un ceil peuvent revenir vers cet ceil ou aller connecter I'ceil opposé.
Tous ces défauts de guidage nuisent a la reformation du circuit nerveux visuel chez 'adulte,
et ont été observés dans de nombreuses études (Belin et al. 2015; Sun et al. 2011; de Lima
et al. 2012; Pernet et Schwab 2014).

Dans le prochain chapitre, nous étudierons ce qu’est le guidage axonal ainsi que les différentes

familles de molécules de guidage, leurs structures et leurs fonctions.

52



Chapitre 2 : Le guidage axonal

Au cours du développement, des milliers d’axones naviguent sur de longues distances afin
d’atteindre leurs cibles dans le corps. C’est la connexion des axones a leurs cibles appropriées
qui permet la formation d’'un circuit nerveux fonctionnel. Afin de savoir dans quelle direction
les axones doivent se diriger, ils possédent a leur extrémité distale une structure particuliere
appelée le céne de croissance, qui agit comme un senseur de I'environnement. Il est constitué
de microtubules, en son centre, qui sont entourés par des filaments d’actine. Le céne de
croissance va rencontrer tout au long de son trajet des molécules de guidage permissives ou
non a sa navigation. Le céne de croissance ne peut répondre a une molécule de guidage que
s’il exprime son récepteur a sa surface. L'interaction d’'un facteur de guidage avec son
récepteur modifie le cytosquelette d’actine du céne de croissance et permet de modifier sa
trajectoire. Ces molécules de guidage agissent donc tels des signaux indiquant aux axones

en cours de croissance le chemin a emprunter (Figure 8).

Les molécules de guidage sont multiples : elles peuvent étre attractives ou répulsives et
peuvent agir a courte ou a longue distance. Dans un premier temps, Ramon y Cajal a proposé
un mécanisme de chémo-attraction pour expliquer la formation des circuits nerveux : les
cellules sécrétent des molécules attractives qui attirent les axones en cours de croissance vers
elles. Ensuite, un mécanisme de chémo-répulsion a longue distance a été mis en évidence
par Colamarino et Tessier-Lavigne (Colamarino et Tessier-Lavigne 1995). Par ailleurs, des
mécanismes de guidage a courte distance faisant intervenir des molécules de guidage
transmembranaires ainsi que des molécules de la matrice extracellulaire ont été identifiés.
Parmi ces molécules, on trouve la laminine et la fibronectine (Pires-Neto, Braga-de-Souza, et
Lent 1999). Ainsi, les axones en cours de croissance avancent sur un substrat adhésif et

permissif (Tessier-Lavigne et Goodman 1996) (Figure 8).

De plus, dans le but d’assurer la parfaite trajectoire des axones, leur parcours est divisé en de
plus petites portions par des cibles intermédiaires ou des zones de choix (« choice points »)
précis. Il s’agit de groupes de cellules, localisés a des positions stratégiques. Celles-ci
sécretent difféerentes molécules de guidage qui vont aiguiller les axones en cours de

croissance jusqu’a leur cible suivante et/ou finale.

En plus d’amener un axone de son point de départ a sa cible finale, le guidage consiste
également en une coordination trés précise. En effet, chez les organismes bilatéraux, un
niveau de complexité supplémentaire existe : les neurones situés de part et d’autre de la ligne
médiane doivent coopérer afin d’assurer la coordination des deux co6tés du corps. Par

conséquent, le chiasma optique constitue 'une des cibles intermédiaires les plus étudiées
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dans le domaine du guidage axonal. Comme décrit précédemment, dans le systéme visuel,
les cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) projettent leur axone pour former le nerf optique.
Lorsqu’ils arrivent dans la partie distale du nerf optique, les axones peuvent adopter différents
comportements : ils peuvent rester du méme coté que I'ceil dont ils proviennent pour former
les projections ipsilatérales, ou ils peuvent traverser la ligne médiane pour projeter de maniéere
controlatérale dans le cerveau. Ce sont les axones qui croisent la ligne médiane qui forment
le chiasma optique, situé juste au-dessous de I'hypothalamus. La proportion de projections
ipsilatérales et controlatérales détermine le degré de vision en 3D. Par exemple, chez la souris,
95% des axones traversent la ligne médiane contre 5% restant du coté ipsilatéral. Chez

’homme, cette proportion est de I'ordre de 50-50% (Figure 3).
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Figure 8 : Principe du quidage axonal au cours du développement

Schéma d’un neurone en cours de croissance dans son environnement. Les axones en
cours de croissance présentent a leur extrémité une structure motile appelée le cone de
croissance. Ce cone exprime a sa surface des récepteurs a des molécules de guidage qui
sont présentes dans I'environnement des neurones. Ces molécules peuvent étre attractives
(Faxone va se diriger vers elles) ou répulsives (I'axone va les éviter). De plus, les molécules
de guidage peuvent agir par contact avec le cbne de croissance directement ou le cone de
croissance peut les « sentir » de loin (chémo-attraction ou chémo-répulsion).
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Au cours du développement, les axones poussent d’abord en direction de la ligne médiane
grace a un mécanisme d’attraction. D’une part, une fois que les axones controlatéraux ont
traversé la ligne médiane, ils sont repoussés par les molécules de guidage présentes a la ligne
médiane, qui les empéchent de la retraverser. lls continuent ensuite leur navigation jusqu’a
leurs cibles correctes dans le cerveau. D’autre part, les axones ipsilatéraux sont tout de suite

repoussés par la ligne médiane et atteignent leurs cibles sans traverser le chiasma optique.

Les facteurs de guidage jouent donc un rdle primordial dans I'établissement correct des circuits
neuronaux en ayant une synchronisation millimétrée et une communication essentielle avec

’environnement neuronal.

Ces molécules de guidage sont réparties en plusieurs familles. Il existe quatre familles
principales de molécules de guidage : les nétrines, les sémaphorines, les slits et les éphrines.
Au fil du temps, d’autres molécules possédant des fonctions de guidage axonal ont été mises
en évidence. Parmi elles, on trouve des morphogénes, des facteurs de croissance, des

composants de la matrice extracellulaire et des lipides.

|- Les nétrines

a- Découverte des nétrines
Des études anatomiques et comportementales chez C. elegans ont permis de décrire plus de

30 genes impliqués dans les migrations cellulaire et axonale. Parmi eux, les genes unc-5
(« uncontrolled »), unc-6 et unc-40 ont été identifiés (Hedgecock, Culotti, et Hall 1990). La
mutation de ces génes chez C.elegans affecte le guidage axonal de nombreuses populations
neuronales. Lorsque unc-6 a été cloné, les chercheurs ont mis en évidence que ce géne codait
pour une protéine associée a la laminine (Ishii et al. 1992). Quelques années plus tard, une
molécule promouvant la croissance des axones commissuraux a été purifiée a partir de
cerveau de poulet. Il s’agissait de Netrin, c’est-a-dire de 'homologue de unc-6 chez C. elegans
(Kennedy et al. 1994; Serafini et al. 1994).

b- Structure des nétrines et de leurs récepteurs
Chez les mammiféres, il existe 3 familles de nétrines sécrétées (1, 3 et 4) et 2 familles de

nétrines liées a la membrane par une ancre de glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Netrin-G1
et Netrin-G2) (Nakashiba et al. 2000; Sun, Correia, et Kennedy 2011) (Figure 9-A). Ces
protéines contiennent approximativement 600 acides aminés et font partie de la superfamille
des protéines associées a la laminine. En effet, le domaine N-terminal des nétrines et les
domaines V et VI des laminines présentent une forte homologie. Pour les nétrines 1 a 4, ces
domaines sont suivis d'un domaine C-terminal appelé « domaine C » ou « netrin like (NTR)

module ».
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Les nétrines interagissent avec différents récepteurs. Parmi eux, on trouve DCC (« deleted in
colorectal carcinoma »), une protéine transmembranaire appartenant a la superfamille des
immunoglobulines qui posséde trois domaines intracellulaires (Figure 9-A). On trouve
également UNC5: ces protéines transmembranaires possédent des domaines
immunoglobulines et laminines. Enfin, DSCAM (Down Syndrome Adhesion Molecule) agit
comme un récepteur des nétrines qui induit des réponses particulieres selon ses co-
récepteurs. Il posséde également de nombreux domaines immunoglobulines, ainsi que

plusieurs domaines de fibronectine de type IlI.

c- Expression et fonctions des nétrines
Les nétrines sont exprimées dans le systéeme nerveux mature et en cours de développement.

Chez 'embryon, les nétrines se retrouvent dans le cerveau, le cervelet, la moelle épiniére et
les disque optiques (Serafini et al. 1996; Deiner et al. 1997). Elles restent exprimées dans le

systéme nerveux mature mais elles montrent un profil d’expression différent.

c.1- L’interaction Netrin/DCC a un effet attractif
La réponse cellulaire aux nétrines est dépendante du récepteur avec lequel elles

interagissent : elles peuvent étre attractives ou répulsives. En effet, en se liant a son récepteur
DCC, Netrin1 a un effet attractif. Ce role attractif a largement été étudié via I'utilisation de
« turning assays » (observation de la réponse d’'un axone en cours de croissance par rapport
a une molécule ajoutée dans son environnement) (De La Torre et al. 1997; Ming et al. 1997)
et de co-cultures de tissu neuronal avec des cellules exprimant les nétrines (Kennedy et al.
1994; Serafini et al. 1994).

Dans le systéme visuel, Netrinl est fortement exprimée par le disque optique, lieu de sortie
des axones de la rétine. L’analyse des mutants hypomorphes pour Netrin1 révéle une
hypoplasie du nerf optique (Deiner et al. 1997) (Figure 9-B). De plus, chez les embryons de
souris invalidés pour DCC, de nombreux axones ne parviennent pas a atteindre le disque
optique (Deiner et al. 1997) (Figure 9-B). Ces résultats mettent en évidence le réle essentiel
de Netrin1/DCC dans la formation du nerf optique. Puisque la délétion de DCC est léthale dés
la naissance, il est difficile d’évaluer la contribution de ce récepteur dans la formation des
circuits neuronaux. C’est pourquoi des chercheurs ont choisi de déléter DCC spécifiquement
dans les rétines de souris mutantes. Ainsi, ils ont pu révéler le réle clé de DCC dans le
développement de la rétine (Vigouroux et al. 2020). En effet, grace a ce modele, ils ont observé
gue les axones des CGR n’exprimant plus DCC ne sont plus capables de sortir de la rétine
pour entrer dans le nerf optique. De plus, de nombreux axones de CGR présentent des défauts
d’orientation au sein-méme de la rétine mais aussi des défauts de projections dans leurs cibles
cérébrales. Par exemple, les CGR ipsilatéraux innervant le corps genouillé latéral et le

colliculus supérieur étendent de maniére exagérée leur territoire dans ces cibles. La délétion
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de DCC induit également une modification des projections des CGR : les projections
normalement présentent entre le noyau terminal médial ventral et le MTN dorsal, dans le

systeme optique accessoire, sont totalement absentes (Vigouroux et al. 2020).

A - Nétrine et ses récepteurs
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(A) Structure des ligands nétrines (Netrinl, 3, 4 et NetrinG1 et G2) et de leurs récepteurs
(DCC, UNC-5 et DSCAM). (B) Défauts de guidage observés suite a la délétion de Netrinl.

Figure 9 : Les nétrines
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c.2- L’interaction Netrin/lUNCS5A-D a un effet répulsif
Netrin posséde d’autres récepteurs tels que UNC5A-D, un orthologue de UNC5 chez C.

elegans. L'interaction entre Netrin et ce récepteur induit un comportement répulsif d’une
maniére dépendante ou non de DCC (Colamarino et Tessier-Lavigne 1995; Hong et al. 1999;
Hao Wang et al. 1999). Méme si les récepteurs UNC5 ont été beaucoup moins étudiés, il
semblerait que le domaine intracellulaire des récepteurs aux nétrines soit responsable de cet
effet de dualité dans le guidage axonal. Lorsque les domaines intracellulaires de DCC et de
UNCS5 sont expérimentalement échangés, la réponse de guidage obtenue sur les neurones
commissuraux correspond a celle du domaine intracellulaire. Autrement dit, c’est le domaine
intracellulaire du récepteur des nétrines qui va définir la réponse spécifique du céne de

croissance (Hong et al. 1999).

c.3- Linteraction Netrin/DSCAM peut avoir différents effets
Chez les mammiféres, les nétrines contribuent a la fois a la croissance axonale et au guidage

comme démontré avec les expériences de « turning assays ». Cependant, lorsque I'on bloque
DCC a laide d’anticorps bloquants, on n’observe que peu ou pas d’effet sur la réponse de
« turning ». Ceci suggére que d’autres récepteurs des nétrines sont impliqués dans cette
réponse. C’est pourquoi, Ly et ses collaborateurs ont cherché d’autres récepteurs potentiels
des nétrines qui contrbleraient le guidage, notamment celui des axones commissuraux dans
la moelle épiniére de souris en cours de développement (Ly et al. 2008). Les auteurs se sont
demandés quel membre de la superfamille des immunoglobulines, possédant des homologies
avec DCC, est exprimé dans la moelle épiniére en cours de croissance. lIs ont mis en évidence
'expression du récepteur DSCAM dans les axones commissuraux lorsqu’ils naviguent vers
puis traversent la « plague du plancher » (ou « floor plate », FP). L’inhibition de DSCAM par
électroporation d’ARNi (interférent) au niveau de la moelle épiniére a pour conséquence des
défauts de guidage des axones commissuraux, prouvant I'implication de DSCAM dans le
guidage de ces derniers. DSCAM régule sa réponse en fonction de sa dépendance ou non a
DCC.

D’une part, quand DSCAM est le co-récepteur de DCC, il joue un réle dans les mécanismes
d’attraction (Ly et al. 2008). D’autre part, lorsque DSCAM agit en tant que co-récepteur de
UNCS5, on observe un phénomeéne de répulsion (Purohit et al. 2012), qui va jusqu’a induire la

collapse des cones de croissance.

lI- Les sémaphorines

a- Catégories et structure des sémaphorines
Les sémaphorines (ou sémas) constituent 'une des plus grandes familles de molécules de

guidage. On compte plus de 30 sémas différentes : 20 chez les vertébrés, 10 chez les
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invertébrés et les virus. On peut les catégoriser en 8 classes (Figure 10-A). Les classes 1 et
2 ne se trouvent que chez les invertébrés. Les classes 3, 4, 6 et 7 sont exprimées seulement
chez les vertébrés. Les sémas de classe 5 se retrouvent a la fois chez les vertébrés et les
invertébrés (Yazdani et Terman 2006). La 8°™ classe n'est présente que chez les virus.
Certaines sémas sont transmembranaires (classes 1, 4, 5 et 6), d’autres sont sécrétées
(classes 2, 3 et 8) et les sémas de la classe 7 sont liées a la membrane par une ancre GPI
(glycosylphosphatidylinositol). Ainsi, les sémas peuvent agir a distance ou localement pour
moduler le guidage axonal dans les systémes nerveux central et périphérique. Elles sont
caractérisées par un domaine Sema extracellulaire de 500 acides aminés, situé dans la région

N-terminale.

b- Récepteurs des sémaphorines
Elles ont d’abord été décrites comme des facteurs de guidage répulsifs chez le poulet et étaient

appelées « collapsines » car elles induisaient la collapse des cbnes de croissance (Luo,
Raible, et Raper 1993). Plus tard, on leur a découvert un rdle attractif, notamment pendant le
développement des projections corticales (Bagnard et al. 1998). La dualité attraction-répulsion
des sémaphorines est nécessaire pour la mise en place de structures : c’est le cas de Sema3B
au niveau de la commissure antérieure (Falk et al. 2005). Grace a une étude a grande échelle
(« large-scale ») d’'une librairie d’ADNc, Neuropiline a été identifiée comme le récepteur des
Sema3 (Figure 10-A). En effet, chague ADNc a été transfecté dans des cellules COS et
Neuropiline a été « péchée » spécifiquement avec Sema3A lors d’'une analyse de « binding-
assay » (Kolodkin et al. 1997; He et Tessier-Lavigne 1997). Il existe deux neuropilines (Nrpl
et Nrp2) qui se lient a Sema3 avec différentes affinités. Les neuropilines sont des protéines
transmembranaires possédant 5 domaines extracellulaires. Nrpl est le récepteur de Sema3A,
Sema3C et Sema3D. Nrp2 se lie spécifiquement a Sema3B, Sema3C et Sema3F. Cependant,
ces récepteurs ne sont pas capables de transduire le signal a cause de leur domaine
cytoplasmique trop court. C’est pourquoi Nrp interagit avec un co-récepteur nommé Plexine.
Toutes les sémas peuvent se lier et interagir directement avec leurs récepteurs plexines. Il
existe 4 types de plexines (PlexA a PlexD). Les plexines sont des protéines
transmembranaires possédant un domaine Sema N-terminal extracellulaire. Sema3E est la
seule sémaphorine qui ne se lie qu’a une plexine (PlexD1) et non a une neuropiline (Gu et al.
2005). D’autres récepteurs aux sémas ont également été identifiés. Parmi eux, on trouve des
intégrines (notamment pour Sema7A (Pasterkamp et al. 2003)) ou des récepteurs du systéme
immunitaire tel que CD72 et Tim2 (pour Semad4A (Kumanogoh et al. 2002; 2000)). D’autres
partenaires peuvent intervenir dans le complexe de récepteurs pour moduler la réponse
axonale : c’est le cas pour Sema3 avec la superfamille des immunoglobulines Ig (Castellani et
al. 2000; Nawabi et Castellani 2011), mais aussi du morphogene Sonic hedgehog (Shh) (Parra
et Zou 2010).
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Figure 10 : Les sémaphorines

(A) Structure des ligands sémaphorines (de classe Ill, 1V, V, VI et VII) et de leurs
récepteurs (L1-CAM, Neuropilin Nrpl/2 et Plexins). (B) Défauts de guidage observés
suite a la délétion de Sema6D dans les cellules ganglionnaires de la rétine.
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c- Expression et fonctions des sémaphorines
Comme décrit précédemment, la vision binoculaire est assurée par les projections spécifiques

des axones des CGR dans le cerveau. Ces projections ont une composante ipsilatérale et une
composante controlatérale afin d’innerver les deux hémisphéres du cerveau. Le ratio entre les
projections ipsilatérales et controlatérales définit la largeur du champ visuel : par exemple,
chez la souris, qui possede un petit champ visuel binoculaire, seulement 5% des axones
projettent du méme c6té, alors que 95% des axones traversent la ligne médiane. Chez
’'homme, qui posséde un champ visuel binoculaire plus large, cette proportion est de 50-50%.
Les mécanismes impliqués dans I'évitement de la ligne médiane sont bien décrits (Nakagawa
et al. 2000; Williams et al. 2003; Lee, Petros, et Mason 2008). Cependant, les processus
impliqgués dans la traversée de la ligne médiane restaient incertains. Kuwajima et ses
collaborateurs ont alors mis en évidence le fait que Sema6D est répulsif pour les axones des
CGR (Kuwajima et al. 2012). La délétion de Sema6D dans les CGR induit une défasciculation
des axones et une mauvaise décussation avec une augmentation du nombre de projections
ipsilatérales (Kuwajima et al. 2012) (Figure 10-B). Les récepteurs de Sema6D sont PlexAl
et PlexA4 (Toyofuku et al. 2004; Yoshida et al. 2006). Cependant, il a été démontré que
NrCAM peut étre un récepteur de Sema6D. De plus, lorsque Sema6D interagit avec NrCAM
et PlexAl, une augmentation de la croissance axonale est observée (Kuwajima et al. 2012).
Ce mécanisme est inédit puisqu’il implique un partenariat tripartite : les axones des CGR
expriment a la fois PlexAl et NrCAM tandis que NrCAM, PlexAl et Sema6D sont exprimés au
niveau du chiasma optique. Tous ces acteurs sont essentiels pour que les axones puissent
traverser correctement la ligne médiane. En effet, 'absence d’'un seul d’entre eux induit des
défauts de projections des axones ainsi qu’'une augmentation de la quantité d’axones

ipsilatéraux.

lll- Les éphrines

a- Structures et récepteurs des éphrines
Contrairement aux nétrines et aux sémaphorines sécrétées, les éphrines sont des molécules

de guidage agissant a courte distance, car liées a la membrane. En effet, elles sont classées
en deux catégories, les éphrines a ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol) correspondant aux
EphrinAl a EphrinA5 et les éphrines transmembranaires qui sont les EphrinB1 a EphrinB3.

Leur partie extracellulaire est composée d’'un domaine de liaison au récepteur (Figure 11-A).

Elles agissent a travers leur récepteur a activité tyrosine kinase nommés Eph : les EphA (il en
existe 9 différents chez les mammiféres) qui se lient aux EphrinA et les EphB (on en compte

5 chez les mammiféres) qui interagissent avec les EphrinB. Cependant, il y a des exceptions
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telles que EphA4 qui peut se lier aux deux classes d’éphrines (A et B) (Pasquale 2005). Les
récepteurs Eph sont des protéines transmembranaires : elles possédent un domaine tyrosine

kinase intracellulaire et un domaine extracellulaire de liaison aux éphrines (Figure 11-A).

b- Fonction des éphrines
Les éphrines sont impliquées dans la traversée de la ligne médiane a différents niveaux dans

le systeme nerveux. Contrairement aux nétrines et aux sémaphorines, les éphrines sont
particulierement impliquées dans le guidage des projections ipsilatérales. Les CGR provenant
de la partie ventro-temporale de la rétine projettent préférentiellement du cété ipsilatéral du
cerveau (Williams et al. 2003). Le récepteur EphB1 est spécifiguement enrichi dans ces
axones. Le ligand EphrinB2 est exprimé par les cellules gliales présentes a la ligne médiane
du chiasma optique. Ainsi, cette signalisation EphrinB2/EphB1 maintient les axones du méme
c6té et empéche la traversée de la ligne médiane. Lorsque le récepteur est inhibé, les axones
deviennent insensibles aux facteurs répulsifs de la ligne médiane et les axones controlatéraux
peuvent la traverser (Williams et al. 2003) (Figure 11-B). Cette modulation d’EphB1 est assez
méconnue. Un facteur de transcription particulier, Zic2 (zinc finger transcription factor 2)
module I'expression d’EphB1. Zic2 est spécifiquement exprimé par les neurones dont les
axones ne traversent pas la ligne médiane. L'expression de Zic2 corréle avec le degré de
binocularité au cours de I'évolution. Plus un organisme a une vision binoculaire, plus il a
d’axones qui projettent ipsilatéralement, plus Zic2 est exprimé (Herrera et al. 2003). Au
contraire, chez les animaux avec une vision panoramique tel que le poisson-zébre n’ont pas
de projections ipsilatérales et comme attendu, ils n’expriment pas Zic2 dans leurs rétines (Seth
et al. 2006). De plus, la modulation de I'expression de Zic2 dans les CGR en cours de
développement est suffisante pour modifier la proportion de projections des axones de
controlatéral & ipsilatéral (Garcia-Frigola et al. 2008). Enfin, différents groupes de recherche
ont mis en évidence un lien direct entre I'expression de Zic2 et de EphB1 dans le cone de
croissance des axones ventro-temporaux (Lee, Petros, et Mason 2008; Garcia-Frigola et al.
2008). Ainsi, Zic2 contréle I'expression d’EphB1 et donc la sensibilité des axones projetant
ipsilatéralement par rapport a EphrinB2 présent a la ligne médiane. Le facteur de transcription
Zic2 est également impliqué dans la modulation de I'expression du récepteur EphA4
(Escalante et al. 2013).

L’effet de l'interaction Eph/Ephrin est paradoxal : comme les éphrines sont des molécules de
contact, 'adhésion entre le céne de croissance et la cellule partenaire est indispensable.
Cependant, la plupart du temps, cette interaction induit un phénoméne de répulsion. C’est

pourquoi, il y a un rapide changement entre adhésion et rétraction du céne de croissance.
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A - Ephrines et leurs récepteurs
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Figure 11 : Les éphrines

(A) Structure des ligands Ephrin (EphrinA et EphrinB) et de leurs récepteurs (EphA et
EphB). (B) Défauts de guidage observeés suite a la délétion de EphB1 dans les cellules

ganglionnaires de la rétine.

63



Pour comprendre ce phénoméne, quelques mécanismes ont été étudiés. Parmi eux, on trouve
le clivage des éphrines par des métalloprotéases telles que ADAM10/Kuzbanian (Hattori,
Osterfield, et Flanagan 2000). L’endocytose du complexe ligand/récepteur a également été
étudiée : elle a lieu au moment de sa formation pour permettre de détachement du cone de

croissance et de la cellule (Marston, Dickinson, et Nobes 2003; Zimmer et al. 2003).

IV-Les Slits

a- Structure des Slits et de leurs récepteurs
Les ligands Slits et leurs récepteurs Robos ont d’abord été découvert chez la drosophile. lls

ont ensuite été caractérisés dans la plupart des organismes en tant que facteur répulsif
contrblant le guidage des axones en cours de croissance dans le SNC et le SNP (Blockus et
Chédotal 2016). Il existe 3 protéines Slits et 4 récepteurs Robos chez les mammiféres. Les
Slits sont des glycoprotéines sécrétées d’environ 200 kDa. Elles possédent de nombreux

domaines de type EGF ainsi que des domaines riches en leucine (Figure 12-A).

Les Robos sont des protéines transmembranaires possédant différents domaines
intracellulaires, des domaines immunoglobulines et fibronectines extracellulaires (Figure 12-
A). Robol et Robo2 ont été décrits les premiers (Kidd et al. 1998) en tant que récepteur de
Slit permettant de médier sa réponse répulsive (Rothberg et al. 1988; Rothberg et al. 1990).
Ensuite, Robo3 (Rigl) et ses isoformes Robo3.1 et Robo3.2 ont été mis en évidence mais leur
réle reste vague car ils ne possédent pas de sites de liaison pour Slit (Chen et al. 2008). lls
pourraient réguler I'activité de Robo1/2. Enfin, Robo4 est particulier puisqu’il n’est pas impliqué
dans le guidage axonal. En effet, il est exprimé par les cellules endothéliales et contrble
'angiogenése (Bedell et al. 2005; London et Li 2011).

Les Robos appartiennent a la famille des 1g-CAM, des immunoglobulines ayant un role de
molécule d’adhésion cellulaire : ils peuvent ainsi médier des interactions homophiliques et
hétérophiliques (Chédotal 2007).

b - Expression et fonctions de Slits
Les Slits sont exprimés a la ligne médiane ainsi que dans d’autres régions du cerveau. Chez

les drosophiles mutantes pour Slit, on observe des défauts de projections des axones
ipsilatéraux et commissuraux qui vont jusqu’a la ligne médiane et y restent figés (Rothberg et
al. 1988; Rothberg et al. 1990). Ainsi, Slit a été décrit pour son réle répulsif permettant de
contrler la sortie de la plaque du plancher (FP) et empéchant les axones de la retraverser
(Kidd, Bland, et Goodman 1999). Grace au modéle de la corde ventrale de la drosophile, les
chercheurs ont pu étudier le fait que le cone de croissance ne devient sensible a Slit que

lorsqu’il est proche de la FP. En effet, Keleman et ses collégues ont mis en évidence la protéine
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transmembranaire Commissurless (Comm) qui contrdle le trafic des récepteurs Robo a la
surface du cone de croissance (Keleman et al. 2002). Avant la traversée de la ligne médiane,
Comm conduit Robo aux endosomes puis aux lysosomes pour qu’il soit dégradé. Un
mécanisme encore inconnu induit la diminution de I'expression de Comm aprés la traversée
de la ligne médiane, permettant I'expression de Robo a la membrane du céne de croissance :
les axones deviennent alors sensibles a Slit, exprimé par les cellules de la ligne médiane, et
en sont repoussés (Keleman, Ribeiro, et Dickson 2005). Par ailleurs, les mécanismes
permettant I'expression de Comm dans les axones commissuraux ont été identifiés. D’'une
part, Frazzled (Fra), ’lhomologue de DCC chez la drosophile, contréle I'expression de TARNm
de Comm indépendamment de Netrin (Yang, Garbe, et Bashaw 2009). D’autre part, une
protéine liant TARN nommée Elav module également I'expression de Comm. Chez les
drosophiles mutantes pour Elav, I'expression de Comm est diminuée et des défauts de
guidage sont alors observés au niveau de la corde ventrale (Simionato et al. 2007). Les travaux
de Bashaw et ses collaborateurs ont identifié les protéines Ndfipl et Ndfip2 comme les
analogues fonctionnels de Comm chez les vertébrés. En effet, ces protéines recrutent Robol
sur les endosomes et favorisent sa dégradation, permettant la traversée de la ligne médiane
par les axones commissuraux au cours du développement (Gorla et al. 2019). Enfin, une
protéase appelée Usp33 (« ubiquitin specific protease 33 ») a été décrite comme un partenaire
de Robol et un potentiel candidat responsable de la régulation de son expression a la surface
du cbne de croissance permettant la traversée de la ligne médiane (Yuasa-Kawada et al.
20009).

D’autres mécanismes régulant la sensibilité des axones aux Slits présents a la ligne médiane
ont été identifiés. L'un d’entre eux concerne Robo3 : il est exprimé avant la traversée ; son
expression diminue ensuite permettant la traversée de la FP. La délétion de Robo3 induit de
graves défauts de guidage : les axones commissuraux ne parviennent plus a atteindre la FP
(Sabatier et al. 2004; Tamada et al. 2008). La délétion de Robol et Robo2, quant a elle,
provoque un phénoméne de pause de la part des axones au niveau de la FP (Kidd, Bland, et
Goodman 1999).

Comme les autres récepteurs Robos, Robo3 est soumis a un épissage alternatif amenant aux
variants Robo3.1 et Robo3.2 (Chen et al. 2008). Ces deux protéines ont des effets
antagonistes sur le guidage des axones commissuraux a la ligne médiane. Robo3.1 est
exprimé avant la traversée et semble inhiber la répulsion exercée par Robol/Robo2. Robo3.2
est exprimé par les axones commissuraux apres la traversée de la ligne médiane et collabore

avec Robol/Robo2 pour médier la réponse répulsive des Slits.
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A - Slits et leurs récepteurs
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Figure 12 : Les Slits

(A) Structure des ligands Slit (1, 2 et 3) et de leurs récepteurs Robo (1, 2, 3 et 4). (B)
Défauts de guidage observés suite a la délétion de Slit1/2.




Les ligands Slits eux-mémes subissent des modifications. La protéine Slit entiére (Slit-FL, « full
length ») est clivée par des protéases résultant en deux fragments Slits : un long fragment
correspondant a la partie N-terminale (Slit-N) et un court fragment, a la partie C-terminale (Slit-
C). Il a été démontré gque ce sont Slit-FL et Slit-N qui sont responsables des fonctions
physiologiques. Le rdle de Slit-C reste vague, tout comme l'identité de la protéase responsable
du clivage. Afin d’identifier cette derniére, des chercheurs ont réalisé un « screening » des
ARNi dans les muscles de la drosophile. Par ce biais, un candidat intéressant a été mis en
évidence : Amontillado (Amon), équivalent a I’homologue chez la drosophile de la convertase
phéromone 2 (PC) (Ordan et Volk 2016). En effet, chez les drosophiles mutantes pour Amon,
Slit n’était plus clivé. Cependant, la co-expression d’Ammon et Slit-FL ne modifie pas le clivage
de Slit-FL mais induit un changement dans sa taille. Ces résultats suggérent que l'effet
d’Ammon sur Slit-FL est indirect et implique d’autres acteurs, participant aux modifications
post-traductionnelles de Slit-FL. De maniére intéressante, la PC participe a la régulation de
plusieurs métalloprotéases. C’est pourquoi, la PC pourrait moduler le clivage de Slit via ces

métalloprotéases, mais ceci n’est pas confirmé (Bassi, Mahloogi, et Klein-Szanto 2000).

Pendant longtemps, les chercheurs se sont focalisés surtout sur Slit-N et Slit-FL puisqu’ils sont
impliqués dans l'interaction avec les récepteurs Robos et dans le guidage de nombreuses
populations d’axones pendant le développement (Kidd, Bland, et Goodman 1999; Brose et al.
1999). Le rdle de Slit-C, quant a lui, reste méconnu. Récemment, en se focalisant sur la ligne
médiane, Delloye-Bourgeois et ses collaborateurs ont mis en évidence que Slit-C interagissait
avec PlexinA1 (indépendamment des neuropilines), plutdt qu’avec les Robo (Delloye-
Bourgeois et al. 2015). Cette signalisation participe a empécher les axones de retraverser la
FP une fois arrivés de 'autre c6té. Ensemble, les Slits et les Sémaphorines contrdlent la sortie

des axones commissuraux de la FP.

Les Slits sont également impliqués dans le guidage axonal du systeme visuel au niveau du
chiasma optique notamment. lls permettent de contenir les axones dans les tractus optiques.
La délétion de Slitl/Slit2 conduit & une défasciculation des axones et & une décussation
incorrecte (Plump et al. 2002) (Figure 12-B).

En plus de médier le guidage axonal, la signalisation Slit/Robo permet le positionnement
médio-latéral des projections longitudinales (Rajagopalan, Nicolas, et Dickson 2000; Simpson
et al. 2000). En effet, plus un céne de croissance contient de récepteurs Robos, plus I'axone

navigue latéralement (loin de la source de Slit).

La découverte de toutes ces molécules de guidage souléve de nombreuses questions.

Comment toutes ces signalisations, qui sont exprimées de maniére synchronisée dans le
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temps et I'espace, sont-elles intégrées dans le céne de croissance afin d’assurer toutes ces
trajectoires axonales ? La combinaison d’une nouvelle génération de fluorophores et de
techniques de vidéo-microscopie commence a lever le voile sur les mécanismes subtils qui
ont lieu au niveau du cbne de croissance qui module sa réponse par rapport a son
environnement. En effet, Pignata et ses collaborateurs (Pignata et al. 2019) ont utilisé
I'embryon de poulet pour montrer que les récepteurs de guidage, permettant la sortie de la FP,
sont triés de maniére spécifiqgue pendant la traversée de la ligne médiane. Pour cela, ils ont
fusionné une protéine GFP sensible au pH (pHLuorin-GFP) avec Robol, Robo2, Neuropilin2
et PlexinAl et ont électroporé ces constructions dans la moelle épiniére de poulet en cours de
développement. En utilisant la vidéo-microscopie, ils ont pu suivre la dynamique de chaque
molécule individuelle au sein d’'un seul céne de croissance. lls ont ainsi démontré que méme
si les récepteurs sont exprimés tous en méme temps dans les axones et les cones de
croissance, leur trafic a la surface du céne de croissance est régulé finement dans le temps.
lls arrivent jusqu’a la membrane I'un aprés l'autre, permettant comme cela la modulation

graduelle de la sensibilité du céne de croissance a son environnement.

V- Autres molécules associées au guidage et mécanismes de formation
des circuits neuronaux
Au-dela des molécules de guidage classiques, il existe un grand nombre de mécanismes

résultant en une activité de guidage axonal. lls peuvent étre divisés en forces chimiques et

physigues qui permettront la construction des circuits neuronaux.

a- Les molécules d’adhésion
Les axones en cours de croissance font des contacts avec leur environnement au travers de

molécules d’adhésion cellulaire. Ces molécules jouent un rdle dans le processus du guidage
axonal. Parmi elles on trouve, les intégrines, les cadhérines et la superfamille des
immunoglobulines (Ig). L1-CAM appartient a la famille des IgCAM et a été impliqué dans des
fonctions de pousse et de guidage axonal. En effet, sa mutation est a I'origine du syndrome
de I'hydrocéphalie liée a I'’X qui se caractérise par un élargissement ventriculaire et une
hypoplasie des principaux tractus axonaux (tractus corticospinal ou corpus callosum)
suggérant le réle de L1-CAM dans la croissance axonale et le guidage (Camp et al. 1993). La
suppression de L1-CAM chez la souris résulte en les mémes observations : défauts de
guidage des axones du tractus corticospinal (Cohen et al. 1998). L1-CAM est capable de se
lier au récepteur Neuropilinl (appartenant au complexe de récepteur de Sema3A), ce faisant,
L1-CAM transforme la répulsion en attraction axonale (Castellani et al. 2002). NCAM fait
également partie de la superfamille des IgCAM et contrdle le guidage axonal par le biais du
phénomene de fasciculation sélective ob