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RESUME 

 

Modalités du guidage axonal dans le contexte de la 

régénération du système nerveux central adulte 
 

Toutes lésions du système nerveux central (SNC - cerveau et moelle épinière) adulte 

conduisent à des pertes de fonctions cognitives, sensorielles et/ou motrices irréversibles. En 

effet, il n'existe à 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 à longue distance (de l'œil jusqu'au cerveau) est possible par la 

modulation de voies moléculaires spécifiques dans les neurones. Cependant, les axones qui 

régénèrent présentent de graves défauts de projection qui compromettent un retour des 

fonctions pour deux raisons majeures : l'absence de réinnervation des cibles et la potentielle 

formation de circuits aberrants délétères. De ce fait, le guidage axonal apparaît comme un 

mécanisme clé à moduler afin de permettre la correcte reformation du circuit lésé.  

Durant ma thèse, j'ai mis en évidence que le système 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 manière intéressante, j'ai montré que dans le système visuel (appartenant au SNC), la 

modulation de facteurs de guidage spécifiques permet de modifier 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 système 

nerveux dans le but de reconstruire des circuits fonctionnels. Ces avancées pourront 

s'appliquer au développement de thérapies innovantes dans le cadre des lésions du SNC mais 

aussi des maladies neurodégénératives. 

 

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

ganglionnaires, système nerveux central, régénération 
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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, I 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, I 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 

 
 



9 
 

TABLE DES MATIERES 

INTRODUCTION                 17 

Chapitre 1 : Régénération du système nerveux             17 

I- Système nerveux central et système nerveux périphérique ............................................ 17 

II- Les modèles d’étude de la régénération ............................................................................. 18 

A- Les axones sensoriels de la colonne dorsale dans les modèles murins ............... 19 

B- Les ganglions dorso-rachidiens .................................................................................... 19 

C- Les axones corticospinaux ............................................................................................ 19 

D- Les axones des cellules ganglionnaires de la rétine ................................................. 20 

III- Le système visuel ............................................................................................................... 20 

A - La rétine ................................................................................................................................. 20 

Les cellules ganglionnaires de la rétine (ou CGR) ............................................................ 22 

A.1- Les cellules ganglionnaires sélectives de la direction ON-OFF .......................... 22 

A.2- Les cellules ganglionnaires de la rétine sélectives de la direction ON .............. 23 

A.3- Les cellules ganglionnaires de la rétine alpha (α-CGR) ....................................... 23 

A.4- Les cellules ganglionnaires de la rétine intrinsèquement photosensibles 

(CGRip ou ipRGC) .............................................................................................................. 24 

A.5 – Hétérogénéité des CGR dans la réponse à la lésion et la régénération ......... 26 

B - Les cibles cérébrales du système visuel .......................................................................... 26 

B.1- Le noyau suprachiasmatique (NSC, « suprachiasmatic nucleus » or SCN) ......... 27 

B.1.1- Les rythmes circadiens .......................................................................................... 27 

B.1.2- Les afférences du noyau suprachiasmatique ..................................................... 28 

B.1.3- Les efférences du noyau suprachiasmatique ..................................................... 29 

B.2- Le corps genouillé latéral dorsal (dLGN) .................................................................... 31 

B.3- Le colliculus supérieur (SCol) ....................................................................................... 31 

IV- Différence de capacités régénératives des systèmes nerveux central et 

périphérique ..................................................................................................................................... 32 

A- Système nerveux périphérique ..................................................................................... 33 

B- Système nerveux central ............................................................................................... 33 

1. L’environnement du système nerveux central est inhibiteur de la régénération ... 33 

a- La myéline : un des principaux inhibiteurs de la régénération ............................. 34 

Les inhibiteurs associés à la myéline - MAI ................................................................ 34 

(i) Nogo ............................................................................................................................. 34 

(ii) OMgp ........................................................................................................................... 34 

(iii) MAG ........................................................................................................................... 34 

b- La cicatrice gliale ........................................................................................................ 35 



10 
 

b.1 - La microglie ............................................................................................................ 36 

b.2 - Les oligodendrocytes survivants ......................................................................... 37 

b.3 - Les cellules progénitrices d’oligodendrocytes ................................................... 38 

b.4 - Les astrocytes ........................................................................................................ 38 

b.4.1- Les astrocytes : composants majoritaires de la cicatrice gliale .................... 38 

b.4.2- Les astrocytes sécrètent des molécules inhibitrices à la régénération ... 38 

b.4.2.1- CSPG – protéoglycanes de sulfate de chondroïtine – inhibiteurs de 

la repousse axonale ............................................................................................... 38 

b.4.2.2- Autres facteurs sécrétés par les astrocytes ......................................... 39 

b.4.3- Initiation de la réponse immunitaire par les astrocytes ............................. 39 

b.5 - Les fibroblastes ...................................................................................................... 39 

c- Autres inhibiteurs à la régénération du système nerveux central ....................... 39 

c.1 – Les sémaphorines ................................................................................................. 40 

c.2- Les éphrines ............................................................................................................ 41 

c.3- Les nétrines ............................................................................................................. 41 

c.4- Les Wnt ..................................................................................................................... 41 

c.5- Les Slits .................................................................................................................... 41 

c.6- Autres molécules de guidage ................................................................................ 42 

d- La modulation de l’environnement du SNC ne suffit pas pour promouvoir la 

régénération......................................................................................................................... 42 

2. Les capacités intrinsèques des neurones du système nerveux central ................. 43 

a- La voie mTOR ............................................................................................................. 43 

b- La voie JAK/STAT ...................................................................................................... 44 

c- Les facteurs de transcription ..................................................................................... 45 

d- Les modifications épigénétiques .............................................................................. 47 

e- Les approches combinatoires ................................................................................... 47 

e.1- Délétion de PTEN et induction de l’inflammation ............................................... 48 

e.2- Délétion de PTEN et de SOCS3 .......................................................................... 49 

e.3- Délétion de PTEN et stimulation visuelle ............................................................ 49 

e.4- Délétion de PTEN et SOCS3 et surexpression de CNTF et c-myc : modèle 

PSM .................................................................................................................................. 50 

V- Défauts de guidage des axones en cours de régénération ......................................... 50 

Chapitre 2 : Le guidage axonal               53 

I- Les nétrines ............................................................................................................................. 55 

a- Découverte des nétrines .................................................................................................... 55 

b- Structure des nétrines et de leurs récepteurs ................................................................ 55 



11 
 

c- Expression et fonctions des nétrines ............................................................................... 56 

c.1- L’interaction Netrin/DCC a un effet attractif ................................................................ 56 

c.2- L’interaction Netrin/UNC5A-D a un effet répulsif ....................................................... 58 

c.3- L’interaction Netrin/DSCAM peut avoir différents effets ........................................... 58 

II- Les sémaphorines .................................................................................................................. 58 

a- Catégories et structure des sémaphorines ..................................................................... 58 

b- Récepteurs des sémaphorines ......................................................................................... 59 

c- Expression et fonctions des sémaphorines .................................................................... 61 

III- Les éphrines ........................................................................................................................ 61 

a- Structures et récepteurs des éphrines ............................................................................ 61 

b- Fonction des éphrines ........................................................................................................ 62 

IV- Les Slits ................................................................................................................................ 64 

a- Structure des Slits et de leurs récepteurs ....................................................................... 64 

b - Expression et fonctions de Slits .......................................................................................... 64 

V- Autres molécules associées au guidage et mécanismes de formation des circuits 

neuronaux ........................................................................................................................................ 68 

a-  Les molécules d’adhésion ............................................................................................. 68 

b-  Les morphogènes ........................................................................................................... 69 

c-  Les protéoglycanes ........................................................................................................ 70 

d-  Les lipides ........................................................................................................................ 71 

e-  Forces physiques ............................................................................................................ 71 

VI- Les molécules de guidage dans la formation du système visuel ................................ 73 

a - Guidage dans l’œil ................................................................................................................ 73 

b - Guidage au chiasma optique .............................................................................................. 76 

c - Guidage vers les cibles cérébrales .................................................................................... 77 

1- Vers le noyau suprachiasmatique ................................................................................... 77 

2- Vers le corps genouillé latéral dorsal .............................................................................. 77 

3- Vers le colliculus supérieur (ou superior colliculus – SCol) ......................................... 78 

Chapitre 3 : Le guidage axonal dans le système nerveux mature           80 

I- Rôles physiologiques du guidage axonal chez l’adulte .................................................... 80 

a- Guidage axonal répulsif dans le système nerveux central adulte ............................... 80 

b- Inhibition de croissance plutôt que répulsion ................................................................. 82 

c- Manque de guidage dans le système nerveux central adulte ..................................... 82 

II- Mise en place de l’environnement chez l’adulte ................................................................ 83 

a- Interaction avec la matrice extracellulaire ....................................................................... 83 

b- Régulation de la mise en place de la cicatrice gliale dans le SNC adulte ................. 84 



12 
 

c- Connectivité dans le système nerveux périphérique adulte ......................................... 85 

d- Organisation cellulaire dans le système vasculaire adulte ........................................... 86 

III- Les molécules de guidage contrôlent l’identité cellulaire chez l’adulte ...................... 87 

a- Communication et signalisation cellulaires dans le système immunitaire adulte ..... 87 

b- Maintenance des niches de cellules souches chez l’adulte ......................................... 87 

Niche de cellules souches neurales .................................................................................... 88 

IV- Les fonctions des molécules de guidage chez l’adulte ................................................. 88 

a- Formation des synapses et élagage ................................................................................ 88 

b- Formation de la mémoire et plasticité .............................................................................. 89 

c- Modification de l’expression des molécules de guidage et conséquences ............... 91 

c.1- Vieillissement ................................................................................................................... 91 

c.2- Troubles neurologiques et maladies neurodégénératives ........................................ 91 

V- Dysfonction moléculaire et cellulaire dans le cancer .................................................... 92 

Régulation de la signature des cellules cancéreuses ........................................................... 93 

DISCUSSION et PERSPECTIVES            180 

I – Défis techniques ...................................................................................................................... 181 

A – Approches ex vivo .................................................................................................................. 181 

B – Chirurgie stéréotaxique et modulation des facteurs de guidage in vivo .............................. 182 

C – Imagerie ................................................................................................................................. 183 

II – Conclusions............................................................................................................................. 183 

III – Perspectives .......................................................................................................................... 185 

A – Régulation spatio-temporelle des molécules de guidage ............................................ 185 

B – Interaction entre les molécules de guidage et régulations .......................................... 185 

C – Hétérogénéité dans la rétine............................................................................................ 186 

D – Réinnervation des cibles cérébrales .............................................................................. 186 

1 – Nombre d’axones nécessaires et leur identité .......................................................... 186 

2 – Projections ipsi- et controlatérales .............................................................................. 187 

3 – Cartes rétinotopiques .................................................................................................... 187 

4 – Stabilité et maintien des synapses .............................................................................. 188 

E – Myélinisation des axones régénérés .............................................................................. 188 

F – Être prudent en modulant les molécules de guidage ................................................... 189 

1 – Ne pas affecter les fonctions physiologiques des molécules de guidage chez 

l’adulte .................................................................................................................................... 189 

2 – Attention aux conséquences ........................................................................................ 189 

HTT controls mRNA-specific translation 228 



13 
 

TABLE DES FIGURES 

 

Figure 1 : Le système nerveux 
 

18 

Figure 2 : Structure de l’œil et de la rétine 
 

21 

Figure 3 : Le système visuel 
 

29 

Figure 4 : Structure et afférences des cibles cérébrales des cellules 
ganglionnaires de la rétine 
 

30 

Figure 5 : La cicatrice gliale 
 

36 

Figure 6 : Les modèles de régénération faisant intervenir la voie mTOR 
 

48 

Figure 7 : Modèle PSM de régénération à longue distance et défauts de 
guidage engendrés 
 

51 

Figure 8 : Principe du guidage axonal au cours du développement 
 

54 

Figure 9 : Les nétrines 
 

57 

Figure 10 : Les sémaphorines 
 

60 

Figure 11 : Les éphrines 
 

63 

Figure 12 : Les Slits 
 

66 

Figure 13 : Guidage dans le système visuel 
 

75 

Figure 14 : Rôle des molécules de guidage chez l’adulte. 
 

81 



14 
 

LISTE DES ABBREVIATIONS 

  
ACT α-1-antichymotrypsine 

ALCAM Activated Leukocytes Cell Adhesion Molecule 

Atf3 Activating transcription factor 3 

AVP Arginine vasopressine peptide 

Cdh6 Cadhérine 6 

CGR Cellules ganglionnaires de la rétine 

CGRip Cellules ganglionnaires de la rétine intrinsèquement photosensibles 

CNTF Ciliary neurotrophic factor 

Comm Commissurless 

CS 

CSPG 

Chondroïtine sulfate 

Protéoglycane de sulfate de chondroïtine 

CST Tractus cortico-spinal 

DCC Deleted in colorectal carcinoma 

dLGN Dosal lateral geniculate nucleus – Corps genouillé latéral dorsal 

DRG Dorsal root ganglia – Ganglion dorso-rachidien 

DSCAM Down Syndrome Adhesion Molecule 

DSGC Directionnaly selective ganglion cells – CGR sélectives de la direction 

EMT Transition épithélium-mésenchyme 

FGF Facteur de croissance des fibroblastes 

FP Floor plate – « plaque du plancher » 

Fra Frazzled 

GAG Glycosaminoglycane 

GFAP Glial fibrillary acidic protein - protéine acide fibrillaire gliale 

GPI Glycosylphosphatidylinositol 

GRP Gastrin-releasing peptide 

Hoxd10 Homeobox 10 

HS héparane sulfate 

HSC Hematopoietic stem cell – cellule souche hématopoïétique  

Ig Immunoglobulines 

IGL Intergeniculate leaflet – Feuillet inter-genouillé 

IL-6/ IL-11 Interleukine-6 et -11 

IPL Inner plexiform layer – Couche plexiforme interne 

JAK Janus kinase 

KLF Krüppel-like factor 

LGN Lateral geniculate nucleus – corps genouillé latéral 

LIF Leukemia inhibitory factor 

MAG Myelin-associated glycoproteins - Glycoprotéines associées à la 

myéline 

MEC Matrice extracellulaire 

MTN Medial Terminal Nucleus – Noyau terminal médial 

mTOR mammalian target of rapamycin 
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NPO Noyau prétectal olivaire 

NrCAM Neuronal Cell Adhesion Molecule 

Nrp Neuropiline 

NSC Noyau suprachiasmatique 

OMgp Oligodendrocyte myelin glycoproteins 

OPCs Oligodendrocyte precursor cells - cellules précurseurs 

d’oligodendrocytes 

PACAP Pituitary adenylate cyclase-activating peptide 

PBg Noyau parabigéminal 

PC Pheromone convertase 

PG Protéoglycanes 

Plex Plexin 

PNN Perineuronal nets - Filets périneuronaux 

PTEN Phosphatase and tensin homolog 

RBPMS RNA-binding protein with multiple splicing 

RGMa Repulsive guidance molecule A 

RHT Retinohypothalamic tract - Tractus rétino-hypothalamique 

SCol Superior colliculus - Colliculus supérieur 

Sema Sémaphorines 

Shh Sonic hedgehog 

siRNA Small interfering RNA 

Smo Smothenened 

SNC Système nerveux central 

SNP Système nerveux périphérique 

SOCS Suppressor Of Cytokine Signaling 

Sox11 SRY-box containing gene 11 

SPRRP1A Small proline-rich repeat protein 1A 

sSC Couche superficielle du colliculus supérieur  

STAT Signal transducer and activator of transcription 

TNF Tumor necrosis factor-α 

uSCG Upper stratum griseum superficial  

VEGF-A Vascular Endothelial Growth Factor A 

VIP Vasointestinal peptide 

Zic2 Zinc finger transcription factor 2 
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PREAMBULE  

  

Contrairement au système nerveux périphérique (SNP), le système nerveux central 

(SNC) est incapable de régénérer après une lésion. Les conséquences des atteintes du SNC 

sont donc dramatiques puisqu’elles conduisent à des pertes irréversibles des fonctions 

motrices, sensorielles et/ou cognitives. Après 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 à 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 régénèrent ne parviennent pas à reconnecter leurs cibles 

cérébrales correctes car ils sont perdus. Ceci empêche la reformation des circuits neuronaux 

et le retour des fonctions. 

C’est pourquoi, il est essentiel de comprendre les modalités de guidage axonal chez 

l’adulte. Pour ce faire, j’ai utilisé le modèle du système visuel adulte, qui fait partie du SNC et 

qui présente donc la même incapacité de régénération spontanée et j’ai modalisé la lésion 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 système nerveux, du guidage axonal et les rôles des facteurs impliqués dans le 

guidage chez l’adulte. 
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INTRODUCTION 
 

 

Chapitre 1 : Régénération du système nerveux 
 

 

I- Système nerveux central et système nerveux périphérique 
 

Le système nerveux contrôle l’ensemble des fonctions du corps. Il est divisé en deux parties : 

le système nerveux central (SNC) et le système nerveux périphérique (SNP) (Figure 1). Le 

SNC est constitué du cerveau, de la moelle épinière ainsi que deux des douze nerfs crâniens : 

le nerf I, olfactif et le nerf II, optique. Le SNC assure toutes les fonctions essentielles qu’elles 

soient cognitives (perception de l’environnement, interaction avec les autres, mémoire, 

apprentissage ou langage), motrices ou sensorielles (perception de l’environnement grâce aux 

différents sens). Afin de préserver ce centre de contrôle essentiel, le cerveau est protégé par 

le crâne et la moelle épinière, par les vertèbres. Le SNC contrôle les différentes fonctions du 

corps en envoyant des signaux nerveux le long de la moelle épinière. De celle-ci émergent 

des nerfs et des ganglions qui constituent le système nerveux périphérique (SNP). Ce dernier 

est lui-même divisé en deux parties : le système nerveux autonome (contrôle des fonctions 

involontaires telles que la digestion ou la respiration) et le système nerveux somatique 

(contrôle 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 systèmes se différencient également par leur réponse à la 

lésion axonale. En effet, même si le SNC est très protégé, il peut être endommagé par des 

lésions traumatiques ou chroniques (maladies neurodégénératives). Dans ces cas-là, le 

cerveau et/ou les nerfs sont lésés partiellement ou alors totalement sectionnés. Les 

conséquences de ces atteintes sont irréversibles : pertes de fonctions motrices, cognitives 

et/ou sensorielles. En effet, le SNC est incapable de régénérer après une lésion. Par 

opposition, le SNP a une certaine capacité de réparation, ce qui permet les opérations très 

spectaculaires, comme les greffes de membres. Cette différence de capacité de repousse a 

largement été étudiée depuis le siècle dernier (Huebner et Strittmatter 2009).  
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II- Les modèles 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 complète de tous les axones qui projettent dans un tractus et (ii) une 

repousse des axones au-delà du site de lésion. Le défi le plus important du domaine est de 

réparer une lésion survenant au niveau de la moelle épinière. Ces blessures interrompent les 

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

 

 

Figure 1 : Le système nerveux  

Le système nerveux est constitué du système nerveux central (SNC en rose) et du 

système nerveux périphérique (SNP en vert). Le SNC est composé du cerveau, de la 

moelle épinière, 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 lésion sur le SNC, de le modéliser et de le moduler dans le but 

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

A- Les axones sensoriels de la colonne dorsale dans les modèles murins 
La colonne dorsale correspond à la partie dorsale de la moelle épinière. Elle est constituée 

par les axones ascendants qui communiquent l’information sensorielle des membres et 

organes au cerveau. Afin de mimer la lésion 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 à L5 (voir plus bas). 

La sévérité de la lésion peut être évaluée grâce à 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 à L5) : l’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 modèle 

intéressant pour étudier la régénération axonale. Ces ganglions sont situés de part et d’autre 

de la moelle épinière, tout le long de celle-ci. Les neurones sensoriels des DRG ont la 

particularité d’être bipolaires : ils possèdent deux axones, un périphérique et un central. En 

effet, l’axone central projette dans la moelle épinière, tandis que l’axone périphérique innerve 

les cibles périphériques. Une lésion 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. Grâce à ce modèle deux mécanismes ont été mis en évidence. Le premier concerne 

une amélioration de la régénération dans la branche périphérique suite à une première lésion 

antérieure sur cette même branche : c’est le paradigme de la lésion conditionnée (McQuarrie 

et Grafstein 1973). Le deuxième, appelé pré-conditionnement (« pre-conditioning ») est basé 

sur une première lésion survenant dans la branche périphérique qui induit une activation de 

programmes pro-régénératifs permettant aux axones de la branche centrale de régénérer à 

leur tour après une lésion. Grâce à ces particularités, les DRG constituent un modèle important 

utilisé pour l’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 

l’information motrice du cerveau vers la moelle épinière. Les corps cellulaires de ces neurones 

sont situés dans le cortex sensorimoteur. Les axones projettent dans la moelle épinière 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). Plutôt 

que de réaliser une transsection complète de la moelle épinière qui constitue une manipulation 
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très invasive, la plupart des études sur les rongeurs pratiquent des lésions partielles telles que 

l’hémisection dorsale ou latérale et les contusions (ce modèle se rapprochant d’autant plus 

des lésions observées chez l’homme). Cependant, dans ces modèles, on observe de 

nombreux axones qui échappent à la lésion : une lésion incomplète peut laisser intacts 

quelques axones qui restent connecter à leur cible. Ces axones restants peuvent 

compromettre l’étude de la régénération, notamment en influençant la repousse. C’est 

pourquoi d’autres études utilisent l’écrasement de la moelle épinière afin d’avoir une lésion 

complète (Tuszynski et Steward 2012). Ce tractus est également utilisé afin d’étudier les 

mécanismes de plasticité qui pourraient jouer un rôle majeur dans le regain des fonctions 

après une lésion 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 

quels 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 possède donc cette même incapacité à régénérer après 

une lésion. Le nerf optique étant plus aisément atteignable, sa lésion complète est facilement 

réalisable et reproductible, en étant moins invasive qu’une lésion de la moelle épinière. C’est 

pourquoi le modèle du système 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 

à pouvoir projeter dans le cerveau : les cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) (Figure 2-

A). C’est ce modèle que j’ai utilisé lors de ma thèse. Ainsi dans les paragraphes suivants, je 

vais décrire le système visuel de façon plus détaillée. 

III- Le système visuel 
Le système visuel est constitué des yeux, du nerf optique et des zones du cerveau qui 

reçoivent et intègrent les informations visuelles (Figure 3). Le nerf optique est responsable de 

la communication de l’information lumineuse de l’œil jusqu’aux différentes cibles cérébrales 

connectées par les neurones de la rétine. La lumière est focalisée par la cornée jusque dans 

la rétine. C’est la rétine qui traduit l’information lumineuse en signaux nerveux transmis au 

cerveau.  

A - La rétine 
La rétine est le tissu récepteur de l’information lumineuse qui tapisse le fond de l’œil (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 lumière.  
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Figure 2 : Structure de l’œil et de la rétine 

(A) Schéma représentatif de la structure de l’œil. La rétine se trouve au fond de l’œil, elle est 

constituée de nombreuses cellules dont les cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) qui 

sont les seuls neurones à 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 intrinsèquement photosensibles 

(dont les CGRip M1), les CGR-α (qui comptent notamment : les CGR-α ON, les CGR-α OFF 

maintenues et les CGR-α 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 cônes et les batônnets. Les cônes 

sont responsables de la vision diurne (ou photopique) et des couleurs ; alors que les bâtonnets 

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 parallèles à 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, où ils forment le nerf optique. On compte environ 30 à 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 à tous les CGR 

(pan-RGC markers) tels que RBPMS (RNA-binding protein with multiple splicing) (Rodriguez, 

de Sevilla Müller, et Brecha 2014) et la glycoprotéine Thy1 (Barnstable 1984). Les CGR 

peuvent être classés selon leurs fonctions : certaines sont impliquées dans les fonctions de 

formation de l’image ( « image-formation functions » : intensité lumineuse, vitesse de 

déplacement, direction) et d’autres dans des fonctions non impliquées dans la formation de 

l’image (« non-image forming functions ») (Vilallongue et Nawabi 2022). Aujourd’hui, nous 

savons quelles sous-populations de CGR innervent quelles cibles du système visuel (Figure 

2-D). Cependant, les molécules impliquées dans l’innervation de ces différentes cibles restent 

encore très 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.1- 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 à une augmentation de l’intensité lumineuse quand les CGR OFF 

répondent à une diminution de cette intensité. Autrement dit, les CGR ON répondent à 
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l’exposition d’objets lumineux et les CGR OFF à celle d’objets sombres. De plus, elles 

répondent d’autant plus aux petits stimuli visuels en mouvement (plutôt qu’à 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 à part entière 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 collagène XXVα1 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 à différents endroits dans le 

cerveau selon leur « direction préférée ». Par exemple, le corps genouillé latéral dorsal (dLGN) 

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 particulièrement aux objets lumineux se déplaçant à 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 être 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 monostratifiées dans la couche 

plexiforme interne (Sanes et Masland 2015). Elles innervent le système optique accessoire 

composé du noyau terminal dorsal, du noyau terminal latéral et du noyau terminal médian 

(Figure 2-D). Ce système est impliqué dans le réflexe optocinétique qui permet d’éviter le 

glissement de l’image lors des mouvements de la tête (accompagnant les déplacements de 

l’individu) ou des mouvements perçus dans le champ visuel et donc la stabilisation de l’image 

(Yonehara et al. 2009).   

A.3- Les cellules ganglionnaires de la rétine alpha (α-CGR) 
Les α-CGR sont les plus grosses cellules de la rétine qui sont positives à 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 spp1 et d’une sous-unité d’un canal calcique voltage-



24 
 

dépendant kcng4 (Duan et al. 2015). Chez la souris, trois types de α-CGR ont été identifiés 

selon leur réponse à la stimulation et leur morphologie (Figure 2-C). Les CGR-α ON 

maintenues (« sustained ON-αRGC ») maintiennent leurs courants (chlorures et cationiques) 

après une exposition à la lumière et possèdent des dendrites qui stratifient jusqu’à 70% de la 

profondeur de la couche plexiforme interne. Les CGR-α OFF maintenues (« sustained OFF-

αRGC ») maintiennent leur activité dans l’obscurité et leurs dendrites recouvrent 50% de la 

profondeur de la couche plexiforme interne. Enfin, les CGR-α OFF transitoires (« transient 

OFF-αRGC ») présentent une activité transitoire en réponse à une exposition lumineuse et 

leurs dendrites atteignent seulement 30% de la profondeur de la couche plexiforme interne 

(Pang, Gao, et Wu 2003). Les CGR-α OFF transitoires et maintenues sont spécifiquement 

marquées chez la lignée de souris transgéniques TYW7 : la protéine YFP, la β-galactosidase 

et l’agglutinine de germe de blé sont exprimées sous le promoteur Thy1 (Kim et al. 2010). 

Grâce à la lignée murine CB2-EGFP (« calretinin-EGFP mice »), on peut distinguer 

spécifiquement les CGR-α OFF transitoires (Huberman et al. 2008). Enfin, les CGR-α ON sont 

les seules à exprimer faiblement la protéine mélanopsine, ce qui permet de les distinguer des 

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

A.4- Les cellules ganglionnaires de la rétine intrinsèquement photosensibles (CGRip 

ou ipRGC) 
Les cônes et les bâtonnets ne sont pas les seules cellules photoréceptrices de la rétine. En 

effet, les CGR intrinsèquement photosensibles (ou CGRip) expriment spécifiquement la 

mélanopsine, un photo-pigment qui leur confère leur sensibilité propre à la lumière (Berson, 

Dunn, et Takao 2002). Les CGRip sont responsables de l’innervation de cibles cérébrales 

impliquées dans les fonctions autres que la formation de l’image (« non-image forming 

functions ») telles que le noyau suprachiasmatique (NSC ou SCN – suprachiasmatic nucleus) 

permettant le photo-entraînement des rythmes circadiens ou le noyau prétectal olivaire (NPO 

ou OPN – olivary pretectal nucleus) contrôlant le réflexe pupillaire dû à la lumière (Hattar et al. 

2002) (Figure 2-D). Grâce à une souris transgénique exprimant la protéine fusionnées tau-β-

galactosidase sous le promoteur Opn4, spécifique de la mélanopsine (souris OPN4tau-LacZ), les 

cellules mélanopsine-positives, c’est-à-dire les CGRip, ont pu être marquées spécifiquement. 

On estime leur nombre à 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 possèdent 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 à  

M5 (M1 correspondant aux CGRip classiques et M4 correspondant aux CGR-α 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 CGRip 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 l’expriment le plus fortement (Ecker et al. 2010). De plus, les CGRip M1 

peuvent être 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). Grâce aux souris 

Opn4tau-LacZ, on a observé que les cellules M1 projetaient également dans la partie périphérique 

(shell) du noyau OPN afin d’assurer le réflexe pupillaire dû à la lumière (Hattar et al. 2006). 

Plus particulièrement, 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 

impliquées dans la régulation des rythmes circadiens telles que le corps genouillé latéral 

ventral (vLGN) 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 possèdent les 

corps cellulaires les plus gros et l’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 (dLGN) 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 très branchée (Ecker et al. 2010). Ces cellules 

participent à 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 cœur 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 à la lésion et la régénération 
Chaque sous-population neuronale possède sa propre réponse à la lésion. En effet, selon 

l’identité de la CGR, son taux de survie est différent. Les CGR-α sont par exemple très 

résilientes à la lésion puisque 80% d’entre elles y survivent. Parmi les cellules qui survivent 

bien à la lésion, on trouve également les CGRip M1 (70% d’entre elles survivent) (Duan et al. 

2015).  

De plus, les sous-populations de CGR possèdent des capacités de régénération différentes. 

Les CGRip, par exemple, possède un bon taux de survie mais également une bonne capacité 

de régénération (Bray et al. 2019). Elles répondent différemment à la modulation des voies 

moléculaires permettant la régénération (Duan et al. 2015; Tran et al. 2019). Cette réponse 

peut être très différente selon la cellule concernée : par exemple, la modulation de Sox11 

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

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

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

 

B - Les cibles cérébrales du système visuel 
Les CGR sont les seuls neurones de la rétine à 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 

à la base de l’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 l’homme. Après avoir passé le chiasma optique, les axones 

continuent leur chemin via les tractus optiques avant d’atteindre les différentes cibles du 

système visuel (Erskine et al. 2014). De plus, les projections provenant de l’œil ipsilatéral et 

controlatéral ne se chevauchent pas dans les différentes zones cibles (à l’exception du NSC 

qui est innervé de façon égale par les deux yeux). Enfin, il existe des cartes rétinotopiques 
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dans les différentes cibles des CGR : c’est-à-dire que l’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 

troisième ventricule. Il est localisé dans la partie ventrale de l’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 possède une horloge circadienne interne qui repose sur des boucles de 

rétrocontrôle transcriptionnelles positives et négatives permettant l’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 

phénomènes physiologiques tels que la régulation de la température corporelle, du sommeil 

ou de la production d’hormones. 

 C’est l’expression de différents transcrits de manière oscillatoire qui permet la mise en place 

des rythmes jour/nuit (Gekakis et al. 1998). L’exposition à la lumière va activer les CGRip 

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-entraînement). Une cascade de signalisation interne va ensuite 

permettre l’expression de différents facteurs de transcription, notamment Clock et Bmal1. Ces 

derniers sont des facteurs de transcription qui activent la transcription de 3 gènes de période 

(« period genes ») Per1 à Per3, et de 2 gènes cryptochromes Cry1 et Cry2. Les protéines PER 

et CRY sont ensuite transloquées dans le noyau et interagissent avec Clock et Bmal1 pour 

inhiber la transcription, réalisant ainsi une boucle de rétrocontrôle négatif (Vitaterna et al. 1999; 

Kume et al. 1999). Cette oscillation d’expression entre Clock- Bmal1 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 cœur 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 rôle dans la régulation des rythmes circadiens. En effet, 10% des neurones du NSC 

expriment VIP, identifié comme un synchroniseur des circuits neuronaux : le relargage en 

rythme de VIP est important pour la synchronisation des rythmes circadiens (un excès (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 gène Avp contient une séquence 

cible des facteurs de transcription Clock-Bmal1 induisant une production rythmée de l’ARNm 

d’AVP (Uhl et Reppert 1985). La suppression d’AVP induit une perte des rythmes circadiens, 

montrant l’importance du neuropeptide dans cette régulation rythmique (Mieda et al. 2015).  

 

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

cœur (« core ») est innervée par les entrées visuelles provenant de la rétine, de l’IGL et de la 

zone prétectale. Il est innervé par les axones des CGRip via le tractus rétino-hypothalamique 

(RHT « retinohypothalamic tract ») (Moore, Speh, et Card 1995) qui permettent l’entraînement 

des rythmes circadiens par la lumière reçue.  Le RHT est formé des axones collatéraux 

provenant des tractus optiques, il innerve également le feuillet inter genouillé (IGL) (Pickard 

1985). Le NSC est d’ailleurs également innervé par l’IGL via le tractus géniculo-

hypothalamique : il lui transmet des informations indépendantes de la lumière telles que des 

détails sur les conditions métaboliques (Saderi et al. 2013). De manière intéressante, le NSC 

reçoit autant de projections ipsilatérales que controlatérales depuis les yeux. En effet, les 

CGRip peuvent former des collatérales, c’est-à-dire qu’un CGRip innerve les deux parties du 

NSC (Fernandez et al. 2016).  
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B.1.3- Les efférences du noyau suprachiasmatique 
Les neurones du NSC envoient ensuite leurs prolongements à différentes régions cérébrales 

telles que : d’autres parties de l’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 rôles des différentes efférences du NSC ne sont pas tous connus mais 

certaines permettent une régulation du rythme locomoteur des animaux (Silver et LeSauter 

1993). 

Figure 3 : Le système visuel 

Le système 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 (dLGN), 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 côté dans le cerveau alors que les 

axones ipsilatéraux ne traversent pas la ligne médiane et innervent les régions cérébrales 

situées du même côté. 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 
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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 (dLGN) 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 (dLGN) 

Le corps genouillé latéral dorsal (dLGN) constitue le principal relais de l’information visuelle 

depuis la rétine jusqu’au cortex visuel. Il est situé dans le thalamus. Il possède, 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 où 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 manière précise dans le dLGN. Les 

cellules X se trouvent dans la partie ventrale du dLGN, les cellules Y dans le cœur 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 possède également 10% d’interneurones qui 

ne projettent pas dans le cortex mais dont la fonction est de moduler les neurones thalamiques 

au sein même du dLGN.  

Les axones des CGR sont disposés d’une façon spécifique dans le dLGN : les axones 

provenant de l’œil ipsilatéral ne chevauchent pas ceux provenant de l’œil 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 l’œil ipsilatéral et contralatéral), il y a ensuite un 

raffinement supprimant les chevauchements. Chez l’adulte, les projections de l’œil ipsilatéral 

sont moindres et sont rassemblées dans le cœur du dLGN, alors que les projections de l’œil 

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-α OFF transitoires innervent le dLGN, et ce d’une 

manière bien particulière. En effet, les axones de ces CGR forment des synapses avec les 

neurones du dLGN d’une façon 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 

symétriquement autour de la ligne médiane au niveau du mésencéphale. Il reçoit des 

afférences de différentes régions qui lui permettent de contrôler la coordination entre les yeux 

ainsi que les mouvements de la tête (Sparks, Rohrer 1990), notamment les mouvements vers 
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un objet d’intérêt. Le SCol a une structure laminée en plusieurs couches (Ito et Feldheim 2018). 

85 à 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-α 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 

reçoit 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 à champ large, les cellules étoilées et les 

cellules à 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 à 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 à 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 à déterminer. 

La mise en place du système visuel a été très bien étudiée pendant le développement. On 

commence à comprendre quel type de CGR projette dans quelle région du cerveau et la 

fonction qui leur est associée. Les cartes topographiques ont été très décrites. Ces éléments 

sont essentiels lorsqu’il s’agira de reconstruire le système visuel après une lésion. 

 

IV- Différence de capacités régénératives des systèmes nerveux central 

et périphérique  
 

Grâce à ces différents modèles d’étude, le système nerveux central et le système nerveux 

périphérique ont pu être étudiés en détails. Les chercheurs se sont notamment focalisés sur 

la différence de capacités régénératives observée entre ces deux systèmes. Pour cela, ils ont 

étudié précisément la composition de ces systèmes, leur réaction suite à une lésion, leur 

environnement et leurs capacités intrinsèques. 
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A-  Système nerveux périphérique 
Les neurones du SNP sont capables de régénérer leur axone après une lésion grâce à 

différents facteurs (Figure 1). Tout d’abord, l’environnement du SNP est favorable à la 

régénération axonale. En effet, suite à une lésion du SNP, les axones coupés sont dégradés 

par le phénomène de dégénération Wallérienne. Les cellules de Schwann qui constituent la 

gaine de myéline de ces axones prolifèrent et acquièrent un rôle 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 lésion (Stoll et al. 1989). En plus de débarrasser 

l’environnement des débris d’axones et de myéline, les macrophages sécrètent 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 

Büngner » 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 Müller 2006).  

De plus, les neurones du SNP eux-mêmes possèdent des capacités intrinsèques leur 

permettant de faire pousser un axone. En effet, ces neurones activent un ensemble de gènes 

qui favorisent la régénération. Ces gènes sont regroupés sous le terme de « RAG » pour 

« regeneration-associated genes », qui induisent l’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) après 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 après une axotomie chez la souris adulte. Sox11 joue un rôle 

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 après une lésion 

et contribue à la repousse axonale notamment en s’associant à la F-actin et en modulant le 

cytosquelette (Bonilla, Tanabe, et Strittmatter 2002). 

B- Système nerveux central 

1. L’environnement du système nerveux central est inhibiteur de la régénération 

Contrairement aux neurones du SNP, ceux du SNC ne sont pas capables de régénérer après 

une lésion. Une des premières hypothèses émises pour expliquer cette absence de 

régénération dans le SNC était l’environnement des neurones, différent de celui des neurones 

du SNP et supposé non permissif à la repousse axonale. David et Aguayo ont été les pionniers 

dans la compréhension du rôle inhibiteur de l’environnement des neurones du SNC. En effet, 

après une transsection de la moelle épinière (appartenant au SNC), ils ont greffé un segment 
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de nerf sciatique (SNP) entre le tronc cérébral et la moelle épinière 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-à-dire une greffe de nerf optique dans le 

nerf sciatique, inhibe la régénération au sein du SNP. Ceci renforce d’autant plus le rôle 

inhibiteur de l’environnement. À 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 secrètent de 

nombreuses molécules inhibitrices de la repousse axonale et ne sont pas « nettoyés » aussi 

efficacement que dans le SNP.  

a-  La myéline : un des principaux inhibiteurs de la régénération  

Les inhibiteurs associés à la myéline - MAI 

Les débris de myéline secrétés dans la matrice extracellulaire à la suite d’une lésion du SNC 

produisent des molécules inhibitrices appelées inhibiteurs associés à 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 système nerveux mais aussi dans les testicules et le cœur 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 cœur (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). 

   (ii) OMgp 

Les OMgp (oligodendrocyte myelin glycoproteins) sont des glycoprotéines à ancre GPI 

(glycosylphosphatidylinositol) exprimées dans les gaines de myéline par les oligodendrocytes 

(Mikol and Stefansson 1988). Après 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 

cônes de croissance et l’inhibition de la repousse axonale (Wang et al. 2002).  

   (iii) MAG 

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

retrouvent à la surface des oligodendrocytes ou sous une forme sécrétée. Ils appartiennent à 
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un sous-groupe de la superfamille des immunoglobulines (Ig) appelé Siglecs qui sont des 

protéines dépendantes de l’acide sialique (Kelm et al. 1994). Au cours du développement, les 

MAG promeuvent la croissance axonale des neurones embryonnaires et néonataux.  

Cependant, dès l’âge 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. dMAG a également été 

décrit comme la molécule inhibitrice majoritaire dans la matière blanche lésée et comme étant 

sécrétée in vivo à partir du site de lésion, 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 empêchant la régénération axonale : la cicatrice gliale (Fawcett et Asher 1999) 

(Figure 5). Cette cicatrice est composée de deux parties : une première partie appelée cœur 

de la lésion (« lesion core ») composée des fibroblastes des méninges, de cellules 

endothéliales vasculaires et de cellules de l’inflammation ; et d’une deuxième partie, à la 

périphérie, composée principales des astrocytes. Chronologiquement, lors d’une lésion du 

SNC, lorsque la barrière hémato-encéphalique est rompue, le premier événement est l’arrivée 

des cellules de l’inflammation depuis la circulation sanguine et l’activation de la microglie se 

trouvant proche du site de lésion. En effet, l’ouverture de la barrière hémato-encéphalique 

permet le recrutement de protéines sanguines telles que la thrombine (Nishino et al. 1993) ou 

le fibrinogène (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 l’activation des astrocytes (Keirstead, Levine, et Blakemore 1998). 

Enfin, les cellules des méninges, les fibroblastes et les cellules endothéliales envahissent le 

cœur de la lésion (Bradbury et Burnside 2019).  Les différents types cellulaires intervenant lors 

de la formation de la cicatrice gliale ainsi que leurs rôles sont décrits dans les sections 

suivantes. 
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b.1 - La microglie 

Dans le SNC en condition non pathologique, la microglie est dans un état quiescent. À la suite 

d’une lésion du SNC, ce sont les premières cellules à 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 

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

Les axones lésés dégénèrent et libèrent 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 enchevêtrement formant 

la cicatrice gliale. Cette cicatrice constitue une barrière physique empêchant les axones 

de pousser plus loin mais aussi une barrière chimique à la régénération avec la sécrétion 

de nombreux facteurs répulsifs et inhibiteurs. 
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endommagés par la blessure, des macrophages de la circulation sanguine s’infiltrent au 

niveau de la lésion pour participer à la formation de la cicatrice gliale. La quantité de 

microglie/macrophages restent élevée plusieurs semaines après la lésion.  

Le rôle 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 à 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-α) et la microglie. A la suite d’une lésion du SNC, 

l’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 deuxième étude, plus récente, l’expression de molécules de guidage répulsives par 

la microglie lui confère aussi un rôle inhibiteur de la repousse axonale. En effet, la microglie 

exprime RGMa, une molécule de guidage répulsive (RGMa : repulsive guidance molecule A) 

empêchant la croissance des axones et induisant le collapse des cônes de croissance. 

L’administration de minocycline, un inhibiteur de l’activation de la microglie, induit une 

diminution de l’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 rôle de la 

microglie soit bénéfique à la réparation des tissus. En effet, à la suite d’une lésion, 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 

et al. 2019). La microglie M2 sécrètent 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 dégénèrent 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 l’environnement après 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 à la formation de la 

cicatrice gliale. De plus, des inhibiteurs de croissance des neurites sont exprimés à leur 

surface tels que NI-35 et NI-250 (neurite growth inhibitors) (Bandtlow et al. 1993). Enfin, les 

oligodendrocytes semblent être associés avec la Tenascin-R, une glycoprotéine de la matrice 

extracellulaire dont l’expression augmente après une lésion du SNC et qui confine les axones, 

empêchant leur régénération (Nörenberg, Hubert, et Rathjen 1996). 



38 
 

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 après 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 rôle dans l’inhibition de la régénération au niveau de la cicatrice gliale (cf. 

« CSPG – protéoglycanes de sulfate de chondroïtine – 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 matière 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 : l’enchevêtrement de 

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

 b.4.2- Les astrocytes sécrètent des molécules inhibitrices à la régénération 

Cette cicatrice constitue une barrière physique à la repousse axonale, mais également une 

barrière chimique. En effet, les astrocytes de la cicatrice sécrètent des molécules inhibitrices 

pour la repousse axonale.  

b.4.2.1- CSPG – protéoglycanes de sulfate de chondroïtine – inhibiteurs de la repousse axonale 

Parmi les molécules inhibitrices sécrétées par les astrocytes se trouvent les CSPGs 

(protéoglycanes de sulfate de chondroïtine 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 à une lésion du 

SNC (Davies et al. 1997). Elles sont composées d’une protéine de cœur (core protein) liée à 

des chaînes de glucides GAGs (glycosaminoglycanes) ; elles peuvent être liées à la 

membrane des astrocytes ou sécrétées dans l’environnement. Il existe différents CSPGs qui 

sont tous surexprimés après 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 sécrètent d’autres facteurs au niveau de la cicatrice gliale. 

On y trouve des facteurs de croissance tels que TGF-β1 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 rôle dans la vascularisation de la cicatrice gliale 

(Logan et al. 1992). Les astrocytes produisent également des protéases tels que la calpaine I 

(Siman, Card, et Davis 1990) ainsi que des inhibiteurs de protéases comme ACT (α-1-

antichymotrypsine) (Pasternack et al. 1989) supposés aider les astrocytes à 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 à la suite d’une lésion 

du SNC. Ils sont capables d’exprimer à leur surface un complexe majeur d’histocompatibilité 

permettant de présenter des antigènes aux lymphocytes T et de les activer ensuite. Les 

astrocytes produisent également des cytokines qui jouent le rôle de signaux induisant des 

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

b.5 - Les fibroblastes 

Quelques jours après la lésion, les fibroblastes envahissent le site de la blessure, prolifèrent 

et sécrètent des protéines de la matrice extracellulaire (Figure 5). Parmi elles, on trouve la 

fibronectine, le collagène 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 empêche le passage des potentiels axones qui pourraient 

régénérés. De plus, les fibroblastes sécrètent des molécules inhibitrices à la régénération 

telles que NG2 et  Tenascin-C (Tang, Davies, et Davies 2003). Néanmoins, la cicatrice gliale 

joue un rôle protecteur puisqu’elle permet de stabiliser les tissus du SNC fragilisés par la 

lésion. En effet, lorsque les astrocytes réactifs sont inhibés par une injection virale d’herpès, 

la cicatrice gliale ne se forme plus. On observe alors une infiltration des leucocytes, une 

absence de réparation de la barrière hémato-encéphalique et une dégénération neuronale 

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

c-  Autres inhibiteurs à la régénération du système nerveux central 

Mise à 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 l’environnement des 

axones lésés qui empêchent 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 
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structure et leur mode de fonctionnement seront détaillés plus exhaustivement dans le 

deuxième chapitre de l’introduction. 

Cependant, certaines molécules de guidage ont été identifiées dans le système nerveux 

adulte. En effet, elles peuvent jouer des rôles dans l’excitabilité des neurones mais aussi la 

stabilisation synaptique (Klein 2009). Les fonctions des molécules de guidage chez l’adulte, 

en conditions physiologiques et pathologiques seront abordées dans le dernier chapitre de 

l’introduction. 

De manière intéressante, après une lésion du SNC, plusieurs molécules de guidage connues 

pour être 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 l’expression de molécules de guidage répulsives 

participerait à l’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. Après une lésion dans le SNC, les fibroblastes qui 

envahissent le cœur 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 à ces 

molécules inhibitrices reste la répulsion, comme chez l’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 régénère 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 être responsables 

de l’inhibition de la repousse des axones du SNC. En effet, Sema4D est exprimée par les 

oligodendrocytes et son expression augmente après la lésion de la moelle. Lors du 

développement, elle est responsable de l’inhibition de la croissance axonale des neurones du 

cervelet après la naissance (Moreau-Fauvarque et al. 2003). Enfin, l’expression de Sema6B 

augmente près du site de transsection du fornix chez le rat adulte (Kury et al. 2004) et Sema7A 

est exprimée par les oligodendrocytes de la matière blanche de la moelle épinière (Pasterkamp 

et al. 2007). La présence de sémaphorines, molécules de guidage répulsives, au niveau de la 

cicatrice gliale et leur augmentation après la lésion sont autant d’indices suggérant leur rôle 

dans l’inhibition de la repousse axonale des neurones du SNC. En effet, la délétion de Sema5A 

et Sema6D (ou de leurs récepteurs Neuropilin1 et PlexinA1) 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 à leurs récepteurs Eph, appartenant à la famille 

des tyrosine-kinases. Semblablement aux sémaphorines, l’expression des éphrines a été 

observée proche des sites de lésion. C’est le cas d’EphrinA5 dont l’expression augmente dans 

les tissus proches des lésions 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, l’expression d’EphrinB2 augmente dans les 

astrocytes réactifs à la suite d’une lésion (Bundesen et al. 2003), tout comme EphA4 

(Goldshmit et al. 2004) et contribuent ainsi à la formation de la cicatrice gliale. Les éphrines et 

leurs récepteurs jouent donc également un rôle 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 à leur récepteur 

DCC. Netrin1 est exprimée par les oligodendrocytes matures dans la moelle épinière adulte 

en conditions normales ainsi qu’après la lésion (Manitt et al. 2001; 2006). Les récepteurs 

UNC5 de Netrin1 sont également exprimés dans les projections descendantes de la moelle 

épinière (Löw et al. 2008). Enfin, Netrin1 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 (Löw 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 épinière 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 l’adulte, les Wnt ne sont plus exprimés ; mais certains 

sont activés de nouveau après une lésion de la moelle épinière, tels que Wnt1 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 l’inhibition de la repousse axonale chez l’adulte (Liu et al. 2008). 

c.5- Les Slits 

La famille des molécules de guidage sécrétées Slits est connue pour être 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 lésion notamment dans le cortex après 
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une cryo-lésion (Hagino et al. 2003). Slit2, le plus exprimé, est associé aux astrocytes réactifs : 

suggérant que Slit2 empêcherait les axones en cours de régénération de dépasser le site de 

la lésion (Hagino et al. 2003). De plus, Slit1 et Slit3 sont également surexprimés à la suite 

d’une lésion de la moelle épinière, notamment par les cellules situées au centre du site de 

lésion. Ceci suggère leur implication dans la formation de la cicatrice gliale ainsi que l’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 rôle 

inhibiteur pour la repousse des neurones du SNC. Parmi elles, on compte RGMa (décrit 

précédemment III-D-b.1), une molécule de guidage répulsive exprimée par la microglie. Après 

une lésion de la moelle épinière, l’expression de RGMa est augmentée dans les neurones, les 

oligodendrocytes, les macrophages et les astrocytes réactifs : l’environnement de la lésion 

devient répulsif et les neurones possèdent des propriétés inhibitrices de la régénération 

(Varadarajan et al. 2022). 

Les CSPG (cf. III-D-b.4.2.1) sont des protéines de la matrice extracellulaire qui participent au 

guidage axonal au cours du développement. Chez l’adulte, l’expression des CSPG augmente 

à la suite d’une lésion du SNC (Mckeon, Höke, et Silver 1995). C’est une molécule inhibitrice 

qui empêche la croissance des neurites des neurones adultes (Snow et al. 1990). Leur 

dégradation par le chondroïtinase ABC montre une amélioration de la régénération qui peut 

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

d- La modulation de l’environnement du SNC ne suffit pas pour promouvoir la 

régénération  

La plupart des données décrites ci-dessus, reposent sur des analyses histologiques de 

l’expression de ces facteurs et de leur modulation in vitro dans des cultures embryonnaires de 

neurones. Ces résultats suggèrent fortement que l’environnement du SNC est inhibiteur pour 

la repousse axonale. Ainsi une hypothèse 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-à-dire Nogo et MAG, in vivo. Ainsi ils ont généré une 

lignée de souris qui n’exprime plus ces protéines. De façon surprenante, le phénotype de 

régénération de ces souris est identique aux souris contrôles. Les axones ne sont pas 

capables de traverser le site de la lésion. Ainsi, la levée de cette inhibition n’est pas suffisante 

pour permettre la régénération des axones après une lésion de la moelle épinière (Lee et al. 

2010). De plus, des chercheurs ont mis en culture des cellules ganglionnaires de la rétine 

(CGR, appartenant au SNC) purifiées à différents âges et ont observé leur croissance. Ils ont 

ainsi démontré que les CGR adultes régénéraient très peu, même en l’absence de 

l’environnement inhibiteur du SNC (Goldberg et al. 2002). Il apparaît donc que l’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-mêmes et les programmes 

génétiques intrinsèques qui pourraient expliquer cette incapacité à repousser après la lésion.  

2.  Les capacités intrinsèques des neurones du système 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 

manière fonctionnelle. Cependant, il semblerait que les neurones du SNC, au cours de leur 

maturation, perdent leurs capacités de croissance axonale. Après la lésion, il se forme un 

bulbe de rétraction au bout de l’axone lésé : à ce niveau, des débris de membranes sont 

endocytés dans des vésicules qui sont transportées de manière 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 

cône de croissance, à l’instar du SNP. Le cône de croissance est une structure située au bout 

de l’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 à former un cône 

de croissance est considérée comme l’élément clé de l’inaptitude des axones du SNC à 

régénérer. De plus, certains programmes transcriptionnels actifs au cours du développement 

sont inhibés après la naissance. Pour toutes ces raisons, les neurones matures du SNC sont 

incapables de régénérer après une lésion.  

a- La voie mTOR 

Les études se sont donc focalisées sur ces programmes moléculaires actifs lors du 

développement et qui sont sous-régulés chez l’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 synthèse protéique 

(Wei, Luo, et Chen 2019). L’activation de cette voie est sous-régulée chez l’adulte et encore 

plus après une lésion. mTOR est une sérine/thréonine kinase, membre de la famille des 

kinases associées à PI3K (PIKK), qui en s’associant à d’autres molécules, forment les 

complexes mTORC1 et mTORC2. D’une part, mTORC1 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 eIF4E binding protein ce 

qui promeut la traduction d’ARNm et donc la synthèse protéique (Holz et al. 2005). En activant 

SREBP (sterol responsive element binding protein), mTORC1 permet la synthèse de novo des 

lipides nécessaires à la fabrication et à l’extension des membranes (Porstmann et al. 2008). 

En activant l’expression de protéines favorisant la synthèse de purines (Ben-Sahra et al. 2016) 

ou pyrimidines (Ben-Sahra et al. 2013), mTORC1 permet la synthèse des nucléotides 
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nécessaires à la réplication de l’ADN et à la formation des ribosomes. D’autre part, mTORC2 

contrôle 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/PI3K 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 l’activation de la voie mTOR. 

En se focalisant sur l’expression de P-S6 dans les CGR, Park et ses collaborateurs ont 

observé que l’expression intense de P-S6 dans les CGR embryonnaires était diminué de 90% 

dans les CGR adultes, suggérant une diminution de l’activation de la voie mTOR chez l’adulte 

(Park et al. 2008). Afin de promouvoir à nouveau une croissance axonale, ils ont réactivé la 

voie mTOR 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 PTENfl/fl, ils ont supprimé 

l’expression de PTEN et permis la réactivation de mTOR dans les CGR. Ce faisant, ils 

observent pour la première fois une régénération robuste des axones des CGR sur plus d’un 

millimètre dans les nerfs optiques après un pincement de ces nerfs.  

Grâce à cette étude, la manipulation de la voie mTOR et des capacités intrinsèques des 

neurones apparaît comme un moyen robuste de promouvoir la survie neuronale et la 

régénération axonale après une lésion du SNC. Ainsi, de nombreuses études ont utilisé par la 

suite ce paradigme appliqué au système visuel mais aussi à la moelle épinière.  

La voie mTOR induit aussi la régénération dans d’autres systèmes 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 lésé, comme 

décrit plus loin. Il s’agit d’un système de transduction du signal qui permet la communication 

entre le milieu extracellulaire et l’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 à la kinase Janus (JAK : Janus kinase) et 

à 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 à son tour phosphoryler le facteur 

de transcription STAT qui sera transporté, après dimérisation, jusqu’au noyau pour réguler la 

transcription génique en se fixant sur des séquences régulatrices de l’ADN. Parmi les ligands 
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de la voie JAK/STAT, on trouve de nombreuses cytokines et autres molécules qui sont 

surexprimées à 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 possède 

également de nombreux inhibiteurs dont la famille des protéines SOCS (Suppressor Of 

Cytokine Signaling), particulièrement SOCS3, qui inhibent JAK formant une boucle de 

rétrocontrôle négatif. 

Le rôle 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 modèle du nerf 

optique, l’injection d’AAV-Cre dans les yeux de souris SOCS3fl/fl a permis de déléter SOCS3 

spécifiquement dans les CGR. Dans ces conditions, la régénération axonale dans le nerf 

optique après lésion est significativement améliorée. De plus, une augmentation du niveau 

d’expression de CNTF a été observée à la suite de la délétion de SOCS3 (Müller et al. 2009). 

De plus, la surexpression de CNTF (via une injection d’AAV-CNTF dans l’œil) 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 l’hypothèse que CNTF pourrait 

encore améliorer la régénération du SNC : en combinant la délétion de SOCS3 à l’injection de 

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

Basée sur le modèle des DRG, une autre étude a mis en évidence le rôle 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 

après une lésion, et une branche centrale qui compose la colonne dorsale de la moelle 

épinière, 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 être modulés afin de promouvoir la 

régénération du SNC. Les facteurs de transcription ont la capacité de se lier à des séquences 

régulatrices de l’ADN telles que des promoteurs et ainsi moduler l’expression des gènes selon 

le type cellulaire ou le contexte cellulaire. Ce sont d’ailleurs des facteurs de transcription (ATF-

3) qui sont à l’origine de la réponse à la lésion observée dans le SNP et donc de la régénération 

qui en découle. Ainsi, les facteurs de transcription sont d’excellents candidats à 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 l’ajout d’actinomycine D, on observe 

un maintien de la capacité des axones en cours de maturation à régénérer, par opposition à 

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’à des 

âges postnataux, suggérant leur implication dans la perte de capacités régénératives au cours 

du temps. Parmi ceux dont l’expression s’intensifie, on trouve la famille des KLF (Krüppel-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 à 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 après 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 particulièrement, les gènes SoxC sont impliqués dans la différenciation 

et le guidage des CGR qui envoient leur axone du côté controlatéral ; en leur absence tous les 

CGR projettent leur axone ipsilatéralement (Kuwajima et al. 2017). Après la naissance, les 

Sox ont leur expression qui diminue. Cependant, en comparant l’expression des protéines 

dans des DRG intacts et des DRG après une lésion du nerf sciatique, Sox11 fait partie des 

protéines dont l’expression augmente significativement après une lésion du SNP (Tanabe et 

al. 2003). Sox11 participe à la régénération axonale post-lésion du SNP. Il se trouve que Sox11 

régule des gènes 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 saphène (Jankowski et al. 2009). De plus, 

Sox11 semble également être impliqué dans la régénération du SNC. En effet, l’injection 

d’AAV2-Sox11 dans les yeux, suivie du pincement du nerf optique deux semaines plus tard, 

aboutit à une régénération des CGR dans le nerf optique deux semaines après la lésion 

(Norsworthy et al. 2017). Cependant, bien que Sox11 induise une régénération, il est 

responsable d’une augmentation de la mortalité des CGR, en particulier des α-CGR qui sont 

normalement les cellules qui régénèrent le mieux en répondant à la voie mTOR (Duan et al. 

2015). Ceci suggère que les phénomènes de survie et de régénération sont décorrélés.  

Enfin, le facteur de transcription c-myc fait partie des protéines dont l’expression est modulée  

par la lésion dans les CGR adultes (Belin et al. 2015). C-myc est connu pour être un régulateur 

majeur du métabolisme cellulaire qui contrôle la transcription de très nombreux gènes (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 l’expression génique selon le contexte cellulaire. Les mécanismes épigénétiques consistent 

en une modification de l’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 à se lier à l’ADN et donc réguler l’expression des 

gènes. 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 relâchement de la chromatine, permettant une lecture 

plus facile par la machinerie transcriptionnelle. D’une part, en surexprimant l’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, l’ADN peut directement être la cible de modifications épigénétiques telles que des 

méthylations. La plus courante est l’ajout d’un groupement méthyl sur les cytosines de l’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 intrinsèques des neurones du SNC en vue de permettre 

leur repousse après une lésion n’induisent qu’une régénération à courte distance. Afin de 

permettre aux axones de croître suffisamment pour conduire à une reconnexion totale et 

fonctionnelle des circuits, des approches combinatoires ont été mises au point. Ces dernières 

consistent à combiner différents moyens identifiés pour faire régénérer les axones du SNC à 

plus longue distance. La plupart d’entre elles font intervenir l’activation de la voie mTOR (par 

la délétion de PTEN) qui est combinée à différentes approches (Figure 6). 
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e.1- Délétion de PTEN et induction de l’inflammation 

La délétion de PTEN (c’est-à-dire l’activation de la voie mTOR) peut s’accompagner de 

l’injection de différents composés dans le but de produire une inflammation contrôlée. En effet, 

l’inflammation peut dans certaines conditions favoriser la régénération. Les cellules de 

l’inflammation recrutées après la lésion, vont sécréter des facteurs de croissance ou d’autres 

molécules comme l’oncomoduline. Cette dernière se lie à ses récepteurs sur les CGR d’une 

Figure 6 : Les modèles de régénération faisant intervenir la voie mTOR 

Afin d’obtenir une régénération dans le système nerveux central, la voie mTOR peut être 

réactivée, notamment en délétant son inhibiteur PTEN. Les croix définissent des délétions. 

Afin de potentialiser cet effet régénératif, l’activation de la voie mTOR peut être associée à 

d’autres modulations telles que l’induction de l’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 l’étendue de la régénération axonale dans chaque 

modèle. 

NSC, Noyau SupraChiasmatique, d/vLGN Noyau Genouillé Latéral dorsal/ventral, OPN 

Noyau Olivaire Prétectal, MTN, Noyau Terminal Médial, SCol Colliculus Supérieur. 
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manière dépendante de l’AMPc ; c’est pourquoi de l’AMPc est co-injecté. Enfin, ces deux effets 

sont combinés à la délétion de PTEN. De cette façon, on observe une régénération des axones 

des CGR jusqu’au bout du nerf optique, dont la moitié parvient à traverser le chiasma optique 

(Kurimoto et al. 2010). La délétion de PTEN a également été combinée à l’injection de fibrine 

de saumon au niveau du site de lésion (hémisection de la moelle épinière au niveau cervical) 

permettant la régénération du tractus corticospinal et l’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 

que certaines sous-populations survivent mieux que d’autres à la lésion. C’est le cas des CGR- 

α. Ces CGR expriment spécifiquement l’ostéopontine et les récepteurs pour le facteur de 

croissance mimant l’insuline (insuline-like growth factor 1 – IGF1). En injectant l’ostéopontine 

et IGF1 dans les yeux, on observe une régénération des axones des CGR aussi importante 

que celle observée lors de la délétion de PTEN (Duan et al. 2015). Enfin, l’étude de de Lima 

et collaborateurs (de Lima et al. 2012) combine la délétion de PTEN avec l’injection de 

Zymosan (provoquant une inflammation) et d’AMPc (renforce la régénération). Dans cette 

étude, les axones régénèrent à longue distance et semblent connecter différentes cibles 

cérébrales (dLGN, SCol), cependant le retour des fonctions qui en découlent reste très 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 à 2 mm du site de lésion (partie distale du nerf optique), et parmi les axones qui 

régénèrent, 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 après la lésion. Dans le modèle 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 à une stimulation visuelle (contrastes) promeut une régénération 

longue distance dont certains axones vont même jusqu’à réinnerver certaines régions du 

cerveau chez la souris. Cependant ces réinnervations sont peu robustes et très 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 : 

modèle PSM 

Enfin, une des approches combinatoires les plus robustes consiste en l’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). Grâce à ces modulations génétiques, les axones 

parviennent à atteindre le chiasma optique et même plus loin, les tractus optiques. Le nombre 

d’axones qui atteignent le chiasma est multiplié par 3 comparé aux modèles d’activation de 

mTOR et JAK/STAT seulement. C’est ce modèle appelé PSM (PTEN SOCS c-Myc) que nous 

utilisons principalement dans l’équipe dans le but de reconstruire le circuit neuronal du 

système visuel chez l’adulte et qui sera largement abordé lors de mes travaux de thèse. 

 

V- Défauts de guidage des axones en cours de régénération 
Grâce à la modulation des voies mTOR, JAK/STAT et c-myc, nous avons obtenu un modèle 

de régénération à longue distance que nous appelons le modèle PSM : dans ce modèle, les 

axones en cours de régénération poussent jusqu’au chiasma optique et au-delà. Bien que 

cette régénération soit robuste et à 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 : Modèle PSM de régénération à longue distance et défauts de 

guidage engendrés 

Afin de modéliser une lésion du système nerveux central et d’étudier sa régénération, 

on utilise le modèle du pincement de nerf optique. Cette lésion est suivie par la 

dégénération des axones qui constituaient le nerf optique. Grâce à des modulations 

génétiques telles que la délétion de PTEN et SOCS et la surexpression de CNTF et c-

myc (modèle PSM), on obtient une régénération longue distance qui s’étend au-delà 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 l’œil duquel 

ils sont issus ou se dirigent vers l’autre œil. Image confocale : les axones qui régénèrent 

sont en blanc et les étoiles rouges définissent le site de lésion. 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 délétères 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 œil peuvent revenir vers cet œil ou aller connecter l’œil opposé. 

Tous ces défauts de guidage nuisent à la reformation du circuit nerveux visuel chez l’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. 
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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 à leurs cibles appropriées 

qui permet la formation d’un circuit nerveux fonctionnel. Afin de savoir dans quelle direction 

les axones doivent se diriger, ils possèdent à leur extrémité distale une structure particulière 

appelée le cône de croissance, qui agit comme un senseur de l’environnement. Il est constitué 

de microtubules, en son centre, qui sont entourés par des filaments d’actine. Le cône de 

croissance va rencontrer tout au long de son trajet des molécules de guidage permissives ou 

non à sa navigation. Le cône de croissance ne peut répondre à une molécule de guidage que 

s’il exprime son récepteur à sa surface. L’interaction d’un facteur de guidage avec son 

récepteur modifie le cytosquelette d’actine du cône 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 à emprunter (Figure 8). 

Les molécules de guidage sont multiples : elles peuvent être attractives ou répulsives et 

peuvent agir à courte ou à 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 sécrètent des molécules attractives qui attirent les axones en cours de croissance vers 

elles. Ensuite, un mécanisme de chémo-répulsion à longue distance a été mis en évidence 

par Colamarino et Tessier-Lavigne (Colamarino et Tessier-Lavigne 1995). Par ailleurs, des 

mécanismes de guidage à 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 à des positions stratégiques. Celles-ci 

sécrètent différentes molécules de guidage qui vont aiguiller les axones en cours de 

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

En plus d’amener un axone de son point de départ à sa cible finale, le guidage consiste 

également en une coordination très 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 côtés du corps. Par 

conséquent, le chiasma optique constitue l’une des cibles intermédiaires les plus étudiées 
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dans le domaine du guidage axonal. Comme décrit précédemment, dans le système 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 même côté que l’œil dont ils proviennent pour former 

les projections ipsilatérales, ou ils peuvent traverser la ligne médiane pour projeter de manière 

controlatérale dans le cerveau. Ce sont les axones qui croisent la ligne médiane qui forment 

le chiasma optique, situé juste au-dessous de l’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 côté ipsilatéral. Chez 

l’homme, cette proportion est de l’ordre de 50-50% (Figure 3).  

 

Figure 8 : Principe du guidage axonal au cours du développement 

Schéma d’un neurone en cours de croissance dans son environnement. Les axones en 

cours de croissance présentent à leur extrémité une structure motile appelée le cône de 

croissance. Ce cône exprime à sa surface des récepteurs à des molécules de guidage qui 

sont présentes dans l’environnement des neurones. Ces molécules peuvent être attractives 

(l’axone va se diriger vers elles) ou répulsives (l’axone va les éviter). De plus, les molécules 

de guidage peuvent agir par contact avec le cône de croissance directement ou le cône 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 

grâce à 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 à la ligne 

médiane, qui les empêchent de la retraverser. Ils continuent ensuite leur navigation jusqu’à 

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 rôle primordial dans l’établissement correct des circuits 

neuronaux en ayant une synchronisation millimétrée et une communication essentielle avec 

l’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 morphogènes, des facteurs de croissance, des 

composants de la matrice extracellulaire et des lipides.  

 

I- Les nétrines 

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

30 gènes impliqués dans les migrations cellulaire et axonale. Parmi eux, les gènes unc-5 

(« uncontrolled »), unc-6 et unc-40 ont été identifiés (Hedgecock, Culotti, et Hall 1990). La 

mutation de ces gènes 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 gène codait 

pour une protéine associée à la laminine (Ishii et al. 1992). Quelques années plus tard, une 

molécule promouvant la croissance des axones commissuraux a été purifiée à partir de 

cerveau de poulet. Il s’agissait de Netrin, c’est-à-dire de l’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 mammifères, il existe 3 familles de nétrines sécrétées (1, 3 et 4) et 2 familles de 

nétrines liées à 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 à 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 à 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 à la superfamille des 

immunoglobulines qui possède trois domaines intracellulaires (Figure 9-A). On trouve 

également UNC5 : ces protéines transmembranaires possèdent des domaines 

immunoglobulines et laminines. Enfin, DSCAM (Down Syndrome Adhesion Molecule) agit 

comme un récepteur des nétrines qui induit des réponses particulières selon ses co-

récepteurs. Il possède également de nombreux domaines immunoglobulines, ainsi que 

plusieurs domaines de fibronectine de type III. 

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

Chez l’embryon, les nétrines se retrouvent dans le cerveau, le cervelet, la moelle épinière et 

les disque optiques (Serafini et al. 1996; Deiner et al. 1997). Elles restent exprimées dans le 

système 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 être attractives ou répulsives. En effet, en se liant à son récepteur 

DCC, Netrin1 a un effet attractif. Ce rôle attractif a largement été étudié via l’utilisation de 

« turning assays » (observation de la réponse d’un axone en cours de croissance par rapport 

à 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 système visuel, Netrin1 est fortement exprimée par le disque optique, lieu de sortie 

des axones de la rétine. L’analyse des mutants hypomorphes pour Netrin1 révèle 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 à atteindre le disque 

optique (Deiner et al. 1997) (Figure 9-B). Ces résultats mettent en évidence le rôle essentiel 

de Netrin1/DCC dans la formation du nerf optique. Puisque la délétion de DCC est léthale dès 

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 rôle clé de DCC dans le 

développement de la rétine (Vigouroux et al. 2020). En effet, grâce à ce modèle, ils ont observé 

que 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-même 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 manière 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 

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

 

  

Figure 9 : Les nétrines 

(A) Structure des ligands nétrines (Netrin1, 3, 4 et NetrinG1 et G2) et de leurs récepteurs 

(DCC, UNC-5 et DSCAM). (B) Défauts de guidage observés suite à la délétion de Netrin1. 
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c.2- L’interaction Netrin/UNC5A-D a un effet répulsif 

Netrin possède 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 

manière dépendante ou non de DCC (Colamarino et Tessier-Lavigne 1995; Hong et al. 1999; 

Hao Wang et al. 1999). Même 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 

UNC5 sont expérimentalement échangés, la réponse de guidage obtenue sur les neurones 

commissuraux correspond à celle du domaine intracellulaire. Autrement dit, c’est le domaine 

intracellulaire du récepteur des nétrines qui va définir la réponse spécifique du cône de 

croissance (Hong et al. 1999). 

c.3- L’interaction Netrin/DSCAM peut avoir différents effets 

Chez les mammifères, les nétrines contribuent à la fois à la croissance axonale et au guidage 

comme démontré avec les expériences de « turning assays ». Cependant, lorsque l’on bloque 

DCC à l’aide d’anticorps bloquants, on n’observe que peu ou pas d’effet sur la réponse de 

« turning ». Ceci suggère 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 contrôleraient le guidage, notamment celui des axones commissuraux dans 

la moelle épinière 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 épinière en cours de croissance. Ils ont mis en évidence 

l’expression du récepteur DSCAM dans les axones commissuraux lorsqu’ils naviguent vers 

puis traversent la « plaque du plancher » (ou « floor plate », FP). L’inhibition de DSCAM par 

électroporation d’ARNi (interférent) au niveau de la moelle épinière a pour conséquence des 

défauts de guidage des axones commissuraux, prouvant l’implication de DSCAM dans le 

guidage de ces derniers. DSCAM régule sa réponse en fonction de sa dépendance ou non à 

DCC. 

D’une part, quand DSCAM est le co-récepteur de DCC, il joue un rôle dans les mécanismes 

d’attraction (Ly et al. 2008). D’autre part, lorsque DSCAM agit en tant que co-récepteur de 

UNC5, on observe un phénomène de répulsion (Purohit et al. 2012), qui va jusqu’à induire la 

collapse des cônes de croissance.  

 

II- Les sémaphorines 

a- Catégories et structure des sémaphorines  
Les sémaphorines (ou sémas) constituent l’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 à la fois chez les vertébrés et les 

invertébrés (Yazdani et Terman 2006). La 8ème 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 à la membrane par une ancre GPI 

(glycosylphosphatidylinositol). Ainsi, les sémas peuvent agir à distance ou localement pour 

moduler le guidage axonal dans les systèmes 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 cônes de croissance (Luo, 

Raible, et Raper 1993). Plus tard, on leur a découvert un rôle 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). Grâce à une étude à grande échelle 

(« large-scale ») d’une librairie d’ADNc, Neuropiline a été identifiée comme le récepteur des 

Sema3 (Figure 10-A). En effet, chaque ADNc a été transfecté dans des cellules COS et 

Neuropiline a été « pêchée » spécifiquement avec Sema3A lors d’une analyse de « binding-

assay » (Kolodkin et al. 1997; He et Tessier-Lavigne 1997). Il existe deux neuropilines (Nrp1 

et Nrp2) qui se lient à Sema3 avec différentes affinités. Les neuropilines sont des protéines 

transmembranaires possédant 5 domaines extracellulaires. Nrp1 est le récepteur de Sema3A, 

Sema3C et Sema3D. Nrp2 se lie spécifiquement à Sema3B, Sema3C et Sema3F. Cependant, 

ces récepteurs ne sont pas capables de transduire le signal à 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 à PlexD). Les plexines sont des protéines 

transmembranaires possédant un domaine Sema N-terminal extracellulaire. Sema3E est la 

seule sémaphorine qui ne se lie qu’à une plexine (PlexD1) et non à 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 système 

immunitaire tel que CD72 et Tim2 (pour Sema4A (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 morphogène Sonic hedgehog (Shh) (Parra 

et Zou 2010). 
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Figure 10 : Les sémaphorines 

(A) Structure des ligands sémaphorines (de classe III, IV, V, VI et VII) et de leurs 

récepteurs (L1-CAM, Neuropilin Nrp1/2 et Plexins). (B) Défauts de guidage observés 

suite à 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 hémisphères du cerveau. Le ratio entre les 

projections ipsilatérales et controlatérales définit la largeur du champ visuel : par exemple, 

chez la souris, qui possède un petit champ visuel binoculaire, seulement 5% des axones 

projettent du même côté, alors que 95% des axones traversent la ligne médiane. Chez 

l’homme, qui possède un champ visuel binoculaire plus large, cette proportion est de 50-50%. 

Les mécanismes impliqués dans l’évitement de la ligne médiane sont bien décrits (Nakagawa 

et al. 2000; Williams et al. 2003; Lee, Petros, et Mason 2008). Cependant, les processus 

impliqués 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 PlexA1 

et PlexA4 (Toyofuku et al. 2004; Yoshida et al. 2006). Cependant, il a été démontré que 

NrCAM peut être un récepteur de Sema6D. De plus, lorsque Sema6D interagit avec NrCAM 

et PlexA1, 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 à la fois PlexA1 et NrCAM tandis que NrCAM, PlexA1 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, l’absence d’un seul d’entre eux induit des 

défauts de projections des axones ainsi qu’une augmentation de la quantité d’axones 

ipsilatéraux.  

 

III- Les éphrines 

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

de guidage agissant à courte distance, car liées à la membrane. En effet, elles sont classées 

en deux catégories, les éphrines à ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol) correspondant aux 

EphrinA1 à EphrinA5 et les éphrines transmembranaires qui sont les EphrinB1 à EphrinB3. 

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

Elles agissent à travers leur récepteur à activité tyrosine kinase nommés Eph : les EphA (il en 

existe 9 différents chez les mammifères) qui se lient aux EphrinA et les EphB (on en compte 

5 chez les mammifères) 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 possèdent 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 à différents niveaux dans 

le système nerveux. Contrairement aux nétrines et aux sémaphorines, les éphrines sont 

particulièrement impliquées dans le guidage des projections ipsilatérales. Les CGR provenant 

de la partie ventro-temporale de la rétine projettent préférentiellement du côté ipsilatéral du 

cerveau (Williams et al. 2003). Le récepteur EphB1 est spécifiquement enrichi dans ces 

axones. Le ligand EphrinB2 est exprimé par les cellules gliales présentes à la ligne médiane 

du chiasma optique. Ainsi, cette signalisation EphrinB2/EphB1 maintient les axones du même 

côté et empêche 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 l’expression d’EphB1. Zic2 est spécifiquement exprimé par les neurones dont les 

axones ne traversent pas la ligne médiane. L’expression de Zic2 corrèle avec le degré de 

binocularité au cours de l’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-zèbre 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 l’expression de Zic2 dans les CGR en cours de 

développement est suffisante pour modifier la proportion de projections des axones de 

controlatéral à ipsilatéral (García-Frigola et al. 2008). Enfin, différents groupes de recherche 

ont mis en évidence un lien direct entre l’expression de Zic2 et de EphB1 dans le cône de 

croissance des axones ventro-temporaux (Lee, Petros, et Mason 2008; García-Frigola et al. 

2008). Ainsi, Zic2 contrôle l’expression d’EphB1 et donc la sensibilité des axones projetant 

ipsilatéralement par rapport à EphrinB2 présent à la ligne médiane. Le facteur de transcription 

Zic2 est également impliqué dans la modulation de l’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, l’adhésion entre le cône de croissance et la cellule partenaire est indispensable. 

Cependant, la plupart du temps, cette interaction induit un phénomène de répulsion. C’est 

pourquoi, il y a un rapide changement entre adhésion et rétraction du cône de croissance. 
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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 observés suite à la délétion de EphB1 dans les cellules 

ganglionnaires de la rétine. 
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Pour comprendre ce phénomène, 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 cône 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. Ils 

ont ensuite été caractérisés dans la plupart des organismes en tant que facteur répulsif 

contrôlant 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 mammifères. Les 

Slits sont des glycoprotéines sécrétées d’environ 200 kDa. Elles possèdent 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). Robo1 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 (Rig1) et ses isoformes Robo3.1 et Robo3.2 ont été mis en évidence mais leur 

rôle reste vague car ils ne possèdent pas de sites de liaison pour Slit (Chen et al. 2008). Ils 

pourraient réguler l’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 contrôle 

l’angiogenèse (Bedell et al. 2005; London et Li 2011). 

Les Robos appartiennent à la famille des Ig-CAM, des immunoglobulines ayant un rôle 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 à 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’à la ligne médiane et y restent figés (Rothberg et 

al. 1988; Rothberg et al. 1990). Ainsi, Slit a été décrit pour son rôle répulsif permettant de 

contrôler la sortie de la plaque du plancher (FP) et empêchant les axones de la retraverser 

(Kidd, Bland, et Goodman 1999). Grâce au modèle de la corde ventrale de la drosophile, les 

chercheurs ont pu étudier le fait que le cône de croissance ne devient sensible à Slit que 

lorsqu’il est proche de la FP. En effet, Keleman et ses collègues ont mis en évidence la protéine 
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transmembranaire Commissurless (Comm) qui contrôle le trafic des récepteurs Robo à la 

surface du cône 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 l’expression de Comm après la traversée 

de la ligne médiane, permettant l’expression de Robo à la membrane du cône de croissance : 

les axones deviennent alors sensibles à Slit, exprimé par les cellules de la ligne médiane, et 

en sont repoussés (Keleman, Ribeiro, et Dickson 2005). Par ailleurs, les mécanismes 

permettant l’expression de Comm dans les axones commissuraux ont été identifiés. D’une 

part, Frazzled (Fra), l’homologue de DCC chez la drosophile, contrôle l’expression de l’ARNm 

de Comm indépendamment de Netrin (Yang, Garbe, et Bashaw 2009). D’autre part, une 

protéine liant l’ARN nommée Elav module également l’expression de Comm. Chez les 

drosophiles mutantes pour Elav, l’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 Ndfip1 et Ndfip2 comme les 

analogues fonctionnels de Comm chez les vertébrés. En effet, ces protéines recrutent Robo1 

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 Robo1 et un potentiel candidat responsable de la régulation de son expression à la surface 

du cône de croissance permettant la traversée de la ligne médiane (Yuasa-Kawada et al. 

2009).  

D’autres mécanismes régulant la sensibilité des axones aux Slits présents à 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 à atteindre la FP 

(Sabatier et al. 2004; Tamada et al. 2008). La délétion de Robo1 et Robo2, quant à elle, 

provoque un phénomène 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 à 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 à la ligne médiane. Robo3.1 est 

exprimé avant la traversée et semble inhiber la répulsion exercée par Robo1/Robo2. Robo3.2 

est exprimé par les axones commissuraux après la traversée de la ligne médiane et collabore 

avec Robo1/Robo2 pour médier la réponse répulsive des Slits. 
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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 à la délétion de Slit1/2.  
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Les ligands Slits eux-mêmes subissent des modifications. La protéine Slit entière (Slit-FL, « full 

length ») est clivée par des protéases résultant en deux fragments Slits : un long fragment 

correspondant à la partie N-terminale (Slit-N) et un court fragment, à la partie C-terminale (Slit-

C). Il a été démontré que ce sont Slit-FL et Slit-N qui sont responsables des fonctions 

physiologiques. Le rôle de Slit-C reste vague, tout comme l’identité de la protéase responsable 

du clivage. Afin d’identifier cette dernière, 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 à l’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 suggèrent que l’effet 

d’Ammon sur Slit-FL est indirect et implique d’autres acteurs, participant aux modifications 

post-traductionnelles de Slit-FL. De manière intéressante, la PC participe à 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 rôle de Slit-C, quant à 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), plutôt qu’avec les Robo (Delloye-

Bourgeois et al. 2015). Cette signalisation participe à empêcher les axones de retraverser la 

FP une fois arrivés de l’autre côté. Ensemble, les Slits et les Sémaphorines contrôlent la sortie 

des axones commissuraux de la FP. 

Les Slits sont également impliqués dans le guidage axonal du système visuel au niveau du 

chiasma optique notamment. Ils permettent de contenir les axones dans les tractus optiques. 

La délétion de Slit1/Slit2 conduit à une défasciculation des axones et à 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 cône de croissance contient de récepteurs Robos, plus l’axone 

navigue latéralement (loin de la source de Slit).  

 

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

Comment toutes ces signalisations, qui sont exprimées de manière synchronisée dans le 
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temps et l’espace, sont-elles intégrées dans le cône de croissance afin d’assurer toutes ces 

trajectoires axonales ? La combinaison d’une nouvelle génération de fluorophores et de 

techniques de vidéo-microscopie commence à lever le voile sur les mécanismes subtils qui 

ont lieu au niveau du cône de croissance qui module sa réponse par rapport à son 

environnement. En effet, Pignata et ses collaborateurs (Pignata et al. 2019) ont utilisé 

l’embryon de poulet pour montrer que les récepteurs de guidage, permettant la sortie de la FP, 

sont triés de manière spécifique pendant la traversée de la ligne médiane. Pour cela, ils ont 

fusionné une protéine GFP sensible au pH (pHLuorin-GFP) avec Robo1, Robo2, Neuropilin2 

et PlexinA1 et ont électroporé ces constructions dans la moelle épinière 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 cône de croissance. Ils ont ainsi démontré que même 

si les récepteurs sont exprimés tous en même temps dans les axones et les cônes de 

croissance, leur trafic à la surface du cône de croissance est régulé finement dans le temps. 

Ils arrivent jusqu’à la membrane l’un après l’autre, permettant comme cela la modulation 

graduelle de la sensibilité du cône de croissance à son environnement.  

V- Autres molécules associées au guidage et mécanismes de formation 

des circuits neuronaux 
Au-delà des molécules de guidage classiques, il existe un grand nombre de mécanismes 

résultant en une activité de guidage axonal. Ils peuvent être divisés en forces chimiques et 

physiques 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 rôle dans le processus du guidage 

axonal. Parmi elles on trouve, les intégrines, les cadhérines et la superfamille des 

immunoglobulines (Ig). L1-CAM appartient à la famille des IgCAM et a été impliqué dans des 

fonctions de pousse et de guidage axonal. En effet, sa mutation est à l’origine du syndrome 

de l’hydrocéphalie liée à l’X qui se caractérise par un élargissement ventriculaire et une 

hypoplasie des principaux tractus axonaux (tractus corticospinal ou corpus callosum) 

suggérant le rôle 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 mêmes observations : défauts de 

guidage des axones du tractus corticospinal (Cohen et al. 1998). L1-CAM est capable de se 

lier au récepteur Neuropilin1 (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 contrôle le guidage axonal par le biais du 

phénomène de fasciculation sélective observé pendant le développement (Rutishauser et al. 

1978). La délétion de NCAM chez la souris induit une réduction du volume des bulbes olfactifs 
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due à une migration altérée des précurseurs des cellules granulaires olfactives (Cremer et al. 

1994). Cette suppression conduit également à une fasciculation anormale et à des défauts de 

guidage lors des connections intra-hippocampales (Cremer et al. 1997). D’autre part la 

molécule NrCAM participe aussi aux mécanismes de guidage en se liant à Neuropilin2 (faisant 

partie du complexe de récepteurs de Sema3B et Sema3F). De manière similaire à L1-CAM, il 

permet de convertir la répulsion exercée par Sema3B et Sema3F en attraction. NrCAM est 

nécessaire pour le phénomène de collapse présenté par les axones de la commissure 

antérieure, permettant le bon positionnement de ces projections (Falk et al. 2005). NrCAM 

participe également au guidage des axones des CGR générés tardivement au sein de la rétine 

ventrotemporale mais surtout au guidage des axones controlatéraux dans le système visuel 

(Williams et al. 2006).  

b-  Les morphogènes 
Dans les mutants pour DCC ou Netrin, des axones sont toujours capables d’atteindre la ligne 

médiane et de la traverser avec succès. Il se peut donc que d’autres molécules aient une 

activité attractive redondante. Des molécules telles que les morphogènes ou les facteurs de 

croissance semblent avoir une activité de guidage. Par exemple, Shh (Sonic hedgehog) est 

spécifiquement exprimé par les CGR controlatérales et est transporté jusqu’au chiasma 

optique pour repousser les axones ipsilatéraux et les empêcher de traverser la ligne médiane 

(Peng et al. 2018). Shh contrôle le guidage axonal à travers la ligne médiane grâce à son 

interaction avec son récepteur Boc, une protéine associée à Robo (Fabre, Shimogori, et 

Charron 2010). Ainsi, Shh module le guidage axonal par différents biais : il donne son identité 

à un tissus puisqu’il s’agit d’un morphogène, il régule la sensibilité des axones à d’autres 

molécules de guidage répulsives (Parra et Zou 2010) et il a lui-même une activité de guidage 

(Peng et al. 2018).  

Parmi les morphogènes étudiés pour leur rôle dans le guidage axonal, on trouve également 

Wnt. Chez la drosophile, il a été montré que Wnt5 contrôle le guidage des axones provenant 

de la commissure antérieure, en les empêchant d’envahir la commissure postérieure. Pour 

cela, Wnt5 interagit avec Derailed, un récepteur à activité tyrosine kinase (Yoshikawa et al. 

2003). Chez les mammifères, Wnt contrôle la trajectoire antérieure-postérieure des axones 

commissuraux au moment de la traversée de la FP (Lyuksyutova et al. 2003). Par exemple, 

Wnt4 est exprimé sous une forme de gradient décroissant de l’avant vers l’arrière. 

De manière intéressante, Shh et Wnt dialoguent pour contrôler le devenir des axones au 

moment de la traversée de la ligne médiane (Onishi et Zou 2017). Dans les neurones 

commissuraux n’exprimant plus Smo (Smothenened), un récepteur de Shh, on observe une 

augmentation de l’expression de Shisa2, un homologue d’inhibiteur de Wnt. Shisa2 interagit 

avec Fzd3 et retient ce dernier dans le réticulum endoplasmique. Ainsi, Shisa2 contrôle la 
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glycosylation de Fzd3 et son trafic vers la surface du cône de croissance, modulant de ce fait 

la sensibilité à Wnt. Lorsque Shisa2 est surexprimé, les axones commissuraux tournent de 

manière aléatoire dans l’axe antéro-postérieur après la traversée de la ligne médiane. Au 

contraire, l’inhibition de Shisa2 induit une expression prématurée de Fzd3 et entraîne ainsi une 

réponse prématurée des axones commissuraux qui tournent rostralement avant d’avoir 

traversé la FP : ces axones ne traversent donc plus la ligne médiane. 

Ces études mettent en lumière qu’une signalisation moléculaire donnée ne régule pas qu’un 

événement unique (par exemple, Shh qui attire les axones à la ligne médiane) mais plusieurs 

étapes de la navigation axonale (Wnt contrôle l’orientation antéro-postérieure des axones 

commissuraux au moment de la traversée) en modulant d’autres familles de 

ligands/récepteurs.  

c-  Les protéoglycanes 
Récemment, des molécules autres que des protéines ont été impliquées dans le guidage 

axonal. En effet, les sucres et les lipides ont été décrits comme participant au cheminement 

des axones (Guy et Kamiguchi 2021). 

Les protéoglycanes (PG) sont des macromolécules qui appartiennent à la matrice 

extracellulaire et qui sont potentiellement présents à la surface de toutes les cellules. Ces 

glycoprotéines sont formées d’un cœur de protéine lié à une ou plusieurs (jusqu’à plus de 100) 

chaînes de glycosaminoglycanes (GAG). Les GAG sont essentiels au fonctionnement des 

PG : lorsqu’ils sont délétés, cela endommage les fonctions des PG. De plus, les PG sont 

grandement modifiés par des sulfonations et des épimérisations. La chondroïtine sulfate (CS) 

et l’héparane sulfate (HS) façonnent le système nerveux au cours du développement, mais ils 

jouent aussi un rôle essentiel dans le système nerveux mature lésé. L’expression de HS dans 

le système visuel a été décrite dans le début des années 90 (Halfter 1993). La modulation 

génétique ou biochimique de HS a révélé son rôle critique dans tout le système nerveux (Walz 

et al. 1997; Inatani et al. 2003) : il module la réponse des axones aux molécules de guidage 

classiques. Par exemple, la délétion spécifique de EXT1 (une enzyme contrôlant la formation 

des GAG de HS) dans la rétine, conduit au même phénotype qu’une délétion de Netrin (Ogata-

Iwao et al. 2011). L’HS peut également se lier aux Slits (Ronca et al. 2001) et contribuer au 

guidage axonal des CGR (Inatani et al. 2003). Il a été aussi démontré que l’HS pourrait 

protéger les molécules de guidage de la dégradation ou pourrait contrôler leur concentration 

locale en restreignant leur diffusion (Yu, Pearson, et Geller 2018). Les CS, quant à elles, sont 

régulées dans le temps et l’espace dans la rétine en cours de développement (Brittis, Canning, 

et Silver 1992). Dans des préparations de cerveaux de Xénope, l’ajout de CS exogène 

perturbe fortement la trajectoire des projections retino-tectales (Walz et al. 2002). La 

manipulation des CS directement in vivo par l’injection de chondroïtinases ABC conduit 
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également à des défauts de guidage des axones des CGR (Ichijo et Kawabata 2001). Tous 

ces phénotypes suggèrent fortement que les CS agissent comme des facteurs de guidage 

répulsifs. Cependant, leur mécanisme d’action reste encore flou. Comme pour l’HS, les CS 

dialoguent avec les molécules de guidage classiques telles que Sema3A. Dans des cellules 

N2A en culture, la chondroïtinase ABC permet le relargage de molécules de guidage depuis 

la surface cellulaire, reflétant la communication entre les CS et les facteurs de guidage (De 

Wit et al. 2005).  

Les PG interagissent avec de nombreux récepteurs et partenaires (Yu, Pearson, et Geller 

2018). Les CS et les HS se lient principalement à deux familles de récepteurs : le récepteur 

de type IIa à activité tyrosine kinase (RPTPgamma, RPTP sigma et LAR) et les récepteurs 

Nogo (NgR1 et NgR2). Toutes ces interactions conduisent à une répulsion des axones dans 

le contexte de la régénération (Yu, Pearson, et Geller 2018; Shen et al. 2009).  

d-  Les lipides 
Puisque les lipides sont impliqués dans différents processus cellulaires clés, on peut se 

questionner sur leur rôle dans le guidage axonal. Différents lipides ont, en effet, été associés 

au phénomène de guidage, tels que l’anandamide cannabinoïde (Berghuis et al. 2007) ou les 

lysolipides comme la Sphingosine 1-phosphate (S1P) (Strochlic et al. 2008), le 

lysophosphatidylglucoside (Guy et al. 2015) ou l’acide lysophosphatidique (Cheng et al. 2016). 

Les lysolipides sont obtenus après l’action des phospholipases A1 et A2 (PLA1 et PLA2) qui 

hydrolysent les membranes des phospholipides. Mais les phospholipides peuvent également 

être obtenus différemment. En effet, la sphingosine est un dérivé de la céramide (Maceyka et 

al. 2012) : SP1 est libéré dans le cytosol après la phosphorylation de la sphingosine par une 

isoenzyme kinase de la sphingosine. S1P est ensuite transporté à la surface cellulaire. 

Aujourd’hui, on décrit 5 S1P : S1P1 à S1P5.  

Au cours du développement du système visuel chez le Xénope, S1P induit une réponse 

répulsive forte de la part des cônes de croissance (Strochlic et al. 2008). De plus, la modulation 

de S1P in vivo conduit à des défauts de navigation axonale. Les récepteurs des S1P sont 

vaguement décrits : S1P agit à travers des GPCR (G-protein coupled receptors) tels que EDG-

1 (Lee et al. 1998). Aujourd’hui, on dénombre 5 GPCR se liant à S1P. Leur mécanisme d’action 

est d’autant plus complexe que les S1P agissent de concert avec les HS. 

L’implication des lipides dans le guidage axonal met en avant l’incroyable complexité de 

régulation de ce phénomène. 

e-  Forces physiques 
Les forces physiques telles que la tension, la rigidité des tissus ou l’activité électrique sont 

autant de mécanismes peu étudiés qui modulent le guidage axonal. Au cours de la croissance 
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axonale, les cônes de croissance et les axones doivent interagir physiquement avec leur 

environnement. De plus, l’orientation des cônes de croissance va impliquer des forces 

mécaniques différentes sur le cytosquelette (Athamneh et Suter 2015). Se pose alors la 

question de l’importance du support des axones en cours de croissance. C’est pourquoi, des 

études se sont focalisées sur le comportement axonal sur différents substrats à différentes 

rigidités. Lorsque la rigidité du substrat est modifiée, les axones ont leur potentiel de 

croissance qui change. Ce phénomène est dû à la dynamique du cytosquelette, notamment 

au flux rétrograde d’actine (Chan et al. 2008). Un système d’embrayage-moléculaire a été 

évoqué pour décrire l’interaction physique des cellules avec leur environnement. Ceci signifie 

que les cellules utilisent un embrayage moléculaire pour lier leur F-actine au substrat et 

contrôlent donc le taux de polymérisation de la F-actine pour créer des forces afin de pousser 

le cône de croissance dans une direction donnée (Hu et al. 2007). Chan et ses collaborateurs 

ont mis en évidence que la rigidité du substrat influençait ce processus et que la dynamique 

de la F-actine est adaptée selon l’environnement neuronal (Hu et al. 2007). La plupart de ces 

études ont été réalisées in vitro : peu de données in vivo sont disponibles. Récemment, 

Thompson et ses collègues (Thompson et al. 2019) se sont demandés si ces régulations 

avaient également lieu in vivo. Ils ont, pour cela, utiliser la microscopie de force atomique sur 

des tissus de Xénope en cours de développement. Ils ont ainsi montré qu’il existe un gradient 

de rigidité du tissus in vivo : les axones ont tendance à suivre ce gradient. En effet, les axones 

des CGR poussent plutôt en direction des tissus les plus mous. Il semble donc que les axones 

soient mécano-sensitifs : lorsque la rigidité du tissu ou la mécano-sensitivité des neurones 

sont altérées, le guidage axonal est grandement impacté (Koser et al. 2016). La rigidité du 

tissu est un processus dynamique qui peut se modifier en quelques minutes. Elle est due à la 

prolifération cellulaire : quand cette dernière est modifiée, on observe des défauts de guidage 

(Thompson et al. 2019).  

Ces forces physiques n’expliquent pas tous les phénomènes. En effet, même si l’actine est 

dépolymérisée (Kunda et al. 2001) ou que la myosine II est inhibée (Dupraz et al. 2019), dans 

des cultures en 2D, les axones continuent de pousser. Récemment, Santos et ses 

collaborateurs (Santos et al. 2020) ont précisé le phénomène d’embrayage-moléculaire. Ils ont 

mis en culture des neurones d’hippocampe embryonnaires dans une matrice 3D de collagène 

pour se rapprocher des paramètres physiologiques. En utilisant une combinaison de 

modulations du cytosquelette, de microscopie à super-résolution, d’imagerie en direct et de 

microscopie à force atomique, ils ont mis en évidence la dynamique du cytosquelette et sa 

régulation pendant la pousse axonale. Ils ont ainsi pu découvrir que ce processus d’interaction 

entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire n’est pas si trivial pour expliquer la 
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croissance axonale. En effet, l’adhésion semble facultative pour la croissance des axones 

dans une matrice 3D (Lämmermann et Sixt 2009).  

Enfin, une autre force pourrait réguler le guidage et la croissance des axones : l’électricité. Ce 

processus est appelé galvanotropisme. Des études in vitro ont montré que les axones des 

CGR poussent vers la cathode lorsqu’ils sont soumis à un champ électrique (Yamashita 2015). 

In vivo, un gradient de voltage extracellulaire a été mis en évidence dans la rétine en 

développement (Yamashita 2013). Les axones des CGR semblent être sensibles à ce champ 

électrique qui est important pour définir l’orientation initiale des axones. Les mécanismes 

détaillés du galvanotropisme restent encore flous.   

 

VI- Les molécules de guidage dans la formation du système visuel 
Les molécules de guidage permettent de guider les axones en cours de croissance à travers 

de longues distances pour qu’ils puissent connecter leur cible correcte dans le corps. Dans le 

système visuel, les axones des CGR sont les seuls prolongements qui forment le nerf optique, 

permettant ainsi la connexion entre la rétine et le cerveau. Ce trajet est finement régulé par 

l’expression des facteurs de guidage : en voici la feuille de route (Erskine et Herrera 2014) 

(Figure 13). 

a - Guidage dans l’œil 
Les CGR se différencient chez l’embryon à partir de E11 et envoient ensuite leur axone dans 

la couche des fibres optiques située à la surface de la rétine. Les axones poussent en direction 

de la sortie de l’œil correspondant au disque optique, qui débouche sur le nerf optique (Figure 

13-A). Slit1 et Slit2 participent ici au maintien des axones dans la couche des fibres optiques, 

les empêchant d’aller dans des couches plus externes (Niclou, Jia, et Raper 2000). Chez des 

souris mutantes pour Slit1 et Slit2, les axones des CGR projettent dans les autres couches de 

manière aberrante et se dirigent vers la périphérie de la rétine (en direction opposée du disque 

optique) (Thompson et al. 2006). En effet, Slit2 est également exprimé par le cristallin pour 

empêcher les axones de naviguer vers la périphérie. Les CSPG sont également exprimés sur 

cette périphérie et participent à la même régulation que les Slits (Brittis, Canning, et Silver 

1992). Les protéines Sfrp1 et Sfrp2 (Secreted Frizzled Related Proteins) contraignent la 

pousse des axones des CGR dans la couche fibreuse de la rétine et jusqu’au niveau du disque 

optique (Marcos et al. 2015). Shh, quant à lui, est exprimé en gradient de la périphérie vers le 

disque optique, permettant d’attirer les axones vers la sortie de la rétine (Sánchez-Camacho 

et Bovolenta 2008). Des molécules d’adhésion telles que L1-CAM aident les axones à pousser 

vers le centre de la rétine pour ensuite former le nerf optique (Brittis, Canning, et Silver 1992). 

Afin de sortir de l’œil, Netrin-1 est exprimée au niveau des cellules gliales du disque optique : 
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les axones des CGR possèdent le récepteur DCC et sont ainsi attirés vers la sortie de l’œil 

(Deiner et al. 1997). Chez les souris mutantes pour DCC ou pour Netrin-1, les axones 

naviguent jusqu’au nerf optique mais ne parviennent pas à en sortir, provoquant une 

hypoplasie du nerf optique (Vigouroux et al. 2020). NrCAM est également impliqué dans la 

navigation des axones vers le disque optique. Sa suppression induit une navigation des 

axones des CGR à travers toute la rétine, jusqu’au côté opposé, ils ne s’arrêtent plus au niveau 

de la sortie de l’œil (Zelina et al. 2005). Au niveau du disque optique, la laminine-1 est 

exprimée : en interagissant avec Netrin, elle transforme son effet attractif en répulsion, ainsi 

les axones se dirigent plus profondément dans le disque optique, là où seulement Netrin est 

présente (Höpker et al. 1999). 
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Figure 13 : Guidage dans le système visuel 

(A) Représentation schématique des molécules de guidage exprimées dans l’œil au cours du 

développement pour permettre aux axones des cellules ganglionnaires de se diriger vers le disque 

optique (au centre de la rétine) et d’ainsi pouvoir sortir de l’œil. (B) Représentation schématique des 

molécules de guidage exprimées le long des nerfs optiques, des tractus optiques et au niveau du 

chiasma optique afin de guider les axones au bon endroit. Les Slits restreignent les axones, qui 

expriment le récepteur Robo2, aux conduits optiques (nerfs et tractus). PlexinA1, en interagissant avec 

NrCAM présent sur les axones controlatéraux, attirent ces derniers au niveau du chiasma optique, 

permettant leur traversée. L’interaction entre PlexinA1 et NrCAM, exprimés par les CGR controlatéraux, 

avec le complexe NrCAM-Sema6D-PlexinA1 au niveau du chiasma promeut la traversée de la ligne 

médiane. Enfin, les axones ipsilatéraux expriment EphB1 et sont donc repoussés de la ligne médiane 

par EphrinB2. Adapté de Connecting the retina to the brain, Erskine & Herrera, 2014, ASN Neuro 



76 
 

b - Guidage au chiasma optique 
Une fois que les axones des CGR sont sortis de l’œil, ils sont contenus dans un espace 

restreint pour former le nerf optique. Sema5A et Slit2 sont exprimés par les cellules gliales 

avoisinantes et permettent, via leur action répulsive, de compacter tous les axones dans un 

faisceau (Plump et al. 2002; Oster et al. 2003). Les axones des CGR poussent ensuite 

jusqu’au chiasma optique constitué du croisement des deux nerfs optiques : là, a lieu la 

décussation, c’est-à-dire que les axones ipsilatéraux vont projeter vers l’hémisphère cérébral 

du même côté, et les axones controlatéraux vont projeter dans l’autre hémisphère (Figure 13-

B). Chronologiquement, les axones ipsilatéraux, provenant de la partie ventro-temporale de la 

rétine, atteignent le chiasma optique à E12, ce sont des axones pionniers qui serviront ensuite 

de « rails » aux axones suivants (Soares et Mason 2015). Ils expriment grandement le 

récepteur EphB1, qui, en interagissant avec son ligand EphrinB2 exprimé par les cellules 

gliales de la ligne médiane, induit une répulsion empêchant la traversée des axones 

ipsilatéraux (Williams et al. 2003). L’expression de EphB1 dans les CGR est contrôlée par le 

facteur de transcription Zic2 (« Zinc finger transcription factor ») (García-Frigola et al. 2008), 

marqueur spécifique des axones ipsilatéraux. De plus, le facteur de transcription Zic2 éteint la 

signalisation Wnt5a dans les axones ipsilatéraux les empêchant de traverser la ligne médiane 

(Morenilla-Palao et al. 2020). D’autres facteurs répulsifs tels que Shh empêchent les axones 

ipsilatéraux de traverser la ligne médiane (Sánchez-Camacho et Bovolenta 2008).  

Entre E14 et E16, la plupart des axones ipsilatéraux et controlatéraux des CGR sont envoyés 

vers le chiasma optique. Les CGR localisées dans toute la rétine excepté dans la partie ventro-

temporale verront leur axone traverser la ligne médiane : ce sont les axones controlatéraux. 

Ces derniers expriment spécifiquement la molécule d’adhésion cellulaire NrCAM. Lorsque 

NrCAM est délétée, on observe une augmentation du nombre d’axones ipsilatéraux (Williams 

et al. 2006). De plus, l’absence de NrCAM affecte particulièrement les axones controlatéraux 

tardifs (générés vers E17 dans la rétine ventro-temporale), suggérant un rôle primordial de 

NrCAM dans la traversée des axones provenant des CGR controlatéraux spécifiquement 

(Williams et al. 2006). NrCAM est également exprimée par les cellules gliales au niveau de la 

ligne médiane afin de permettre l’attraction et la traversée des axones controlatéraux. 

 En effet, il semblerait que NrCAM se lie avec Sema6D, exprimés tous deux par les cellules 

gliales de la ligne médiane, pour interagir avec PlexinA1 exprimée par les cellules bordant le 

chiasma postérieur. L’interaction entre PlexinA1 et NrCAM, exprimés par les CGR 

controlatéraux, avec le complexe NrCAM-Sema6D-PlexinA1 au niveau du chiasma conduit à 

une réponse promotrice de la pousse et à une traversée de la ligne médiane. En effet, cette 

combinaison transforme l’action inhibitrice sur la pousse des axones de Sema6D en une 

promotion de la pousse (Kuwajima et al. 2012). Les axones controlatéraux sont également 
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attirés par VEGF-A (« Vascular Endothelial Growth Factor A »), présent à la ligne médiane, 

dont les CGR possèdent le récepteur Neuropilin1 (Erskine et al. 2011). Les axones 

controlatéraux expriment également la protéine Wnt5a qui participe à leur traversée de la ligne 

médiane (Morenilla-Palao et al. 2020). 

Enfin, la présence de molécules de guidage répulsives telles que Slit1 et Slit2 autour du 

chiasma permet de contenir tous les axones, les empêchant de projeter ailleurs dans le 

cerveau. En effet, en leur absence, les axones naviguent dans de mauvaises directions et 

n’effectuent pas de décussation correcte (Plump et al. 2002; Fricke et al. 2001; Plachez et al. 

2008).  

De plus, des molécules d’adhésion telles que DSCAM permettent l’extension et la fasciculation 

des axones des CGR mais aussi leur navigation au-delà du chiasma optique, vers leurs cibles. 

En effet, la mutation de DSCAM altère la trajectoire des axones après leur passage au niveau 

du chiasma optique et retarde donc l’innervation des cibles plus distales (Bruce et al. 2017). 

Ensuite, les axones poursuivent leur route via les tractus optiques pour connecter leurs cibles 

cérébrales correctes. 

c - Guidage vers les cibles cérébrales 

 1- Vers le noyau suprachiasmatique  

La première cible que les axones des CGR rencontrent est le noyau suprachiasmatique (NSC). 

Comme décrit précédemment, ce noyau est innervé spécifiquement par les CGRip sensibles 

à la lumière. A partir de E15 les axones des CGRip avancent vers le chiasma optique et 

l’atteignent à E17, ils innervent ensuite le NSC à partir de P0 (McNeill et al. 2011). Le NSC ne 

devient mature que quelques semaines plus tard, notamment après avoir reçu des 

informations lumineuses, c’est-à-dire à partir de l’ouverture des yeux à P12-P14. Les CGRip 

innervent d’abord la partie ventrale du NSC de manière ipsilatérale. Ensuite, les axones 

controlatéraux innervent le NSC. Le NSC est le seul noyau recevant 50% des afférences de 

chaque œil. En effet, certains axones controlatéraux sont capables de former des branches 

collatérales qui permettent d’innerver le NSC ipsilatéral en même temps (Fernandez et al. 

2016). Les mécanismes moléculaires impliqués dans l’innervation du NSC restent à ce jour 

méconnus. 

2- Vers le corps genouillé latéral dorsal 

Le corps genouillé latéral dorsal (ou dLGN) forme un relais entre la rétine et le cortex visuel. 

Les axones controlatéraux innervent en premier le dLGN à partir de E16 (Godement, Salaün, 

et Imbert 1984). Les axones ipsilatéraux ne le connectent que plus tard, à partir de E18. Dans 

les premiers temps de l’innervation du dLGN, les axones ipsi- et controlatéraux innervent les 

mêmes régions. Une étape de ségrégation a ensuite lieu à partir de P4 et se termine après 
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l’ouverture des yeux (Jaubert-Miazza et al. 2005). Le rôle des molécules de guidage durant 

l’innervation du dLGN reste vague. Cependant, leur rôle dans la ségrégation des axones 

commence à être décrit. Les projections des axones dans le dLGN se font de manière 

organisée selon la carte œil-spécifique. Ainsi, des chercheurs ont décrit que le dLGN exprimait 

les ligands EphrinA2 et EphrinA5 en gradient. De la même manière, les CGR expriment les 

récepteurs EphA5 et EphA6 sous forme de gradient (Pfeiffenberger et al. 2005). De plus, chez 

les souris déficientes pour EphrinA2, A3 ou A5, la ségrégation ne se déroule pas correctement.  

Cependant, les chercheurs ont démontré que les cartes rétinotopiques ne dépendent pas 

seulement du guidage axonal. En effet, une fois que les axones connectent leur cible, la 

synaptogénèse et le raffinement des circuits permet un élagage et une bonne mise en place 

des circuits neuronaux (Pfeiffenberger et al. 2005).  

3- Vers le colliculus supérieur (ou superior colliculus – SCol) 

Le colliculus supérieur (SCol) est la cible la plus distale que connectent les axones des CGR. 

De manière similaire au dLGN, les facteurs de guidage agissant au sein du SCol sont 

principalement impliqués dans la ségrégation des projections plutôt que dans le guidage lors 

de l’innervation (ces mécanismes restent encore flous). Les axones controlatéraux innervent 

le SCol à partir de E16 alors que les axones ipsilatéraux ne commencent à le connecter 

qu’après la naissance (Godement, Salaün, et Imbert 1984). Dans un premier temps, les 

projections ipsilatérales recouvrent les connexions controlatérales. Après l’ouverture des yeux, 

une ségrégation a lieu, permettant aux axones ipsilatéraux de se restreindre dans la zone 

inférieure de la couche optique (H. H. Wu, Cork, et Mize 2000). Les molécules de guidage 

participent donc à la formation des cartes rétinotopiques dans le SCol. Parmi elles, on trouve 

les EphrinA2 et A5 qui sont exprimées au niveau du SCol postérieur  (Feldheim et al. 2004). 

Les axones des CGR temporaux expriment les récepteurs EphA5 et EphA6 et vont donc 

projeter dans le SCol antérieur. Lorsque EphrinA5 est déplétée, les axones temporaux 

présentent des défauts de guidage et projettent dans le SCol postérieur. Les EphrinB 

gouvernent le guidage au sein de l’axe dorso-ventral. Les CGR expriment les récepteurs 

EphB1 et EphB2 selon un gradient ventro-dorsal (du plus au moins exprimé). On trouve le 

gradient inverse dans le SCol : les ligands EphrinB1 et EphrinB2 sont exprimés selon un 

gradient médio-latéral (du plus au moins exprimé). Mais de manière surprenante, les axones 

des CGR ventraux exprimant fortement les récepteurs Eph connectent le SCol médial qui est 

enrichi en ligands Ephrines (Hindges et al. 2002). Ce phénomène suggère que les Ephrines 

peuvent avoir un effet attractif, mais ces mécanismes restent inconnus. La protéine DCC 

participe également à la mise en place des cartes rétinotopiques dans le SCol. En effet, chez 

les mutants DCC, on observe une extension du territoire occupé par les projections 

ipsilatérales, suggérant un défaut de raffinement (Vigouroux et al. 2020). D’autres molécules 
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de guidage sont également impliquées dans la rétinotopie du SCol, c’est le cas des molécules 

d’adhésion cellulaire. Parmi elles, on trouve L1-CAM, qui lorsqu’il est supprimé, induit une 

modification de la topographie des axones dans le SCol (innervation de la partie postérieure 

plutôt que de la partie antérieure du SCol) (Demyanenko et Maness 2003). ALCAM (Activated 

Leukocyte Cell Adhesion Molecule) est exprimée dans le SCol au cours de la croissance des 

CGR en direction du SCol. ALCAM interagit avec L1CAM présent sur les axones des CGR 

pour permettre le positionnement correct des axones des CGR dans le SCol. En effet, en 

l’absence d’ALCAM, les axones provenant des CGR de la rétine temporale projettent 

anormalement dans la partie latérale du SCol controlatéral (Buhusi et al. 2009). NrCAM est 

également impliquée dans la localisation des axones des CGR dans le SCol. La délétion de 

NrCAM induit l’innervation de la partie latérale du SCol (au lieu de cibler le centre du noyau) 

(Dai et al. 2013).  

Ainsi, la mise en place et la spécificité des circuits neuronaux sont assurées par de 

nombreuses molécules de guidage. Leur composition est spécifique pour chaque cible du 

système visuel et leur régulation spatiale et temporelle précise permet aux axones d’être 

acheminés correctement jusqu’à leurs cibles intermédiaires et finales.  

Cette chorégraphie orchestrée par les molécules de guidage semble être la clé pour pouvoir 

permettre aux axones en cours de régénération de reformer un circuit nerveux fonctionnel. 

C’est pourquoi, le guidage est un processus essentiel à comprendre et à moduler dans le 

système nerveux adulte : ceci constitue mon projet de thèse. 
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Chapitre 3 : Le guidage axonal dans le système nerveux 

mature 
 

Comme décrit dans le chapitre précédent, le guidage est un processus biologique qui contrôle 

le mouvement directionnel d’une cellule. Il est régulé par l’expression de facteurs de guidage 

dans l’environnement, qui peuvent être attractifs ou répulsifs et agir à courte ou longue 

distance. Ces molécules de guidage ont été décrites dans le système nerveux en cours de 

développement comme les facteurs extracellulaires qui contrôlent la navigation des axones 

jusqu’à leurs cibles (Tessier-Lavigne et Goodman 1996). Cependant, leur expression est 

associée avec d’autres mécanismes tels que la migration et la signalisation cellulaires et elle 

persiste tout au long de la vie pour réguler des systèmes physiologiques. Il est aujourd’hui 

admis que les molécules de guidage participent à la pathogénie de certains troubles 

neurologiques mais aussi de maladies cardiovasculaires, immunitaires et des cancers. 

Néanmoins, leur rôle doit être mieux mis en évidence pour savoir si et comment les molécules 

de guidage pourraient être considérées comme des cibles thérapeutiques. Enfin, il faut 

prendre en considération les rôles « physiologiques » et « pathologiques » de ces facteurs 

chez l’adulte afin de les intégrer dans les stratégies de régénération et permettre la 

reconstruction des circuits nerveux. 

I- Rôles physiologiques du guidage axonal chez l’adulte 

a- Guidage axonal répulsif dans le système nerveux central adulte 
Concernant la navigation axonale, certaines molécules de guidage reproduisent leur rôle 

développemental chez l’adulte. Les lésions du SNC sont suivies d’une surexpression de 

molécules de guidage répulsives qui sont en partie responsable de l’incapacité de 

régénération (Figure 14). Par exemple, le couple ligand récepteur Wnt/Ryk conserve son rôle 

répulsif chez l’adulte. Le récepteur Ryk est exprimé par les axones du tractus corticospinal 

(CST) et relaie l’activité répulsive de Wnt-1 et Wnt-5a qui sont exprimés sous forme de gradient 

antéro-postérieur dans la moelle épinière en cours de développement (Liu et al. 2005). Suite 

à une lésion de la moelle épinière, Wnt-1 et Wnt-5a sont exprimés et exercent une activité 

répulsive sur les axones du CST lésés (Liu et al. 2008). L’utilisation d’anticorps anti-Ryk permet 

de réduire la rétraction des axones du CST et augmente leur bourgeonnement (« sprouting ») 

(Liu et al. 2008). 

Le couple EphrinB3/EphA4 conserve également son action répulsive observée lors du guidage 

embryonnaire, dans la moelle épinière adulte. Au cours du développement, les axones du CST 

ne peuvent pas retraverser la ligne médiane à cause de la liaison de EphrinB3 sur leurs 

récepteurs EphA4 (Kullander et al. 2001; Yokoyama et al. 2001). Après la lésion de la moelle 

épinière, EphrinB3 repousse les fibres du CST exprimant EphA4 (Duffy et al. 2012). 
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L’utilisation d’un peptide bloquant EphA4 (Fabes et al. 2007) permet l’augmentation de la 

repousse des axones du CST probablement en désensibilisant les cônes de croissance à 

l’action répulsive d’EphrinB3, exprimée par les oligodendrocytes, et d’Ephrin-B2, exprimée par 

les astrocytes réactifs (Bundesen et al. 2003; Benson et al. 2005; Fabes et al. 2006).  

Les molécules de guidage répulsives a (RGMa) sont des glycoprotéines qui inhibent la pousse 

neuritique en se liant au récepteur de Netrin-1, la Néogénine, présente sur les cônes de 

croissance. La répulsion de RGMa sur les axones en cours de navigation est impliquée dans 

le câblage du cortex pendant le développement (Brinks et al. 2004). Après une lésion de la 

moelle épinière chez l’adulte, RGMa est exprimée par la microglie activée  (Kitayama et al. 

2011) et a été récemment impliquée dans la réponse astrogliale via la signalisation 

TGFβ1/Smad2/3 (Zhang et al. 2018). Des anticorps dirigés contre les RGMa améliorent la 

régénération et la réparation nerveuse après une lésion de la moelle épinière (Mothe et al. 

2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Rôles des molécules de guidage chez l’adulte. 

Les molécules de guidage peuvent avoir des rôles physiologiques chez l’adulte (vert). Elles 

participent à la réaction des systèmes nerveux (central et périphérique) suite à une lésion 

(orange). Enfin, une modification de leur expression chez l’adulte est source de modifications 

profondes telles que le vieillissement ou le développement de troubles, de maladies et de 

cancers. 
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Un autre exemple est la molécule Sema3A qui a une forte activité répulsive in vitro, pendant 

le développement et chez l’adulte (Kolodkin et al. 1997; Luo, Raible, et Raper 1993; Tang 

2004). Son expression augmente dans les fibroblastes après la formation de la cicatrice gliale 

dans la moelle épinière lésée (Pasterkamp et al. 1999). L’utilisation d’un inhibiteur spécifique 

de Sema3A sur le site de lésion de la moelle épinière permet une régénération des axones du 

CST et une reconnexion fonctionnelle (Kaneko et al. 2006; Zhang et al. 2014): ceci prouvant 

son activité répulsive dans la moelle lésée. Cependant, les neurones embryonnaires et adultes 

ne répondent pas forcément de la même façon à Sema3A. En effet, l’ajout de Sema3A sur 

des neurones de DRG in vitro et sur une cornée lésée in vivo promeut la pousse neuronale 

(Zhang et al. 2018). Ceci soulève des questions sur le fait que (i) différents récepteurs et 

complexes de récepteurs peuvent être impliqués dans la transduction du signal de guidage 

pendant le développement et chez l’adulte et que (ii) l’activité d’une molécule de guidage peut 

être modulée par son environnement (localisation et timing) et particulièrement par d’autres 

facteurs coexprimés.  

b- Inhibition de croissance plutôt que répulsion 
A la suite d’une lésion du SNC, les axones ne parviennent pas à régénérer à cause de leur 

incapacité de repousse intrinsèque et de leur environnement inhibiteur à la repousse (Silver 

et Miller 2004; Yiu et He 2006; He et Jin 2016). Les facteurs de guidage répulsifs exprimés ou 

surexprimés dans le SNC créent une barrière chimique pour les axones en cours de 

régénération, au niveau du site de la lésion (Figure 14). En particulier, les protéoglycanes 

CSPG sont rapidement produits par les astrocytes réactifs suite à la lésion. Pour rappel, les 

CSPG sont des molécules associées à la matrice extracellulaire qui inhibent la repousse 

axonale in vitro (Brown et al. 2012; Hang Wang et al. 2008) et in vivo durant le développement 

(Snow et al. 1990).  

Quelques molécules de guidage conventionnelles sont dérivées de la myéline dans le SNC 

adulte, comme par exemple : Ephrin-B3 (Benson et al. 2005), Sema4D (Moreau-Fauvarque et 

al. 2003) et Netrin-1 (Löw et al. 2008). Ces molécules et les protéines associées à la myéline 

(Nogo, MAG, OMgp) font de la myéline une source d’inhibition pour la croissance axonale 

dans le SNC adulte. En fait, les molécules de guidage n’exercent pas un rôle répulsif per se, 

puisqu’elles ne modifient pas réellement la direction des axones. Elles participent plutôt à la 

formation de la barrière chimique à la croissance axonale qui empêche la régénération et limite 

la plasticité dans le SNC adulte. 

c- Manque de guidage dans le système nerveux central adulte 
La régénération fonctionnelle du SNC adulte lésé ne dépend pas seulement d’un 

environnement permissif à la croissance. En effet, même dans les modèles de régénération à 

longue distance, les fibres qui régénèrent présentent des défauts de guidage ne leur 
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permettant pas de reconnecter leurs cibles et expliquant l’absence de retour fonctionnel 

(Vincent Pernet et Schwab 2014; Crair et Mason 2016), tel qu’abordé dans les chapitres 

précédents. Dans le système visuel, la co-activation de voies de signalisation intervenant dans 

le développement conduit à une régénération robuste et à longue-distance des CGR dans le 

nerf optique jusqu’au cerveau. Mais ces axones échouent à connecter leurs cibles car ils se 

perdent dans le chiasma optique ou évitent complètement leur cible (Luo et al. 2013; Belin et 

al. 2015; Pernet et al. 2013). Même si un retour des fonctions partiel peut être observé avec 

des approches combinatoires (de Lima et al. 2012), la reformation d’un circuit fonctionnel dans 

le système visuel nécessite de la plasticité basée sur l’activité neuronale (Lim et al. 2016), de 

la même manière que l’entraînement tâche-spécifique conditionne la plasticité du 

bourgeonnement (« sprouting ») des collatérales et le recâblage fonctionnel après une lésion 

de la moelle épinière (García-Alías et al. 2009; Griffin et Bradke 2020; Hollis et al. 2016). Des 

molécules de guidage sont exprimées dans le système visuel adulte intact, notamment au 

niveau du chiasma optique et du noyau suprachiasmatique (Conceição et al. 2019; Wen et al. 

2020) : mais leurs rôles doivent être déterminés. De plus, plusieurs molécules et récepteurs 

de guidage sont surexprimés à la suite d’une lésion du nerf optique (Symonds et al. 2007; 

Vilallongue et al. 2022). Il reste à déterminer aujourd’hui comment ces facteurs influencent le 

guidage des axones en cours de régénération. 

 

II- Mise en place de l’environnement chez l’adulte 

a- Interaction avec la matrice extracellulaire 
Les molécules de guidage interagissent étroitement avec la matrice extracellulaire (MEC). 

Tout d’abord, la MEC contrôle la localisation et/ou limite la diffusion des facteurs de guidage 

dans l’environnement. Au cours du développement, les dystroglycanes médient le guidage 

axonal en se liant à Slit dans la FP (Wright et al. 2012) et en interagissant avec le récepteur 

de guidage transmembranaire Celsr3 (Lindenmaier et al. 2019). Dans le cerveau adulte, 

Sema3A interagit avec les chaînes GAG des CSPG au sein des filets péri-neuronaux 

(« perineuronal nets » ou PNN), une structure particulière de la MEC, responsable de la 

stabilisation synaptique (De Wit et al. 2005; Vo et al. 2013). Ensuite, les composants de la 

MEC peuvent réguler le guidage axonal, soit en étant eux-mêmes des facteurs de guidage 

(par exemple, la glycoprotéine Tenascin-C qui maintient la croissance axonale via l’activation 

d’intégrines (Chen et al. 2010; Cheah et al. 2016)) ou en modulant l’activité d’autres facteurs 

de guidage (par exemple, les héparanes de sulfates promeuvent la signalisation Slit1/Robo1 

et Netrin-1/DCC (Hu 2001; Matsumoto et al. 2007)). De plus, les protéines de la MEC et les 

facteurs de guidage peuvent agir de manière synergétique pour provoquer une réponse de 

guidage axonal. C’est le cas de la chaîne GAG répulsive nommée CSE des CSPG qui amplifie 
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la répulsion exercée par Sema3A (Dick et al. 2013). De manière similaire, la protéine de la 

MEC Fibulin-2 qui est surexprimée après une lésion de la moelle épinière augmente l’activité 

de collapse de Sema3A, alors qu’elle ne présente pas d’activité répulsive per se (Schaeffer et 

al. 2018). Enfin, inversement, les molécules de guidage peuvent contrôler la disposition de la 

MEC et son remodelage. Au cours de la fibrose des plaques d’athérosclérose, EphA2 régule 

le dépôt de fibronectine (Finney et al. 2017). La signalisation Slit2/Robo1 a également été 

impliquée dans l’activation de la fibrose et l’activation des cellules étoilées hépatiques en 

promouvant l’expression de collagène I potentiellement via l’activation des voies de 

signalisation Smad2/3 et PI3K/AKT (Chang et al. 2015). Ainsi, les interactions entre molécules 

de guidage et MEC renforcent leur rôle essentiel dans la mise en place et le maintien de la 

structure des tissus chez l’adulte. Dans un contexte de régénération suite à une lésion, il faudra 

considérer l’interaction entre les molécules de guidage et la MEC pour la correcte mise en 

place du circuit réparé. 

b- Régulation de la mise en place de la cicatrice gliale dans le SNC adulte 
A la suite d’une lésion du SNC, de nombreux événements cellulaires se mettent en place pour 

initier la formation de la cicatrice gliale : recrutement de monocytes et de neutrophiles, 

infiltration des macrophages, activation de la microglie, fibrose, astrogliose réactive. Les 

molécules de guidage et leurs récepteurs sont directement impliqués dans cette chorégraphie 

très organisée lors de la formation de la cicatrice. La migration des astrocytes réactifs jusqu’au 

site de lésion fait intervenir EphrinB2, qui contrôle en partie la réponse astrogliale (Chen et al. 

2013). Le tri cellulaire et la ségrégation sont initiés trois jours après la lésion de la moelle 

épinière via l’interaction des astrocytes exprimant EphrinB2 et les fibroblastes des méninges 

exprimant EphB2 (Bundesen et al. 2003) : ces deux populations commencent ainsi à former 

une barrière de tissu. L’extinction de EphrinB2 in vitro réduit l’interaction entre astrocytes et 

fibroblastes et améliore la repousse axonale (Li et al. 2017).  

L’organisation moléculaire et cellulaire de la cicatrice gliale en fait une barrière physique pour 

la régénération axonale. Cependant, cette cicatrice joue également des rôles positifs 

permettant de limiter la toxicité et l’inflammation et de reconstruire le tissu endommagé. Dans 

la cicatrice gliale, les longs prolongements des astrocytes réactifs contiennent l’inflammation 

au niveau du site de lésion (Wanner et al. 2013). Dans des conditions pro-régénératives, telles 

que l’activation de la voie mTOR, les axones qui régénèrent s’associent avec les astrocytes 

réactifs qui fabriquent des ponts (« bridge-forming reactive astrocytes »), dont la migration et 

l’organisation sont contrôlées par des facteurs de guidage au moment de la lésion (Zukor et 

al. 2013). Loin d’agir seulement de manière négative sur la régénération, les astrocytes réactifs 

pourraient, en effet, constituer un échafaudage permettant aux axones de régénérer dessus 

(Anderson et al. 2016). Les cellules gliales modulent de nombreuses molécules de guidage, 
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pouvant permettre la régénération. Elles diminuent l’expression de Sema3F, Sema3A et Slit2 

et augmentent l’expression de Netrin1 dans les cellules non-astrocytaires de la cicatrice gliale 

(Anderson et al. 2016). Pour soutenir le rôle des molécules de guidage dans la formation de 

la cicatrice gliale, une analyse transcriptomique des astrocytes réactifs a révélé la 

surexpression de facteurs promouvant la croissance et la diminution de l’expression de 

facteurs inhibiteurs pour la régénération (Teh et al. 2017). 

Enfin, des analyses transcriptomiques de microglie et de macrophages après une lésion de la 

moelle épinière ont montré qu’un certain nombre de molécules et récepteurs de guidage y 

étaient régulés (Zhou et al. 2020). De manière intéressante, PlexinB2 est surexprimée dans 

ces cellules et est nécessaire au retour des fonctions motrices et sensorielles après une lésion 

de la moelle. PlexinB2 est nécessaire aux étapes protectrices de cicatrisation, de confinement 

des cellules immunitaires et de compaction de la MEC lors de la formation de la cicatrice (Zhou 

et al. 2020). Tous ces éléments confirment (i) l’effet bénéfique des cellules gliales activées 

dans la protection nerveuse et la réparation après une lésion de la moelle épinière, et (ii) le 

rôle essentiel des molécules de guidage dans la structuration des cellules et de 

l’environnement du SNC adulte lésé. 

c- Connectivité dans le système nerveux périphérique adulte 
La capacité du SNP adulte à régénérer repose en partie sur l’environnement neuronal 

favorable à la croissance axonale (Figure 14). A la suite d’une lésion du SNP, les cellules de 

Schwann sont capables de proliférer et migrer au site de lésion pour former du nouveau tissu 

et combler la brèche, et de s’organiser en corridors permissifs pour la croissance axonale 

promouvant la réparation nerveuse (Rosenberg et al. 2014). Les fibroblastes exprimant 

EphrinB2 contrôlent le tri des cellules de Schwann par des signalisations de contact avec les 

récepteurs EphB2. De plus, les cellules de Schwann exprimant EphB2 promeuvent 

l’expression de N-cadhérine médiée par Sox2 pour soutenir la croissance axonale (Parrinello 

et al. 2010). A la suite d’une lésion du SNP, la régénération axonale repose également sur 

l’expression équilibrée des récepteurs de Netrin1 (DCC et Unc5H2) par les cellules de 

Schwann activées : DCC est surexprimé après la lésion alors que Unc5H2 est diminué. Un 

mauvais équilibre de leur expression altère l’activation des cellules de Schwann et inhibe la 

réparation nerveuse (Webber et al. 2011). De plus, les cellules de Schwann expriment Slit2, 

Slit3 et Robo1 dans les nerfs périphériques (Carr, Parkinson, et Dun 2017). L’expression de 

Slit2 diminue après la lésion du nerf sciatique, alors que l’expression de Slit3 et Robo1 

augmente (Chen, Carr, et Dun 2019). En effet, Slit3 est exprimé par les macrophages autour 

de la lésion et exerce une activité répulsive sur les cellules de Schwann et les fibroblastes qui 

présentent Robo1 sur leur membrane pour les confiner le long de la lésion (Dun et al. 2019). 

Pour conclure, une régénération axonale efficace requiert une grande organisation spatiale 
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des cellules soutenant la croissance dans le SNP et une limitation des dommages du tissu. 

Ces mécanismes dépendent de la distribution et de l’activation des signalisations par les 

molécules de guidage dans le SNP adulte. 

d- Organisation cellulaire dans le système vasculaire adulte 
Un des rôles clé des molécules de guidage chez l’adulte est de mettre en place et maintenir 

l’environnement cellulaire du système cardiovasculaire (Figure 14). Dans le système mature, 

il y a une forte correspondance entre la morphologie des branches vasculaires et le réseau 

nerveux. Ceci repose sur des programmes de guidage développementaux partagés : des 

signaux de guidage similaires induisent les mêmes effets sur le cytosquelette et l’arrangement 

des adhésions focales dans les axones et les cellules endothéliales. On observe des 

événements de bourgeonnement, d’élongation et d’élagage similaires lors de l’établissement 

de ces deux réseaux. Par exemple, l’activité répulsive de Netrin1 cause une rétraction des 

filopodes ayant pour conséquence la répulsion des cellules endothéliales via la signalisation 

du récepteur Unc5b (Lu et al. 2004). Dans ce contexte, les molécules de guidage apparaissent 

comme des régulateurs clé de la morphologie des organes, de la structure de l’environnement 

et du positionnement des cellules. De plus, le rôle des facteurs de guidage dans la physiologie 

et la pathologie vasculaires chez l’adulte est d’orchestrer la structure globale du système 

vasculaire, de médier les interactions cellules-cellules et d’assurer la mécanique des tissus 

pour leur bon fonctionnement. Les événements angiogéniques relatifs à des blessures ou à la 

formation de tumeurs reposent sur les mêmes programmes de guidage que la migration des 

cellules endothéliales et de la morphogénèse des vaisseaux sanguins pendant le 

développement. De plus, plusieurs molécules de guidage régulent le recrutement et la 

prolifération des péricytes et des cellules musculaires lisses vasculaires sur les cellules 

endothéliales, positivement (via Netrin1 (Fan et al. 2008), Netrin4 (Lejmi et al. 2014), 

Sema3A/Nrp1 (Jurisic et al. 2012), Sema4D/PlexinB1 (Wu et al. 2020)) ou négativement 

(Slit2/Robo1, Robo4 (Guijarro-Muñoz et al. 2012) et Sema3E/PlexinD1 (Wu et al. 2017)). La 

signalisation EphB/EphrinB est impliquée dans la communication à courte portée et l’adhésion 

cellulaire des cellules endothéliales et du muscle lisse avec les péricytes. La spécialisation 

des cellules endothéliales est contrôlée par l’expression répulsive d’EphrinB2 dans les artères 

et EphB4 dans les veines, pendant le développement  (Wang, Chen, et Anderson 1998; 

Lindskog et al. 2014) et chez l’adulte (Gale et al. 2001).  

Afin de reconstruire un circuit nerveux fonctionnel suite à une lésion, comme évoqué 

précédemment, il sera nécessaire de moduler l’expression des molécules de guidage. 

Cependant, nous venons de souligner le rôle essentiel de ces facteurs de guidage dans la 

mise en place du système vasculaire. Il faudra donc prendre en compte cette implication pour 
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obtenir un circuit nerveux réparé qui est normalement vascularisé. En effet, une hyper- ou une 

hypo-vascularisation mènera au déclin de ce circuit nouvellement formé. 

 

III- Les molécules de guidage contrôlent l’identité cellulaire chez l’adulte 

a- Communication et signalisation cellulaires dans le système immunitaire adulte 
Dans le système immunitaire adulte, la migration cellulaire et l’activation cellulaire sont 

associées dans de nombreux événements de la réponse du système immunitaire. Les 

molécules de guidage sont d’importants modulateurs de la migration cellulaire, du recrutement 

et du tri ainsi que de l’activation cellulaire et de la régulation de l’identité cellulaire (Figure 14). 

C’est pourquoi le rôle des molécules de guidage dans la communication, la signalisation et 

l’identité cellulaires doivent être pris en compte dans le contexte post-lésion de régénération 

pour pouvoir former un nouveau circuit nerveux fonctionnel. 

Sema3A est un régulateur négatif de la migration des monocytes et des cellules T et il promeut 

l’apoptose cellulaire (Ji, Park-Min, et Ivashkiv 2009). Au contraire, Sema7A, qui a des effets 

bénéfiques sur la croissance axonale au cours du développement, agit comme un attractant 

et un activateur des monocytes (Holmes et al. 2002; Xie et Wang 2017). Dans le contexte de 

la réponse inflammatoire, Sema3F et Nrp2 sont tous deux exprimés par les neutrophiles 

recrutés sur le lieu de l’inflammation. En modulant le cytosquelette d’actine, ils augmentent 

leur rétention à ce niveau : Sema3F constitue donc une cible thérapeutique intéressante pour 

résoudre le problème de persistance de l’inflammation par les neutrophiles (Plant et al. 2020). 

Dans un contexte de neuro-inflammation, les molécules de guidage jouent un rôle spécifique 

d’activateur de glie (Lee et al. 2019). Par exemple, Netrin1, produit par les cellules 

endothéliales, réduit l’activation des astrocytes et de la microglie exprimant le récepteur Unc5b 

(Podjaski et al. 2015; X. He et al. 2018; Xie et al. 2018). 

Le rôle des molécules et récepteurs de guidage est prépondérant dans les modèles de 

sclérose multiple (SM) et d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE). Les 

sémaphorines sont impliquées dans la pathogénèse de la SM en régulant l’activation, la 

migration et l’infiltration des cellules immunitaires. Ceci a des conséquences néfastes sur le 

recrutement des précurseurs des oligodendrocytes et sur la survie des oligodendrocytes 

(Takamatsu, Okuno, et Kumanogoh 2010; Okuno, Nakatsuji, et Kumanogoh 2011).  

b- Maintenance des niches de cellules souches chez l’adulte 
Les niches de cellules souches chez l’adulte nécessitent une étroite régulation de leur 

prolifération et différenciation. En effet, elles doivent maintenir un pool de cellules dans un état 

quiescent et contrôler la différenciation et la prolifération des cellules progénitrices nécessaires 

pour le renouvellement des tissus. Les molécules de guidage jouent un rôle important dans 
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cette régulation d’identité cellulaire (Figure 14). Dans un contexte de régénération, il faut ainsi 

prendre en compte le rôle des molécules de guidage dans la régulation de l’identité des 

cellules souches, notamment pour permettre une reconstruction efficace du tissu lésé. 

Niche de cellules souches neurales 

Dans le cerveau adulte de rongeur, la neurogénèse est limitée à des niches neurogéniques 

spécifiques. Parmi elles, se trouve la zone sub-ventriculaire (SVZ) des ventricules latéraux de 

laquelle les progéniteurs neuronaux migrent vers le bulbe olfactif ; et la zone sub-granulaire 

(SGZ) du gyrus denté dans l’hippocampe, là, les nouveaux neurones sont supposés participer 

à l’apprentissage et à la mémoire chez l’adulte. Des molécules de guidage participent au 

maintien de cette niche. C’est le cas des éphrines : EphrinB3 régule négativement la 

prolifération des cellules souches neuronales (CSN) (Ricard et al. 2006) en interagissant avec 

EphB3 dans la SVZ (del Valle et al. 2011) et avec EphB1 dans la SGZ (Chumley et al. 2007). 

Netrin1, via son récepteur Neogenin, induit la différenciation des neuroblastes en promouvant 

la sortie du cycle cellulaire (O’Leary et al. 2015). RGMa, quant à lui, inhibe la neurogénèse, la 

croissance neuritique dans l’hippocampe adulte, tout en assurant la migration correcte des 

neurones (Isaksen, Fujita, et Yamashita 2020). Enfin, les sémaphorines de classe IV 

promeuvent la prolifération dans la SVZ : l’expression de Sema4C coïncide dans le temps et 

l’espace avec la neurogénèse (Wu et al. 2009). L’implication des molécules de guidage dans 

le maintien des niches de cellules souches neuronales devra être prise en compte dans les 

stratégies de régénération utilisant la modulation des facteurs de guidage dans le but de 

reconnecter les circuits neuronaux. 

 

IV- Les fonctions des molécules de guidage chez l’adulte 
En conditions physiologiques, les molécules de guidage jouent des rôles essentiels dans le 

cerveau adulte. Elles permettent notamment la plasticité synaptique et donc la mise en place 

et le maintien de la mémoire (Figure 14).  

Dans un contexte de régénération, nous observons de graves défauts de guidage 

compromettant la reconnexion correcte des fibres nerveuses. Notre hypothèse est donc la 

modulation de l’expression des molécules de guidage afin de corriger la navigation axonale. 

Les stratégies qui seront adoptées dans cet objectif doivent prendre en compte le rôle 

« physiologique » des molécules de guidage, pour ne pas mettre en péril la plasticité et la 

mémoire. 

a- Formation des synapses et élagage 
Les molécules de guidage sont impliquées dans la mise en place et le maintien des réseaux 

neuronaux tout au long de la vie et en particulier de la formation et de la stabilité des synapses 
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(Figure 14). Pendant le développement, les Eph participent à différentes étapes de la 

synaptogénèse : la structuration de la synapse, la mobilité des filopodes dendritiques, la 

stabilisation du contact synaptique et la maturation synaptique (Dalva et al. 2000; Kayser et 

al. 2006; Henkemeyer et al. 2003). D’autres facteurs de guidage, tel que le morphogène Wnt 

sont responsables du clustering des protéines pré- et post-synaptiques (Cerpa et al. 2008; 

Hall, Lucas, et Salinas 2000; Farías et al. 2009; Ahmad-Annuar et al. 2006). D’une part, Netrin1 

augmente le nombre et la force des synapses excitatrices des neurones corticaux en 

interagissant avec son récepteur DCC. D’autre part, à travers la traduction de protéines 

dépendante de Src et de mTOR agissant sur le cytosquelette d’actine, Netrin1 permet le 

clustering des protéines pré- et post-synaptiques (Goldman et al. 2013). 

En plus d’être impliquées dans la synaptogénèse, les molécules de guidage participent à la 

fonction des synapses. Tout d’abord, Sema3A et son récepteur Nrp1 participent à la 

modulation de la morphologie des synapses. En effet, Sema3A induit la rétraction de l’élément 

post-synaptique (de manière comparable à celle du cône de croissance due à l’action répulsive 

de Sema3A pendant le développement) conduisant à la collapse de l’élément pré-synaptique. 

Ce mécanisme est responsable d’une dépression dans les neurones hippocampiques adultes 

(Bouzioukh et al. 2006). De plus, les EphrinB (impliquant les récepteurs EphB2 et EphA4) sont 

requises pour les LTP (« long term potentiation ») dans l’hippocampe (Bouzioukh et al. 2007). 

Ensuite, la phosphorylation d’une sérine de EphrinB2 induit la régulation du trafic et de la 

stabilisation des récepteurs AMPA. Les souris qui n’expriment plus EphrinB2 présentent une 

amplification de l’endocytose des récepteurs AMPA et une réduction de la transmission 

synaptique (Essmann et al. 2008). De plus, la famille des Wnt joue un rôle dans la plasticité 

synaptique. En effet, Wnt-5a permet le recyclage des récepteurs GABAa dans les neurones 

hippocampiques matures (Cuitino et al. 2010). Il augmente également les courants 

synaptiques NMDA dans l’hippocampe de rat, facilitant l’induction de la LTP (Cerpa et al. 

2011). Cette classe de facteurs de guidage est également impliquée dans la modulation du 

cycle des vésicules synaptiques (Inestrosa et Arenas 2010).  

b- Formation de la mémoire et plasticité 
La capacité des synapses à se renforcer de manière activité-dépendante constitue leur 

plasticité, phénomène critique pour la mémoire et l’apprentissage. Netrin1 est une molécule 

de guidage essentielle pour la plasticité synaptique et la formation de la mémoire. Outre son 

rôle dans la synaptogénèse, une étude récente (Glasgow et al. 2018) a montré l’existence 

d’une exocytose de Netrin1 et de son récepteur DCC dépendant de l’activité, qui pourrait 

influencer la différenciation synaptique et la plasticité en potentialisant les synapses 

excitatrices. En effet, Netrin1 et DCC sont présents dans les vésicules synaptiques : leur 

relargage depuis les dendrites favorise la stabilisation synaptique et le remodelage structurel 
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après la LTP, notamment en activant localement la synthèse protéique (Tcherkezian et al. 

2021). A travers leur rôle dans le renforcement des synapses et dans la structure des épines 

dendritiques des neurones de l’hippocampe, Netrin1/DCC ont un effet essentiel sur le 

fonctionnement synaptique et par conséquent la formation de la mémoire spatiale. 

L’interaction de Netrin1 avec son récepteur DCC provoque une cascade de signalisation 

intracellulaire en aval des récepteurs NMDA : ceci conduit au recrutement des récepteurs 

AMPA à la surface post-synaptique des synapses excitatrices et donc à la LTP (Glasgow et 

al. 2020). La délétion conditionnelle de DCC dans les neuronaux hippocampiques 

glutamatergiques conduit à une détérioration de la mémoire spatiale, associée à une 

morphologie des épines dendritiques anormale ainsi qu’à un niveau réduit d’adaptateurs post-

synaptiques (Wong et al. 2019). 

D’autres molécules sont connues pour intervenir dans la plasticité synaptique, notamment des 

molécules d’adhésion cellulaire neuronale. NCAM s’accumule précocement au niveau de la 

synapse en formation (Sytnyk et al. 2002) ; sa surexpression dans des neurones 

hippocampiques en culture conduit à la formation de synapse (Dityatev et al. 2004). Plus 

récemment, NrCAM a été caractérisé comme un nouveau régulateur postnatal de la densité 

des épines dendritiques dans les neurones pyramidaux corticaux : là-bas, il s’associe avec le 

complexe récepteur de Sema3F pour contrôler l’équilibre entre synapses excitatrices et 

inhibitrices (Demyanenko et al. 2014).  

Les filets périneuronaux (PNN) sont des structures de MEC très condensées qui se forment 

autour du corps cellulaire des neurones et qui s’étendent le long de leurs dendrites. Les PNN 

se forment après la naissance, en parallèle de la fermeture de la période critique 

correspondant au moment où le circuit synaptique mature se stabilise. Par exemple, Aggrecan 

est essentiel pour la formation des PNN dans le cerveau : sa délétion conduit au 

rétablissement de la plasticité de dominance oculaire juvénile (Rowlands et al. 2018). Les PNN 

inhibent la croissance et restreignent aussi la plasticité des connexions synaptiques par 

plusieurs biais : ils limitent la mobilité des récepteurs AMPA en surface (Frischknecht et al. 

2009) et s’associent à des molécules de guidage répulsives telles que Sema3A (Vo et al. 

2013). La distribution de Sema3A dans les PNN s’ajoute à l’action inhibitrice pour la croissance 

des chaînes GAG sulfatées des CSPG. La délétion de Sema3A inverse les propriétés 

inhibitrices pour la croissance des PNN (Vo et al. 2013). Bien que l’expression de Sema3A 

dans le SNC adulte soit associée à une plasticité et une connectivité détériorée après la lésion, 

elle participe au bon fonctionnement du circuit en empêchant la connexion de fibres 

inappropriées dans le cerveau intact. Lors de la régénération impliquant la modulation des 

molécules de guidage, il faudra prendre en compte le rôle des facteurs de guidage dans le 

maintien de la mémoire et de la plasticité synaptique. 
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c- Modification de l’expression des molécules de guidage et conséquences  
Les molécules de guidage sont impliquées dans l’altération des fonctions physiologiques, 

conséquences des changements dans l’environnement des cellules et des tissus. En effet, il 

y a une corrélation entre modification de l’expression des molécules de guidage et dégradation 

des fonctions normales chez l’adulte (Figure 14). Dans cette partie, les conséquences de la 

modification de l’expression des facteurs de guidage, pouvant être dramatiques, seront 

évoquées. Nous soulignons ainsi la prudence dont on doit faire preuve lorsque l’on module 

ces molécules, notamment dans un contexte de reconstruction du circuit nerveux. 

c.1- Vieillissement 

Le vieillissement est un exemple de changement qui peut être accompagné de déficits 

cognitifs. Une diminution dans le niveau synaptique de NCAM a été associée à un 

vieillissement normal et peut augmenter la susceptibilité d’avoir des altérations cognitives dues 

à l’âge (Bisaz et al. 2013). Dans une étude récente (Galatro et al. 2017), les chercheurs ont 

décrit une diminution de l’expression des molécules de guidage dans la microglie avec l’âge. 

Ces changements reflètent une diminution de la motilité et de la migration cellulaires ainsi 

qu’une diminution de la fonction de la microglie. En effet, les molécules de guidage permettent 

normalement aux prolongements de la microglie de sentir l’environnement et d’initier la 

chimiotaxie : fonction diminuée avec l’âge. 

c.2- Troubles neurologiques et maladies neurodégénératives 

Des modifications dans l’expression des molécules de guidage peuvent conduire à de 

nombreux troubles cognitifs. Tout d’abord, des mutations dans les gènes codant pour des 

molécules de guidage et leurs récepteurs peuvent être responsables de troubles congénitaux : 

mouvement miroir (mutation dans le gène DCC (Srour et al. 2010; Depienne et al. 2011)), 

paralysie horizontale du regard avec une scoliose progressive ou HGPPS (mutation dans le 

gène Robo3 (Chan et al. 2006; Amouri et al. 2009)). De plus, des changements dans 

l’expression ou la fonction de molécules de guidage conduisent à des maladies 

multifactorielles telles que l’autisme pour lequel la connectivité est affectée dès le 

développement. Chez les souris déficientes pour NCAM2, on observe une organisation 

anormale des axones reflétant des branchements dendritiques réduits qui se suivent de 

troubles cognitifs dans le syndrome de Down et l’autisme (Sheng, Leshchyns’ka, et Sytnyk 

2015). 

Par ailleurs, l’altération tardive du guidage axonal peut être responsable de défauts de 

connectivité qui mènent à des maladies neurodégénératives et à des affections 

cardiovasculaires ou du système immunitaire. Dans la sclérose amyotrophique latérale (ALS), 

la dérégulation de molécules de guidage (Sema3A (Winter et al. 2006), EphA4 (Van Hoecke 

et al. 2012)) contribue à la dénervation de la jonction neuromusculaire menant à la mort des 
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motoneurones. Les molécules de guidage sont également décrites pour leur rôle dans le 

développement dopaminergique. Leur perturbation induit une dégénération de ces neurones, 

caractéristique de la maladie de Parkinson (Lesnick et al. 2007). De plus, les molécules de 

guidage jouent un rôle dans la pathogénicité de la maladie de Parkinson : des polymorphismes 

de nucléotide simple ont été trouvés dans les gènes de guidage tels que DCC, NetrinG1, 

Sema5A et Slit3 chez les patients parkinsoniens (Maraganore et al. 2005; Fung et al. 2006; 

Papapetropoulos et al. 2018). Ces modifications pourraient être utilisées comme des 

marqueurs pré-cliniques pour la maladie de Parkinson et comme cibles thérapeutiques. 

La maladie d’Alzheimer semble également impliquer une modification de l’expression des 

molécules de guidage dont la signalisation des Semas, des Slits, des Eph (Good et al. 2004; 

Antonell et al. 2013). Dans la maladie d’Alzheimer, l’augmentation de l’activité de Sema3A 

conduit à une répulsion axonale amplifiée, à une rétraction synaptique et enfin, à la mort 

cellulaire (Good et al. 2004). Cette augmentation d’activité de Sema3A pourrait être due à une 

augmentation de la phosphorylation de CRMP2 (médiée par Aβ) (Petratos et al. 2008).  

Les défauts de guidage axonal peuvent également contribuer à la progression de la maladie. 

Par exemple, dans l’épilepsie, après des crises répétées, de nouvelles fibres moussues sont 

générées dans les cellules granulaires du gyrus denté mais elles innervent de manière 

aberrante la couche moléculaire de l’hippocampe. Cette réorganisation synaptique implique 

les sémaphorines (Holtmaat 2003; Barnes et al. 2003). 

 

V- Dysfonction moléculaire et cellulaire dans le cancer 
L’implication des molécules et récepteurs de guidage dans le cancer se fait à différents niveaux 

de la pathogénicité de la maladie et de sa progression (Figure 14). De nombreuses molécules 

de guidage ont leur expression dérégulée dans les cellules cancéreuses à cause de 

dérégulations épigénétiques (Dallol et al. 2003; Li et al. 2009) ou de mutations somatiques (Je 

et al. 2013; Sorber et al. 2016; Biankin et al. 2012). Jusqu’à présent, il y a peu de preuves du 

rôle des molécules de guidage dans l’innervation des tumeurs (Boilly et al. 2017). Cependant, 

il est clair qu’elles participent à la formation des tumeurs à différents niveaux : invasion 

cellulaire, angiogenèse, survie cellulaire et métastase (Chédotal, Kerjan, et Moreau-

Fauvarque 2005). Cependant les mécanismes moléculaires ne sont pas parfaitement compris 

à cause de l’aspect multifacettes du cancer, des différents organes qui peuvent être affectés 

et de l’hétérogénéité des cellules cancéreuses. Le mécanisme de guidage axonal fait partie 

des voies modifiées dans les analyses génomiques ou protéomiques chez les modèles de 

cancer ou les lignées cellulaires (Sorber et al. 2016; Yuannv Zhang et al. 2014; Bailey et al. 

2016). On ne peut pas déclarer que la dérégulation des molécules de guidage entraîne la 
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formation de tumeurs, mais elle participe à la mise en place et à l’évolution de la maladie. Une 

fois de plus, la modulation de l’expression des molécules de guidage a des conséquences 

sévères sur l’organisme. C’est pourquoi, leur modification dans le but de reconstruire un circuit 

nerveux fonctionnel doit se faire avec beaucoup de précautions. 

Régulation de la signature des cellules cancéreuses 
Au-delà de leur rôle structural dans la formation des tumeurs, l’angiogenèse et 

l’envahissement des cellules cancéreuses, il semblerait que les molécules de guidage aient 

des activités de gènes suppresseurs de tumeurs et oncogéniques. Récemment, le rôle de 

Netrin1/Neongenin/Unc5b dans l’attribution du devenir des cellules durant la préimplantation 

des embryons a été mis en évidence (Huyghe et al. 2020). Ce rôle inattendu dans le contrôle 

de la pluripotence soulève de nombreuses questions sur le rôle des molécules de guidage 

dans le contrôle de l’identité des cellules dans le cancer. Dans le glioblastome, le haut niveau 

d’expression d’EphA2 maintient les propriétés de cellules souches des cellules tumorales 

(Binda et al. 2012).  

Les molécules de guidage pourraient être directement impliquées dans la régulation de la voie 

oncogénique (Harburg et Hinck 2011). C’est le cas du suppresseur de tumeur Sema3F, dont 

la signalisation via Nrp2 et PlexinA1 inhibe la phosphorylation d’Akt, interrompant 

l’assemblage des complexes 1 et 2 de mTOR et réduisant ainsi la taille des tumeurs 

(Nakayama et al. 2015). Dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses, Slit2 possède un effet 

suppresseur de tumeur en activant la voie Akt/β-caténine (Prasad et al. 2008; Shi et al. 2014). 

D’autre part, le couple Netrin1/Neogenin favorise la prolifération cellulaire (Yin et al. 2017) et 

Netrin1 surexprime l’oncogène c-myc (Chen et al. 2017). 

De plus, les molécules et les récepteurs de guidage sont impliqués dans le contrôle de la 

survie cellulaire via la régulation de l’apoptose. Par exemple, la liaison de Sema3E à PlexinD1 

empêche la mort des cellules tumorales en bloquant la voie d’apoptose mitochondriale médiée 

par NR4A1 en aval de PlexinD1 (Luchino et al. 2013). Par conséquent, le blocage de 

l’interaction Sema3E/PlexinD1 représente une stratégie thérapeutique pour le traitement du 

cancer. Par ailleurs, Sema3B présente une activité pro-apoptotique et de suppression de la 

croissance tumorale (Tomizawa et al. 2001; Castro-Rivera et al. 2004). Enfin, la signalisation 

de Netrin1 montre un mécanisme de sélectivité de survie des cellules cancéreuses (Fitamant 

et al. 2008). La délétion des récepteurs DCC et Unc5h de Netrin1 dans certains cancers, réduit 

les cascades pro-apoptotiques et améliore la survie cellulaire (Tanikawa et al. 2003; Mazelin 

et al. 2004; Delloye-Bourgeois et al. 2009). 

La grande diversité des formes de cancer et l’hétérogénéité intra-tumorale rendent difficile 

l’évaluation de l’implication des molécules de guidage dans le contrôle de la prolifération et de 
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la survie cellulaire. De plus, les multiples communications entre les différentes voies de 

signalisation, les combinaisons de complexes de récepteurs et tous les autres aspects de la 

formation des tumeurs et de leur progression ajoutent des niveaux de complexité 

supplémentaires pour la compréhension de la signature des cellules tumorales. Néanmoins, 

de nombreuses études se focalisent sur la mise en place de stratégie de traitements ciblant 

les molécules de guidage. C’est pourquoi le contrôle de la prolifération anarchique et de la 

résistance à l’apoptose constitue un grand axe de recherche thérapeutique contre le cancer.  

Dans notre contexte de régénération, nous devons tenir compte de tous les aspects dans 

lesquels les molécules de guidage sont impliquées. En effet, la modification de leur expression 

peut avoir des conséquences terribles. Il faut donc rediriger les axones en cours de 

régénération en modulant les molécules de guidage mais de façon très précise et 

précautionneuse afin de reconstruire un circuit nerveux fonctionnel sans créer de nouvelles 

pathologies.  
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OBJECTIFS DU PROJET DOCTORAL 

  

Le système nerveux central (SNC) est incapable de régénérer après une lésion, ce qui 

conduit à des pertes irréversibles de fonctions motrices, cognitives et/ou sensorielles. Grâce 

au développement d’approches combinatoires de modulations moléculaires, nous sommes en 

capacité de promouvoir une régénération robuste et à longue distance des axones du SNC, 

notamment en utilisant le modèle du système visuel (appartenant au SNC). Cependant, cette 

repousse spectaculaire s’accompagne de graves défauts de projections des axones qui 

empêchent la reformation du circuit nerveux. Il est donc primordial de comprendre les 

modalités de guidage axonal dans le système nerveux central adulte afin de 

reconstruire un circuit nerveux fonctionnel et permettre le retour des fonctions. 

Pour cela, mon projet doctoral se découpe en deux grandes parties et plusieurs sous-

parties, que je détaille ci-dessous : 

1. Caractérisation de l’expression des molécules de guidage dans le système 

visuel adulte 

i. Cartographie des molécules de guidage exprimées dans les différentes 

cibles du système visuel adulte intact par analyse protéomique 

ii. Détermination de l’effet de la lésion sur l’expression des molécules de 

guidage  

iii. Mise en évidence de la réponse ligand-récepteur chez l’adulte 

iv. Modulation de l’expression de facteurs de guidage sur la régénération 

2. Modulation du guidage axonal pour réinnerver une cible spécifique : le noyau 

suprachiasmatique (NSC) 

i. Compréhension du mécanisme d’évitement des axones des cellules 

ganglionnaires de la rétine (CGR) envers le NSC : identification de 

molécules de guidage répulsives 

ii. Modulation de l’expression de ces molécules de guidage dans un 

contexte de régénération 

iii. Déterminer la nature des axones qui réinnervent le NSC 

iv. Définir si le circuit nouvellement formé est fonctionnel 

Les résultats obtenus au cours de ma thèse se trouvent ci-dessous. La première partie 

concernant l’analyse protéomique des cibles du système visuel adulte constitue un article 

publié dans le journal Nature Communications. La deuxième partie sera soumise pour 

publication très prochainement : les résultats découlant de cette partie sont présentés sous sa 

forme d’article, tel qu’il sera soumis lorsqu’il sera terminé. 
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RESULTATS 

 

Article 1 : Guidance landscapes unveiled by quantitative proteomics to control 

reinnervation in adult visual system  

 

Noemie Vilallongue1, Julia Schaeffer1, Anne-Marie Hesse, Céline Delpech, 

Béatrice Blot, Antoine Paccard, Elise Plissonnier, Blandine Excoffier, Yohann 

Couté, Stephane Belin2 et Homaira Nawabi2 

1  Les auteurs ont contribué de manière égale 
2 Les auteurs ont co-supervisé l’étude 

 

Toutes atteintes du système nerveux central (SNC) conduit à des pertes irréversibles 

de fonctions motrices, sensorielles et/ou cognitives. En effet, contrairement au système 

nerveux périphérique, le SNC est incapable de régénérer spontanément. Cependant, en 

modulant des voies moléculaires chez l’adulte, les neurones du SNC sont désormais capables 

de régénérer sur de longues distances. L’étude de la régénération se fait sur plusieurs modèles 

dont le système visuel qui appartient au SNC. En modulant des voies moléculaires des cellules 

ganglionnaires de la rétine (CGR), ces cellules envoient leur axone au-delà du chiasma 

optique. Toutefois, les axones ne parviennent pas à reconnecter leurs cibles appropriées dans 

le cerveau. En effet, ils sont perdus au niveau du chiasma optique, repartent vers l’œil dont ils 

proviennent ou se dirigent vers l’œil controlatéral. Cette absence de reconnexion et la 

formation potentielle de circuits aberrants compromettent la reconstruction du circuit neuronal 

et donc le retour des fonctions. 

 Afin de permettre aux axones de réinnerver leurs cibles adéquates, l’hypothèse 

de la modulation du guidage axonal émerge. Pour ce faire, la caractérisation de l’expression 

des molécules de guidage dans les différentes cibles du système visuel adulte est essentielle 

afin de comprendre les modalités de la réinnervation dans un contexte mature. C’est pourquoi, 

nous avons réalisé la première cartographie des molécules de guidage présentes dans les 

principales cibles cérébrales connectées par les CGR : le noyau suprachiasmatique (NSC), le 

corps genouillé latéral dorsal (dLGN) et le colliculus supérieur (SCol) ; nous nous sommes 

également focalisés sur le chiasma optique, lieu d’observation des graves défauts de guidage 

dans les modèles de régénération. Grâce à une analyse par spectrométrie de masse, nous 

avons analysé le protéome des principaux noyaux du système visuel adulte. Nous avons ainsi 

mis en évidence que les molécules de guidage continuent d’être exprimées dans un système 

mature.  
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Notre objectif étant de moduler l’expression des molécules de guidage dans un 

contexte de régénération pour promouvoir la reformation des circuits neuronaux, nous nous 

sommes demandés si la lésion influençait l’expression de ces facteurs de guidage. Nous avons 

donc réalisé le protéome des cibles du système visuel 28 jours après une lésion bilatérale des 

nerfs optiques par pincement. Bien que la lésion modifie l’expression de nombreuses protéines 

au sein de ces cibles cérébrales, les molécules de guidage ne sont pas affectées : leur 

expression reste stable.  

Après avoir montré que le guidage axonal initial, au cours du développement, nécessite 

une régulation très dynamique de l’expression des molécules de guidage, nous avons émis 

l’hypothèse que la stabilité des molécules de guidage, même après la lésion, doit contribuer à 

cette impossibilité de réinnervation des cibles. 

Nous avons vérifié dans un premier temps si les CGR adultes exprimaient toujours les 

récepteurs des molécules de guidage grâce à l’analyse des données de transcriptomique des 

CGR disponibles. Nous avons donc la confirmation que ligands et récepteurs sont présents 

dans le système visuel mature. Afin de savoir si les CGR adultes continuaient de répondre aux 

molécules de guidage présentes dans l’environnement de leur axone, nous avons réalisé des 

expériences ex vivo de cultures d’explants rétiniens adultes provenant d’un modèle 

régénératif. Grâce à ces manipulations de stripe assay, nous avons mis en évidence que les 

axones des CGR adultes sont toujours sensibles à l’effet des molécules de guidage. 

 Enfin, nous avons utilisé un modèle de régénération combiné à une délétion de 

certains récepteurs de guidage afin d’empêcher l’interaction des axones des CGR avec les 

molécules de guidage présentes dans l’environnement neuronal. Ainsi, nous avons mis en 

évidence que la modulation du guidage axonal des neurones en cours de régénération était 

possible chez l’adulte. Cette étude montre le rôle essentiel du guidage axonal dans un contexte 

mature et prouve qu’il faudra tenir compte de ce phénomène dans la mise en place des 

thérapies visant à reconstruire les circuits neuronaux après une lésion du SNC. 

 Cette étude fait l’objet d’une publication dans le journal Nature 

Communications. J’y ai participé en tout point en réalisant les dissections des tissus préalables 

à l’analyse de spectrométrie de masse, en réalisant toute l’analyse bio-informatique qui en 

découle, en réalisant les coupes de tissus adultes, les marquages immunofluorescents, les 

hybridations in situ, les chirurgies (chez l’adulte : pincement du nerf optique ; chez l’embryon 

et en post-natal : injection intravitréenne de CTB), les dissections de tissus, les western 

blots, la mise en place du stripe assay et de la culture d’explants rétiniens adultes, la 

transparisation des tissus, la prise d’image, l’analyse, l’écriture du manuscrit, la mise en page 

des figures, la création des schémas et dessins.   
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Supplementary Fig. 1 Adult visual targets exhibit enrichment of proteins related to 

connectivity and synaptic activity. a-e Bubble plots displaying enriched Gene Ontology 

(GO) terms in a optic chiasm, b SCN, c vLGN, d dLGN and e SCol, as analyzed with DAVID 

(left). Enriched GO terms are related to myelin sheath (GO:0043209), mitochondrial 
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constituents (eg, GO:0005759 mitochondrial matrix, GO:0005743 mitochondrial inner 

membrane, GO:0070469 respiratory chain) and synapses (eg, GO:0008021 synaptic 

vesicle, GO:0014069 postsynaptic density), all terms characteristic of neuronal activity. Also, 

some of the most enriched GO terms shared by all regions of interest are linked to cell 

adhesion (eg, GO:0005913 cell-cell adherens junction, GO:0005925 focal adhesion, 

GO:0098641 cadherin binding involved in cell-cell adhesion, GO:0098609 cell-cell 

adhesion), reflective of a high connectivity within the tissue. Terms associated with biological 

processes (BP) are represented in blue, cellular compartments (CC) in orange and 

molecular functions (MF) in grey. Only GO terms with a protein count higher than 50, a fold 

enrichment higher than 3 and a corrected p-value < 0.01 are represented. The p-value is the 

modified Fisher Exact p-value (EASE score). The bubble size of each GO term is 

representative of the number of proteins detected in the corresponding brain region. 

Networkbased cluster analysis of the 200 most abundant proteins identified in each visual 

target (right): a optic chiasm, b SCN, c vLGN, d dLGN, e SCol as analyzed with STRING. 

Only interactions with high confidence (minimum required interaction score > 0.700) are 

represented. Clustering is done with a Markov Cluster Algorithm (MCL = 1.4). 

Corresponding functional categories were manually annotated. Source data are provided as 

a Source Data file.  

    



121 
 

  
  

Supplementary Fig. 2 Validation of proteomics analysis. a-d Venn diagram representing 

the shared a guidance factors hits, b adhesion-related hits, c extracellular-matrix-related 

hits, d axon growth and guidance-related hits (number of proteins and percentage of the 

protein number in the guidance factors, adhesion, extracellular-matrix and, axon growth and 

guidance categories as defined in Supplementary Data 2). In boxes are indicated proteins 

detected in all visual targets. e Epifluorescence images of DCLK2 immunofluorescent 

labelling in the adult chiasm, SCN, LGN and SCol (colabelled with CTB). Scale bar: 200µm. 

e’ Confocal images of DCLK2 and different cell populations markers (GFAP, Iba1, Olig2, 
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NeuN) in the adult intact chiasm, SCN, LGN and SCol. Scale bar: 50µm. All images are 

representative of N=3 biologically independent animals. f Table summarizing the type of 

cells expressing the guidance molecules of interest.  
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Supplementary Fig. 3 High reproducibility of the experimental design. Scatterplots of 

protein abundance of the detected hits across replicates, in intact (left) and injured (crush, 

right) conditions. The Pearson’s correlation coefficient is indicated on each plot.  
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Supplementary Fig. 4 Bilateral optic nerve crush causes modifications of the 

proteome compared to intact. a-e PCA analysis showing a clustering of the replicates 

according to the condition intact or injured (crush) in each adult visual target. f-j Heatmaps 

showing differentially expressed proteins between injured (crush) and intact conditions. 

Values are the difference between log2 normalized abundance of each protein hit and the 

mean across all samples. For the optic chiasm, proteins with FDR < 1% are represented.  

For other targets, proteins with FDR < 5% are represented.  
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Supplementary Fig.5 Dynamic of guidance molecules expression during the dLGN 

development. a Western blot analysis of CSPG4, NCAM1, NrCAM, Sema7A and Ephrin-B3 

in the dLGN during development. b Quantification of Western blot in a. N=3 biologically 

independent animals. Data are presented as mean values +/- SEM. Two-tailed one-sample 

t-tests to theoretical value = 1, * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01. Exact p-values are 

provided in Source Data file. c Western blot analysis of CSPG4, NCAM1, NrCAM, Sema7A 

and Ephrin-B3 in 3 independent replicates of intact and injured (28dpc) adult dLGN. d 

Quantification of Western blot in c. N=3 biologically independent animals. Data are 

presented as mean values +/- SEM. Two-tailed unpaired Student’s t-tests, ns: not 

significant. Source data are provided as a Source Data file.  
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Supplementary Fig. 6 Screen of guidance factors expressed in RGC in intact and 

injured conditions. a Table representing the expression of guidance receptors 

corresponding to guidance ligands detected in adult visual targets. In red: repulsive 

interaction, in green: attractive interaction, in grey: not detected. For intact atlases (Neonatal 

RGC1 and Adult RGC2), the number of RGC clusters represented is indicated in the boxes. 

For regenerative datasets (PTEN-/- SOCS3-/-3 and Sox11-OE4), the variation of the receptor 

compared to WT (non-regenerative) injured condition is indicated in the boxes if it is 

upregulated or downregulated (else steady). b Heatmap showing the variation of expression 

of guidance or cell adhesion molecules between regenerative models and WT (injured) 

condition (PTEN-/- SOCS3-/- and Sox11-OE). The values are log2 fold-change (FC). The 

genes with significant FC difference (FDR-adjusted p-value < 0.05) are boxed. Sox11-OE: 

Sox11overexpressing.    
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Supplementary Fig. 7 Axon regeneration in WT mice upon guidance receptors 

silencing. a In situ hybridization showing EphA4, EphB2, and Plexin-B1 expression in RGC 

of WT intact retina infected with shRNA scrambled, shRNA EphA4, shRNA EphB2 or shRNA 

Plexin-B1. Scale bar: 100µm. Images are representative of N=4 eyes. b Timeline of the 

experiment for WT mice. 14 days after shRNA injection, optic nerve crush was performed. 

14 days post crush (14dpc), phenotypes were analysed. c Whole optic nerve confocal 

images showing axons labelled with CTB in WT mice injected with AAV2-shRNA at 14dpc, 

with corresponding quantification of axon number at 750µm from the injury site, indicated by 

a red star. Sh scrambled: N=9 biologically independent animals. Sh EphA4 + sh EphB2: 

N=5 biologically independent animals. Sh Plexin-B1: N=5 biologically independent animals. 

Data are presented as mean values +/- SEM. Two-tailed unpaired Student’s ttests, * p-value 

= 0.0357, ** p-value = 0.0075. Scale bar: 250µm. Source data are provided as a Source 

Data file.    
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Les neurones du système nerveux central (SNC) sont incapables de régénérer 

spontanément suite à une lésion, ce qui se traduit par une perte de fonctions motrices 

cognitives et/ou sensorielles irréversible. Cependant, la combinaison de modulations de 

différentes voies moléculaires permet d’obtenir une régénération robuste à longue distance. 

La plupart de ces études ont été menées sur le modèle du système visuel qui appartient au 

SNC et la modélisation de la lésion se fait par pincement du nerf optique. Notre équipe a mis 

au point le modèle de régénération PSM (délétion de PTEN pour activer la voie mTOR, 

délétion de SOCS3 et surexpression de CNTF pour activer la voie JAK/STAT et surexpression 

du facteur de transcription c-myc) qui permet aux axones de régénérer au-delà du chiasma 

optique. Toutefois, ces axones présentent de graves défauts de guidage : ils ne reconnectent 

pas leurs cibles cérébrales appropriées et peuvent même créer des circuits aberrants qui 

compromettent d’autant plus le retour des fonctions.   

Nous nous sommes focalisés sur une cible des cellules ganglionnaires de la rétine 

(CGR) particulière : le noyau suprachiasmatique (NSC). C’est la première région du cerveau 

que les CGR connectent pendant leur développement. Dans notre modèle PSM, on observe 

que les axones qui régénèrent évitent totalement le NSC. Nous avons tout d’abord mis en 

évidence la présence de la famille de molécules répulsives Slits dans le NSC. Nous avons 

également vérifié que les récepteurs de Slits, les Robos soient toujours exprimés par les CGR 

adultes : les neurones en cours de régénération possèdent la machinerie permettant de 

répondre à l’action répulsive des Slits. Cependant, il faut vérifier que ligand et récepteur sont 

toujours capables de communiquer chez l’adulte (là où le guidage n’a plus d’utilité puisque les 

circuits sont déjà formés et stables). Ainsi, en mettant au point une expérience de co-culture 
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d’explants rétiniens de notre modèle PSM avec des NSC adultes WT ou déplétés de Slits, 

nous avons mis en évidence que les axones qui régénèrent sont sensibles aux Slits présents 

dans le NSC WT et que la délétion de Slit1, Slit2, Slit3 ou Slit1 et Slit2 permet aux axones de 

pousser dans toutes les directions, même vers le NSC. Nous avons donc choisi de déléter les 

récepteurs Robos dans les CGR du modèle PSM pour empêcher les axones en cours de 

régénération de répondre à l’action répulsive des Slits présents dans le NSC. Dans ce modèle 

appelé PSRR (PTEN-/- SOCS3-/-Robo1-/-Robo2-/-), on augmente le nombre d’axones des CGR 

qui entrent dans le NSC. Nous nous sommes ensuite demandés si la reconnexion du NSC 

était fonctionnelle. Pour cela, nous avons mis en évidence qu’une exposition de 30 minutes à 

la lumière activait le gène à expression précoce c-fos dans les neurones du NSC. Nous avons 

également mis en évidence la présence de synapses entre les axones des CGR et les 

neurones du NSC.  

Enfin, nous sommes actuellement en train de réaliser des expériences de traçage 

rétrograde qui consiste à injecter le virus de la rage (qui est rétrograde) dans le NSC des souris 

PSRR. Nous souhaitons ensuite réaliser un marquage sur les rétines de ces animaux pour 

voir quelles sont les CGR qui ont envoyé leur axone jusqu’au NSC. En effet, la colocalisation 

du virus de la rage (marqué en vert) et des différents marqueurs des sous-populations de CGR 

(notamment mélanopsine pour repérer les CGRip) nous permettront de connaître l’identité des 

neurones qui reconnectent le NSC. Pour finir, nous sommes en train de mener des 

expériences de comportement basées sur la fonction de régulateur des rythmes circadiens du 

NSC. En effet, les souris étant des animaux nocturnes, ont une activité la nuit : celle-ci peut 

être enregistrée grâce à une roue ajoutée dans la cage et branchée à un ordinateur. Nous 

avons commencé l’enregistrement de souris PSRR (réinnervation du NSC) et PSM (contrôle : 

évitement du NSC par les axones qui régénèrent) avant et après l’injection des virus (à 4 

semaines : injection des virus), au moment de la lésion du nerf optique (à 6 semaines : crush 

du nerf optique) et après cette lésion. Actuellement, nous observons un décalage de l’activité 

des souris (PSM et PSRR) qui ne semblent plus différencier le jour et la nuit. Nous continuons 

les enregistrements et espérons observer une correction des rythmes d’activité pour les souris 

PSRR dont le NSC est reconnecté, mais pas pour les souris PSM contrôles. 

Ainsi, grâce à cette étude, nous montrons l’importance du guidage axonal dans la 

régénération qui est essentiel pour permettre la reformation des circuits neuronaux et le retour 

des fonctions. 

J’ai grandement participé à cette étude, bien qu’elle ait commencé avant mon arrivée 

dans le laboratoire. En effet, j’ai réalisé toutes les hybridations in situ présentées dans les 

différentes figures (NBT-BCIP et fluorescentes), j’ai mis au point la chirurgie stéréotaxique 
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dans le laboratoire (permettant la modulation de l’expression des Slits dans le NSC ainsi que 

le traçage rétrograde et l’injection de CTB dans le chiasma optique) et ai réalisé les 

microdissections de NSC pour le cocultures ex-vivo, j’ai participé aux chirurgies pour les 

phénotypes PSRR, à l’expérience nocturne c-fos, à la mise en place de l’expérience de 

comportement, à la perfusion des animaux, à la transparisation des tissus ou à leur coupe, 

aux marquages d’immunofluorescence, aux prises d’images (épifluorescence et confocal), à 

l’analyse et à la mise en forme des résultats, figures et schémas.  

Cette étude va se terminer prochainement, notamment avec les résultats du traçage 

rétrograde et du comportement. Nous souhaitons l’envoyer ensuite à un journal pour 

publication. 
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Abstract 

Reconstructing mature/functional neuronal circuits remains a big challenge in the axon 

regeneration field. Unlike developing neurons, mature neurons from the central nervous 

system (CNS) fail to regenerate leading to irreversible loss of motor, sensitive and/or cognitive 

functions. The past years brought many excitements as long-distance axon regeneration has 

been achieved by modulating the intrinsic growth capabilities of mature CNS neurons. 

However, functional recovery remains limited by guidance defects made by regenerating 

axons. We previously showed that co-activation of mTOR, JAK/STAT and c-myc pathways 

within retinal ganglion cells (RGC) induces unprecedented long-distance regeneration. Here, 

we used this model to characterize the projections of regenerating axons in the optic chiasm 

and in the suprachiasmatic nucleus (SCN). We show that regenerating axons specifically avoid 

the SCN, whether intact projections remain (unilateral optic nerve injury) or whether it is fully 

denervated (bilateral optic nerve injury). A forward expression screen, showed that in adult 

mice, the repulsive axon guidance cues of the Slit family are expressed in the SCN and their 

receptors, Robo1 and Robo2, in RGCs. The modulation of Slit/Robo interaction allows us to 

modify the trajectory of regenerating axons towards their target. Finally, we have emerging 

clues of the functionality of the newly rebuilt circuit.  
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Introduction 

In adult mammals, central nervous system (CNS) axons are unable to regenerate 

spontaneously after a lesion. This leads to permanent and irreversible loss of motor and/or 

cognitive functions in the context of neurodegenerative diseases or following traumatic injuries. 

Two main reasons underlie this regenerative failure. First, a number of repulsive and growth-

inhibitory factors – eg myelin debris or components of the glial scar - are expressed at the 

lesion site, impairing the potential for axon regrowth. However, their genetic or 

pharmacological inhibition only improve axon regeneration slightly (Lee et al. 2010). Second, 

intrinsic properties of adult neurons impede regeneration. Indeed, the modulation of specific 

developmentally or injury-regulated molecular pathways, such as mTOR or JAK/STAT, 

enhances neuronal growth capacities and unlocks CNS regeneration (Park et al. 2008; Smith 

et al. 2009). Moreover, the combination of several signaling pathways leads to long distance 

regeneration, for example in the visual system where regenerating axons are able to grow from 

the eye ball to the brain (Belin et al., 2015; Lim et al., 2016; Sun et al., 2011). 

However, most of the regenerating axons fail to connect to their proper targets, preventing 

functional reconnection of the circuit. The minimum number of regenerating axons needed to 

connect the post-synaptic neurons to reactivate a circuit has not yet been established. 

Moreover, aberrant axonal projections could form deleterious circuits that potentially 

counteract functional recovery attempts. For example, the overexpression of the transcription 

factor Sox11 in the corticospinal neurons improves the regeneration of the corticospinal tract, 

but the behavioral outcome worsens compared to control (Z. Wang et al. 2015). Interestingly, 

several studies have highlighted that regenerating axons are misguided and therefore cannot 

reconstruct the circuit as it was formed during development (Crair & Mason, 2016). For 

example, in the visual system, regenerating retinal ganglion cells (RGC) axons misproject to 

the contralateral eye, get lost in the optic chiasm or make U-turns (Luo et al., 2013; Pernet et 

al., 2013a, 2013b; Belin et al 2015; Wang et al., 2020). 
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During development billions of axons navigate along specific pathways to reach and connect 

with their appropriate targets. Their routes are strictly defined by the specific expression of 

guidance cues at key locations where axons choose their trajectory (Stoeckli 2018). 

Intermediate targets such as the optic chiasm or the floor plate are well-studied examples of 

these crucial decision-making points where ipsi- and contralaterally-projecting axons are 

sorted (Nawabi & Castellani, 2011). In the developing visual system, specific RGCs 

populations project their axons through the optic nerve to more than 40 brain areas. Most of 

the topographic maps are well defined as well as their timing of formation (Seabrook et al. 

2017). For instance, ipsilateral projecting RGC originate specifically from the ventro-temporal 

region of the retina and are born around E14.5. During their journey to their final targets, they 

travel along contralateral axons of RGC born sooner and sending their axon throughout the 

optic nerve from E11 (Colello et Guillery 1990; Dräger 1985; Guillery, Mason, et Taylor 1995; 

Marcus et Mason 1995). 

In contrast, in the context of axon regeneration, the identity of all RGC is already acquired and 

they have to grow their axons de concert regardless of their original organization. Moreover, 

whether mature axons still retain the molecular machinery to respond to external guidance 

cues remains an open question. If they do, will they recapitulate the behavior of embryonic 

axons? While mature axons have long been thought to lack growth cones, activation of 

regenerative programs results in formation of a growth cone in regenerating axons (Nawabi et 

al. 2015). Hence this crucial question stands today in the field of CNS repair: are axon guidance 

mechanisms required and integrated in mature CNS neurons to ensure proper regeneration 

and functional circuit formation? 

To answer this question, we used a long distance model of regeneration in the mouse visual 

system by co-activating mTOR, JAK/STAT and c-myc pathways in RGC (Belin et al. 2015). 

Even though robust regeneration is achieved up to the brain, regenerating axons present 

strong guidance defects that are exacerbated in the vicinity of the optic chiasm and in the 

region of the suprachiasmatic nucleus (SCN). Conducting a forward expression screen of 
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canonical guidance cues, we found that the SCN expressed Slit repellents, whether in intact 

condition or in full denervation. Using combined ex vivo and in vivo approaches, we observed 

that the regenerating axons are repelled by Slits and that modulation of the Slit signaling 

pathway allows axons to enter the SCN and form a functional circuit. For the very first time we 

provide the proof of concept of axon guidance processes during regeneration in mature CNS. 

 

Results 

Long distance regenerating axons present guidance defects 

Axon regeneration is now possible through the modulation of neuronal intrinsic capabilities. 

However growing axons, regardless of the activated molecular pathway show guidance 

defects (Crair et Mason 2016; Lim et al. 2016; Luo et al. 2013; Vincent Pernet et Schwab 

2014). We focused our work on a model of long-distance regeneration in the visual system 

through the simultaneous activation of mTOR (by deleting PTEN), JAK/STAT (by deleting 

SOCS3 and overexpressing CNTF) and c-myc overexpression (Belin et al. 2015). Hereafter 

we will call this combination of pathways the PSM model of regeneration (standing for 

PTEN/SOCS/MYC). 

First, we sought to analyze the projections of regenerating axons through the optic chiasm and 

in the most proximal primary target of RGC: the suprachiasmatic nuclei. To do so, we 

performed unilateral optic nerve crush and used cholera toxin B (CTB) tracing and performed 

tissue clearing four weeks later (Figure 1A-B). In an intact visual system, 95% of RGC axons 

project across the midline to the contralateral visual tract, while 5% project into the ipsilateral 

tract (Mason & Slavi, 2020). Following injury, we found that some regenerating axons invade 

the contralateral optic nerve (13%) (Figure S1A-B), while others enter the optic tract and project 

contralaterally (13%) or ipsilaterally (45%) (Figure 1A-B). In addition, some axons invade 

randomly the optic chiasm or enter into the brain outside of the optic tracts. 

Strikingly, among the regenerating axons that reach the optic tracts, a higher proportion project 

dorsally into the ipsilateral optic tract (61%), while only 39% are able to enter into the ipsilateral 
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tract itself (Figure S1C-D). On the other hand, the majority of regenerating axons are able to 

enter the contralateral optic tract (83%) (Figure S1A). This difference could be explained by 

the presence of intact axons (95%), from the non-lesioned eye, into the ipsilateral optic tract 

that may “occupy the space” and prevent regenerating axons from entering the tract. 

Conversely, the small proportion of intact axons (5%, from the intact eye) remaining in the 

contralateral optic tract probably allows the regenerating axons to enter it.  

Next, we asked whether the observed guidance defects are due to the presence of intact axons 

from the contralateral eye. Indeed, in most of models of regeneration, optic nerve injury is 

performed unilaterally. Therefore, we primed RGC for regeneration in one eye (by AAV2-Cre, 

AAV2-CNTF and AAV2-c-Myc intravitreal injection), leaving the other eye wild-type (WT), and 

performed bilateral optic nerve crush. In this experimental setting, one optic nerve degenerates 

while there is axon regeneration in the other one. We analyzed the projection patterns of 

regenerating axons, labelled with CTB, four weeks post-injury (Figure 1C-D). In the unilateral 

condition, 13% and 45% of regenerating axons project to the contralateral and ipsilateral side, 

respectively. Upon bilateral optic nerve injury, 27% of axons project to the contralateral side 

and 37% in the ipsilateral side. Accordingly, we observed a higher proportion of regenerating 

axons that crossed the midline towards the contralateral side when both optic nerves are 

crushed (Figure S1B-D). 

Given these results, we examined whether this abnormal ipsi- versus contralateral pattern of 

projection could compromise the innervation of visual axon targets in the brain which in most 

cases are innervated by both eyes. To address this question, we focused on the most proximal 

brain target of RGC axons: the suprachiasmatic nucleus (SCN) (Bedont & Blackshaw, 2015). 

It has been reported that the SCN receives equal innervation from both eyes (Fernandez et al. 

2016) (Figure 1D; Figure S1F-G). In our PSM model, after a unilateral nerve crush, we 

observed robust innervation of the SCN from intact axons but very few regenerating axons 

enter the SCN (about 4% of regenerating axons) (Figure 1D; Figure S1F-G). Interestingly, 

when both optic nerves are injured, regenerating axons still fail to enter the SCN (less than 
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3%). We also observed a small proportion of regenerating axons growing between the two 

nuclei, suggesting that they avoid them (Figure 1D; -Figure S1F-G). Together, our results 

suggest that physical cluttering is not the main reason for which regenerating axons fail to 

enter the correct tract or brain target. This suggests that some intrinsic mechanisms control 

brain target innervation and circuit formation during regeneration.  

 

ipRGC survive and regenerate upon optic nerve injury in PSM model of regeneration 

Despite the robust regeneration obtained in the PSM model, regenerating RGC axons fail to 

innervate the SCN. Thus, we investigated the injury response of intrinsically photosensitive 

RGCs (ipRGCs) which normally innervates the SCN. ipRGCs express the melanopsin 

photopigment. Among ipRGCs, only the M1 subpopulation, characterized by a high expression 

of melanopsin and a lack of Brn3b, innervates preferentially the SCN (Chen, Badea, et Hattar 

2011). First, we analyzed ipRGC survival upon optic nerve injury. We performed melanopsin 

immunostaining on retina sections in intact and regenerating conditions, at different time-points 

after optic nerve injury, in the PSM model (Figure S2A). We found that RGC expressing 

melanopsin (all ipRGCs) including RGC M1-ipRGCs, survived well even 28 days after injury 

(76% and 95% of melanopsin neurons surviving, respectively, no statistically significant 

difference) (Figure S2A). In other models of regeneration or even in WT animals, it has been 

shown that ipRGCs have a great resilience to injury (Bray et al. 2019; Duan et al. 2015; Tran 

et al. 2019). Our results confirm this is also the case in the PSM model.  

Next, we addressed ipRGCs ability to regenerate. To do so, we performed 2 complementary 

experiments: first, we crossed PTENf/f/SOCS3f/f mice with OPN4-GFP mice, in which the green 

fluorescent protein (GFP) is specifically expressed under the melanopsin promotor OPN4 

(Figure S2B).  Second, we back-traced melanopsin positive RGCs by injecting CTB in the optic 

chiasm (Figure S2C). In both cases, four weeks after optic nerve injury (28 days post-injury), 

we observed GFP-positive (GFP+) axons growing within the optic nerve (Figure S2B) and CTB+ 
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RGCs in the retina. The proportion of regenerating ipRGCs matches the original number of 

ipRGCs found in intact condition (Figure S2B). Together, these results confirm that ipRGCs 

survive and regenerate after injury, but are unable to grow back into the SCN. We hypothesized 

that this could involve repulsive axon guidance molecules. 

 

Axon guidance cues are expressed in the SCN 

During development, axon guidance molecules expressed by target cells or by cells at critical 

choice-points instruct growing axons on their trajectory (Stoeckli 2018). In mammals, guidance 

cues are still expressed in the adult brain but their expression pattern differs from embryonic 

stages (Ellezam et al. 2001; Liebl et al. 2003; Marillat et al. 2002). Surprisingly, not much is 

known about axon guidance cues expression within the SCN. To uncover potential regulators 

of regenerating RGC axons, we performed a molecular screen of guidance cues in the SCN. 

We focused on the guidance cues which are known to control axon guidance within the optic 

chiasm, the region closest to the SCN during development. We found that some guidance cues 

are not expressed in the SCN, such as the attractive guidance cue Netrin-1 and Sfrp2 (Figure 

S3A). Others are expressed in the adult SCN, such as EphB1, Sfrp1 and VEGF. However, 

these cues display a level of expression similar to surrounding tissues, suggesting that they 

are not enriched in the SCN (Figure S3A). On the other hand, Slit1, Slit2 and Slit3 mRNAS 

were highly expressed in the SCN (Figure S3A). We next focused on Slits, as they are known 

to repel RGC axons during development. This feature is of high interest in our model because 

we observed that regenerative RGC axons avoid the SCN. Moreover, the inactivation of Slit1 

and Slit2 or their receptor Roundabout 2 (Robo2) during development leads to RGC axon 

guidance defects which phenocopy what we observed in adulthood during regeneration 

(Plump et al. 2002). Indeed in Slit1/Slit2 double knockouts (KO) and Robo2 KO RGC axons 

enter the contralateral optic nerve or randomly project within the optic chiasm (Plachez et al. 

2008; Plump et al. 2002). We confirmed the expression of Slits mRNA and proteins by qRT-

PCR (Figure S3B).  
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It has been shown that CNS lesions can induce an upregulation of repulsive guidance cues at 

the injury site (eg. Sema3A after spinal cord injury (Ueno et al., 2020) or Ephrin-A5 ligand after 

cortex stroke (Carmichael et al. 2005). In contrast, the guidance landscape within visual brain 

targets distal to the lesion remains steady (Vilallongue et al. 2021). Thus, we asked whether 

denervation of the SCN could affect Slits expression. We performed FISH-IF on brain sections 

in intact condition and 28 days post-bilateral optic nerve injury. We found that the expression 

of Slit1 and Slit2 in the SCN is not affected by optic nerve crush (Figure 2A and S3B-C). We 

further confirmed these results by performing qRT-PCR on intact and denervated adult SCN 

tissues after microdissection (Figure S3B). This suggest that Slit family members could 

influence SCN reinnervation in the context of regeneration. 

We then analyzed, the expression of Robo1 and Robo2 within RGC in the PSM model. During 

development of the visual system, Robo2 is the main Slit receptor in RGCs (Plachez et al. 

2008). Using in situ hybridization, we found that Robo1 and Robo2 mRNA are expressed in 

WT RGC and in RGC in the PSM model, with Robo2 showing a stronger expression (Figure 

S3C-D). We also found that this expression is maintained 3 days after injury of optic nerve 

(Figure S3D). Furthermore, we asked whether these receptors are present in melanopsin 

positive RGC. Using FISH-IF we found that ipRGC express these receptors suggesting that 

ipRGC could be responsive to Slits (Figure S3D). Then, we asked whether Robo1/2 receptors 

are present at RGC growth cones, where guidance decisions take place (Dickson 2002). To 

address this question, we cultured adult retina explants from PSM mice (Schaeffer et al. 2020). 

We combined immunostaining for Robo1 or Robo2 with anti-Tuj1 and phalloidin staining to 

label growth cones (Figure S3E). We found an enrichment of Robo receptors at axon terminals 

and within growth cones. These results suggest that regenerating axons have the tools needed 

to integrate guidance signaling at the growth cone. 

Regenerating RGC axons are repelled by Slits 

Axon guidance is a mechanism used by growing axons to find their path to reach their post 

synaptic partners. In a mature steady state CNS, this feature is probably not required anymore 
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(Glasgow, Ruthazer, et Kennedy 2021). However, the question of axon guidance rises when 

it comes to regeneration. Our results above show that guidance cues and their receptors are 

expressed by adult neurons. To determine if Slit/Robo signaling could mediate the avoidance 

of SCN by regenerating RGC axons, we used an ex-vivo model of mature visual system culture 

(Schaeffer et al. 2020). PSM retina explants were cultured in collagen gel with wild type adult 

SCN or mature SCN depleted from Slits (Figure 2B-D). When cultured with WT SCN, axons 

coming from the explant, grow away from the SCN, mimicking the in vivo observations. Then, 

we asked whether Slits are involved in SCN repulsive activity. To address this question, we 

used Slit1-/-, Slit3-/- SCN and AAV-Cre were injected in the SCN of Slit2f/f and Slit1-/-/Slit2f/f to 

obtain Slit2-/- and Slit1-/-Slit2-/- (Slit1-/- Slit2-/- Slit3-/- mice were not viable) (Figure 2B). In contrast 

to WT SCN, the absence of Slit1, Slit2 or Slit3 led to the loss of SCN repulsive activity (Figure 

2C-D). The simultaneous inactivation of both Slit1 and Slit2 also abrogated repulsion. Indeed, 

in these conditions, some RGC axons are now growing toward the SCN (Figure 2C-D). 

This result suggest that SCN-derived Slits repel regenerating RGC axons as efficiently as 

embryonic ones (Brose et al. 1999; Plump et al. 2002).  

 

Inactivating Slit /Robo signaling improves SCN reinnervation by regenerating RGC 

axons 

In order to investigate the contribution of Slit/Robo signaling in axonal pathfinding during 

regeneration, we crossed the PTENf/f/SOCS3f/f mice with the Robo1-/-/Robo2f/f mice, where 

Robo1 expression is knocked out and Robo2 can be deleted upon expression of the Cre 

recombinase. AAV2-Cre intravitreal injection allowed us to inactivate Robo2 expression 

specifically in RGCs. Four week-old PTENf/f/SOCS3f/f and PTENf/f/SOCS3f/f/Robo1-/-/Robo2f/f 

mice received unilateral intravitreal injection of AAV2-Cre, AAV2-CNTF and AAV2-c-myc. Two 

weeks later, both optic nerves were injured to obtain full denervation of the SCN. Four weeks 

later, regenerating axons trajectories were visualized by intravitreal injection of CTB-Alexa555. 

We performed tissue clearing and 3D-imaging to analyze RGC axon distribution along the optic 
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tracts (Figure 3A). We found that a significant number of Robo1/2-depleted axons enter the 

SCN compared to control (PSM) condition (Figure 3A-B). We next asked whether Robo1/2-

depleted ipRGC axons were able to enter the SCN. We crossed PTEN f/f /SOCS3 f/f /Robo1-/-

/Robo2f/f with the OPN4 mice line. We found GFP+ axons within the SCN confirming that 

ipRGC were able to connect their original brain target (Figure 3C). We also checked the 

implication of a single deletion of Robo: we focused on the regenerating phenotype in the PSM 

model depleted from Robo1 alone or Robo2 alone. It seems that the deletion of both Robos is 

more efficient than a single one (Figure S4A-B). Moreover, staining with specific synaptic 

markers (PSD95 and Vglut2) shows that regenerating axons entering the SCN form synapses 

(Figure 4A-B). 

 

Innervation of SCN by regenerating axons controls its activity by light 

 We next investigate the functionality of this circuit. First, we studied the expression of the 

immediate early gene c-fos, which is known to increase transiently upon neuronal activation 

(Figure 4C). When WT animals are kept in dark or upon bilateral optic nerve injury, no c-fos 

expression is detected in the SCN (Figure S5A-B). Intact WT animals show a strong increase 

of c-fos expression when animals are exposed to light (Figure S5A-B). Interestingly, in PTEN-

/-/SOCS3-/-/Robo1-/-/Robo2-/- there is a significant increase of c-fos activation compared to 

PTEN-/-/SOCS3-/-/Robo1+/+/Robo2+/+ or PTEN-/-/SOCS3-/-/Robo1+/-/Robo2l+/- (Figure 4D-F). 

This shows that this regenerated RGC-SCN circuit is functional.  

 

Discussion 

Axon regeneration in the CNS has been unlocked when the contribution of neuronal intrinsic 

capabilities was discovered (Park et al., 2008; He & Jin 2016). Since then, long-distance 

regeneration has been achieved through combinatorial approaches (Belin et al. 2015; Lim et 

al. 2016; de Lima et al. 2012). Yet, functional recovery still remains challenging. Indeed, most 
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regeneration models display strong projection defects of regenerating neurons that 

compromise their connection to their proper target. In this case, either an aberrant circuit is 

formed (Z. Wang et al. 2015), or too few axons reach the target and therefore cannot sustain 

activation of the neuronal circuit. In both cases, functional recovery is compromised (Lim et al. 

2016; Z. Wang et al. 2015). Given the strong axon guidance defects, we explored the 

hypothesis that regenerating axons could be guided in the mature CNS to improve targeting 

to their original targets. Axon guidance is a mechanism that controls neuronal circuit patterning 

during development. In the mature CNS, this process is not necessary anymore, with for 

example progressive decrease of plasticity as the CNS ages and closure of critical periods 

(Fawcett 2009). Therefore, the pattern of expression of many guidance cues is reset in mature 

CNS and differs from development. Moreover, the sensitivity of regenerating CNS axons to 

guidance cues and their ability to integrate these signals is unknow. 

Intact axons impair axon guidance of regenerating axons 

In order to address axon guidance mechanisms during regeneration, we used the co-activation 

of mTOR, JAK/STAT and c-myc pathways as a long-distance regeneration model (Belin et al. 

2015). As a starting point, we analyzed in depth the projection phenotypes of regenerating 

axons in this model. In most experiments addressing axon regeneration, optic nerve injury is 

performed unilaterally (Belin et al. 2015; Lindborg et al. 2021; Park et al. 2008; X.-W. Wang et 

al. 2020) keeping the contralateral axons intact. In our experiments we observed that these 

intact axons act as a physical barrier and prevent axons from crossing the midline and enter 

the ipsilateral optic tract. Thus, we lesioned both optic nerves and induced regeneration in one 

eye. While the distribution of ipsi- versus contralateral projections is highly abnormal in both 

unilateral and bilateral optic nerve injury, we observed that removing axons from the 

contralateral eye changes the projection pattern of regenerating axons. In particular it improves 

midline crossing and the entry into ipsilateral optic tract. These results reveal an unexpected 

feature that needs to be considered when it comes to address CNS repair: intact axons might 

prevent regenerative axons from reaching their original targets, specifically when their paths 

overlap. This effect on the guidance of regenerative axons could have several explanations. 
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First, as intact contralateral axons are myelinated, they could act as a growth-inhibitory 

substrate unable to support axon regrowth (Chaudhry & Filbin, 2007; Silver et al., 2015). A 

second hypothesis could be the cluttering of space and modification of the stiffness of the 

tissue. As contralateral axons form a tight bundle, they could act as a physical, mechanical 

barrier that influences axon growth beyond the chemical guidance (Franze, Janmey, et Guck 

2013). During visual circuit formation over the course of development, axons from both eyes 

grow in a symmetrical manner and through several waves (Seabrook et al. 2017). Only when 

axons reach their targets does myelination occur (Monje 2018). In this context growing axons 

have enough room to extend, which is different in the mature CNS, with partial injury of the 

circuit.  

Axon regeneration of ipRGC 

As we aim to address axon guidance mechanism during regeneration, we chose to address 

the innervation of the SCN as it is the most proximal brain target to the lesion site. Moreover, 

a very well-characterized subpopulation of RGC connect directly to the SCN: the M1-ipRGC 

(Chen, Badea, et Hattar 2011). In our model of regeneration, we observed that ipRGC survive 

well upon axon lesion, even after 4 weeks, which is in accordance with previous studies (Bray 

et al. 2019; Duan et al. 2015; Tran et al. 2019). Moreover, we observed their ability to 

regenerate, as reported in different studies (Bray et al. 2019; Lim et al. 2016). Indeed, it has 

been described that melanopsin maintain the mTOR activation in ipRGC, increasing their 

survival, and its overexpression promotes their regeneration (Li et al. 2016). However, it has 

also been previously reported that the OPN4 promoter is downregulated after axon injury 

(Nadal-Nicolás et al. 2015), thus the analysis of ipRGC regeneration in OPN4-

GFP/PTENf/f/SOCS3f/f mice might induce some bias towards an underestimation of the number 

of ipRGC regenerating axons. In order to circumvent this, it would be interesting to back-trace 

these axons to the retina by injecting CTB to the distal end of the optic nerve and the chiasma 

region. 
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Yet, despite good survival and regeneration of ipRGC, we observed that regenerating axons 

completely avoid the SCN. This was the case whether the contralateral eye is kept intact or 

not, which in the latter situation results in complete denervation of RGC primary brain targets. 

Hence, we concluded that physical cluttering is not at play in the case of SCN avoidance. Our 

hypothesis is that the SCN expressed guidance molecules actively influencing axon growth 

away from it. 

Expression of axon guidance cues in the CNS 

Next, we used a candidate approach to decipher the guidance molecules’ identity expressed 

in the SCN. We focused on the cues that are involved in guidance of developing RGC axons 

during decision-making at the optic chiasm. We found that some of them are expressed in the 

region of the SCN, such as EphB1, Sfrp1 or VEGF, while others are not or weakly expressed, 

such as Netrin or Shh. Interestingly, the expression level of most of guidance cues is not 

modulated by denervation of the SCN. Guidance cues’ expression in the paradigm of 

regeneration has been almost exclusively studied at the injury site. Upon injury of the CNS, a 

glial scar forms at the lesion site and some guidance cues that influence axon growth get 

upregulated, such as Ephrins, Slits, Semaphorins (Mueller et al. 2006; Vincent Pernet et 

Schwab 2014; Roig-Puiggros et al. 2020). On the other hand, the regulation of guidance cues 

in denervated areas at a distance from the injury site has been poorly studied. Recently, our 

proteomics study revealed that even though denervation affects the proteome of RGC brain 

targets (SCN, lateral geniculate nucleus, superior colliculus) and of the optic chiasm, the 

expression of guidance cues was not affected at all (Vilallongue et al. 2021). Similarly, in this 

study, we observed the same steadiness at the level of the mRNA for most of guidance cues 

in the SCN. Our results suggest that guidance cues’ expression pattern in adulthood is not 

modulated upon injury. Their pattern of expression is established during maturation of the 

circuit and remains steady through adulthood and beyond injury (Vilallongue et al. 2021). 

Guidance cues expressed in brain targets may participate in the innervation of these regions 

by regenerative axons, for example the repulsive Slit family members Slit1 and Slit2.  
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Slit/Robo modulation improves entry of regenerating axons in the SCN 

Our results suggest that Slits expressed in the adult SCN retain their repulsive activity (Brose 

et al. 1999; Kidd, Bland, et Goodman 1999), thereby influencing regrowth of regenerating 

axons that respond to them and repelling them away from their target. We confirmed that PSM 

RGC express the canonical Slit receptors Robo1 and Robo2, possibly integrating Slit signaling 

via them. Indeed, using modulation of Robo1 and Robo2 receptors in RGC of the PSM model, 

we observed that regenerating axons can enter the SCN, when they completely avoid it in PSM 

controls. Interestingly, this phenotype displays an asymmetry with a strong preference for the 

ipsilateral nucleus, suggesting that Robo modulation also influences symmetrical innervation 

of the SCN. As the development of the SCN is poorly studied, it would be interesting to 

investigate the role of Slit/Robo in the symmetrical branching and innervation during 

development. 

Finally, we have proofs of a functional reinnervation of the SCN with the c-fos expression upon 

light exposure as well as synaptic marker expression. Back-tracing of SCN-invading fibers 

would allow us to verify that regenerating ipRGC have indeed grown back into the SCN. 

Behavioral study of light/dark response of animals could be done to demonstrate the 

functionality of this newly reformed circuit. Nonetheless, our results show for the first time that 

regenerating axons in long-distance regeneration models have the capacity to be guided back 

to their original target, provided that (i) guidance landscape is characterized in-depth in the 

mature SCN, (ii) the modulation of relevant receptors does not impair other functionalities of 

the circuit, and (iii) the time window is accurately defined to design a transient modulation of 

the guidance signaling in order to resume reinnervation of the proper targets. 

 

 

Material and Methods 

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 

Antibodies 
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Chicken polyclonal anti-GFP antibody Abcam Cat# ab13970; 
RRID: AB_300798 

Goat polyclonal anti-Vglut2 antibody  Abcam Cat # ab178538  

Guinea polyclonal pig anti-RBPMS antibody Millipore Cat# ABN1376; 
RRID: AB_2687403 

Mouse monoclonal anti-tubulin β3 (TUJ1) antibody Biolegend Cat# 801202;  
RRID: AB_10063408 

Mouse monoclonal anti-PSD95 antibody Abcam Cat# ab2723 ; 
RRID : AB_303248 

Rabbit polyclonal anti-VIP (Vasoactive Intestinal Peptide) 
antibody 

Immunostar Cat# 20077;  
RRID: AB_572270 

Rabbit monoclonal anti-c-fos antibody Cell Signaling 
Technology  

Cat# 2250 ; 
RRID : AB_2247211 

Rabbit polyclonal anti-melanopsin antibody Abcam Cat# ab19306; 
RRID: AB_444842 

Rabbit polyclonal anti-Robo1 antibody 
  

Abcam Cat# ab85312 ;  
RRID : AB_2238648 

Rabbit polyclonal anti-Robo2 antibody Abcam Cat# ab75014 ;  
RRID : AB_1861203 

Donkey anti-rabbit IgG (H+L) highly cross-absorbed 
secondary antibody, Alexa Fluor 488 

Thermo Fisher 
Scientific 

Cat# A-21206;  
RRID: AB_2535792 

Donkey anti-rabbit IgG (H+L) highly cross-absorbed 
secondary antibody, Alexa Fluor 647 

Thermo Fisher 
Scientific 

Cat# A-31573;  
RRID: AB_2536183 

Donkey anti-chicken IgY (IgG) (H+L) antibody, Alexa 
Fluor 488 

Jackson 
ImmunoResearch 
Labs 

Cat# 703-545-155; 
RRID: AB_2340375 

Donkey anti-guinea pig IgG (H+L), Alexa Fluor 647 Jackson 
ImmunoResearch 
Labs 

Cat# 706-605-148; 
RRID: AB_2340476 

Donkey anti-goat IgG (H+L), Alexa Fluor 488 Thermo Fisher 
Scientific  

Cat# A11055 ; 
RRID : AB_2534102 

Donkey anti-mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 647 Thermo Fisher 
Scientific 

Cat# A31571 ; 
RRID_162542 

Donkey anti-mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 568 Thermo Fisher 
Scientific 

Cat# a10037 ; 
RRID : AB_2534013 

Bacterial and virus strains  

AAV2-Cre Belin et al., 2015 N/A 

AAV2-CNTF Belin et al., 2015 N/A 

AAV2-c-myc Belin et al., 2015 N/A 

Chemicals, peptides, and recombinant proteins 

Cholera toxin B subunit (CTB)-Alexa 488 Thermo Fisher 
Scientific 

Cat# C34775 

Cholera toxin B subunit (CTB)-Alexa 555 Thermo Fisher 
Scientific 

Cat# C22843 

Laminin  Sigma Aldrich Cat#L2020 

Poly-L-Lysine Sigma Aldrich Cat#P1399 

Collagen I, rat tail Thermo Fisher 
Scientific 

Cat#A1048301 

Experimental models: Cell lines 

Monkey: COS cells ATCC Cat# CRL-1651 

Mouse: Neuro-2a ATCC Cat# CCL-131 

Experimental models: Organisms/strains 

Mouse: PTENfl/fl/SOCS3fl/fl Sun et al., 2011; The 
Jackson Laboratory 

N/A 
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Mouse: OPN4-GFP/PTENfl/fl/SOCS3fl/fl Schmidt et al., 2008; 
Sun et al., 2011; The 
Jackson Laboratory 

N/A 

Mouse: PTENfl/fl/SOCS3fl/fl/Robo1-/-/Robo2fl/fl Long et al., 2004; Lu et 
al., 2007; Sun et al., 
2011; Dr Alain 
Chédotal 

N/A 

Mouse : Slit1-/- Slit2fl/fl   N/A 

Oligonucleotides 

Primer ISH: Plexin-A1 Forward 
5’-CCCCCACTGTGGCTGGTGTG-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Plexin-A1 Reverse 
5’-GAAAGGCGCAGTCAGCCGCA-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Robo1 Forward 
5’-AGCAGTGGATGGCACTTTAA-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Robo1 Reverse 
5’-GGAAAAGGTAAATGGCGTTA-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Robo2 Forward 
5’-CTTTTCCCGAATCAACCTCA-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Robo2 Reverse 
5’-GGGAGGTCATTCATATCATA-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Sema6D Forward 
5’-TTCCTCCATGTGTGTCCTGT-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Sema6D Reverse 
5’-GTTGGGTAAATGACTGGGTGATGT-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Sfrp1 Forward 
5’-GGACCTGAGGCTGTGCCACA-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Sfrp1 Reverse 
5’-TCTTCTTGGGGACAATCTTC-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Sfrp2 Forward 
5’-GCCCAACCTGCTGGGCCACG-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Sfrp2 Reverse 
5’-CGCCGTTCAGCTTGTAAATG-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Slit1 Forward 
5’-CACTGGGTTGTTTAAGAAGC-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Slit1 Reverse 
5’-CCTGGCCTTCCTCACACCTG-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Slit2 Forward 
5’-CCTGCCAGCATGACTCCAAG-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: Slit2 Reverse 
5’-TCTATAGAGTTCCACGGCAA-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: VEGF-A Forward 
5'-GCAGCGACAAGGCAGACTA-3’ 

This paper N/A 

Primer ISH: VEGF-A Reverse 
5’-GCTAGCACTTCTCCCAGCTC-3’ 

This paper N/A 

Primer qPCR: Slit1 Forward 
5’-AGGTGCAAAAGGGCGAAT-3’ 

This paper N/A 

Primer qPCR: Slit1 Reverse 
5’-CGAGAGGGTACAGGCAGGT-3’ 

This paper N/A 

Primer qPCR: Slit2 Forward 
5’-CGGGGACAGCTGTGATAGAG-3’ 

This paper N/A 

Primer qPCR: Slit2 Reverse 
5’-CCAAGCGAGATACTTTCTTAGTTGT-3’ 

This paper N/A 

Recombinant DNA 

Plasmid ISH: Ephrin-B1 Dr Valérie Castellani N/A 

Plasmid ISH: Netrin1 Dr Valérie Castellani N/A 

Plasmid ISH: NrCAM Dr Valérie Castellani N/A 
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Plasmid ISH: Shh Dr Valérie Castellani N/A 

Plasmid ISH: Slit3 Dr Alain Chédotal N/A 

Software and algorithms 

Zen Zeiss N/A 

Fiji Image J N/A 

IMARIS v.9.6 Bitplane N/A 

GraphPad Prism 9 GraphPad software N/A 

Fusion Andor N/A 

 

Animals 

All animal care and procedures were performed in compliance with the Grenoble Institute of 

Neuroscience-U1216, French and European guidelines. We used PTENfl/fl/SOCS3fl/fl, OPN4-

GFP/PTENfl/fl/SOCS3fl/fl, PTENfl/fl/SOCS3fl/fl/Robo1-/-/Robo2fl/fl and Slit1-/-/Slit2fl/fl mice in this 

study, regardless of their sex and aged at least 3 weeks. To obtain OPN4-

GFP/PTENfl/fl/SOCS3fl/fl mice, we crossed OPN4-GFP mice (Schmidt, Taniguchi, et Kofuji 

2008) with PTENfl/fl/SOCS3fl/fl (Sun et al. 2011). PTENfl/fl/SOCS3fl/fl/Robo1-/-/Robo2fl/fl come from 

PTENfl/fl/SOCS3fl/fl and PTENfl/fl/Robo1-/-/Robo2fl/fl (Long et al. 2004; Lu et al. 2007) crossing 

mice. Before each surgery, all animals were anesthetized with ketamine (75-100 mg/kg, 

Clorkétam 1000, Vetoquinol) and xylasine (10 mg/kg, Rompun 2%, BAYER). 

 

Intravitreal virus injection  

The eyelid of the eye was pinched with a mini bulldog serrefines clamp (Fine Science Tools) 

to bring the eye out of its socket and expose the posterior part of the eye. Using a Hamilton 

syringe (Hamilton) connected to a glass micropipette (Sutter Instruments), the posterior part 

of the eye located just behind the ora serrata was pierced with the glass micropipette at an 

angle of 45° to avoid damaging the lens. About 2μl of vitreous humor was aspirated before the 

injection of 1μL of adeno-associated virus type 2 (AAV2) concentrated with at least 1011 viral 

particles per ml. Likewise, 2 days before the end of the experiment, animals received an 

intravitreal injection of 1μl of CTB at 1μg/μL (ThermoFisher Scientific). Mice with eye 

inflammation, damage or atrophies were excluded from further experiments. 
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Optic nerve crush  

2 weeks after the AAV2 intravitreal injections, optic nerve crush was performed. The 

connective tissue above the eye was carefully cut using scissors (Fine Science Tools). Forceps 

(Fine Science Tools) were then placed between the 2 arteries located behind the eyeball and 

then very delicately the blood vessels were separated to expose the optic nerve. Using second 

forceps, the optic nerve was pinched for 5 seconds at 1-2 mm behind the eyeball. Animals with 

excessive bleeding were excluded from further experiments. 

Intracranial injections 

10 weeks-old Slit1-/-/Slit2fl/fl mice were anesthesized as previously described and installed on a 

stereotaxic frame. The skin was cut letting the skull visible. Using the canula, the bregma was 

defined as the origin of the axis. After verifying the flat skull positioning, two holes was 

performed using a dental burr at A/P: +0.1mm, M/L: +/-0.1mm, D/V: -5.5mm (for SCN injection) 

and -6mm (for chiasm injection). 1µl of virus (AAV2-Cre for co-culture experiment) or CTB (for 

retrograde labeling) was injected using a syringe pump (0.5µl/min). After injection, the skin was 

sutured and animals were sacrificed 2 weeks after.  

c-fos experiment 

To study SCN neurons activation upon light exposure, we designed 5 mice groups. Group 1 

(positive control): WT intact mice with 4h dark exposure, followed by 30min in light and again 

30min in darkness (this scheme is called 4-30-30). Group 2 (negative control): WT intact mice 

kept in the dark. Group 3: WT mice with bilateral optic nerve lesion in 4-30-30 condition. Group 

4: PTEN-/- SOCS-/- Robo1+/+ Robo2+/+ mice in 4-30-30 condition. Group 5: PTEN-/- SOCS-/- 

Robo1+/- Robo2+/- mice in 4-30-30 condition. Group 6: PTEN-/- SOCS-/- Robo1-/- Robo2-/- in 4-

30-30 condition. After each condition, mice were sacrificed and perfused in the dark. Brains 

were dissected out and cut into 40µm thick-section, and immunofluorescence with anti-c-fos 

antibody was performed.  

 

Co-culture experiments 
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Two weeks after Slit1-/-/Slit2fl/fl mice intracranial injection, animals were sacrificed. Fresh brains 

were cut using a vibratome (300µm thick sections). Then, SCN were microdissected out 

constituting SCN explants. The glass coverslips used for the co-cultures were previously 

coated with 0.5mg/ml poly-L-lysine for 1h at 37°C. After washes and air-dry, a thin layer of 

collagen matrix was applied on each coverslip (500µl of 3mg/ml collagen I (from rat tail, Thermo 

Scientific), 20µl of 1mg/ml laminin (Sigma-Aldrich), 12.5µl of 1N NaOH, 100µl of PBS 10X 

(Euromedex) and 367.5µl of Neurobasal-A) and left to polymerise at 37°C for 20 min. In 

parallel, retina from PSM mice were dissected out and cut into small squares (about 500μm 

as described in Schaeffer et al., 2020). A retina explant and a SCN explant were laid onto the 

coated coverslip and a 60µl drop of the collagen mix was applied. Co-cultures were placed at 

37°C for few minutes before adding the culture medium: 2%-B27 (ThermoFisher Scientific), 

1%-L-Glutamine (Corning), 1%-Penicillin/Streptomycin (ThermoFisher Scientific), Neurobasal-

A (ThermoFisher Scientific). Co-cultures were incubated at 37°C with 5% CO2 for 10 days. 

Tissue preparation 

28 days post crush (dpc) animals were anesthetized with ketamine (75-100 mg/kg) and 

xylasine (10 mg/kg) and then intracardially perfused with 4% paraformaldehyde (PFA) 

(Electron Microscopy Sciences). Brains, optic nerves and eyes were dissected and post-fixed 

in 4% PFA overnight at 4°C. Brains and eyes were dehydrated in 30% sucrose (Sigma-Aldrich) 

for 2 days at 4°C before embedded in OCT tissue freezing medium (MM-France) and stored 

at -80°C. Using cryostat (Thermo Scientific), 20µm coronal brain, 14µm eyes and 14µm optic 

nerve sections were performed. Sections were collected on SuperFrost slides (ThermoFisher 

Scientific,) and stored at -20°C until further use. 

Optic nerve and chiasm clearing 

Optic nerves and/or chiasm were clarified as described in (Dodt et al. 2007). Briefly, after post-

fixation in 4%-PFA, optic nerves (and/or chiasm) were gradually dehydrated in ethanol baths 

(50%, 80%, 95%, 100%) for at least 20min each at room temperature. Optic nerves (and/or 

chiasm) were incubated in 100% ethanol overnight at 4°C. Then, optic nerves (and/or chiasm) 
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were further dehydrated in hexane (Sigma-Aldrich-Merck) for 2h before were cleared in benzyl 

alcohol (Sigma-Aldrich-Merck) / benzyl benzoate (Sigma-Aldrich-Merck,) solution (volume 

1:2). Optic nerves (and/or chiasm) were stored in this solution at room temperature, sheltered 

from light.  

Whole brain immunostaining and clearing 

Tissues were labelled and cleared as described in (Vigouroux et al. 2020). Briefly, after post-

fixation in 4%-PFA, the SCN region attached to the two optic nerves was isolated from the 

whole brain. After two washes in PBS, tissues were progressively dehydrated in methanol 

(MetOH) (VWR,) baths: 40%-MetOH (diluted in PBS), 80%-MetOH (diluted in distilled H20) and 

100%-MetOH for at least 2h at room temperature and overnight at 4°C for 100%-MetOH. 

Tissues were then gradually rehydrated in 80%-MetOH (diluted in distilled H20), 40%-MetOH 

(diluted in PBS) and PBS for at least 2h at room temperature each and then kept at 4°C 

overnight in PBS. The next day, samples were incubated for all day in blocking solution (5% 

Donkeyserum-0,5% Triton in PBS) and then incubated with anti-VIP (1/400, Immunostar) 

antibody diluted in blocking solution for at least 4 nights at 4°C. Tissues were washed at least 

6 times during all day (1 hour each) with 0,5%-triton-PBS before being incubated with Alexa-

647 conjugated donkey anti-rabbit (1/400, ThermoFisher Scientific) for 2 nights at 4°C. After 

at least 6 washes of 1h using 0,5%-triton-PBS, samples were kept in PBS overnight at 4°C. 

Then, tissues were progressively dehydrated in MetOH baths: 20%-MetOH (diluted in PBS), 

40%-MetOH (diluted in PBS), 80%-MetOH (diluted in distilled H20) and 100%-MetOH for at 

least 2h at room temperature. Tissues were fully dehydrated in 100%-MetOH/Dichloromethane 

(Sigma-Aldrich-Merck) (volume 1:2) overnight at 4°C. Samples were then incubated 30min in 

dichloromethane before clearing in di-benzyl ether (DBE) (Sigma-Aldrich-Merck). Tissues were 

stored in DBE in the dark at room temperature. 

Immunostaining  

For retina or brains sections, after three washes of 10 min with 1x PBS, tissues were saturated 

in a blocking solution (3%-BSA (Sigma-Aldrich), 5%-Donkey Serum (Merck Millipore), 0,5-
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%triton (Sigma-Aldrich) in PBS) for 1h at room temperature and then incubated overnight at 

4°C with primary antibodies: anti-melanopsin (Abcam, 1:200), anti-GFP (Abcam, 1:500), anti-

RBPMS (Merck Millipore, 1:400), anti-VIP (Immunostar, 1:400), anti-Vglut2 (Abcam, 1:500), 

anti-PSD95 (Abcam, 1:500), anti-c-fos (Cell Signaling Technology, 1:200). The following day, 

three washes of 10 min with PBS 0,1%-triton were carried out before incubation for 2h at RT 

with the secondary antibodies diluted all at 1:400: Donkey anti-chicken Alexa 488 (Jackson), 

Donkey anti-goat Alexa 488 (ThermoFisher Scientific), Donkey anti-rabbit Alexa 488 

(ThermoFisher Scientific), Donkey anti-rabbit (ThermoFisher Scientific), Donkey anti-rabbit 

Alexa 647 (ThermoFisher Scientific), Donkey anti-guinea pig Alexa 647 (Jackson), Donkey 

anti-mouse Alexa 647 (ThermoFisher Scientific), Donkey anti-mouse Alexa 568 (ThermoFisher 

Scientific). Sections were washed three times for 10min and then mounted with Fluoromount-

G with DAPI mounting medium (ThermoFisher Scientific). 

For co-cultures, samples were fixed in 3%-sucrose-8%-PFA, diluted at 1/2 directly in the 

medium for 15 minutes. Explants were washed three times in PBS and then permeabilized 

10min in PBS-0,1%- triton. Primary (anti-Tuj1, Biolegend, 1:400) and secondary antibodies 

(donkey anti-mouse Alexa 568) were diluted in blocking solution (3%-BSA, 5%-Donkey Serum, 

0,1-%triton-PBS) and samples were incubated for 2h and 1h respectively. After PBS washes, 

samples were mounted with Fluoromount-G with DAPI (Invitrogen).  

For in toto retinas, after three washes with PBS, a 0.5% Triton-PBS, 5%-Donkey serum 

blocking was added for 1h. Primary antibody anti-melanopsin (Abcam, 1:300) and secondary 

donkey anti-rabbit Alexa 488 (ThermoFisher Scientific, 1:300) were incubated for respectively 

one night and 2h. After 0.1%-triton PBS washes, retinas were whole-mounted with 

Fluoromount-G with DAPI  (ThermoFisher Scientific). 

For growth cone immunostaining on explant culture, samples were fixed in 3%-sucrose-8%-

PFA, diluted at 1/2 directly in the medium for 15 minutes. After three washes with PBS, they 

were incubated overnight in 3%-BSA PBS with primary antibody: anti-Robo1 (, 1:200) or anti-
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Robo2 (, 1:200) and anti-Tuj1 (, 1:800). After three washes with PBS, secondary antibodies 

(donkey anti-mouse Alexa 568, 1:1000; donkey anti-rabbit Alexa 488, 1:400 and phalloidin 

Alexa 647, 1:500) for 2h. After PBS washes, explants were mounted with Fluoromount G with 

DAPI (ThermoFisher Scientific).  

In Situ Hybridization 

For colorimetric in situ hybridization (ISH), slices were incubated with digoxigenin (DIG)-

labeled probes for Ephrin-B1, Netrin1, NrCAM, Plexin-A1, Robo1, Robo2, Sema-6D, Sfrp1, 

Sfpr2, Shh, Slit1, Slit2, Slit3 or VEGF overnight at 65°C.  

For fluorescent ISH, samples were incubated with digoxigenin-labeling probes for Robo1 or 

Robo2. The DIG-labeling probes were amplified using Cy3,5 tyramide signal amplification kit 

(PerkinElmer) for 10 min.  

Quantitative RT-PCR 

Both optic nerves from wild-type (PTENfl/fl/SOCS3fl/fl background) 6 week-old mice were 

crushed. One month later, suprachiasmatic nuclei (SCN) were dissected from crushed and 

uncrushed (intact) mice. SCN were dissociated in Trizol (Ambion Life technologies) for the total 

RNA extraction. 100ng of total RNA were used for the reverse transcription using SuperScript 

II (Invitrogen). mRNA level was assessed by qPCR (Biorad) for Slit1, Slit2, and Slit3.  

Imaging 

DragonFly spinning disk confocal from Andor was used for imaging immunofluorescence and 

fluorescence in situ hybridization (ISH) with a 25x objective and clarified brains, optic nerves 

and chiasm with a 20x objective. Images were acquired with a 2µm thick planes and were 

automatically stitched using microscope’s Fusion software. All planes were compiled in 2D- 

maximum intensity projection. Colorimetric ISH were imaged using Zeiss Slide Scanner Axio 

Scan.Z1 and co-cultures with epifluorescence microscope Nikon Ti Eclipse with 4x objective. 

Vglut2/PSD95 immunofluorescence were imaged using a confocal microscope with an 

AiryScan mode.  
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Guidance defect quantification 

Whole-mount of both optic nerves attached to the optic chiasm and SCN cleared were imaged 

using DragonFly spinning disk confocal (Andor) with 20x objective. By using Fusion software 

(Andor), we acquired all tissues with Z stack (2µm-thick planes) and tiling (20% overlap). All 

quantifications were assessed using Imaris software (version 9.6, Bitplane). For the 

percentage of regenerating axons into the contralateral optic nerve, we performed an XZ 

orthogonal section at the distal end of optic nerves using the ortho slicer tool and we counted 

each CTB-dot as one axon. We divided the number of axons at the distal end of the 

contralateral optic nerve by the axons number counted at the distal end of the ipsilateral optic 

nerve (ION). For the proportion of regenerating axons in others regions, we proceeded in the 

same way, using the oblique (YZ oblique section at the midline for the chiasm) or ortho (XZ 

orthogonal section at the proximal part of the optic tracts) slicers tools and divided the number 

of axons counted by the axons number found at the distal end of the ION. The proportion of 

regenerating axons into the SCN was calculated using YX orthogonal slicer tool. We counted 

the number of CTB fibers into the whole SCN along the entire Z plane and divided this value 

by the axons number present at the distal end of the ION. 

Melanopsin positive neurons survival quantification 

Eyes from intact, 3 days post-crush (dpc), 14dpc and 28dpc of PTENfl/fl/SOCS3fl/fl mice 

injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-c-myc (PSM) were collected and post-fixed in 

PFA-4% solution overnight at 4°C after the intra-cardiac perfusion of the mice. Tissue were 

prepared and stained with anti-melanopsin and anti-RBPMS antibodies as described above. 

Using Zeiss Slide Scanner Axio Scan.Z1, retina slices were imaged with 20x objective. 

Melanopsin+ cells were counted on 5 retinas 14 µm slices for each animal and sum up. By 

using anti-RBPMS staining, we assessed the retina length of all 5 retina slices. The sum of 

melanopsin+ cells number for each animal has been reported by cm. For each condition, the 

melanopsin+ cells survival was calculated by dividing the average melanopsin+ cells number 

of each animal by the average of intact PSM condition. 
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ipRGC (GFP+) axon regeneration quantification 

Optic nerve sections from intact OPN4-GFP/PTENfl/fl/SOCS3fl/fl 10 weeks old mice and 

28dpc OPN4-GFP/PTENfl/fl/SOCS3fl/fl mice injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-

c-myc were stained with anti-GFP and anti-CTB antibodies as described above. Optic nerve 

sections were imaged using DragonFly spinning disk confocal (Andor) with 25x objective and 

Fusion software. Each optic nerve section was acquired with Z stack (2µm-thick planes) and 

tiling (20% overlap). The maximum intensity projection was performed with Image J software. 

The number of GFP+ axons was counted at different distances from the injury site (defined 

thank to CTB-labeled axons) for at least 5 sections per animal. For all distances from the injury 

site, the percentage of GFP+ axon regenerating was calculated by dividing the average of 

GFP+ axon number per section for each animal by the average of GFP+ axons number per 

section of intact condition. 

Co-culture data analysis 

For each co-culture, the retina and the SCN explants were manually annotated using ImageJ 

and the proximal and distal regions were defined as the 90°-angle portion of retina explant 

towards and away from the SCN explant, respectively. Axon outgrowth was quantified in each 

region with a Sholl analysis using the ImageJ plug-in Neurite-J (Torres-Espín et al. 2014). 

Background noise filtering was performed automatically and manually corrected. The number 

of neurite intersects was determined by the Sholl analysis with a step of 25μm. The guidance 

index is calculated as the log2-transform of the maximal length of axons in the proximal versus 

the distal regions. With this index, a positive value represents attraction towards the source 

(SCN explant), while a negative value represents repulsion away from the source, and a zero-

value represents no preference. For statistical analysis, data were subjected to a one-sample 

t-test with a theoretical value of 0, using GraphPad Prism version 9.1.2. 

Statistical analysis 

All statistical analysis were performed using GraphPrism software version 8. The normal 

distribution of each dataset was assessed with Shapiro-Wilk test. The Student’s t-test for two 
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conditions or the ANOVA test for at least three conditions were realized when the dataset was 

distributed normally. In the case where the dataset was not distributed normally, the Mann-

Whitney test for two conditions or the Kruskal-Wallis test for multiple conditions were used. 

The difference between two averages were considered significant when the p-value<0,05. The 

asterisk * was used when the p-value<0.05; ** when p-value<0.01 ; *** for p-value<0.001 and 

NS indicates not significant (p>0.05). 
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Figure legends 

 

Figure 1: Regenerating axons fail to reform the visual circuit. (A) Timeline of experimental 

model of long-distance regeneration in the mouse visual system. (B) Confocal picture of whole 

optic nerves and optic chiasm 28 days post unilateral optic nerve crush (28dpc) in a PTENfl/fl 

SOCS3fl/fl mouse eye injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-c-myc. Regenerating 

axons are traced using CTB (white). The red dashed line indicates the lesion site. Scheme of 

guidance defects observed in unilateral optic nerve crush: some axons turn back to the 

ispilateral eye, others project to the contralateral optic nerve or get lost in the optic chiasm. (C) 

3D picture of whole optic nerves and optic chiasm 28dpc in bilateral optic nerve crush. 

Regenerating axons are traced with CTB (cyan). The SCN is labeled with anti-VIP (magenta). 

Scheme and quantification of guidance defects observed in bilateral optic nerve crush: 

regenerating axons fail to resume the ipsi- versus contralateral distribution of the intact circuit. 
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(D) Scheme of bilateral optic nerve crush. Confocal picture showing regenerating axons traced 

with CTB (cyan) and the SCN labeled with anti-VIP (magenta). Regenerating axons fail to enter 

the SCN. 

 

Figure 2: The SCN exerts a Slit-dependent repulsive activity. (A) In situ hybridization 

showing Slit1, 2 and 3 expression in the SCN of PTENfl/fl SOCS3fl/fl mice, where one eye was 

injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-c-myc. Expression is maintained at 28dpc. (B) 

Principle of stereotaxic injection of AAV2-Cre in the SCN. Control of injection in the SCN of 

Rosa26-stopfl/fl-TdTomato mice showing Tdtomato expression (magenta) in the SCN labeled 

with anti-VIP (green). (C) The WT SCN exerts a repulsive activity on axons growing from a 

retina explant, whereas depletion of Slit1, Slit2 or both or Slit3-/- from the SCN abolishes its 

repulsive activity on growing axons ex vivo. Representative pictures of a WT, Slit1-/-, Slit2-/-, 

Slit3-/- or Slit1-/- Slit2-/- SCN, co-cultured with an explant from a PTENfl/fl SOCS3fl/fl retina injected 

with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-c-myc. (C) Corresponding quantification of guidance 

index showing the log-ratio of axon growth in the proximal versus the distal area. A negative 

guidance index indicates a significantly repulsive activity, while a null guidance index indicates 

a neutral activity. Data are expressed as mean +/- s.e.m. One-sample t-test compared to zero, 

* p = 0.0219, ns: not significant. 

 

Figure 3: Modulation of Robo /Slit signaling in vivo promotes entry of regenerating 

axons into the SCN. (A) Confocal picture of whole optic nerves and optic chiasm 28 days post 

unilateral optic nerve crush (28dpc) in PTENfl/fl SOCS3fl/fl (left, Robo1+/+ Robo2+/+), PTENfl/fl 

SOCS3fl/fl Robo1+/- Robo2+/fl (centre, Robo1+/- Robo2+/-) and PTENfl/fl SOCS3fl/fl Robo1-/- 

Robo2fl/fl (right, Robo1-/- Robo2-/-). One eye was injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + 

AAV2-c-myc. Regenerating axons are traced using CTB (white). Pictures are representative 

of N=3-6 animals in each condition. Zoom pictures: the SCN is indicated with the yellow dashed 
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line on the maximum projection panel and on the XZ orthogonal section panel. In Robo1/2-

double-knockout condition (Robo1-/- Robo2-/-) – and to a lesser extent in heterozygous 

Robo1/2-double-knockout (Robo1+/- Robo2+/-) – many regenerating axons enter the SCN. (B) 

Left: quantification of the number of axons entering the SCN. Data are expressed as mean +/- 

s.e.m. One-way ANOVA with Dunnett’s correction, *** p-value = 0.0005, ns: p-value = 0.6335, 

not significant. Right: distribution of axons entering the ipsilateral and the contralateral SCN. 

Data are expressed as mean +/- s.e.m. (C) Confocal picture of the ipsilateral SCN from a 

PTENfl/fl SOCS3fl/fl Robo1-/- Robo2fl/fl OPN4-GFP mouse injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF 

+ AAV2-c-myc with bilateral optic nerve crush at 28dpc. Arrowheads point to GFP+ CTB+ 

fibers in the SCN, indicating that OPN4-GFP+ ipRGC enter the SCN in Robo-knockout 

condition at 28dpc. 

 

Figure 4: Guidance of regenerating axons into the SCN results in its reactivation. (A) 

Regenerative fibers form synapses in the SCN. Left: confocal picture of the ipsilateral SCN 

from a PTENfl/fl SOCS3fl/fl Robo1-/- Robo2fl/fl mouse injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + 

AAV2-c-myc with bilateral optic nerve crush at 28dpc. Right: 3D confocal picture with Airyscan 

technology of an individual regenerative fiber forming a synapse in the SCN. The pre-synaptic 

compartment marker VGLUT2 (cyan) colocalizes with the CTB+ fiber (yellow) and is adjacent 

to the post-synaptic compartment marker PSD95 (magenta). (B) Zoom of (A) showing the 

synapse formed by the CTB+ regenerative fiber. Profile of intensity in a single z plan along the 

white arrow. (C) Principle of c-fos activation experiment. (D) Confocal pictures showing SCN 

expression of c-fos (magenta) in the 28dpc regeneration model, in Robo1/2+/+, Robo1/2+/- and 

Robo1/2-/-conditions. CTB (green) was used to trace regenerating axons. The SCN is indicated 

with a white dashed line. Each picture is representative of N=5 mice. (E) Corresponding 

quantification of anti-c-fos labeling fluorescence intensity versus the number of c-fos+ cells per 

mm2 section in the SCN. (F) Corresponding quantification of the number of c-fos+ cells per 
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mm2 section in the SCN. Data are expressed as mean +/- s.e.m. One-way ANOVA with 

multiple comparisons, * p-value = 0.018, ** p-value = 0.0026. 

 

Figure S1: Regenerating axons display guidance defects in the adult visual system. (A) 

3D picture of whole optic nerves and optic chiasm 28dpc in unilateral optic nerve crush. 

Regenerating axons are traced with CTB-555 (cyan). Intact (contralateral) axons are traced 

with CTB-647 (magenta). Scheme and quantification of guidance defects observed in unilateral 

optic nerve crush: regenerating axons fail to resume the ipsi- versus contralateral distribution 

of the intact circuit. (B) Quantification of the percentage of regenerative fibers intersecting the 

midline (distance 0) and projecting ipsilaterally or contralaterally in the optic chiasm. 

Comparison of unilateral and bilateral optic nerve crush. Unpaired t-tests, * p-value < 0.05, ns: 

not significant. (C) Representative confocal pictures of XZ orthogonal sections in the ipsi- and 

contralateral optic nerves. Quantification of the percentage of regenerative fibers projecting to 

the contralateral optic nerve. Comparison of unilateral and bilateral optic nerve crush. Data are 

expressed as mean +/- s.e.m. Unpaired t-test, * p-value < 0.05. (D) Representative confocal 

pictures of XZ orthogonal sections in the ipsi- and contralateral optic tracts. Quantification of 

the percentage of regenerative fibers projecting to the contralateral and ipsilateral optic tracts. 

Comparison of unilateral and bilateral optic nerve crush. Data are expressed as mean +/- 

s.e.m. Unpaired t-test, * p-value < 0.05, ns: not significant. (E) Distribution of axons projecting 

ispi- or contralaterally, entering into the tract and dorsal to it. Comparison of unilateral and 

bilateral optic nerve crush. Data are expressed as mean +/- s.e.m. Unpaired t-test on axons 

projecting into the tract, * p-value < 0.05, ns: not significant. (F) Scheme of unilateral optic 

nerve crush. Confocal picture showing regenerating axons traced with CTB-555 (cyan) and 

intact axons traced with CTB-647 (magenta). Regenerating axons fail to enter the SCN. (G) 

Left: quantification of the percentage of regenerative fibers entering the SCN. Comparison of 

unilateral and bilateral optic nerve crush. Data are expressed as mean +/- s.e.m. Unpaired t-

test, ns: not significant. Right: distribution of axons entering the ipsi- versus contralateral SCN. 
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Comparison of unilateral and bilateral optic nerve crush. Data are expressed as mean +/- 

s.e.m. Unpaired t-test on axons projecting in the ispilateral SCN, ns: not significant. 

 

Figure S2: ipRGC survive and regenerate in the long-distance regeneration model. (A) 

Representative confocal pictures of retina sections from PTENfl/fl SOCS3fl/fl eyes injected with 

AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-c-myc in intact condition and at 3, 14 and 28dpc. ipRGC are 

labeled with anti-melanopsin (green) and RGC are labeled with anti-RBPMS (magenta). 

Corresponding quantification of the number of melanopsin+ cells and melanopsinhigh cells, in 

percentage of total ipRGC in intact condition. Data are expressed as mean +/- s.e.m. Kruskal-

Wallis test, ns: not significant. (B) Representative confocal picture of optic nerve section from 

a PTENfl/fl SOCS3fl/fl OPN4-GFP mouse injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-c-myc 

at 28dpc. ipRGC axons are GFP+ (green). Regenerating axons are traced with CTB 

(magenta). The red dashed line indicates the lesion site. Arrowheads point to GFP+ 

regenerating axons distal to the lesion site. (C) Principle of stereotaxic injection of CTB in the 

optic chiasm for backtracing of regenerating axons. Representative confocal pictures of whole-

mount retinas labeled with anti-CTB (magenta) and anti-melanopsin (cyan).  

 

Figure S3: The SCN expresses Slit and the RGC express their corresponding receptors 

Robo. (A) In situ hybridization showing guidance cues expression in the SCN of WT mice, in 

intact condition and at 28dpc. (B) Quantitative PCR on reverse transcription from WT SCN 

RNA, in intact condition and at 28dpc. Expression levels of Slit1, Slit2 and Slit3 normalized to 

Gapdh, relative to intact. Data are expressed as mean +/- s.e.m. N=3-5 mice in each condition. 

Unpaired t-test, ns: not significant. (C) In situ hybridization showing Robo1 and 2 expression 

in RGC of WT mice, in intact condition and at 3dpc; and in RGC of PTENfl/fl SOCS3fl/fl mice 

injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-c-myc, in intact condition, at 3dpc and at 28dpc. 

(D) Representative confocal pictures showing Robo1 and 2 expression (in situ hybridization 
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with TSA amplification, magenta) in ipRGC (labeled with anti-melanopsin, green). (E) 

Representative confocal pictures with Airyscan technology of individual growth cones in an 

explant culture of a PTENfl/fl SOCS3fl/fl retina injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-

c-myc. Robo1 and 2 (green) are expressed on growth cones, labeled with anti-β-tubulin III 

(TUJ1, cyan) and phalloidin (magenta). 

 

Figure S4: Single modulation of Robo1 or Robo2 in PSRR regenerating model is less 

efficient than Robo1 and Robo2 deletion. (A) Confocal picture of whole optic nerves and 

optic chiasm 28 days post unilateral optic nerve crush (28dpc) in PTENfl/fl SOCS3fl/fl Robo1+/- , 

PTENfl/fl SOCS3fl/fl Robo1-/-, PTENfl/fl SOCS3fl/fl Robo2+/- and PTENfl/fl SOCS3fl/fl Robo2-/-. One 

eye was injected with AAV2-Cre + AAV2-CNTF + AAV2-c-myc. Regenerating axons are traced 

using CTB (white). Pictures are representative of N=3-5 animals in each condition. Zoom 

pictures: the SCN is indicated with the yellow dashed line on the maximum projection panel 

and on the XZ orthogonal section panel. (B) Left: quantification of the number of axons entering 

the SCN. Data are expressed as mean +/- s.e.m. One-way ANOVA with Dunnett’s correction, 

*** p-value = 0.0005, ns: p-value = 0.6335, not significant. Right: distribution of axons entering 

the ipsilateral and the contralateral SCN. Data are expressed as mean +/- s.e.m.  

 

Figure S5: Light exposure triggers c-fos expression in the SCN. (A) Confocal pictures 

showing SCN expression of c-fos (magenta) in intact condition, where mice were subjected to 

light or left in the dark, and in control condition at 28dpc. The SCN is indicated with a white 

dashed line. Each picture is representative of N=3-5 mice. (B) Corresponding quantification of 

the number of c-fos+ cells per mm2 section in the SCN. Data are expressed as mean +/- s.e.m. 

One-way ANOVA with multiple comparisons, **** p-value < 0.0001. 
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DISCUSSION et PERSPECTIVES 
 

Toutes atteintes du système nerveux central (SNC) qu’elles soient traumatiques ou la 

conséquence de maladies neurodégénératives conduisent à des pertes irréversibles des 

fonctions motrices, cognitives et/ou sensorielles. En effet, le SNC est incapable de régénérer 

contrairement au système nerveux périphérique. C’est pourquoi la régénération du SNC est 

un domaine de recherche essentiel ayant pour objectif la reconstruction des circuits nerveux 

fonctionnels pour les patients. C’est dans cette optique que des chercheurs ont mis au point 

des approches génétiques qui promeuvent une régénération à longue distance des axones du 

SNC (Park et al. 2008; He et Jin 2016). Parmi ces approches, les plus convaincantes et 

efficaces reposent sur la combinaison de différentes modulations génétiques. C’est le cas du 

modèle PSM que nous utilisons dans le laboratoire : il combine l’activation des voies mTOR 

(par délétion de son inhibiteur PTEN), JAK/STAT (par surexpression de CNTF et délétion de 

SOCS3) et c-myc (surexpression de c-myc) (Belin et al. 2015). Pour ce faire, nous utilisons le 

système visuel et le modèle de lésion par pincement du nerf optique. Nous modulons 

l’expression génétique des cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) qui sont les neurones 

envoyant leur axone jusqu’au cerveau via le nerf optique. Ainsi, nous obtenons une 

régénération robuste à longue distance qui s’étend de l’œil jusqu’au cerveau. Cependant, nous 

observons de graves défauts de guidage de la part des axones qui régénèrent. En effet, ces 

derniers semblent perdus : ils ne se connectent pas au bon endroit et peuvent même créer 

des connexions aberrantes qui pourraient compromettre le retour des fonctions normales 

(Wang et al. 2015). De plus, on ne sait pas combien d’axones reconnectés sont nécessaires 

au bon fonctionnement du circuit (de Lima et al. 2012; Wang et al. 2015).  

Par ailleurs, en utilisant ce type d’approches, plusieurs chercheurs ont montré une 

réinnervation des cibles cérébrales s’accompagnant d’un retour des fonctions. C’est le cas de 

de Lima et collaborateurs, utilisant la délétion de PTEN associée à l’injection de Zymosan et 

d’AMPc. Cependant, les résultats obtenus dans cette étude ne semblent pas pouvoir être 

reproduits, en découle l’absence de publications reposant sur ce modèle de régénération 

(de Lima et al. 2012). D’autre part, Lim et ses collaborateurs combinent l’activation de la voie 

mTOR avec une stimulation visuelle et obtiennent une réinnervation de différentes cibles 

visuelles (NSC, dLGN, vLGN, OPN, MTN, SCol) ainsi qu’un retour partiel des fonctions (Lim 

et al. 2016). Toutefois, les tests de comportement ayant pour but d’évaluer le retour de l’acuité 

visuelle, ont été réalisés sur des groupes d’animaux assez petits (n=3). De plus, le nombre 

d’axones parvenant aux différentes cibles est également faible et les expériences réalisées ne 

semblent pas avoir pu être reproduites par la suite. Ceci soulève l’hypothèse d’une lésion 

incomplète et de la présence d’axones non lésés résiduels. Le manque de robustesse dans 
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ces études laisse le champ libre à de nouvelles méthodes dans le but de réparer le système 

nerveux central lésé notamment en guidant les axones qui régénèrent jusqu’à leurs cibles 

cérébrales correctes. 

L’étude du guidage axonal est primordiale dans le contexte de la régénération chez 

l’adulte pour pouvoir permettre la reconstruction des circuits nerveux. Effectivement, le 

guidage axonal a été largement étudié au cours du développement puisqu’il s’agit de la période 

pendant laquelle les neurones en cours de croissance projettent leur axone sur de très longues 

distances pour créer et connecter tous les circuits neuronaux que l’on retrouve chez l’adulte. 

J’ai donc dans un premier temps caractérisé l’expression des molécules de guidage dans 

le système visuel adulte en condition intacte. Je me suis ensuite intéressée à l’effet de la 

lésion du nerf optique sur leur expression dans les différentes cibles cérébrales des CGR. 

Enfin, dans une deuxième partie, j’ai mis à profit nos connaissances des molécules de guidage 

dans le cerveau adulte pour moduler l’expression de certaines d’entre elles afin de modifier 

la navigation des axones en cours de régénération et de permettre la reconnexion d’une de 

leur cible spécifique : le noyau suprachiasmatique. J’ai ainsi mis en évidence l’importance de 

prendre en compte le guidage axonal dans les thérapies visant à reconstruire les circuits 

nerveux après une lésion dans un système mature. Ces résultats novateurs amènent toutefois 

des questions et de nouvelles perspectives qui seront évoquées dans cette partie. 

I – Défis techniques  

A – Approches ex vivo 
Le guidage axonal a principalement été étudié au cours du développement. L’observation de 

la navigation axonale dans un système en cours de croissance est facilement réalisable. En 

effet, on peut mettre en culture des explants de tissus embryonnaires (notamment de rétine) 

et décrire les projections des axones qui en sortent aussitôt. Cependant, l’étude du guidage in 

vivo dans un système mature est beaucoup plus complexe. De fait, un explant de tissu 

provenant du SNC adulte n’est pas capable de régénérer. C’est pourquoi, afin d’étudier la 

réponse des axones adultes aux molécules de guidage environnantes, nous avons mis en 

place des manipulations de cultures d’explants rétiniens adultes provenant de souris ayant 

des capacités régénératives (PTEN-/-SOCS3-/- ou PTEN-/-SOCS3-/- + CNTF + c-myc). Nous 

avons optimisé cette mise en culture pour permettre à l’explant de rester fixé sur un substrat 

et aux axones de pouvoir en sortir pour pousser (Schaeffer et al. 2020).  

Nous avons décrit que les molécules de guidage sont toujours exprimées dans le système 

visuel adulte (Vilallongue et al. 2022). Grâce à l’analyse d’études transcriptomiques, nous 

savons que les récepteurs à ces molécules sont exprimés par les CGR adultes (Rheaume et 

al. 2018; Tran et al. 2019). D’une part, afin de savoir si ligand et récepteur sont toujours 

capables d’interagir ensemble dans un système mature et afin de définir le type de réponse 
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qu’ils engendrent, nous avons combiné nos cultures d’explants qui régénèrent avec une 

manipulation de stripe assay. Nous avons transposé cette manipulation qui se fait 

principalement au cours du développement (Knöll et al. 2007) sur notre modèle adulte de 

régénération. Ainsi, nous avons pu analyser la préférence des axones qui régénèrent par 

rapport à une molécule de guidage d’intérêt, et définir si les axones répondaient toujours à ces 

facteurs chez l’adulte. 

D’autre part, après avoir observé l’évitement du noyau suprachiasmatique (NSC) par les 

axones en cours de régénération, nous avons utilisé une approche candidat et montré que les 

molécules répulsives Slit1, Slit2 et Slit3 étaient exprimées dans le NSC. Afin de vérifier 

l’hypothèse selon laquelle les Slits seraient responsables de cette absence d’innervation, nous 

voulions déterminer si les axones en cours de régénération répondaient à ces ligands. Pour 

cela, nous avons mis en place une expérience de coculture avec des explants rétiniens PSM 

adultes et des explants de NSC adultes. J’ai microdisséqué les NSC provenant de différentes 

lignées de souris afin d’avoir les conditions suivantes : un NSC exprimant Slit1, Slit2 et Slit3 

(WT), ou Slit1 et Slit2, ou Slit1 seulement, ou Slit2 seulement, ou aucun Slit. Nous avons ainsi 

pu décrire que les axones en cours de régénération évitent le NSC sauvage, qui exprime les 

Slits, et qu’ils poussent dans des directions aléatoires (même en direction du NSC) lorsque les 

Slits sont délétés. La mise en place de cette manipulation est complexe puisqu’il faut isoler 

correctement les différents explants (de rétine et de NSC), il faut ensuite les mettre en culture 

en les fixant sur un substrat, et enfin, pour observer la pousse des axones en 3D, il est 

nécessaire d’emprisonner les deux explants dans un dôme de collagène, sans que le tout ne 

se décolle. De plus, pour la mise en place de cette expérience, il faut d’abord obtenir les NSC 

exprimant différemment les Slits. 

 B – Chirurgie stéréotaxique et modulation des facteurs de guidage in vivo 
Pour cette étape préalable, j’ai mis en place une chirurgie stéréotaxique afin de moduler 

l’expression des Slits directement dans le NSC de souris adultes. La chirurgie stéréotaxique 

est largement utilisée dans le domaine des neurosciences. Cependant, l’injection de virus dans 

le NSC n’est pas répandue. En effet, le NSC est une très petite structure de 10 000 cellules 

qui se trouvent dans la partie ventrale du cerveau. Il a donc fallu définir les coordonnées 

permettant de viser le NSC spécifiquement tout en évitant les dommages tels que des 

hémorragies dues à la traversée complète du cerveau. De plus, une fois les coordonnées 

définies, il est nécessaire de les ajuster selon la souche de souris utilisée ainsi que leur âge.  

Après la modulation des récepteurs Robos dans les CGR, nous observons que leurs axones 

entrent à nouveau dans le NSC. Nous savons que le NSC est normalement innervé par la 

sous-population des CGRip. Afin de déterminer quelles sont les CGR qui reconnectent le NSC, 

j’ai mis à profit mon expertise en chirurgie stéréotaxique pour injecter un virus rétrograde dans 
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le NSC et repérer quelles sont les CGR qui l’expriment au niveau de la rétine. Pour cela, j’ai 

d’abord développé un virus Cre-recombinase exprimé sous un promoteur spécifique du NSC, 

afin d’exprimer les virus exclusivement dans ce noyau. J’ai réalisé une première injection de 

cette Cre et du TVA (protéine conférant la compétence d’infection aux virus de la rage) dans 

le NSC et une semaine après, j’ai injecté au même endroit le virus de la rage. A l’heure actuelle, 

je conduis une expérience contrôle sur des souris TdTomato intactes afin d’observer le virus 

de la rage dans les CGRip de la rétine. Je réaliserai prochainement cette manipulation sur les 

souris PSRR dont les axones régénèrent et rentrent à nouveau dans le NSC. Ces 

manipulations sont très complexes puisqu’elles nécessitent une parfaite optimisation en amont 

et consistent à deux injections très précises, au même endroit dans le cerveau avec un 

intervalle d’une semaine les séparant, sans compter les risques pour la survie de l’animal. 

Toutefois, cette expérience fonctionne en laboratoire et permettra de répondre à notre 

interrogation sur l’identité des CGR qui reconnectent le NSC dans notre modèle PSRR.  

 C – Imagerie 
Enfin, pour observer les projections des axones dans le modèle PSM puis dans le modèle 

PSRR, nous avons également optimisé un protocole de transparisation permettant de 

visualiser leur navigation en 3D. Cette étape était essentielle pour l’observation adéquate de 

nos résultats et leur analyse. 

 

II – Conclusions 
Dans le premier projet, nous avons réalisé la carte d’expression des molécules de guidage 

dans les différentes cibles du système visuel adulte (Vilallongue et al. 2022) ; nous allons 

discuter ici des expériences qui pourraient être réalisées ensuite.  

Grâce aux études transcriptomiques des CGR adultes en condition intacte et pendant la 

régénération de Rheaume et ses collaborateurs (Rheaume et al. 2018) et de Tran et ses 

collaborateurs (Tran et al. 2019), nous avons pu décrire que les transcrits des récepteurs des 

molécules de guidage sont également exprimés chez l’adulte. Toutefois, il serait intéressant 

de se focaliser sur l’expression protéique de ces récepteurs. Tel que réalisé par Belin et ses 

collaborateurs, une analyse de spectrométrie de masse pourrait être conduite après un tri 

cellulaire des CGR adultes en condition intacte et 28 jours après la lésion, afin d’obtenir les 

cartes d’identité de guidage de chaque CGR (Belin et al. 2015). Dans cette étude, le 

précurseur de PlexinA1 est notamment mis en évidence.  Il serait intéressant de définir si les 

différentes sous-populations de CGR ont des signatures de guidage différentes ou non au 

niveau protéique. 
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De plus, dans le projet de réinnervation du NSC, nous nous sommes focalisés sur les 

récepteurs Robos des molécules répulsives Slits. Cependant, les Slits, notamment Slit2, 

interagissent également avec PlexinA1 (Delloye-Bourgeois et al. 2015). La caractérisation de 

l’expression de PlexinA1 dans les CGR adultes serait ainsi pertinente. En effet, peut-être qu’en 

délétant PlexinA1 en plus des Robos, on potentialiserait l’effet observé et améliorerait la 

réinnervation du noyau suprachiasmatique. De surcroît, dans notre modèle de réinnervation 

du NSC (modèle PSRR), les axones entrent dans le noyau dorsalement. Cependant, pendant 

le développement, ils innervent le NSC par le côté ventral. Nous pouvons imaginer que la 

délétion des Robos dans les CGR privilégie l’interaction des récepteurs Plexins présents sur 

les cônes de croissance des CGR en cours de régénération avec les Slits exprimés dans le 

NSC, ce qui modifierait spatialement le point d’entrer des axones. 

Afin de prouver que la modulation du guidage chez l’adulte était possible, nous ne nous 

sommes focalisés que sur deux phénomènes : la traversée de la ligne médiane (Vilallongue 

et al. 2022) et l’innervation du NSC qui est la première cible rencontrée par les CGR au cours 

de leur régénération. Il faudrait observer jusqu’où les axones de notre modèle de régénération 

arrivent dans le cerveau adulte et étudier la réinnervation des cibles plus distales telles que le 

dLGN et le SCol. On pourrait également mettre en place des chirurgies stéréotaxiques afin 

d’atteindre ces autres cibles et de moduler l’expression de molécules de guidage pour 

permettre leur réinnervation.  

De plus, il est fort probable que des molécules de guidage soient également présentes tout le 

long de la navigation des axones, pas qu’au niveau de leur cible. Une des observations qui 

pourrait le confirmer est le fait que certains axones des CGR dans notre modèle PSM 

retournent dans l’œil dont ils proviennent et d’autres vont connecter le deuxième œil. Ces 

trajectoires aberrantes semblent toutefois définies et pourraient faire intervenir des molécules 

de guidage localement dans les nerfs optiques et les tractus. En effet, une étude récente 

montre que des connexions rétine-rétine ont lieu pendant le développement (Murcia-Belmonte 

et al. 2019). Cette communication entre les deux yeux semble nécessaire pour permettre la 

coordination bilatérale du raffinement axonal. Peut-être que les axones projetant d’un œil vers 

l’autre pendant la régénération récapitulent des mécanismes du développement. Il serait donc 

intéressant de décortiquer la composition en molécules de guidage de tous les tractus 

empruntés par les axones pour avoir une vue d’ensemble sur la carte de guidage dans le 

système visuel adulte. Ceci pourrait se faire en microdisséquant les nerfs optiques et les 

tractus ainsi que les tissus cérébraux avoisinants pour les analyser en spectrométrie de masse 

et définir les facteurs de guidage qui s’y cachent.  
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III – Perspectives 

A – Régulation spatio-temporelle des molécules de guidage 
L’étude de l’expression des molécules de guidage au cours du développement et de 

l’innervation du dLGN en tant que preuve de concept (Vilallongue et al. 2022), montre qu’une 

chorégraphie millimétrée a lieu et ce, probablement dans toutes les cibles cérébrales. En effet, 

l’expression des facteurs de guidage est finement régulée au cours du temps et dans l’espace, 

au sein-même du dLGN, et chaque molécule possède sa propre chorégraphie. Cette 

régulation fine est nécessaire pour la bonne innervation du dLGN et des autres cibles. Elle 

repose notamment sur des changements de réponse (attractive vers répulsive et inversement) 

tels qu’observés au cours de la décussation au niveau du chiasma optique (décrite dans le 

chapitre 2 – VI de l’introduction) ou des modulations d’expression des molécules ou de leurs 

récepteurs. En effet, des modifications transcriptionnelles et traductionnelles régulent 

l’expression des facteurs de guidage et de leurs récepteurs, leur conférant cette rapidité de 

changement de réponses (Stoeckli 2018). D’une part, il semble que les axones commencent 

à exprimer des récepteurs sur leur cône de croissance quand ils s’approchent d’une cible 

intermédiaire ou finale : cette modification transcriptionnelle n’est pas encore bien définie. Par 

exemple, Shh induit l’expression de Hhip (son récepteur sur les axones qui ont déjà traversé 

la ligne médiane) une fois que l’axone a passé la ligne médiane (Bourikas et al. 2005; Wilson 

et Stoeckli 2013). D’autre part, des modifications traductionnelles régissent l’expression des 

molécules de guidage. Par exemple, la sensibilité des axones des CGR à Sema3A est régulée 

par le contrôle traductionnel de Neuropilin1 par des micro-ARN (Baudet et al. 2011).  

Nous avons déterminé que les molécules de guidage exprimées dans le système visuel adulte 

sont stables au cours du temps et même après la lésion. Cette carte de guidage immuable 

contribue à l’impossibilité de réinnervation des régions cérébrales. C’est pourquoi, il sera 

nécessaire de décortiquer l’évolution de l’expression de chaque facteur impliqué dans 

l’innervation d’une cible pour pouvoir la retranscrire dans un contexte de régénération et 

permettre la réinnervation. Il s’agit ici d’un premier niveau de complexité à prendre en compte 

pour permettre la reconstruction des circuits lésés. 

B – Interaction entre les molécules de guidage et régulations  
Pendant le développement, le guidage axonal ne consiste pas seulement en l’interaction entre 

un ligand présent dans l’environnement et son récepteur exprimé sur le cône de croissance 

au bout de l’axone. En effet, il existe de nombreux exemples de communication (« crosstalk ») 

entre différents facteurs de guidage. C’est le cas de Netrin1 qui a besoin de Shh et VEGF pour 

attirer les axones commissuraux à la « plaque du plancher » (« floor plate » FP) (Charron et 

al. 2003), ou encore les Slits qui repoussent les axones ayant déjà traversé la FP, qui 

travaillent en association avec les Sema3 (Zou et al. 2000; Nawabi et al. 2010). Il faudra donc 
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déterminer si ces interactions existent chez l’adulte et les prendre en compte afin de 

promouvoir une navigation optimale des axones en cours de régénération permettant in fine 

une reconstruction du circuit neuronal.  

C – Hétérogénéité dans la rétine 
Dans le contexte de la régénération, nous nous intéressons particulièrement aux cellules 

ganglionnaires de la rétine (CGR). Celles-ci sont constituées de 46 sous-populations 

différentes de neurones (Tran et al. 2019). Lorsqu’on réalise la lésion du nerf optique par 

pincement, on affecte toutes les CGR puisqu’elles envoient toutes leur axone dans le nerf 

optique pour connecter le cerveau. Cependant, les CGR ont des réponses différentes à la 

lésion selon leur catégorie. En effet, certaines sous-populations de CGR survivent mieux à la 

lésion que d’autres. Par exemple, 80% des α-CGR survivent après la lésion des nerfs optiques 

ainsi que 70% des CGRip M1 (Duan et al. 2015). Une étude basée sur une analyse single-cell 

de l’ARN des CGR adultes montrent qu’il existe 46 sous-types de CGR qui possèdent des 

signatures transcriptomiques différentes (Tran et al. 2019). Ces résultats mettent en évidence 

que le potentiel de résilience des différentes sous-populations de CGR n’est pas le même. 

Cette hétérogénéité au sein de la rétine concerne la capacité de survie des CGR mais aussi 

leur potentiel de régénération. En effet, toutes les CGR ne sont pas modulables de la même 

manière, c’est-à-dire qu’un neurone a sa propre réponse à une modulation moléculaire (Duan 

et al. 2015; Tran et al. 2019). Une étude récente montre par exemple que la surexpression de 

Sox11 dans les CGR promeut la régénération des CGR non-α alors qu’elle tue les CGR-α 

(Norsworthy et al. 2017). Une autre analyse a démontré que les CGRip étaient à la fois des 

neurones résistants à la lésion et qu’ils étaient prompts à régénérer (Bray et al. 2019).  

Pour permettre la reconstruction fonctionnelle du circuit nerveux, il faudra donc trouver un 

moyen de faire régénérer toutes les sous-populations de CGR pour ainsi leur permettre de 

reconnecter correctement leurs cibles spécifiques. Cette hétérogénéité de la rétine soulève 

également la question de la réponse spécifique aux molécules de guidage selon la nature du 

neurone en cours de régénération : peut-être qu’une CGR-α pourra répondre à une molécule 

de guidage mais pas une CGR non-α. Ceci ajoute un niveau de complexité supplémentaire à 

prendre en considération pour la reformation du circuit.  

Grâce aux différentes lignées de souris rapportrices pour les différentes sous-populations de 

CGR (Tran et al. 2019), il serait intéressant d’étudier et de définir la réponse de chacune 

d’entre elles aux molécules de guidage. 

D – Réinnervation des cibles cérébrales 

 1 – Nombre d’axones nécessaires et leur identité 

Les modèles de régénération à longue distance permettent d’envisager une reconnexion des 

circuits neuronaux. Toutefois, on ne sait pas combien d’axones doivent se reconnecter à leurs 
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cibles pour que le circuit soit de nouveau fonctionnel. En effet, dans notre modèle de 

régénération et de réinnervation du NSC nommé PSRR (PTEN-/-SOCS3-/-Robo1-/-Robo2-/- + 

CNTF + c-myc), on observe que le nombre d’axones qui entrent à nouveau dans le NSC est 

significativement augmenté. Cependant, on ne sait pas s’ils suffisent à réactiver la fonction du 

NSC. De plus, il nous faudra définir les sous-populations des CGR qui envoient leur axone 

dans le NSC. Comme évoqué précédemment, les CGRip innervent normalement le noyau et 

l’expérience de traçage rétrograde avec le virus de la rage nous permettra de vérifier l’identité 

des neurones qui connectent le NSC. Il n’est pas exclu que d’autres sous-populations de CGR 

projettent leur axone dans le NSC tout en permettant son bon fonctionnement. En effet, on 

peut imaginer qu’un autre type neuronal que les CGRip pourrait transmettre une information 

lumineuse aux neurones du NSC dans notre modulation de régénération.  

Il faudrait donc définir un nombre d’axones nécessaires au re-fonctionnement des cibles du 

système visuel et déterminer si l’identité des neurones qui envoient leur axone est essentielle 

à l’activité de la cible.  

2 – Projections ipsi- et controlatérales 

Nous savons que les cibles du système visuel sont connectées à 95% par les projections 

controlatérales et à 5% par les axones ipsilatéraux, à l’exception du NSC qui reçoit la même 

proportion des deux types de projections. En effet, certains axones des CGRip qui innervent 

le NSC créent une collatérale lorsqu’ils arrivent en face du noyau permettant à un neurone de 

connecter les deux parties (Fernandez et al. 2016). Dans notre modèle PSRR de réinnervation 

du NSC, nous n’avons pas observé ce phénomène de dédoublement d’axones. Il serait 

probablement nécessaire de définir les mécanismes moléculaires à l’origine de ce processus 

et de les appliquer chez l’adulte dans un contexte de régénération pour permettre une 

réinnervation correcte du NSC à 50%-50% par les projections ipsi- et controlatérales.  

Des études ont permis de mettre en évidence que les CGR avaient une signature 

transcriptomique particulière selon si elles projettent ipsilatéralement ou controlatéralement 

(Wang et al. 2016). Il faudrait vérifier si cette signature est conservée pendant la régénération 

et sinon, une modulation des CGR serait nécessaire pour permettre une bonne décussation 

des axones. 

3 – Cartes rétinotopiques 

Comme décrit dans l’introduction, les axones des CGR ne connectent pas aléatoirement les 

cibles du système visuel. Chaque sous-population de CGR qui innerve une cible le fait dans 

une partie spécifique de celle-ci (Figure 4). De plus, il en est de même pour les projections 

ipsi- et controlatérales qui ont un positionnement bien particulier. Dans le dLGN, par exemple, 

les projections ipsilatérales se concentrent au centre du noyau et sont entourées par toutes 

les projections controlatérales. Il serait intéressant d’étudier de quelle manière les axones en 
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cours de régénération réinnerveraient le dLGN. Ainsi, on pourrait déterminer si les 

mécanismes moléculaires mis en jeu pendant l’innervation initiale du noyau sont maintenus 

chez l’adulte pendant la régénération.  

4 – Stabilité et maintien des synapses 

Au cours du développement, quand un axone rencontre sa cible, une synapse se forme. Celle-

ci va soit être renforcée et conservée, soit elle va être élaguée par le mécanisme appelé 

« pruning ». Ce phénomène est notamment observable au cours de l’innervation du dLGN 

(Kerschensteiner et Guido 2017). Comme indiqué dans l’introduction, les molécules de 

guidage sont fortement impliquées dans ces mécanismes. 

Il serait intéressant d’observer si la réinnervation des cibles pendant la régénération conserve 

ces mécanismes de premières connexions, renforcement et pruning. De plus, si la 

réinnervation des cibles cérébrales implique une modulation de l’expression des molécules de 

guidage, il faudra être vigilant sur l’effet de cette modification sur le pruning mais aussi le 

maintien de la stabilité synaptique. 

En effet, pour valider la réinnervation des cibles, il est primordial d’étudier la stabilité du circuit 

nouvellement formé dans le temps. Il faudra alors s’assurer que les molécules de guidage 

continuent de jouer leurs rôles dans la formation des synapses, l’élagage, la formation de la 

mémoire et la plasticité. 

E – Myélinisation des axones régénérés 
La myélinisation est essentielle pour la conduction rapide des informations par les axones. 

Malgré la possibilité de régénération des axones du SNC grâce aux modulations moléculaires, 

le retour des fonctions, s’il a lieu, reste très partiel (He et Jin 2016; de Lima et al. 2012). En 

effet, le manque de myélinisation des axones nouvellement régénérés empêche la conduction 

des informations lumineuses. Par exemple, Bei et ses collaborateurs ont montré que malgré 

une approche combinatoire menant à une forte régénération et même à la formation de 

synapses fonctionnelles, les potentiels d’action n’étaient pas transmis entre l’œil et le colliculus 

supérieur à cause du manque de myélinisation des axones (Bei et al. 2016). En administrant 

des bloqueurs de canaux de potassium voltage-dépendant, ils ont augmenté la conduction de 

l’information dans les axones non-myélinisés et ont amélioré l’acuité visuelle des animaux, 

soulignant l’importance de la conduction de l’information. C’est pourquoi la remyélinisation des 

axones régénérés contribuerait aux retours des fonctions. Dans cet objectif, Wang et ses 

collaborateurs ont mis en évidence que les précurseurs des oligodendrocytes (OPCs) 

proliféraient après une lésion du nerf optique mais qu’ils ne parvenaient pas à se différencier 

en oligodendrocytes matures possédant la capacité de myélinisation. La lésion induit une 

surexpression de GPR17 qui inhibe la transition des OPCs et une activation de la microglie 
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qui fait de même. Ainsi, en bloquant GPR17 et la microglie, ils ont permis une remyélinisation 

des axones qui ont régénéré (Wang et al. 2020).  

Pour permettre le retour des fonctions il faudrait donc combiner : régénération, modulation du 

guidage axonal et remyélinisation.  

F – Être prudent en modulant les molécules de guidage 

1 – Ne pas affecter les fonctions physiologiques des molécules de guidage chez l’adulte 

Comme discuté dans le dernier chapitre de l’introduction, les molécules de guidage jouent de 

nombreux rôles physiologiques chez l’adulte (mise en place de la cicatrice gliale, participation 

à la régénération dans le SNP, rôle dans la formation et la stabilisation des synapses, 

communication cellulaire et maintien des niches de cellules souches). Lorsque nous modulons 

l’expression des molécules de guidage pour permettre la bonne navigation des axones en 

cours de régénération jusqu’à leurs cibles, il faut garder en tête que ces dernières ont des 

rôles importants dans la physiologie adulte. Il faudra donc réaliser ces modulations très 

ponctuellement et localement pour que les molécules de guidage puissent continuer d’assurer 

leurs rôles physiologiques. 

2 – Attention aux conséquences 

Il a été démontré qu’une modification dans l’expression des molécules de guidage peut avoir 

des conséquences dramatiques. En effet, ces modifications qui apparaissent de manière 

spontanée, conduisent au vieillissement (Bisaz et al. 2013), mais plus sévèrement à des 

troubles neurologiques (Sheng, Leshchyns’ka, et Sytnyk 2015; Lesnick et al. 2007; Antonell et 

al. 2013) et à des cancers (Dallol et al. 2003; Biankin et al. 2012).  

C’est pourquoi la modulation du guidage pour permettre la redirection des axones en cours de 

régénération doit se faire très prudemment pour ne pas obtenir des effets secondaires 

indésirables.  

 

Pour conclure, nous avons démontré que la régénération axonale ne suffit plus pour 

promouvoir la reconstruction des circuits neuronaux après une lésion. En effet, les graves 

défauts de guidage observés soulignent l’importance de moduler le guidage axonal chez 

l’adulte. Cependant, cette modulation est très difficile puisqu’elle doit tenir compte de différents 

niveaux de complexité : régulation spatio-temporelle de l’expression des molécules de 

guidage, interaction entre les facteurs de guidage, hétérogénéité de réponses des CGR dans 

la rétine (différentes sous-populations), réinnervation correcte des cibles (cartes 

rétinotopiques, nombre d’axones nécessaires, projections ipsi- et controlatérales, stabilité et 

maintien des synapses), myélinisation des axones régénérés. Et enfin, cette modulation ne 

doit pas altérer les fonctions physiologiques assurées par les molécules de guidage chez 
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l’adulte ni conduire au développement de pathologies. La route est encore longue, mais nos 

travaux contribuent à faire avancer les connaissances sur le guidage axonal chez l’adulte et 

sur le fait que sa modulation est possible et très prometteuse pour la reconstruction des circuits 

neuronaux.  
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Abstract 

In the adult mammalian central nervous system (CNS), axons fail to regenerate spontaneously after 

injury, due to a combination of extrinsic and intrinsic factors. Despite recent advances targeting the 

intrinsic regenerative properties of adult neurons, the molecular mechanisms underlying axon 

regeneration are not fully understood. Here, we uncover a regulatory mechanism that controls the 

expression of key proteins involved in regeneration at the translational level. Our results show that 

mRNA-specific translation is critical to promote axon regeneration. Indeed, we demonstrate that specific 

ribosome-interacting proteins, such as the protein Huntingtin (HTT), control selectively the translation 

of a specific subset of mRNAs. Moreover, modulating the expression of these translationally regulated 

mRNAs is crucial to promote axon regeneration. Altogether, our findings highlight that selective 

translation through customization of the translational complex is a key mechanism of axon regeneration 

with major implications in the development of therapeutic strategies for CNS repair. 

 

Introduction 

In adult mammals, central nervous system (CNS) neurons are unable to regenerate after injury, leading 

to a permanent and irreversible loss of motor and/or cognitive functions. While studies have focused on 

the growth-inhibitory role of the environment after injury1,2, it is now clear that the regeneration failure 

of injured axons depends on the intrinsic properties of adult neurons3. Large-scale analysis of neuronal 

populations allowed to identify several factors, essential for neuroprotection and regeneration and 

actively controlled during development, including mTOR4, Krüppel-like factors5 and JAK/STAT6. 

Furthermore, the lesion itself triggers regulation of molecular signaling pathways, which further impairs 

the intrinsic regeneration ability of injured neurons7. In the visual system, proteomic and transcriptomic 

data analyses have established the impact of axon injury on retinal ganglion cells (RGC) response, 
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thereby highlighting how the injury blocks survival and growth programs, and favours cell death-

associated ones7–9. 

The modulation of several signaling pathways, alone or in combination, can promote long-distance CNS 

regeneration4,5,7,10, yet only few neurons are able to respond to such modulation, and it remains 

challenging to obtain sufficient axon growth to rebuild a functional circuit. Therefore, there is a need to 

identify new candidates to promote axon regeneration. Previously, comparative proteomic analysis of 

RGC in intact condition and after optic nerve injury highlighted the wild-type (WT) form of the protein 

Huntingtin (HTT) as a key regulator of the neuronal injury response7. Consistently, HTT has been 

identified as a central signaling hub of neural progenitor cell grafting-induced regeneration in the 

lesioned spinal cord11. However, the underlying mechanisms remain unknown, as are HTT’s 

physiological functions in the adult CNS. 

Indeed, HTT is best described for causing Huntington’s neurodegenerative disease when mutated. HTT 

mutation consists in abnormal CAG expansion in gene’s exon 1, leading to a toxic poly-glutamine 

stretch in the N-terminal region12. Interestingly, HTT has been linked to several biological processes 

critical for neuronal survival and axon regeneration. HTT interacts with microtubule-associated 

molecular motors to control axonal transport13, a major process involved in intrinsic regenerative 

properties of neurons. In particular, HTT is key in the regulation of brain-derived neurotrophic factor 

(BDNF) transport14, involved in neuroprotection15. 

In order to unlock CNS regenerative properties, many studies have focused on transcriptional regulation 

during development or after injury. Yet, transcriptional modulation is not sufficient to fully recapitulate 

axon growth. In contrast, the process of mRNA translation into proteins, the functional readout of gene 

expression in cells, remains poorly described in this context. Even though mTOR activation triggers 

axon growth, its exact contribution to translational control in axon regeneration is not described. Protein 

synthesis is a highly ordered process that involves, along with messenger RNA (mRNA) and transfer 

RNA (tRNA), the translational complex, composed of the ribosome, translation factors and non-

canonical associated factors16. Several studies point out that mRNA and protein levels correlate only 

partially in cells17, depending on cell types and physio-pathological conditions. 

In this study, we show that HTT is dynamically regulated upon optic nerve injury and that it is 

indispensable for axon regeneration. Through the analysis of HTT phospho-mutant mouse lines, we 

show that HTT-mediated control of axon regeneration is not based on its role of regulator of BDNF 

axonal transport. We further show that HTT interacts with the translational complex and that it does not 

control translation at the global level. Using comparative transcriptomic and translatomic analysis, we 

show that HTT regulates specifically the association of a subset of regeneration-associated mRNAs to 

ribosomes, thereby controlling their expression at the level of translation and not transcription. This is 

the case of the mRNA target Tox2, positively regulated by HTT at the translational level. Finally, 

modulation of the HTT translationally-regulated target Tox2 is critical to achieve axon regeneration of 

lesioned RGC in the adult CNS. Altogether, we provide evidence that the interaction of specific proteins 

such as HTT with ribosomes leads to the translation of specific mRNAs. Our results point out the key 

role of selective translation, through ribosome customization, in CNS axon regeneration. 

 

Results 

HTT is required for axon regeneration  
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Several studies have suggested that HTT is involved in CNS regeneration, although the underlying 

mechanisms remain unknown7,11. HTT is ubiquitously expressed in the nervous system18, but few data 

are available on the visual system. We first analysed HTT expression in the mature retina. We found 

that HTT is robustly expressed in the retinal ganglion cell (RGC) layer of adult mice, both at mRNA 

and protein levels (Figure 1A-C). We then analysed HTT expression in RGC 3 days after optic nerve 

crush injury (ONC) (3dpc). We found that HTT is downregulated after injury, at the transcript (Figure 

1A-B) and protein levels (Figure 1C). The decrease of HTT expression correlates with the reduced 

regeneration capacity following CNS axon injury. 

To determine the role of HTT in axon regeneration, we deleted HTT specifically in RGC by injecting 

Cre-expressing AAV2 (AAV2-Cre), or AAV2-placental alkaline phosphatase (AAV2-Plap) as a 

control, in the eyes of HTT-floxed (HTTfl/fl) mice19 (Figure S1A, B). In line with the decrease in HTT 

expression in lesioned, non-regenerative RGC, we observed no regeneration in the HTT-deleted 

condition (Figure S1C, D). In addition, no significant difference in RGC numbers was detected when 

comparing HTT-deleted and control RGC, neither in intact condition (Figure S1E, F) nor at 14 days 

post-injury (14dpc) (Figure S1H, I). As WT mice have a limited regenerative capacity, we used a 

system primed for regeneration to investigate HTT function in axon regrowth. The activation of mTOR 

pathway through deletion of phosphatase and tensin homolog (Pten) is a well-described paradigm of 

axon regeneration4. In contrast to WT RGC, we found that, upon mTOR activation, HTT expression 

remains stable at 3dpc compared to intact condition (Figure 1D). Therefore, to determine how HTT 

affects axon regeneration, we crossed HTTfl/fl mice with Ptenfl/fl mice and injected AAV2-Cre to co-

delete Pten and HTT in RGC (Figure S1K). Strikingly, axon regeneration at 14dpc was suppressed in 

Pten/HTT-deleted RGC in contrast to Pten deletion alone (Figure 1E, F). This effect was already 

observed at 3dpc (Figure S1L, M), indicating that HTT is required early in the regenerative process. 

These results demonstrate that HTT is essential for axon regeneration.  

We then examined whether the loss of axon regeneration induced by HTT deletion was due to a decrease 

in RGC survival. We stained whole-mount retinas for RBPMS (RNA-binding protein with multiple 

splicing), a specific RGC marker20. No significant difference was found between Pten/HTT-deleted and 

Pten-deleted RGC in intact condition (Figure 1G, H) and at 14dpc (Figure 1J, K), which shows that 

HTT is necessary for axon regeneration but not for RGC survival. We then investigated whether the 

suppression of regeneration caused by HTT deletion is linked to an alteration in mTOR pathway. To do 

so, we analyzed the protein levels of phosphorylated ribosomal protein S6 (pS6), a functional readout 

of mTOR activation21. Numbers of pS6-positive RGC were similar in Pten/HTT-deleted and Pten-

deleted RGC, both in intact condition (Figure 1G, I) and at 14dpc (Figure 1J, L). Similarly, no 

difference in pS6 level was observed between HTT-deleted and control RGC, in intact condition (Figure 

S1E, G) and at 14dpc (Figure S1H, J). Therefore, HTT deletion does not impact mTOR activation 

induced by Pten deletion. Altogether, our results show that HTT is a critical intrinsic factor of CNS 

regeneration that acts independently of mTOR and neuronal survival. 

We then asked the extent of HTT-mediated control of regeneration and analyzed the outcome of HTT 

modulation in the peripheral nervous system (PNS). First, we assessed HTT expression in the PNS by 

focusing on the lumbar dorsal root ganglion (DRG) neurons, whose peripheral branch projects into the 

sciatic nerve. In contrast to the CNS, HTT expression remains stable in DRG after sciatic nerve injury 

(Figure S1N). We then tested the effect of HTT deletion on these neurons, via intrathecal injection of a 

Cre-expressing AAV8 (AAV8-Cre) in HTTfl/fl mice to delete HTT in DRG neurons (Figure S1O-P). 

Interestingly, HTT-deleted DRG axons displayed shorter regeneration than control ones at 3dpc, as 

shown by the regeneration index calculated at 50% of regeneration extent (Figure S1Q, R). This result 

demonstrates that HTT expression correlates with the capacity of DRG peripheral axons to regenerate 
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after sciatic nerve injury and that HTT is crucial for regeneration in the PNS, suggesting a general 

contribution of HTT to axon regeneration process. 

 

HTT control of regeneration is not mediated by its role in BDNF axonal transport 

We then sought to determine the molecular mechanism underlying HTT-mediated control of CNS 

regeneration. We hypothesized that HTT controls regeneration through its role in BDNF axon 

trafficking. Indeed, one feature consistently described for the WT form of HTT is its role as a scaffold 

protein in molecular motor complexes for intracellular trafficking of BDNF and its receptor TrkB13,14,22–

24, both of which are relevant to axon regeneration. As previously demonstrated in cortical neurons, HTT 

phosphorylation state at Serine 421 (S421) controls directionality of BDNF axonal transport22 (Figure 

2A). We verified that the phosphorylated state of HTT at S421 controls BDNF transport in adult RGC 

axons. To do so, we used an AAV2 expressing constitutively active Rheb1 (cRheb), which activates 

mTOR pathway and consequently promotes mature RGC axon growth25. We injected AAV2-cRheb in 

HTT S421A/A mice, where HTT unphosphorylable state at S421 promotes BDNF retrograde transport, 

and in HTT S421D/D mice, where HTT constitutively phosphorylated state at S421 promotes BDNF 

anterograde transport. One day after, we injected AAV2-BDNF-tdTomato to track BDNF-carrying 

vesicles. Two weeks after virus injection, we set up adult retina explant cultures26 (Figure S2A). Using 

live imaging, we showed that the S421 point mutations of HTT control indeed the directionality of 

BDNF transport in adult RGC axons, with an increase of BDNF retrograde transport in HTT S421A/A 

condition and an increase of BDNF anterograde transport in HTT S421D/D condition (Figure S2B), as 

described22. 

Next, to explore the potential role of HTT-mediated transport of BDNF in axon regeneration, we 

performed ONC and analyzed axon regeneration in HTT S421A/A and S421D/D mutant mice13,22 (Figure 

2A). This analysis revealed no difference between heterozygous (S/A, S/D), homozygous (A/A, D/D) 

and WT (S/S) mice (Figure 2B, D). We concluded from these data that enhancing HTT-mediated 

retrograde (S421A) or anterograde (S421D) BDNF transport did not improve nor alter axon 

regeneration. We also analysed RGC survival in these mutant mice and found no difference in RGC 

numbers, in intact and injured conditions (Figure 2C, E, F). Moreover, we performed the same set of 

experiments in other HTT phospho-mutant mouse lines, where Serines 1181 and 1201 (S1181/S1201) 

are mutated to control dynamics of BDNF axonal transport13,27 (Figure S2C). We also found no change 

in axon regeneration nor in RGC survival in these mutant mice (Figure S2D-H). 

As WT mice have a limited regenerative capacity, we assessed the effect of the S421 point mutations in 

a regenerative context. To do so, we activated the mTOR pathway via cRheb overexpression25 in RGC 

of the S421 phospho-mutant mice (Figure 2G). We found that AAV2-cRheb significantly enhanced 

axon regeneration, with no difference between heterozygous (S/A, S/D), homozygous (A/A, D/D) and 

WT (S/S) mice. Hence, no difference was observed in the regenerative effect of mTOR activation when 

HTT-mediated retrograde (S421A) or anterograde (S421D) transport of BDNF is modulated (Figure 

2G, H). We analysed RGC survival and pS6 protein levels and found no difference in RGC survival 

between S421 phospho-mutant and WT mice (Figure 2I-K). Altogether, these results suggest that HTT 

is involved in axon regeneration independently of BDNF axonal transport. 

 

HTT interacts with ribosomes 
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To identify the molecular mechanism by which HTT controls axon regeneration, we analysed WT HTT 

binding partners identified by Shirasaki and colleagues in the mouse brain28. We submitted the list of 

747 putative HTT-interacting proteins to network clustering analysis, using a Markov Clustering 

Algorithm with STRING program29. A dense cluster of ribosomal components was highlighted, as well 

as translation-associated factors, RNA-binding proteins and aminoacyl tRNA synthetases (Figure S3A, 

Supplementary Table 1). This analysis suggests that HTT interacts with the translational complex. We 

performed HTT immunoprecipitation using mouse embryonic fibroblasts (MEF). We found that the 

ribosomal proteins of the small subunit RPS6, and of the large subunit RPL3 and RPL22 

immunoprecipitate with HTT. This is also the case of the translation initiation factor eIF4G and the 

RNA-binding protein Pabp1, supporting HTT interaction with the translational complex (Figure S3B, 

C). 

Subsequently, we performed purification of ribosomes from MEF lysate and whole retina lysate30 

(Figure 3A). The ribosomal proteins RPL22 and RPS6 are enriched in the ribosomal fraction, while we 

observed minimal contamination of nuclear and mitochondrial components (Figure 3B). We detected 

the protein HTT in the ribosomal fraction, both in MEF and in the retina, further confirming that HTT 

interacts with the translational complex (Figure 3B). In particular, HTT co-fractionates with ribosomes 

even in increasingly stringent conditions (Figure 3C), meaning that HTT interacts strongly with 

ribosomes. Additionally, RNase I treatment of cell lysate did not remove HTT from the ribosomal 

fraction, unlike the RNA-binding protein Pabp1 (Figure 3D). Thus, our results suggest that RNA 

degradation and ribosome dissociation do not affect HTT’s presence in the ribosomal fraction, showing 

that HTT is a ribosome-interacting protein independently of RNA. 

To determine the nature of HTT interaction with ribosomes, we performed a polysome profiling on MEF 

lysate. This method allows to distinguish between the small subunit (40S), the large subunit (60S), the 

monosome (80S) and the polysomes (fractions where mRNAs carry multiple ribosomes), which are 

heavier with increasing translational activity. Interestingly, we found that HTT is present in both 40S 

and 60S fractions, in the monosome fraction, and, to a lesser extent, in the light polysome fractions 

(Figure 3E). HTT interaction with ribosomal subunits was not altered by chemical disruption of the 

ribosome (EDTA treatment), blockage of translation initiation (harringtonin treatment), blockage of 

translation elongation (puromycin treatment) and RNA degradation (RNase I treatment) (Figure S3D, 

E). mRNA is necessary for the formation of active 80S ribosomes31 and degradation of ribosomal RNA 

(rRNA) can dissociate ribosomes32. Thus, our results are consistent with the fact that HTT interacts with 

ribosomes in an RNA-independent manner. Altogether, these results demonstrate that HTT can bind to 

both subunits, independently of ongoing translation. 

We further validated this interaction specifically in RGC using in situ proximity ligation assay (PLA) 

staining of HTT and components of the ribosomal complex (Figure 3F). Using PLA on WT mouse 

retina sections, we showed that HTT interacts with rRNA and with the ribosomal protein RPS6 (Figure 

3F, G). These results demonstrate that HTT associates with the translational complex and suggest a role 

for HTT in translation regulation during CNS regeneration. 

 

HTT controls mRNA-specific translation 

Based on the interaction between HTT and the translational complex, we further investigated its role in 

controlling protein synthesis. We first examined whether HTT controls global protein translation. We 

used a Surface Sensing of Translation (SUnSET) technique to compare the level of global protein 

synthesis in WT and HTT-deleted samples. We deleted HTT by transducing HTTfl/fl MEF with a Cre-
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expressing lentivirus. Using puromycin incorporation in MEF, we found that HTT deletion had no effect 

on the level of global protein synthesis (Figure 4A). This result was confirmed in vivo, in RGC, using 

fluorescent detection of protein synthesis with the SUnSET approach by O-propargyl-puromycin (OPP) 

incorporation. As a control, the protein synthesis inhibitor anisomycin inhibited OPP incorporation in 

vivo (Figure 4B). Consistent with what was previously shown4, we observed that new protein synthesis 

significantly decreases at 3dpc in WT RGC (Figure 4C). Moreover, HTT deletion in intact RGC did 

not affect the global level of protein synthesis (Figure 4D), suggesting that HTT does not control global 

translation in vivo. 

Furthermore, we analysed how HTT affected the outcome of ONC in terms of protein synthesis in the 

regenerative condition (mTOR activation). When comparing Pten/HTT-deleted and Pten-deleted RGC, 

we saw no difference in new protein synthesis in intact condition and at 3dpc (Figure 4E, F). This was 

already the case at 12 hours post-crush (12hpc) and at 1dpc, but also at a later timepoint post-injury 

(7dpc) (Figure S4A-C). In contrast, the extent of protein synthesis was significantly lower upon ONC 

in control condition (Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap) (Figure 4F, Figure S4A-C). Altogether, these results 

show that HTT does not regulate the global rate of protein synthesis. 

Nonetheless, the interaction between HTT and the translation machinery suggests a role in the regulation 

of protein synthesis. Thus, we examined whether HTT regulates translation of specific mRNA subsets. 

To this end, we deleted HTT in MEF (Figure 5A, B) and performed RNA-sequencing of total cellular 

RNA and ribosome-associated RNA (Figure 5C). We then performed differential expression analysis 

by comparing HTT-deleted and control samples independently for both datasets (Supplementary Table 

2, Figure 5D). From this analysis, we identified 279 genes displaying differential transcriptional 

regulation and 131 genes displaying differential ribosome association upon HTT deletion (for each 

dataset: false discovery rate (FDR) p-value<0.05, |log2(fold-change)|>1) (Figure 5E). Strikingly, out of 

these 131 translationally-regulated genes, we found 115 genes for which total RNA expression level 

was unchanged (differential expressed genes (DEG) translatome only), meaning that their expression is 

not regulated at the transcriptional level (Figure 5E, Figure S5A, B). We found that the correlation 

between transcriptional and translational regulation of all differentially regulated genes is only partial 

(Figure 5F). We then normalized the log-fold-change of the translational regulation by that of the 

transcriptional regulation for all individual hits. The plot of log-fold-changes of the translatome versus 

the transcriptome revealed target mRNAs whose translation is controlled by HTT (translational changes 

only), but whose total RNA level is not modified (Figure 5G). Very interestingly, from the list of 

transcripts with differential association to ribosomes, we found receptors such as the transient receptor 

potential ion channel Trpm6 and the toll-like receptor Tlr8; signal transducers such as Wnt2b; enzymes 

such as the 5-phosphatase Inpp5j; and transcription factors such as Tox2 (Figure 5G). Importantly, 

these results highlight the strong decoupling between translational and transcriptional regulation in cells. 

Thus, our results indicate a differential mRNA association to ribosomes at single transcript level, 

conditioned by HTT-ribosome interaction. Altogether, these data support the hypothesis that HTT 

regulates the translation of a specific subset of mRNAs. 

 

HTT regulates Tox2 expression at the translational level 

We then asked whether HTT modulates axon regeneration through the control of specific protein 

translation in RGC. First, we used RT-qPCR on FACS-isolated RGC (Figure S5C) to compare the total 

level of target mRNAs between Pten/HTT-deleted and Pten-deleted conditions at 3dpc. In parallel, we 

analysed the level of ribosome-associated target mRNAs in RGC, using ribosome immunoprecipitation 

with RPL22-flag (Figure S5D-F). We isolated RNA from the immunoprecipitated fraction (Figure 
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S5G) and used RT-qPCR to compare the level of ribosome-associated mRNAs between Pten/HTT-

deleted and Pten-deleted conditions at 3dpc. Using this approach, we validated several translational 

targets that are differentially associated to ribosomes in RGC upon HTT deletion, while their total 

mRNA level is unchanged, e.g. Trarg1, Tox2 and Wnt2b (Figure 5H, I, Figure S5H). These results are 

consistent with results from HTT-deleted versus control MEF. Conversely, no difference was found for 

several mRNAs that are regulated neither at the total nor at the ribosome-associated level, e.g. Tubb3 

and Pex19 (Figure S5H). These results confirm the relevance of our in vitro dataset to injured RGC. 

Next, we focused on one of the translational targets of HTT, Tox2 (thymocyte selection-associated 

HMG-box) transcription factor (Figure 5G). Tox was previously shown to regulate corticogenesis by 

promoting division of neural progenitors and neurite outgrowth, via promotor binding of key genes such 

as Sox2, Robo2, and members of the Shh, Wnt and Notch signaling pathways33. Tox family members 

participate in the transcriptional architecture of interneurons in the developing cortex34. In the context 

of neuronal circuit repair, these features make the Tox family member Tox2 a relevant candidate for 

further analysis of axon regeneration. 

Our data reveal that Tox2 mRNA is differentially associated with ribosomes upon HTT deletion, but not 

transcriptionally regulated (Figure 5G). In situ hybridization revealed that Tox2 is expressed in mature 

RGC (Figure S5I). Furthermore, we found no difference in Tox2 mRNA level when comparing Pten-

deleted and Pten/HTT-deleted RGC, in intact condition and at 3dpc (Figure S5J, K). Using RT-qPCR 

on FACS-isolated RGC, we found no difference in the level of Tox2 mRNA between Pten/HTT-deleted 

and Pten-deleted conditions at 3dpc (Figure 5H). Conversely, using RT-qPCR on ribosome-associated 

mRNA, we found a differential association of Tox2 mRNA to ribosomes in absence of HTT, comparing 

Pten/HTT-deleted and Pten-deleted conditions at 3dpc (Figure 5I), which was not the case of Gapdh. 

From these data, we concluded that HTT is a translational regulator of Tox2 mRNA target in RGC. 

To determine how HTT regulates Tox2 translation, we performed polysome profiling on MEF. Using 

ultracentrifugation on a sucrose gradient, mRNA species were separated according to the number of 

ribosomes that they carry. Lighter fractions contain untranslated or slowly translated mRNAs, while 

heavier fractions contain actively translated mRNAs (Figure 6A). We compared HTT-deleted versus 

control MEF and assessed the distribution of Tox2 mRNA in monosomes (slow or no translation), light 

polysomes (medium translation) and heavy polysomes (fast, active translation)35,36. Interestingly, we 

found that the deletion of HTT caused the distribution of Tox2 mRNA to shift from the fast, active 

translation fractions towards the slow to no-translation fractions, while we saw no difference for the 

control mRNA Gapdh (Figure 6B). HTT deletion caused a significant increase of Tox2 mRNA in the 

monosomal fractions. Conversely, we found a significant decrease of Tox2 mRNA in the polysomal 

fractions, where mRNAs are actively translated (Figure 6C). Thus, this experiment shows that Tox2 is 

less actively translated in absence of HTT, hence that HTT positively regulates Tox2 translation. 

To confirm this result in RGC, we set up a puromycin-proximity ligation assay (puro-PLA) in vivo, 

which allows to detect nascent Tox2 protein (Figure S6A-C, Figure 6D). In intact condition, we found 

no significant difference in puromycin-Tox2 and in puromycin-Gapdh PLA-positive events, when 

comparing Pten-deleted and Pten/HTT-deleted RGC (Figure 6E-G). However, when comparing Pten-

deleted and Pten/HTT-deleted RGC at 3dpc, we found that the number of new Tox2 protein synthesis 

events was significantly lower in RGC in absence of HTT, down to control level (Figure 6H, I). 

Conversely, the number of new Gapdh protein synthesis events was unchanged in absence of HTT, but 

was significantly lower in control condition (Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap 3dpc) (Figure 6J). This was 

the case already at 1dpc (Figure S6D-F). Altogether, our data show that HTT deletion in RGC decreases 

the level of new Tox2 protein synthesis, in contrast to the level of global translation that is unchanged 
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(Figure 4F). This effect is not seen in intact RGC, but is specific to injured condition. This demonstrates 

that HTT selectively controls Tox2 protein synthesis in injured RGC. 

 

Translationally regulated target of HTT Tox2 controls axon regeneration 

To investigate whether Tox2 is implicated in HTT-mediated axon regeneration, we modulated Tox2 

expression and assessed the effects in terms of axon regeneration at 14dpc. First, we used an shRNA 

directed against Tox2 (shTox2) (Figure S6B, C) and expressed it using AAV2 injection together with 

AAV2-Cre injection in Ptenfl/fl mice (Figure 7A). This way, we knocked down Tox2 expression in Pten-

deleted RGC. Strikingly, we found that Tox2 knock-down suppresses axon regeneration at 14dpc 

(Figure 7A, B), which phenocopies HTT deletion in the same paradigm of regeneration (Figure 1E, F). 

Similarly to HTT deletion, the extent of RGC survival was unchanged (Figure S7A, B). We also found 

that pS6 protein levels were unchanged by Tox2 knock-down (Figure S7A, C), again showing that the 

suppression of the regenerative effect is not due to an alteration of the mTOR pathway. 

Conversely, we overexpressed Tox2 in Pten/HTT-deleted RGC, using co-injection of AAV2-

Cre+AAV2-Tox2 in Ptenfl/flHTTfl/fl mice (Figure 7C). We did so by cloning Tox2 coding sequence in 

the AAV vector backbone under the CMV promoter. This way, we circumvented any contribution of 

regulatory untranslated regions in Tox2 mRNA. As controls, we injected AAV2-Cre+AAV2-Plap in 

Ptenfl/fl and Ptenfl/flHTTfl/fl mice. As expected, Pten/HTT-deleted RGC showed very little regeneration 

compared to Pten-deleted RGC (AAV2-Plap injection). On the other hand, Tox2 overexpression 

significantly rescued axon regeneration in Pten/HTT-deleted RGC (Figure 7C, D). With an efficient 

overexpression of Tox2 under the CMV promoter, Tox2 protein synthesis is increased, regardless of the 

translation regulation process normally occurring in the cell, and thus produces robust regeneration even 

in Pten/HTT-deleted condition. We also tested the effect of Tox2 overexpression in WT mice and found 

no difference in terms of regeneration (Figure S7D, E), of survival or pS6 expression (Figure S7F-H). 

This result suggests that Tox2 alone is not sufficient to promote axon regeneration, but is necessary in 

the Pten-deleted paradigm. Analysis of Tox2 protein expression revealed a strong decrease in Pten/HTT-

deleted RGC in response to injury. Conversely, this drop is contained in Pten-deleted RGC, where HTT 

expression is stable even at a late timepoint after injury (14dpc) (Figure S7I). 

Altogether, our experiments provide evidence that HTT is a ribosome-associated factor that controls 

axon regeneration via the translational regulation of specific mRNAs such as Tox2. In the paradigm of 

mTOR-induced axon regeneration, the deletion of HTT or of its translationally-regulated mRNA target 

abolishes the regenerative effect. Conversely, overexpression of the translationally-regulated target 

leads to increased protein synthesis of this specific target, regardless of its normal translation regulation, 

and rescues the regenerative phenotype after CNS injury (Figure 7E). 

 

Discussion 

CNS axon regeneration is a multimodal process that involves different layers of regulation. Gene 

expression, through epigenetic and transcriptional regulation, has been extensively studied in this 

context3,37. Importantly, robust axon regeneration can be triggered by activating molecular pathways 

that are master regulators of several steps of protein synthesis, such as mTOR4,38 and c-myc, which is 

directly involved in the regulation of the translational complex and protein synthesis7,39. Yet, to which 

extent protein translation is critical to achieve axonal growth and functional recovery remains largely 

unknown. In our study, we highlight for the first time that the process of mRNA-specific translation, 
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coordinated by the functional interaction of specific factors with ribosomes, controls axon regeneration. 

We identify HTT as such a key regulatory factor whose functional association to ribosomes conditions 

neuronal regenerative response to injury. Through its interaction with ribosomes, HTT controls the 

translation of a specific subset of mRNAs, including Tox2. The translational selectivity driven by HTT 

is specific to the regenerative condition following injury. More generally, we show that specific 

translational control is as important as transcriptional control to promote axon regeneration. Through 

identification of this new regulatory mechanism, our study unravels candidate mRNAs whose selective 

translation coordinated by HTT are key for axon regeneration of injured neurons. 

Our data provide multiple pieces of evidence for a strong, mRNA-independent interaction of HTT with 

ribosomes, which confirm previous screens of HTT interactants in the brain that revealed several 

ribosomal proteins, both from the small and the large subunit28,40. We identify a new physiological 

function for wild-type HTT: the regulation of mRNA-specific translation, but not of global translation. 

The way HTT mediates mRNA-specific translation may involve binding partners that remain to be 

identified. Furthermore, our results are in line with findings related to HTT mutation in the context of 

Huntington’s disease. Indeed, the disease-related mutation of HTT may alter its role in protein 

translation. This is supported by impairment of cap-dependent translation by overexpression of mutant 

HTT in vitro41. Two recent studies showed that mutant HTT impairs global protein synthesis, either up 

by altering the activity of translation factors such as 4E-BP42 or down by stalling ribosomes on mRNA43. 

In our study we show that HTT customizes ribosomes, which results in differential mRNA association 

to ribosomes and translation. More generally, ribosome-interacting factors stand as novel keys of 

translational regulation, directly influencing the functional outcome of mRNA translation depending on 

the physio-pathological context44. It is now well described that the translational complex is not an 

invariant unit and that its composition – and notably the differential association of translation factors to 

the ribosome – influences gene expression at the translational level16. The fact that mRNA and protein 

levels correlate only partially45–47 illustrates the necessity of a fine translational regulation to maintain 

cell homeostasis and adapt its response to a stress or an external stimulus. Translation-associated factors 

stand as critical regulators of gene expression, thereby building the developmental program for cell 

specification and tissue organization48. In addition, functional interactants of the ribosome, namely the 

ribo-interactome, remain to be clearly characterized. So far, only few studies have explored the 

functional interaction between associated factors and ribosomes49,50. Using endogenous tagging of 

ribosomal proteins, Simsek and colleagues provided an exhaustive description of the ribo-interactome 

in mouse embryonic stem cells44. On top of the canonical components of the translation machinery, they 

identified more than 300 ribosome-associated proteins, as well as post-translational modifications that 

contribute to ribosome customization. Yet, this interactome that shapes ribosome diversity may well be 

specific to a particular developmental stage, cell type or stress response51–53. In the next years, the 

increasing sensitivity of proteomic techniques will allow to clearly describe the diversity of ribosomes 

in different neuronal subpopulations, in the context of neuronal injury response, neuroprotection and 

axon regeneration. 

Furthermore, much effort is made to understand how variations in the composition of the translational 

complex lead to a switch in gene expression that causes pathological defects. In the case of 

ribosomopathies, a ribosomal protein or a factor necessary for ribosome biogenesis is mutated, leading 

to a defective structure and/or function of the ribosome54. In cancer cells, dysregulated activity of 

translation initiation factors results in higher translation of oncogenic factors55–57, but the impairment of 

translational control may involve a broader remodelling of the whole translational machinery58. In the 

context of CNS injury, our work highlights for the first time that translational regulation through 

customization of the translational machinery is at play to control axon regeneration. Whether this 
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selective translation process displays differential activity in subcellular domains (e.g. cell soma versus 

axon shaft versus growth cone) will be the next key question to address. Indeed, how local protein 

synthesis influences CNS axon regeneration raises much attention59, based on studies in embryonic 

neurons and in PNS neurons60–64. In addition, the increasing resolution of imaging techniques has 

recently allowed to detect the translational complex in pre-synaptic compartments of the intact adult 

CNS axons65,66. Therefore, our work opens the path to explore the role of translational control in CNS 

regeneration. 

The selectivity of the translational complex for certain mRNA pools relies on the presence of cis-

regulatory elements in the transcript sequence67–70. These regulatory regions include internal ribosome 

entry sites (IRES) elements in the 5’ untranslated region (5’UTR) of the mRNA. Initially described in 

viruses, IRES have been identified in more than 100 mammalian mRNAs, for example in c-myc71,72 and 

p5373, two transcription factors implicated in axon regeneration7,74. The composition of the translational 

complex is key to promote IRES-dependent mRNA translation, as reported for ribosomal protein 

RPL38-containing ribosomes that control Hox gene expression during development75,76. As there is no 

canonical IRES structure, no canonical IRES co-factors could be identified. Other regulatory elements 

of mRNA selectivity are upstream open reading frames (uORFs). Translation of uORFs has been shown 

to regulate tissue patterning77 and stress response78. 5’ Terminal OligoPyrimidine (5’TOP) motifs also 

allow translational control in stress conditions, and are found in mRNAs encoding ribosomal proteins 

and translation factors themselves69. In addition, beside their role in target mRNA degradation, 

microRNAs can directly control protein synthesis, through inhibition of the initiation step by repressing 

cap-dependent translation or by preventing ribosomal subunit assembly79. Such cis-regulatory elements 

mediate mRNA translation at the steps of mRNA identification by the ribosome, recruitment and 

initiation. 

In our case, HTT may directly promote the recruitment of specific mRNAs by mechanisms like 5’UTR- 

or IRES-mediated regulation, although this remains to be determined. Besides, HTT may participate in 

translation regulation at different steps, either directly or by influencing the activity of an intermediate 

translational partner. Interestingly, HTT interacts with both small and large subunits of ribosomes. In 

addition, Tox2 mRNA relocates in the monosomal fraction in absence of HTT. The ribosome density on 

a particular transcript correlates with its translation efficiency80. Not only does this depend on the rate 

of translation initiation, but it also depends on how fast a firstly-loaded ribosome will translate a 

transcript during the elongation phase to allow loading of more ribosomes. On the other hand, recent 

work in adult neurons has demonstrated an unexpected translational activity of monosomes, which 

actively translate synapse-associated mRNAs in physiological conditions81. Beyond the translational 

regulatory state, specific subsets of mRNAs may be actively translated in monosomal fractions. Our 

results suggest a regulatory role of HTT in selective translation, with the two pieces of evidence that, in 

absence of HTT, (i) Tox2 mRNA relocates in the monosomal fraction in vitro and (ii) Tox2 protein is 

less synthesized in injured RGC. The steps of translational regulation involved remain to be identified, 

as well as the precise mechanism by which HTT mediates mRNA-specific translation. 

Enhancing selective translation rather than global translation may be more relevant to express efficiently 

pro-regenerative molecules in order to repair functionally a neuronal circuit. Indeed, despite major 

advances in achieving long-distance regeneration in the past decade7,25,82, no functional recovery has 

been obtained yet. Importantly, this massive extent of axon regeneration relies on modulation of 

transcription- and translation-promoting pathways that may be oncogenic, and therefore currently 

inapplicable as a therapy. Therefore, elucidating HTT mechanism of action as a pro-regenerative factor 

may allow to better tackle neuronal injury response and trigger functional CNS axon regeneration. 
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To conclude, we show that translational regulation, independently of transcriptional regulation, is a 

critical step to achieve CNS regeneration. Upon injury, ribosome customization through association of 

factors such as HTT, switches the translational landscape from a regeneration-primed to a regeneration-

incompetent state. Altogether, our study allows to (i) identify a molecular mechanism of control of axon 

regeneration; (ii) highlight pro-regenerative targets of CNS axon regeneration regulated at the 

translational level; and (iii) develop novel therapeutic strategies, based on the modulation of translation-

associated factors such as HTT, to enhance selective translation of such pro-regenerative targets. 

 

References 

1. Filbin, M.T. (2003). Myelin-associated inhibitors of axonal regeneration in the adult 

mammalian CNS. Nat Rev Neurosci 4, 703–713. 10.1038/nrn1195. 

2. Silver, J., and Miller, J.H. (2004). Regeneration beyond the glial scar. Nat. Rev. Neurosci. 5, 

146–156. 10.1038/nrn1326. 

3. He, Z., and Jin, Y. (2016). Intrinsic Control of Axon Regeneration. Neuron 90, 437–451. 

10.1016/j.neuron.2016.04.022. 

4. Park, K.K., Liu, K., Hu, Y., Smith, P.D., Wang, C., Cai, B., Xu, B., Connolly, L., Kramvis, I., 

Sahin, M., et al. (2008). Promoting Axon Regeneration in the Adult CNS by Modulation of 

the PTEN/mTOR Pathway. Science 322, 963–966. 10.1126/science.1161566. 

5. Moore, D.L., Blackmore, M.G., Hu, Y., Kaestner, K.H., Bixby, J.L., Lemmon, V.P., and 

Goldberg, J.L. (2009). KLF Family Members Regulate Intrinsic Axon Regeneration Ability. 

Science 326, 298–301. 10.1126/science.1175737. 

6. Smith, P.D., Sun, F., Park, K.K., Cai, B., Wang, C., Kuwako, K., Martinez-Carrasco, I., 

Connolly, L., and He, Z. (2009). SOCS3 deletion promotes optic nerve regeneration in vivo. 

Neuron 64, 617–623. 10.1016/j.neuron.2009.11.021. 

7. Belin, S., Nawabi, H., Wang, C., Tang, S., Latremoliere, A., Warren, P., Schorle, H., Uncu, 

C., Woolf, C., He, Z., et al. (2015). Injury-induced decline of intrinsic regenerative ability 

revealed by quantitative proteomics. Neuron 86, 1000–1014. 10.1016/j.neuron.2015.03.060. 

8. Jacobi, A., Tran, N.M., Yan, W., Benhar, I., Tian, F., Schaffer, R., He, Z., and Sanes, J.R. 

(2022). Overlapping transcriptional programs promote survival and axonal regeneration of 

injured retinal ganglion cells. Neuron, S0896-6273(22)00540-2. 

10.1016/j.neuron.2022.06.002. 

9. Tian, F., Cheng, Y., Zhou, S., Wang, Q., Monavarfeshani, A., Gao, K., Jiang, W., Kawaguchi, 

R., Wang, Q., Tang, M., et al. (2022). Core transcription programs controlling injury-induced 

neurodegeneration of retinal ganglion cells. Neuron, S0896-6273(22)00541-4. 

10.1016/j.neuron.2022.06.003. 

10. Sun, F., Park, K.K., Belin, S., Wang, D., Lu, T., Chen, G., Zhang, K., Yeung, C., Feng, G., 

Yankner, B.A., et al. (2011). Sustained axon regeneration induced by co-deletion of PTEN and 

SOCS3. Nature 480, 372–375. 10.1038/nature10594. 

11. Poplawski, G.H.D., Kawaguchi, R., Van Niekerk, E., Lu, P., Mehta, N., Canete, P., Lie, R., 

Dragatsis, I., Meves, J.M., Zheng, B., et al. (2020). Injured adult neurons regress to an 

embryonic transcriptional growth state. Nature 581, 77–82. 10.1038/s41586-020-2200-5. 

12. Saudou, F., and Humbert, S. (2016). The Biology of Huntingtin. Neuron 89, 910–926. 

10.1016/j.neuron.2016.02.003. 



235 
 

13. M’Barek, K.B., Pla, P., Orvoen, S., Benstaali, C., Godin, J.D., Gardier, A.M., Saudou, F., 

David, D.J., and Humbert, S. (2013). Huntingtin Mediates Anxiety/Depression-Related 

Behaviors and Hippocampal Neurogenesis. J. Neurosci. 33, 8608–8620. 

10.1523/JNEUROSCI.5110-12.2013. 

14. Liot, G., Zala, D., Pla, P., Mottet, G., Piel, M., and Saudou, F. (2013). Mutant Huntingtin 

Alters Retrograde Transport of TrkB Receptors in Striatal Dendrites. J. Neurosci. 33, 6298–

6309. 10.1523/JNEUROSCI.2033-12.2013. 

15. Sawai, H., Clarke, D.B., Kittlerova, P., Bray, G.M., and Aguayo, A.J. (1996). Brain-Derived 

Neurotrophic Factor and Neurotrophin-4/5 Stimulate Growth of Axonal Branches from 

Regenerating Retinal Ganglion Cells. J Neurosci 16, 3887–3894. 10.1523/JNEUROSCI.16-

12-03887.1996. 

16. Xue, S., and Barna, M. (2012). Specialized ribosomes: a new frontier in gene regulation and 

organismal biology. Nat Rev Mol Cell Biol 13, 355–369. 10.1038/nrm3359. 

17. Maier, T., Güell, M., and Serrano, L. (2009). Correlation of mRNA and protein in complex 

biological samples. FEBS Letters 583, 3966–3973. 10.1016/j.febslet.2009.10.036. 

18. Marques Sousa, C., and Humbert, S. (2013). Huntingtin: Here, There, Everywhere! Journal of 

Huntington’s Disease 2, 395–403. 10.3233/JHD-130082. 

19. Dragatsis, I., Levine, M.S., and Zeitlin, S. (2000). Inactivation of Hdh in the brain and testis 

results in progressive neurodegeneration and sterility in mice. Nature Genetics 26, 300–306. 

10.1038/81593. 

20. Rodriguez, A.R., de Sevilla Müller, L.P., and Brecha, N.C. (2014). The RNA binding protein 

RBPMS is a selective marker of ganglion cells in the mammalian retina. J Comp Neurol 522, 

1411–1443. 10.1002/cne.23521. 

21. Sarbassov, D.D., Ali, S.M., and Sabatini, D.M. (2005). Growing roles for the mTOR pathway. 

Current Opinion in Cell Biology 17, 596–603. 10.1016/j.ceb.2005.09.009. 

22. Colin, E., Zala, D., Liot, G., Rangone, H., Borrell-Pagès, M., Li, X.-J., Saudou, F., and 

Humbert, S. (2008). Huntingtin phosphorylation acts as a molecular switch for 

anterograde/retrograde transport in neurons. EMBO J 27, 2124–2134. 

10.1038/emboj.2008.133. 

23. Gauthier, L.R., Charrin, B.C., Borrell-Pagès, M., Dompierre, J.P., Rangone, H., Cordelières, 

F.P., De Mey, J., MacDonald, M.E., Leßmann, V., Humbert, S., et al. (2004). Huntingtin 

Controls Neurotrophic Support and Survival of Neurons by Enhancing BDNF Vesicular 

Transport along Microtubules. Cell 118, 127–138. 10.1016/j.cell.2004.06.018. 

24. Thion, M.S., McGuire, J.R., Sousa, C.M., Fuhrmann, L., Fitamant, J., Leboucher, S., Vacher, 

S., du Montcel, S.T., Bièche, I., Bernet, A., et al. (2015). Unraveling the Role of Huntingtin in 

Breast Cancer Metastasis. JNCI: Journal of the National Cancer Institute 107, djv208. 

10.1093/jnci/djv208. 

25. Lim, J.-H.A., Stafford, B.K., Nguyen, P.L., Lien, B.V., Wang, C., Zukor, K., He, Z., and 

Huberman, A.D. (2016). Neural activity promotes long distance, target-specific regeneration 

of adult retinal axons. Nat Neurosci 19, 1073–1084. 10.1038/nn.4340. 

26. Schaeffer, J., Delpech, C., Albert, F., Belin, S., and Nawabi, H. (2020). Adult Mouse Retina 

Explants: From ex vivo to in vivo Model of Central Nervous System Injuries. Front. Mol. 

Neurosci. 13. 10.3389/fnmol.2020.599948. 

27. Anne, S.L., Saudou, F., and Humbert, S. (2007). Phosphorylation of Huntingtin by Cyclin-

Dependent Kinase 5 Is Induced by DNA Damage and Regulates Wild-Type and Mutant 



236 
 

Huntingtin Toxicity in Neurons. J Neurosci 27, 7318–7328. 10.1523/JNEUROSCI.1831-

07.2007. 

28. Shirasaki, D.I., Greiner, E.R., Al-Ramahi, I., Gray, M., Boontheung, P., Geschwind, D.H., 

Botas, J., Coppola, G., Horvath, S., Loo, J.A., et al. (2012). Network Organization of the 

Huntingtin Proteomic Interactome in Mammalian Brain. Neuron 75, 41–57. 

10.1016/j.neuron.2012.05.024. 

29. Szklarczyk, D., Gable, A.L., Lyon, D., Junge, A., Wyder, S., Huerta-Cepas, J., Simonovic, M., 

Doncheva, N.T., Morris, J.H., Bork, P., et al. (2019). STRING v11: protein–protein 

association networks with increased coverage, supporting functional discovery in genome-

wide experimental datasets. Nucleic Acids Res 47, D607–D613. 10.1093/nar/gky1131. 

30. Belin, S., Hacot, S., Daudignon, L., Therizols, G., Pourpe, S., Mertani, H.C., Rosa‐Calatrava, 

M., and Diaz, J.-J. (2010). Purification of Ribosomes from Human Cell Lines. Current 

Protocols in Cell Biology 49, 3.40.1-3.40.11. 10.1002/0471143030.cb0340s49. 

31. Sonenberg, N., and Hinnebusch, A.G. (2009). Regulation of Translation Initiation in 

Eukaryotes: Mechanisms and Biological Targets. Cell 136, 731–745. 

10.1016/j.cell.2009.01.042. 

32. Gerashchenko, M.V., and Gladyshev, V.N. (2017). Ribonuclease selection for ribosome 

profiling. Nucleic Acids Res 45, e6. 10.1093/nar/gkw822. 

33. Artegiani, B., de Jesus Domingues, A.M., Bragado Alonso, S., Brandl, E., Massalini, S., Dahl, 

A., and Calegari, F. (2015). Tox: a multifunctional transcription factor and novel regulator of 

mammalian corticogenesis. The EMBO Journal 34, 896–910. 10.15252/embj.201490061. 

34. Paul, A., Crow, M., Raudales, R., He, M., Gillis, J., and Huang, Z.J. (2017). Transcriptional 

Architecture of Synaptic Communication Delineates GABAergic Neuron Identity. Cell 171, 

522-539.e20. 10.1016/j.cell.2017.08.032. 

35. Gandin, V., Sikström, K., Alain, T., Morita, M., McLaughlan, S., Larsson, O., and 

Topisirovic, I. (2014). Polysome Fractionation and Analysis of Mammalian Translatomes on a 

Genome-wide Scale. JoVE (Journal of Visualized Experiments), e51455. 10.3791/51455. 

36. Warner, J.R., Knopf, P.M., and Rich, A. (1963). A MULTIPLE RIBOSOMAL STRUCTURE 

IN PROTEIN SYNTHESIS. Proc Natl Acad Sci U S A 49, 122–129. 

37. Mahar, M., and Cavalli, V. (2018). Intrinsic mechanisms of neuronal axon regeneration. Nat 

Rev Neurosci 19, 323–337. 10.1038/s41583-018-0001-8. 

38. Liu, G.Y., and Sabatini, D.M. (2020). mTOR at the nexus of nutrition, growth, ageing and 

disease. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 1–21. 10.1038/s41580-019-0199-y. 

39. van Riggelen, J., Yetil, A., and Felsher, D.W. (2010). MYC as a regulator of ribosome 

biogenesis and protein synthesis. Nat Rev Cancer 10, 301–309. 10.1038/nrc2819. 

40. Sap, K.A., Guler, A.T., Bury, A., Dekkers, D., Demmers, J.A.A., and Reits, E.A. (2021). 

Identification of Full-Length Wild-Type and Mutant Huntingtin Interacting Proteins by 

Crosslinking Immunoprecipitation in Mice Brain Cortex. Journal of Huntington’s Disease 

Preprint, 1–13. 10.3233/JHD-210476. 

41. Culver, B.P., Savas, J.N., Park, S.K., Choi, J.H., Zheng, S., Zeitlin, S.O., Yates, J.R., and 

Tanese, N. (2012). Proteomic Analysis of Wild-type and Mutant Huntingtin-associated 

Proteins in Mouse Brains Identifies Unique Interactions and Involvement in Protein Synthesis. 

J Biol Chem 287, 21599–21614. 10.1074/jbc.M112.359307. 

42. Creus-Muncunill, J., Badillos-Rodríguez, R., Garcia-Forn, M., Masana, M., Garcia-Díaz 

Barriga, G., Guisado-Corcoll, A., Alberch, J., Malagelada, C., Delgado-García, J.M., Gruart, 



237 
 

A., et al. (2019). Increased translation as a novel pathogenic mechanism in Huntington’s 

disease. Brain. 10.1093/brain/awz230. 

43. Eshraghi, M., Karunadharma, P.P., Blin, J., Shahani, N., Ricci, E.P., Michel, A., Urban, N.T., 

Galli, N., Sharma, M., Ramírez-Jarquín, U.N., et al. (2021). Mutant Huntingtin stalls 

ribosomes and represses protein synthesis in a cellular model of Huntington disease. Nature 

Communications 12, 1461. 10.1038/s41467-021-21637-y. 

44. Simsek, D., Tiu, G.C., Flynn, R.A., Byeon, G.W., Leppek, K., Xu, A.F., Chang, H.Y., and 

Barna, M. (2017). The Mammalian Ribo-interactome Reveals Ribosome Functional Diversity 

and Heterogeneity. Cell 169, 1051-1065.e18. 10.1016/j.cell.2017.05.022. 

45. Liu, Y., Beyer, A., and Aebersold, R. (2016). On the Dependency of Cellular Protein Levels 

on mRNA Abundance. Cell 165, 535–550. 10.1016/j.cell.2016.03.014. 

46. Komili, S., and Silver, P.A. (2008). Coupling and coordination in gene expression processes: a 

systems biology view. Nature Reviews Genetics 9, 38–48. 10.1038/nrg2223. 

47. Vogel, C., and Marcotte, E.M. (2012). Insights into the regulation of protein abundance from 

proteomic and transcriptomic analyses. Nat Rev Genet 13, 227–232. 10.1038/nrg3185. 

48. Fujii, K., Zhulyn, O., Byeon, G.W., Genuth, N.R., Kerr, C.H., Walsh, E.M., and Barna, M. 

(2021). Controlling tissue patterning by translational regulation of signaling transcripts 

through the core translation factor eIF3c. Developmental Cell 56, 2928-2937.e9. 

10.1016/j.devcel.2021.10.009. 

49. Darnell, J.C., Van Driesche, S.J., Zhang, C., Hung, K.Y.S., Mele, A., Fraser, C.E., Stone, E.F., 

Chen, C., Fak, J.J., Chi, S.W., et al. (2011). FMRP Stalls Ribosomal Translocation on mRNAs 

Linked to Synaptic Function and Autism. Cell 146, 247–261. 10.1016/j.cell.2011.06.013. 

50. Kim, H.D., Kong, E., Kim, Y., Chang, J.-S., and Kim, J. (2017). RACK1 depletion in the 

ribosome induces selective translation for non-canonical autophagy. Cell Death & Disease 8, 

e2800–e2800. 10.1038/cddis.2017.204. 

51. Genuth, N.R., and Barna, M. (2018). The discovery of ribosome heterogeneity and its 

implications for gene regulation and organismal life. Mol Cell 71, 364–374. 

10.1016/j.molcel.2018.07.018. 

52. Guo, H. (2018). Specialized ribosomes and the control of translation. Biochemical Society 

Transactions 46, 855–869. 10.1042/BST20160426. 

53. Shi, Z., and Barna, M. (2015). Translating the Genome in Time and Space: Specialized 

Ribosomes, RNA Regulons, and RNA-Binding Proteins. Annual Review of Cell and 

Developmental Biology 31, 31–54. 10.1146/annurev-cellbio-100814-125346. 

54. Gay, D.M., Lund, A.H., and Jansson, M.D. (2021). Translational control through ribosome 

heterogeneity and functional specialization. Trends in Biochemical Sciences 0. 

10.1016/j.tibs.2021.07.001. 

55. Lee, L.J., Papadopoli, D., Jewer, M., del Rincon, S., Topisirovic, I., Lawrence, M.G., and 

Postovit, L.-M. (2021). Cancer Plasticity: The Role of mRNA Translation. Trends in Cancer 

7, 134–145. 10.1016/j.trecan.2020.09.005. 

56. de la Parra, C., Walters, B.A., Geter, P., and Schneider, R.J. (2018). Translation initiation 

factors and their relevance in cancer. Curr Opin Genet Dev 48, 82–88. 

10.1016/j.gde.2017.11.001. 

57. Robichaud, N., Sonenberg, N., Ruggero, D., and Schneider, R.J. (2019). Translational Control 

in Cancer. Cold Spring Harb Perspect Biol 11, a032896. 10.1101/cshperspect.a032896. 



238 
 

58. Ho, J.J.D., Cunningham, T.A., Manara, P., Coughlin, C.A., Arumov, A., Roberts, E.R., 

Osteen, A., Kumar, P., Bilbao, D., Krieger, J.R., et al. (2021). Proteomics reveal cap-

dependent translation inhibitors remodel the translation machinery and translatome. Cell 

Reports 37, 109806. 10.1016/j.celrep.2021.109806. 

59. Schaeffer, J., and Belin, S. (2021). Axonal protein synthesis in central nervous system 

regeneration: is building an axon a local matter? Neural Regen Res 17, 987–988. 

10.4103/1673-5374.324835. 

60. Jung, H., Yoon, B.C., and Holt, C.E. (2012). Axonal mRNA localization and local protein 

synthesis in nervous system assembly, maintenance and repair. Nat Rev Neurosci 13, 308–

324. 10.1038/nrn3210. 

61. Verma, P., Chierzi, S., Codd, A.M., Campbell, D.S., Meyer, R.L., Holt, C.E., and Fawcett, 

J.W. (2005). Axonal Protein Synthesis and Degradation Are Necessary for Efficient Growth 

Cone Regeneration. J Neurosci 25, 331–342. 10.1523/JNEUROSCI.3073-04.2005. 

62. Donnelly, C.J., Willis, D.E., Xu, M., Tep, C., Jiang, C., Yoo, S., Schanen, N.C., Kirn-Safran, 

C.B., van Minnen, J., English, A., et al. (2011). Limited availability of ZBP1 restricts axonal 

mRNA localization and nerve regeneration capacity. EMBO J 30, 4665–4677. 

10.1038/emboj.2011.347. 

63. Sahoo, P.K., Lee, S.J., Jaiswal, P.B., Alber, S., Kar, A.N., Miller-Randolph, S., Taylor, E.E., 

Smith, T., Singh, B., Ho, T.S.-Y., et al. (2018). Axonal G3BP1 stress granule protein limits 

axonal mRNA translation and nerve regeneration. Nat Commun 9. 10.1038/s41467-018-

05647-x. 

64. Koley, S., Rozenbaum, M., Fainzilber, M., and Terenzio, M. (2019). Translating regeneration: 

Local protein synthesis in the neuronal injury response. Neuroscience Research 139, 26–36. 

10.1016/j.neures.2018.10.003. 

65. Younts, T.J., Monday, H.R., Dudok, B., Klein, M.E., Jordan, B.A., Katona, I., and Castillo, 

P.E. (2016). Presynaptic protein synthesis is required for long-term plasticity of GABA 

release. Neuron 92, 479–492. 10.1016/j.neuron.2016.09.040. 

66. Hafner, A.-S., Donlin-Asp, P.G., Leitch, B., Herzog, E., and Schuman, E.M. (2019). Local 

protein synthesis is a ubiquitous feature of neuronal pre- and postsynaptic compartments. 

Science 364. 10.1126/science.aau3644. 

67. Chen, H.-H., and Tarn, W.-Y. (2019). uORF-mediated translational control: recently 

elucidated mechanisms and implications in cancer. RNA Biol 16, 1327–1338. 

10.1080/15476286.2019.1632634. 

68. Xue, S., and Barna, M. (2015). Cis-regulatory RNA elements that regulate specialized 

ribosome activity. RNA Biol 12, 1083–1087. 10.1080/15476286.2015.1085149. 

69. Cockman, E., Anderson, P., and Ivanov, P. (2020). TOP mRNPs: Molecular Mechanisms and 

Principles of Regulation. Biomolecules 10, 969. 10.3390/biom10070969. 

70. Oliveto, S., Mancino, M., Manfrini, N., and Biffo, S. (2017). Role of microRNAs in 

translation regulation and cancer. World J Biol Chem 8, 45–56. 10.4331/wjbc.v8.i1.45. 

71. Nanbru, C., Lafon, I., Audigier, S., Gensac, M.C., Vagner, S., Huez, G., and Prats, A.C. 

(1997). Alternative translation of the proto-oncogene c-myc by an internal ribosome entry site. 

J Biol Chem 272, 32061–32066. 10.1074/jbc.272.51.32061. 

72. Stoneley, M., Paulin, F.E., Le Quesne, J.P., Chappell, S.A., and Willis, A.E. (1998). C-Myc 5’ 

untranslated region contains an internal ribosome entry segment. Oncogene 16, 423–428. 

10.1038/sj.onc.1201763. 



239 
 

73. Ray, P.S., Grover, R., and Das, S. (2006). Two internal ribosome entry sites mediate the 

translation of p53 isoforms. EMBO Rep 7, 404–410. 10.1038/sj.embor.7400623. 

74. Di Giovanni, S., Knights, C.D., Rao, M., Yakovlev, A., Beers, J., Catania, J., Avantaggiati, 

M.L., and Faden, A.I. (2006). The tumor suppressor protein p53 is required for neurite 

outgrowth and axon regeneration. EMBO J 25, 4084–4096. 10.1038/sj.emboj.7601292. 

75. Kondrashov, N., Pusic, A., Stumpf, C.R., Shimizu, K., Hsieh, A.C., Xue, S., Ishijima, J., 

Shiroishi, T., and Barna, M. (2011). Ribosome-Mediated Specificity in Hox mRNA 

Translation and Vertebrate Tissue Patterning. Cell 145, 383–397. 10.1016/j.cell.2011.03.028. 

76. Xue, S., Tian, S., Fujii, K., Kladwang, W., Das, R., and Barna, M. (2015). RNA regulons in 

Hox 5′UTRs confer ribosome specificity to gene regulation. Nature 517, 33–38. 

10.1038/nature14010. 

77. Alghoul, F., Laure, S., Eriani, G., and Martin, F. (2021). Translation inhibitory elements from 

Hoxa3 and Hoxa11 mRNAs use uORFs for translation inhibition. eLife 10, e66369. 

10.7554/eLife.66369. 

78. Zhou, J., Wan, J., Shu, X.E., Mao, Y., Liu, X.-M., Yuan, X., Zhang, X., Hess, M.E., Brüning, 

J.C., and Qian, S.-B. (2018). N6-Methyladenosine Guides mRNA Alternative Translation 

during Integrated Stress Response. Molecular Cell 69, 636-647.e7. 

10.1016/j.molcel.2018.01.019. 

79. Filipowicz, W., Bhattacharyya, S.N., and Sonenberg, N. (2008). Mechanisms of post-

transcriptional regulation by microRNAs: are the answers in sight? Nat Rev Genet 9, 102–114. 

10.1038/nrg2290. 

80. Li, G.-W., Burkhardt, D., Gross, C., and Weissman, J.S. (2014). Quantifying absolute protein 

synthesis rates reveals principles underlying allocation of cellular resources. Cell 157, 624–

635. 10.1016/j.cell.2014.02.033. 

81. Biever, A., Glock, C., Tushev, G., Ciirdaeva, E., Dalmay, T., Langer, J.D., and Schuman, 

E.M. (2020). Monosomes actively translate synaptic mRNAs in neuronal processes. Science 

367, eaay4991. 10.1126/science.aay4991. 

82. de Lima, S., Koriyama, Y., Kurimoto, T., Oliveira, J.T., Yin, Y., Li, Y., Gilbert, H.-Y., 

Fagiolini, M., Martinez, A.M.B., and Benowitz, L. (2012). Full-length axon regeneration in 

the adult mouse optic nerve and partial recovery of simple visual behaviors. Proc. Natl. Acad. 

Sci. U.S.A. 109, 9149–9154. 10.1073/pnas.1119449109. 

83. Groszer, M., Erickson, R., Scripture-Adams, D.D., Lesche, R., Trumpp, A., Zack, J.A., 

Kornblum, H.I., Liu, X., and Wu, H. (2001). Negative Regulation of Neural Stem/Progenitor 

Cell Proliferation by the Pten Tumor Suppressor Gene in Vivo. Science 294, 2186–2189. 

10.1126/science.1065518. 

84. Parikh, P., Hao, Y., Hosseinkhani, M., Patil, S.B., Huntley, G.W., Tessier-Lavigne, M., and 

Zou, H. (2011). Regeneration of axons in injured spinal cord by activation of bone 

morphogenetic protein/Smad1 signaling pathway in adult neurons. Proc Natl Acad Sci U S A 

108, E99–E107. 10.1073/pnas.1100426108. 

85. Dodt, H.-U., Leischner, U., Schierloh, A., Jährling, N., Mauch, C.P., Deininger, K., Deussing, 

J.M., Eder, M., Zieglgänsberger, W., and Becker, K. (2007). Ultramicroscopy: three-

dimensional visualization of neuronal networks in the whole mouse brain. Nature Methods 4, 

331–336. 10.1038/nmeth1036. 



240 
 

86. Moret, F., Renaudot, C., Bozon, M., and Castellani, V. (2007). Semaphorin and neuropilin co-

expression in motoneurons sets axon sensitivity to environmental semaphorin sources during 

motor axon pathfinding. Development 134, 4491–4501. 10.1242/dev.011452. 

87. Zala, D., Hinckelmann, M.-V., Yu, H., Lyra da Cunha, M.M., Liot, G., Cordelières, F.P., 

Marco, S., and Saudou, F. (2013). Vesicular Glycolysis Provides On-Board Energy for Fast 

Axonal Transport. Cell 152, 479–491. 10.1016/j.cell.2012.12.029. 

88. Durkin, M.E., Qian, X., Popescu, N.C., and Lowy, D.R. (2013). Isolation of Mouse Embryo 

Fibroblasts. Bio Protoc 3. 

89. Robinson, M.D., McCarthy, D.J., and Smyth, G.K. (2010). edgeR: a Bioconductor package for 

differential expression analysis of digital gene expression data. Bioinformatics 26, 139–140. 

10.1093/bioinformatics/btp616. 

90. Risso, D., Ngai, J., Speed, T.P., and Dudoit, S. (2014). Normalization of RNA-seq data using 

factor analysis of control genes or samples. Nat Biotechnol 32, 896–902. 10.1038/nbt.2931. 

 

Acknowledgements 

The authors would like to thank Yohann Couté and Anne-Marie Hesse for critical reading of the 

manuscript; Jan Warnking and Emmanuel Barbier for access to storage and computing resources; 

Mylène Pezet for technical assistance with FACS-sorting experiments; Deniz Dalkara for the SNCG 

promoter-containing backbone plasmid; and Moein Sarhadi for technical assistance with biochemical 

experiments. This work was supported by grants from ANR to HN (C7H-ANR16C49 and ANR-21-

CE16-0008-01) and SB (ANR-18-CE16-0007 and ANR-21-CE16-0008-02). This work was supported 

by the French National Research Agency under the “Investissements d’avenir” programme (ANR-17-

EURE-0003). HN is supported by NRJ Foundation. SB was supported by a postdoctoral fellowship from 

the Fondation pour la Recherche Médicale (FRM) (ARF20150934123). HN and NV are supported by 

the European Research Council (ERC-St17-759089 to HN). JS is supported by a grant from 

UNADEV/AVISAN grant (2017 call for proposals “Maladies de la vision, origine et traitement” to FS 

and HN) and by a postdoctoral fellowship from the FRM (SPF201909009106). This work was supported 

by the Photonic Imaging Center of Grenoble Institute Neuroscience (Univ Grenoble Alpes – Inserm 

U1216) which is part of the IsdV core facility and certified by the IbiSA label. 

 

Author contributions 

HN and SB designed the project, with input from FS and SH. JS, NV, HN and SB wrote the manuscript, 

with input from all co-authors. JS was involved in all experiments and analyses. NV performed histology 

experiments and imaging. JS and EP performed mouse surgeries and perfusions. CD performed mouse 

surgeries and histology for sciatic nerve injury procedures. BB, NE, CD, BE and AP performed 

molecular cloning of plasmid constructs, viral vector production and biochemical validation. FC and 

JJD provided training and equipment for polysome profiling experiments. SH and FS provided HTT 

mutant mouse lines and tools for molecular biology. 

 

Competing interests 

The authors declare that they have no competing interests.  



241 
 

Main Figures 



242 
 

 



243 
 

 

Figure 1: HTT is required for axon regeneration.  

(A) In situ hybridization showing HTT mRNA expression in the adult retina in intact and injured (3dpc) 

conditions. 

(B) Fluorescent in situ hybridization and quantification of HTT mRNA expression in intact and 3dpc 

RBPMS+ RGC. Mann Whitney U-test, ***p-value<0.001. 

(C) Immunofluorescence and quantification of HTT protein expression in intact and 3dpc RBPMS+ 

RGC. Mann Whitney U-test, ***p-value<0.001. 

(D) Immunofluorescence and quantification showing HTT protein expression in Ptenfl/fl+AAV2-Cre or 

AAV2-Plap in intact and 3dpc RBPMS+ RGC. One-way ANOVA with Bonferroni multiple 

comparisons test, ***p-value<0.001, ns: not significant. 

(E) Whole optic nerve confocal images showing CTB+ regenerating axons in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap conditions at 14dpc. The injury site is 

indicated by a red star.  

(F) Quantification of integrated fluorescence intensity along the optic nerve. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, *p-value<0.05, **p-value<0.01, ns: not significant. The top graph 

gives the multiple comparisons test between Ptenfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre 

conditions. 

(G) Whole-mount retina confocal images showing RBPMS+ and pS6+ RGC in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap intact conditions.  

(H) Quantification of RBPMS+ RGC per mm2 retina. One-way ANOVA with Bonferroni multiple 

comparisons test, ns: not significant. 

(I) Quantification of pS6+ RGC per mm2 retina. One-way ANOVA with Bonferroni multiple 

comparisons test, **p-value<0.01, ns: not significant. 

(J) Whole-mount retina confocal images showing RBPMS+ and pS6+ RGC in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap conditions at 14dpc.  

(K) Quantification of RBPMS+ RGC as a percentage of intact condition. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, *p-value<0.05, ***p-value<0.001, ns: not significant. 

(L) Quantification of pS6+ RGC per mm2 retina. One-way ANOVA with Bonferroni multiple 

comparisons test, ***p-value<0.001, ns: not significant. 
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Figure 2: Axon regeneration and RGC survival are not modified by S421 phospho-mutations 

responsible for HTT-mediated control of BDNF transport.  

(A) Schematic representation of transgenic mouse lines carrying S421 phospho-point mutations22,24.  

(B) Whole optic nerve confocal images showing CTB+ regenerating axons in phospho-mutant mouse 

lines at 15dpc. The injury site is indicated by a red star. 

(C) Whole-mount retina confocal images showing RBPMS+ RGC in phospho-mutant mouse lines in 

intact and 15dpc conditions.  

(D) Quantification of integrated fluorescence intensity along the optic nerve. 

(E) Quantification of RBPMS+ RGC per mm2 retina in intact condition. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ns: not significant. 

(F) Quantification of RBPMS+ RGC as a percentage of intact RBPMS+ RGC. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ns: not significant. 

(G) Whole optic nerve confocal images showing CTB+ regenerating axons in phospho-mutant mouse 

lines injected with AAV2-cRheb or AAV2-Plap at 14dpc. The injury site is indicated by a red star. 

(H) Quantification of integrated fluorescence intensity along the optic nerve. 

(I) Whole-mount retina confocal images showing RBPMS+ and pS6+ RGC in phospho-mutant mouse 

lines injected with AAV2-cRheb or AAV2-Plap at 14dpc.  

(J) Quantification of RBPMS+ RGC per mm2 retina at 14dpc. One-way ANOVA with Bonferroni 

multiple comparisons test, ns: not significant. 

(K) Quantification of pS6+ RGC per mm2 retina at 14dpc. One-way ANOVA with Bonferroni multiple 

comparisons test, ns: not significant. 
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Figure 3: HTT interacts with ribosomes but does not control global translation. (A) Schematic 

representation of ribosome purification procedure.  

(B) Immunoblot of the subcellular fractions from WT MEF lysate and adult WT mouse retina lysate.  
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(C) Immunoblot of the total and purified ribosomal fractions of MEF lysate with increasing KCl 

concentrations. 

(D) Immunoblot of the total and purified ribosomal fractions of MEF lysate, following RNase I treatment 

of the post-mitochondrial fraction. 

(E) Representative polysome profile of WT MEF on a 15-50% sucrose gradient. Immunoblot showing 

the presence of HTT in the 40S, 60S, monosome and light polysome fractions. 

(F) Schematic representation of PLA experiment. PLA staining confocal images on retina sections, 

showing interaction between HTT and RPS6 or rRNA in RGC.  

(G) PLA staining confocal images showing interaction between HTT and RPS6 or rRNA in WT retinas, 

and controls with individual antibodies alone.    
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Figure 4: HTT deletion does not modify global translation.  

(A) SUnSET assay showing puromycin incorporation revealed by immunoblotting in HTT-deleted 

(MEF HTTfl/fl+Cre) versus control. Unpaired t-test, ***p-value<0.001, ns: not significant. 

(B) Representative images and quantification of OPP incorporation in WT RGC with DMSO or 

Anisomycin injection. Unpaired t-test, ***p-value<0.001. 

(C) Representative images and quantification of OPP incorporation in intact and 3dpc RGC. Unpaired 

t-test, ***p-value<0.001. 

(D) Representative images and quantification of OPP incorporation in HTTfl/fl+AAV2-Plap and 

HTTfl/fl+AAV2-Cre intact RGC. Unpaired t-test, ns: not significant.  

(E) Representative images and quantification of OPP incorporation in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap intact RGC. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ns: not significant. 

(F) Representative images and quantification of OPP incorporation in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 3dpc. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ***p-value<0.001, ns: not significant.  
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Figure 5: HTT regulates the association of a specific mRNA subset with ribosomes.  

(A) Schematic representation of total and ribosome-associated RNA analysis by RNA-sequencing from 

MEF HTTfl/fl+LV-Cre versus control. 

(B) Representative immunoblot of the total and purified ribosomal fractions of control and HTT-KO 

MEF lysate. 

(C) Distribution of relative log expression (log-ratio of read count to median read count across samples) 

after normalization using residuals with RUVseq. 

(D) Principal component analysis of individual replicates of total and ribosome-associated RNA 

samples. EdgeR with RUVseq normalization based on residuals. 

(E) Venn diagram of differentially expressed genes identified in total and ribosome-associated RNA 

samples (FDR-corrected p-value<0.05, |log2(fold-change)|>1).  

(F) Heatmap of log2(fold-change) values between HTT-deleted (KO) and control conditions in total and 

ribosome-associated RNA samples, for genes differentially expressed in both datasets.  

(G) Scatterplot of the log2(fold-change) in ribosome-associated RNA (translatome) versus the log2(fold-

change) in total RNA (transcriptome). Blue hits: FDR-corrected p-value<0.05 and |log2(fold-change)|>1 

in both datasets. Pink hits: FDR-corrected p-value<0.05 and |log2(fold-change)|>1 in transcriptome only. 

Orange hits: FDR-corrected p-value<0.05 and |log2(fold-change)|>1 in translatome only. 

(H) RT-qPCR analysis of Tox2 mRNA level normalized to Gapdh and Sdha levels in Ptenfl/fl+AAV2-

Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre RGC at 3dpc. Unpaired t-test, ns: not significant. 

(I) RT-qPCR analysis of Tox2 and Gapdh mRNA levels normalized to 18S level in immunoprecipitated 

ribosome fraction in Ptenfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre RGC at 3dpc. Unpaired t-test, 

**p-value<0.01, ns: not significant. 
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Figure 6: HTT controls axon regeneration via translational regulation of Tox2 mRNA. 

(A) Representative polysome profile of HTT-deleted (KO) MEF versus control on a 15-50% sucrose 

gradient.  

(B) Representative Tox2 and Gapdh mRNA distribution in fractions 4 to 14 of a polysome fractionation, 

in HTT-deleted (Cre) versus control MEF. 

(C) Tox2 and Gapdh mRNA distribution in monosomal (yellow) and polysomal (purple) fractions. 

Paired t-test, *p-value<0.05.  

(D) Schematic principle of puro-PLA experiment in vivo.  

(E) PLA staining confocal images for puromycin-Tox2 or puromycin-Gapdh, in intact RGC in 

Ptenfl/fl+AAV2-Cre, Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap.  

(F) Quantification of puromycin-Tox2 PLA-positive events in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap intact RGC. Kruskal-Wallis with Dunn’s 

multiple comparisons test, ns: not significant.  

(G) Quantification of puromycin-Gapdh PLA-positive events in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap intact RGC. Kruskal-Wallis with Dunn’s 

multiple comparisons test, ns: not significant. 

(H) PLA staining confocal images for puromycin-Tox2 or puromycin-Gapdh, in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 3dpc.  

(I) Quantification of puromycin-Tox2 PLA-positive events in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 3dpc. Kruskal-Wallis with Dunn’s 

multiple comparisons test, *p-value<0.05, **p-value<0.01, ns: not significant.  

(J) Quantification of puromycin-Gapdh PLA-positive events in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 3dpc. Kruskal-Wallis with Dunn’s 

multiple comparisons test, **p-value<0.01, ***p-value<0.001, ns: not significant. 
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Figure 7: Regulation of Tox2 translation by HTT controls axon regeneration in vivo. 
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(A) Whole optic nerve confocal images showing CTB+ regenerating axons in Ptenfl/fl+AAV2-

Cre+AAV2-shScrambled and Ptenfl/fl+AAV2-Cre+AAV2-shTox2 at 14dpc. The injury site is indicated 

by a red star. 

(B) Quantification of integrated intensity of fluorescence along the optic nerve. Unpaired t-test, *p-

value<0.05, **p-value<0.01, ns: not significant. 

(C) Whole optic nerve confocal images showing CTB+ regenerating axons in Ptenfl/fl mice injected with 

AAV2-Cre+AAV2-Plap, Ptenfl/flHTTfl/fl with AAV2-Cre+AAV2-Plap, and Ptenfl/flHTTfl/fl with AAV2-

Cre+AAV2-Tox2 at 14dpc. The injury site is indicated by a red star. 

(D) Quantification of integrated intensity of fluorescence along the optic nerve. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, *p-value<0.05, **p-value<0.01, ns: not significant. The top graph 

gives the multiple comparisons test between Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre+AAV2-Plap and 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre+AAV2-Tox2 conditions. 

(E) Proposed model showing HTT-dependent customization of ribosomes that controls specifically 

Tox2 translation and CNS axon regeneration. 
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Material and methods 

 

Animals 

All animal care and surgeries were performed in line with institutional, French and European guidelines. 

Experimental procedures are deposited under the project numbers APAFIS # 20191202144779_v4 and 

APAFIS # 38155-202205021448189 v5. For all experimental procedures, mice aged 3 or 4 weeks 

regardless of their sex were used unless otherwise stated. Mice were anesthesized with intraperitoneal 

injection of ketamine (Clorketam, 60-100mg/kg) and xylazine (Rompun, 5-10mg/kg). Mice of the 

following mutant lines were used: HTT-floxed19, Pten-floxed83, Pten-floxed HTT-floxed, ROSA-

tdTomato-floxed, HTT phosphorylation mutant lines (mimicking constitutive phosphorylation, S421D 

and S1181D/S1201D, or unphosphorylable, S421A and S1181A/S1201A13,24). 

 

Intravitreal injection 

Following anesthesia, the external edge of the eye was clamped using an artery clamp to display the 

conjunctiva. Using a glass micropipette connected to a 50μl Hamilton syringe (Hamilton, 80521), 1μl 

of vitreous humor was removed and 1μl of Adeno-associated type 2 virus (AAV2) was injected into the 

vitreous body of the eye. The following AAV2 viruses were used: AAV2-CMV-Cre-HA, AAV2-CMV-

Placental alkaline phosphatase (Plap), AAV8-CMV-Cre-HA, AAV8-Plap, AAV2-SNCG-RPL22-flag, 

AAV2-U6-sh-Tox2-hSyn-mCherry, AAV2-U6-sh-scrambled-hSyn-mCherry, AAV2-CMV-Tox2-HA, 

AAV2-CMV-cRheb-HA, AAV2-CMV-BDNF-tdTomato. The shRNA targeting Tox2 (shTox2, 5’- 

GGGCGAGAGTAACGAAGACTA-3’) was cloned under the control of a U6 promoter in a pAAV-

U6-hSyn-mCherry plasmid. The scrambled sequence for the control shRNA (shScrambled) was 5’-

GCTTACTAACCTCGGCAGT-3’. For overexpression, full-length mouse Tox2 fused to HA tag was 

cloned under the control of a CMV promoter in a pAAV-CMV. For anterograde labeling of regenerating 

axons, 1μl of 1μg/μl Alexa Fluor 555-conjugated cholera toxin beta subunit (CTB) ((ThermoFisher 

Scientific, C22843) was injected intravitreally 2-3 days before sacrifice. For in vivo O-propargyl-

puromycin (OPP) incorporation assay, 1μl of 20μM Click-iT OPP (ThermoFisher Scientific, C10458) 

diluted in sterile PBS was injected intravitreally 30min before intracardial perfusion. Mice with eye 

inflammation or damage were excluded from the study. 

 

Optic nerve crush 

Optic nerve crush was performed 4 weeks after intravitreal injection of the viral vector or in 6-week-old 

wild-type mice, unless otherwise stated. Following anesthesia, the conjunctiva was opened with fine 

scissors (Fine Science Tools, 91500-09) and dilating forceps were carefully slided in-between the two 

arteries behind the eye ball to expose the underlying optic nerve. The optic nerve was pinched for 5 

seconds using Dumont #5 forceps (Fine Science Tools, 11251-20) 1-2mm behind the eye ball. Mice 

with unstoppable heavy bleeding were excluded from the study. Mice were treated with paracetamol 

(Doliprane, 4mg/ml in drinking water) as painkiller for 48h following optic nerve crush. 

 

Intrathecal injection 
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Intrathecal injection was performed on 3 to 4 week-old mice, as described84. Following anesthesia, the 

dorsal skin was shaved and the vertebral column exposed by a small incision of the skin at the L4-L6 

level. Using a 30G needle connected to a 50μl Hamilton syringe (Hamilton, 702LT), 10μl of Adeno-

associated type 8 (AAV8) virus was injected into the spinal canal at L5 level. The following AAV8 

viruses were used: AAV8-CMV-Cre, AAV8-CMV-Placental alkaline phosphatase (Plap). Muscles and 

skin were stitched with surgical staples. Mice were treated with paracetamol (Doliprane, 4mg/ml in 

drinking water) as painkiller for 48h following intrathecal injection. 

 

Sciatic nerve injury 

Sciatic nerve injury was performed 4 weeks following intrathecal injection. Following anesthesia, the 

left sciatic nerve was exposed thanks to an incision of the skin and muscles of the left thigh. The sciatic 

nerve was pinched for 15 seconds using Dumont #SS forceps (Fine Science Tools, 11203-25). The 

sciatic nerve received a second pinch of 5 seconds to ensure full axotomy. Mice were treated with 

paracetamol (Doliprane, 4mg/ml in drinking water) as painkiller for 48h following sciatic nerve injury. 

 

Tissue dissection and processing 

At the time of sacrifice, following anesthesia, mice were intracardially perfused with 50-100ml ice-cold 

PBS followed by 50-100ml 4% formaldehyde in PBS. Eyes and optic nerves were dissected out of the 

skull with fine scissors and forceps (FST) and post-fixed in 4% formaldehyde overnight at 4°C. For 

sciatic nerve injury experiments, L3 to L5 DRG and sciatic nerve were dissected and post-fixed in 4% 

formaldehyde overnight at 4°C. 

 

Optic nerve clearing 

For analysis of axon regeneration, optic nerves were cleared as previously described85. Briefly, optic 

nerves were carefully separated from the eye body and dehydrated in baths of 50%, 80% and 95% 

ethanol in PBS (20min each) and 100% absolute ethanol (overnight). Optic nerves were incubated for 

2hours in hexane then cleared in benzyl benzoate:benzyl alcohol (2:1). Whole optic nerves were 

mounted in benzyl benzoate:benzyl alcohol (2:1) under a coverslip and imaged with confocal 

microscopy (Andor spinning disk). The entire volume of the optic nerve was imaged with a z-step of 

2μm. The entire optic nerve was imaged using a custom stitching module in Metamorph Microscope 

imaging software. The extent of axon regeneration was determined from the maximum projection of the 

z-stack. Integrated fluorescence was determined along the optic nerve at defined distances from the 

injury site, as described in26. 

 

Whole-mount retina immunohistochemistry 

Retinas were dissected out of the eye ball using fine scissors and forceps (FST). Whole retinas were cut 

radially in a flower shape to facilitate mounting. After several washes in PBS, whole retinas were 

incubated in blocking solution (PBS 0.5% Triton X-100 5% donkey serum) for 1h at room temperature. 

Whole retinas were incubated in primary antibody diluted in blocking solution overnight at 4°C with 

gentle shaking. Primary antibodies used were: guinea pig anti-RBPMS (Millipore, ABN1376) 1:300; 

rabbit anti-pS6 (Cell Signaling Technology, 4857) 1:400. After several washes in PBS 0.1% Triton X-
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100, whole retinas were incubated in secondary antibody diluted in blocking solution for 2h at room 

temperature. Secondary antibodies used were Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies (Jackson 

ImmunoResearch) diluted 1:500. After several washes in PBS 0.1% Triton X-100, whole retinas were 

flat-mounted in mounting medium (Fluoromount-G, ThermoFisher Scientific, 00-4959-52). Whole-

mount retinas were imaged with epifluorescence microscopy (Nikon Ti2 Eclipse). Four representative 

pictures per retina were taken for the intact conditions, and eight representative pictures per retina were 

taken for the 14dpc conditions. For RGC survival experiments, RBPMS-positive and pS6-positive RGC 

were manually quantified in regions of interest of each representative picture using the cell counter 

module in Fiji. Numbers were averaged per individual retina. 

 

Tissue cryosectioning 

Eye balls were incubated in 15% sucrose in PBS for 48h at 4°C, then embedded in tissue freezing 

medium (MM-France, F/TFM-C). DRG and sciatic nerves were incubated in 30% sucrose in PBS for 

48h at 4°C, then embedded in tissue freezing medium (MM-France, F/TFM-C). Blocks were frozen at 

-80°C. 12μm longitudinal sections for sciatic nerves and 14μm sagittal sections for eyes were obtained 

with a cryostat device (Thermo Scientific CryoStar NX50 Cryostat) and mounted on SuperFrost Plus 

adhesion slides (Thermo Scientific, J1800AMNZ). All sections on slides were kept frozen at -20°C until 

use. 

 

Immunohistochemistry 

Sections on slides were left to defrost at room temperature before immunostaining. After several washes 

in PBS, sections were incubated in blocking solution (PBS 0.1% Triton X-100 5% donkey serum) for 

1h at room temperature. For DRG and sciatic nerve tissues, sections were incubated in blocking solution 

(PBS 0.5% Triton X-100 5% bovine serum albumin (BSA)) for 1h at room temperature. Sections were 

incubated in primary antibody diluted in blocking solution overnight at 4°C. Primary antibodies used 

were: mouse anti-HTT (Sigma-Aldrich, MAB2166) 1:100; guinea pig anti-RBPMS (Millipore, 

ABN1376) 1:300; rabbit anti-pS6 (Cell Signaling Technology, 4857) 1:400; rabbit anti-Tox2 (Sigma-

Aldrich, HPA058396) 1:100; mouse anti-puromycin (Sigma-Aldrich, MABE343) 1:250; mouse anti-

Tubulin β III (Biolegend, 801213) 1:500; rabbit anti-SCG10 (Novus Biologicals, NBP1-49461) 1:1000. 

After several washes in PBS, sections were incubated in secondary antibody diluted in blocking solution 

for 2h at room temperature. Secondary antibodies used were Alexa Fluor-conjugated secondary 

antibodies (Jackson ImmunoResearch) 1:500. After several washes in PBS, sections were mounted in 

mounting medium with DAPI (Fluoromount-G, ThermoFisher Scientific, 00-4959-52). Retina sections 

and sciatic nerve sections were imaged with epifluorescence microscopy (Nikon Ti2 Eclipse) or with 

confocal microscopy (spinning disk Dragonfly from Andor). For eye sections, images were randomly 

taken along individual retina sections, so as to represent all eyes and all sections on the slide of interest. 

For fluorescence intensity experiments, the mean intensity was determined using Fiji in manually 

defined regions of interest corresponding to individual RGC on representative images. For sciatic nerve 

sections, all sections of an individual nerve were imaged and used for quantification, unless the section 

was altered. For fluorescence intensity quantification, the mean intensity was determined using Fiji in 

100μm-wide regions of interest at defined steps from the injury site. For calculation of the regeneration 

index (RI50), an exponential regression was performed on the intensity data normalized to that of the 

crush site (distance 0). The RI50 index was calculated as the value of the distance at 50% of intensity. 
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OPP labeling 

OPP was labeled on sections with Click-iT chemistry (Click-iT Plus OPP Alexa Fluor 647 Protein 

Synthesis Assay Kit, ThermoFisher Scientific, C10458). After several washes in PBS, sections were 

permeabilized in PBS 0.1% Triton X-100 for 15min at room temperature. Sections were incubated for 

30min at room temperature in the reaction mix (containing Alexa Fluor dye picolyl azide, prepared 

according to manufacturer’s instructions), then incubated in rinsing buffer for 5min. After several 

washes in PBS, sections were immunostained, imaged and quantified as described above. 

 

In situ hybridization 

In situ hybridization was performed as previously described86. Templates of antisense in situ 

hybridization probes for HTT and Tox2 were cloned in a pGEMT easy vector (Promega) and 

synthesized using digoxigenin (DIG) RNA labelling Kit (Roche) after linearization of the plasmid. The 

sequence for HTT probe corresponds to nucleotides 346-1614 of mouse HTT mRNA (accession number 

NM_010414). The sequence for Tox2 probe corresponds to nucleotides 94-853 of mouse Tox2 mRNA 

(accession number NM_001098799.2). After hybridization of the DIG-labelled probe on slides, the 

alkaline phosphatase-conjugated anti-digoxigenin antibody (Roche, 11093274910) was incubated 

overnight at room temperature. Alkaline phosphatase staining was probed with NBT-BCIP (Roche, 

11681451001). Slides were washed and post-fixed after reaching the appropriate coloration intensity. 

For fluorescent in situ hybridization, signal detection of alkaline phosphatase was performed using Fast 

Red and naphthol (Sigma-Aldrich, F4648). 

 

Proximity ligation assay 

This assay is used to detect the proximity between target antigens with oligonucleotide-coupled 

secondary antibodies and signal amplification. To perform the proximity ligation assay, the Duolink 

PLA kit (Sigma-Aldrich, DUO92013) was used according to the manufacturer’s instructions. Sections 

on slides were first left to defrost at room temperature. After several washes in PBS, sections were 

permeabilized in PBS 0.5% Triton for 15min. Sections were blocked in Duolink blocking buffer 

(Duolink, Sigma-Aldrich, DUO82007) for 1h at 37°C. Sections were incubated overnight at 4°C with 

mouse anti-HTT (clone 4c8, Sigma-Aldrich, MAB2166) 1:100 and rabbit anti-RPS6 (Cell Signaling 

Technology, 2217) 1:250; or with rabbit anti-HTT (clone d7F7, Cell Signaling Technology, 5656) 1:100 

and mouse anti-rRNA (clone Y10b, Santa Cruz Biotechnology, sc-33678) 1:100. After two 5min washes 

with wash buffer A (Duolink, Sigma-Aldrich, DUO82046), sections were incubated for 1h at 37°C with 

complementary minus probe-conjugated anti-mouse antibody and plus probe-conjugated anti-rabbit 

antibody (Duolink, Sigma-Aldrich, DUO92004 and DUO92002). After two 5min buffer A washes, 

sections were processed for ligation with ligase diluted 1:40 in ligation buffer for 30min at 37°C. After 

two 5min buffer A washes, sections were processed for amplification with polymerase diluted 1:80 in 

amplification buffer for 100min at 37°C. Sections were washed twice 10min with 1x wash buffer B, 

then 1min with 0.01x wash buffer B. Sections were post-fixed in 4% formaldehyde for 15min at room 

temperature, then processed for immunohistochemistry. 

 

Adult retina explant cultures and live imaging 



260 
 

For live imaging of BDNF-carrying vesicles, ex vivo cultures of adult retina explants were used as 

described26. 4 week-old WT or HTT phospho-mutant mice (S421 mutation site, HTT S421A/A or HTT 

S421D/D) were injected intravitreally with AAV2-cRheb, then with AAV2-BDNF-tdTomato one day 

after. Two weeks after injection, mice were sacrificed by cervical dislocation and retinas were dissected 

in ice-cold HBSS. Explants of 0.5mm in diameter were prepared and plated on glass-bottom dishes 

(MatTek, P35G-1.0-20-C) previously coated with poly-L-lysine (Sigma-Aldrich, P1399), laminin 

(Sigma-Aldrich, L2020) and coating medium (4μg/ml methylcellulose (Sigma-Aldrich, M0512) in 

Hibernate A (BrainBits, HA)). Explants were cultured in Neurobasal-A (Thermo Fisher Scientific, 

10888022) supplemented with 1X B-27 (Thermo Fisher Scientific, 12587-010), 1% L-Glutamine 

(Thermo Fisher Scientific, 25-005-CI) and 1% penicillin-streptomycin (ThermoFisher Scientific, 

15140122) for two weeks before imaging. Imaging was performed with confocal microscopy (Andor 

spinning disk). BDNF vesicles were imaged in individual axons, at a rate of 1 image per second for 

2min. 

 

Kymograph analysis 

Kymograph analysis was performed using the KymoToolBox plugin in Fiji87. Regions of interest were 

designed as segmented lines of 60-200μm along the axon, oriented towards the tip of the axon. Vescile 

trajectories were manually drawn from the kymogaph and analyzed with the Analyse Kymo tool. For 

each vesicle, the following parameters were calculated: Anterograde velocity = VMa (μm/s) = 

Anterograde distance (μm) / Time (s), Retrograde velocity = VMr (μm/s) = Retrograde distance (μm) / 

Time (s), Net directionality = Q (μm/s) = VMr × Relative number of retrograde vesicles + VMa × 

Relative number of anterograde vesicles. 

 

STRING interactome analysis 

The list of 747 binding partners of HTT in the mouse brain was retrieved from28. The list was subjected 

to Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) network analysis and 

representation29. Each node represents one protein. Network edges represent confidence with minimum 

interaction score of 0.9 (highest confidence). Disconnected nodes in the network are hidden from the 

representation. Network was clustered following a Markov cluster algorithm with inflation parameter 

of 3. 

 

Culture of mouse embryonic fibroblasts (MEF) 

Primary cultures of MEF were prepared from E13.5 embryos according to88. E13.5 embryos were 

collected in PBS. Heart, liver and brain were dissected away and the remaining embryonic tissues were 

transferred to a culture dish containing 0.25% Trypsin-EDTA (Thermo Fisher Scientific). Tissue was 

cut in small pieces using a razor blade, then passed through a 10ml pipette several times to ensure 

dissociation. Tissue was incubated for 15min at 37°C and passed once more through a 5ml pipette. 

 

Cell culture 

MEF were maintained at 37°C 5% CO2 in 10cm dishes in cell culture medium: Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM, 31966047), high glucose, GlutaMAX Supplement, Thermo Fisher Scientific, 
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10% decomplemented fetal bovine serum (FBS, Eurobio Scientific, CVFSVF00-01, 56°C for 30min), 

1% penicillin-streptomycin (ThermoFisher Scientific, 15140122), 1% L-Glutamine (Thermo Fisher 

Scientific, 25-005-CI). When reaching confluency, cells were detached by washing 1x in PBS then by 

incubating in 2ml Trypsin-EDTA (Thermo Fisher Scientific, 25-050-CI) at 37°C for 5-10min. Cells 

were collected by adding fresh cell culture medium and pelleted by centrifugating at 180rcf for 5min. 

Cells were resuspended in 1ml cell culture medium and replated 1:3 or 1:4 in fresh medium. 

 

BCA protein assay 

Protein concentration was quantified using a BCA protein assay (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo 

Fisher Scientific, 23225) according to the manufacturer’s instructions. The standard curve was obtained 

by diluting bovine serum albumin (BSA) to concentrations ranging from 2mg/ml to 25μg/ml. 5μl of 

diluted sample or diluted BSA was mixed with 200μl of BCA working reagent (ratio Reagent A to 

Reagent B = 50:1) in a 96-well plate. Each sample or point of standard curve was quantified in duplicate. 

The reaction was incubated at 37°C for 30min. 562nm absorbance was measured with a plate reader 

(PHERAstar FS) and protein concentration was inferred from the standard curve.  

 

Preparation of cell lysate 

All steps were performed on ice or at 4°C unless otherwise stated. MEF were washed 1x in PBS then 

scraped in PBS and pelleted at 1,200rcf for 5min. Cells were lysed in 1ml RIPA buffer (10mM Tris-

HCl pH7.5, TritonX-100 1%, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 2.5mM sodium deoxycholate) supplemented 

with protease inhibitors (cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche, 04693159001). 

Proteins were extracted by 15min incubation on ice, followed by 15min centrifugation at 14,000rcf at 

4°C. The supernatant was transferred to a new tube. Protein concentration was quantified with a BCA 

protein assay (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, 23225). Samples were mixed 

with Laemmli 6x and heated for 4min at 95°C. 

 

Western blot 

Polyacrylamide gels were precast (4-15%, Bio-Rad, #4568083) or handcast (6%, 10% or 12%). For 

handcast gels, the separating gel was obtained by polymerisation of acrylamide (Sigma, A3699) mixed 

with ammonium persulfate (APS) (Euromedex, EU0009-A) and TEMED (Euromedex, 50406-A) in 

SDS-containing buffer (375mM Tris-HCl, pH8.8, 0.1% SDS). The separating gel was overlaid with a 

5% stacking gel. Handcast gels were casted in Bio-Rad polyacrylamide gel casting system. For Western 

blot analysis, 5-20μg protein were loaded in individual wells. Electrophoresis was run in SDS-

containing running buffer (Tris-Glycine SDS, Euromedex, EU0510) for 10min at 90V, constant voltage, 

then for 45min-1h at 150V-220V, constant voltage, depending on polyacrylamide percentage. In at least 

one well, 10μl Precision Plus Protein Kaleidoscope Prestained Protein Standards (Bio-Rad, 1610375) 

were loaded as a molecular weight marker. Proteins separated by electrophoresis were transferred onto 

nitrocellulose membrane (ThermoFisher Scientific, 88018) in transfer buffer (Tris-Glycine, Euromedex, 

EU0550) containing 20% ethanol. Transfer was performed for 2hours 30min at 320mA, constant 

amperage. Membranes were stained with Ponceau to ensure correct transfer and even loading of 

proteins, then blocked for 1hour in Tris-buffered saline (TBS, Euromedex, ET220-B) 0.05% Tween-20 

(Sigma, P9416) (TBS-T) 5% semi-skimmed powder milk. Membranes were incubated in primary 

antibody diluted in TBS-T 5 % milk overnight at 4°C with gentle agitation. Primary antibodies used 
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were: mouse anti-HTT (Sigma-Aldrich, MAB2166) 1:500; mouse anti-puromycin (Millipore, 

MABE343) 1:1000; mouse anti-actin (Sigma-Aldrich, A1978) 1:5000; mouse anti-RPL22 (Santa Cruz 

Biotechnology, sc-373993) 1:1000; rabbit anti-RPL3 (Abcam, ab228638) 1:1000, mouse anti-Hsp60 

(Santa Cruz Biotechnology, sc-376240) 1:1000; rabbit anti-Pabp1 (Cell Signaling Technology, 4992) 

1:1000; rabbit anti-eIF4G (Cell Signaling Technology, 2498) 1:1000; rabbit anti-RPS6 (Cell Signaling 

Technology, 2217) 1:1000; rabbit anti-Gapdh (Cell Signaling Technology, 2118) 1:1000; rabbit anti-

Histone 3 (His3) (Cell Signaling Technology, 9715) 1:1000. Membranes were washed 4 times 5min in 

TBS-T, then incubated in secondary antibody diluted in TBS-T 5% milk for 2hours at room temperature. 

Secondary antibodies used were: horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse (ThermoFisher 

Scientific, A16011), HRP-conjugated anti-rabbit (Proteintech, SA00001-2). Membranes were washed 

four times 5min in TBS-T, then probed for enhanced chemiluminescence (ECL) in 100mM Tris-HCl, 

pH8.5, 0.5% luminol, 0.5% coumaric acid and 0.01% H2O2. Protein detection was performed using 

ChemiDoc (ChemiDoc MP Imaging System). 

 

Immunoprecipitation 

All steps were performed at 4°C or on ice. WT MEF from 4 confluent 10cm dishes were washed once 

in PBS then harvested by scraping in PBS and pelleted at 1,200rcf for 5min. Cells were lysed in 1ml 

lysis buffer (20mM Tris-HCl, pH 7.5, 50mM NaCl, 2mM EDTA, 1% Triton) supplemented with 

protease inhibitors (cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche, 04693159001). Proteins 

were extracted by 20min incubation at 4°C with end-over-end agitation, followed by 20min 

centrifugation at 14,000rcf. The supernatant was transferred to a new tube and 50μl cell lysate was 

spared for analysis. 950μl cell lysate was pre-cleared for 1h with 95μl protein G magnetic beads 

(SureBeads, Bio-Rad, 1614023) pre-washed 3x in lysis buffer, with end-over-end agitation. Beads were 

separated on a magnetic rack and discarded. 50μl pre-cleared cell lysate was spared for analysis of input 

fraction. Half volume (450μl) of pre-cleared lysate was incubated with 5μl of mouse anti-HTT antibody 

(clone 4c8, Sigma-Aldrich, MAB2166) and the other half (450μl) with 5μl of mouse IgG (ThermoFisher 

Scientific, 31903) for 2h with end-over-end agitation. 45μl pre-washed protein G magnetic beads were 

added to each tube and incubated for 1h with end-over-end agitation. Beads were separated on a 

magnetic rack and washed 3x in lysis buffer. Beads were resuspended in 45μl Laemmli 1x, then vortexed 

for a few seconds and heated for 4min at 95°C. The immunoprecipitate was collected after separating 

beads on a magnetic rack and analysed by silver staining or Western blot. 

 

Silver staining 

Silver staining was performed according to the manufacturer’s instructions (SilverQuest Silver Staining 

Kit, ThermoFisher Scientific, 45-1001). Briefly, after electrophoresis, the gel was fixed in fixative 

solution (40% ethanol, 10% acetic acid) for 20 min. After 30% ethanol wash, the gel was incubated for 

10 min in the sensitizing solution. After washes, the gel was incubated for 15min in the staining solution, 

followed by 4 to 8min incubation in the developing solution. When reaching the appropriate staining 

intensity, the reaction was stopped and the gel was imaged using ChemiDoc. 

 

Cell transduction 

MEF were transduced with a lentiviral vector encoding the Cre recombinase (LV-Cre-GFP, Addgene 

#86805) or a control lentiviral vector (H2B-eGFP, Addgene #25999). After 1 day in culture, medium 
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was replaced. Cells were kept for 7 days after transduction before harvesting. Deletion of HTT was 

monitored using Western blot analysis. 

 

Ribosome purification 

Ribosome purification was performed as previously described30. All steps were performed at 4°C or on 

ice, unless otherwise specified. WT MEF from 1 to 2 confluent 15cm dishes were washed in 1x PBS 

then scraped in PBS and pelleted at 500rcf for 5min. Cells were resuspended in 1ml buffer A (250mM 

sucrose, 250mM KCl, 5mM MgCl2, 50mM Tris-HCl, pH 7.4). 50μl cell suspension was spared and 

mixed 1:1 with Laemmli 2x (4% SDS, 60mM TrisHCl pH 6.8, 200mM DL-Dithiothreitol) to obtain the 

total fraction. NP-40 was added to the cell suspension to obtain a final concentration of 0.7% (v/v). Cells 

were lysed by 15min incubation on ice with pipetting every 5min. Cell lysate was centrifuged at 750rcf 

for 10min. The pellet (nuclear fraction) was resuspended in Laemmli 1x to obtain the nuclear fraction. 

The supernatant (cytoplasmic fraction) was centrifuged at 12,500rcf for 10min. The pellet 

(mitochondrial fraction) was resuspended in Laemmli 1x to obtain the mitochondrial fraction. 50μl of 

the supernatant was spared and mixed 1:1 with Laemmli 2x to obtain the post-mitochondrial fraction. 

The rest of the supernatant was carefully layed on a 1ml sucrose cushion (1M sucrose, 500mM KCl, 

5mM MgCl2, 50mM Tris-HCl, pH 7.4) in a 3.5ml polycarbonate tube (Beckman Coulter). Tubes were 

balanced with buffer B (250mM sucrose, 500mM KCl, 5mM MgCl2, 50mM Tris-HCl, pH 7.4), then 

ultracentrifuged at 250,000rcf for 2h. 50μl of the top layer of the supernatant was collected and mixed 

with Laemmli 2x to obtain the post-ribosomal fraction. The pellet (ribosomal fraction) was resuspended 

in Laemmli 1x to obtain the ribosomal fraction. All fractions were quantified with a BCA protein assay 

(Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, 23225). For Western blot analysis, 10-20μg 

proteins of each fraction were loaded, except the post-ribosomal fraction for which 30μl were loaded. 

The markers used for characterization of the different fractions are: Histone 3 (His3, nuclear), Hsp60 

(mitochondrial), Gapdh (cytoplasmic), RPL22 or RPS6 (ribosomal). 

 

Puromycin incorporation assay (SUnSET assay) 

MEF were incubated with 25μg/ml puromycin (Sigma-Aldrich, P8833) for 15min at 37°C. MEF were 

washed once with fresh medium, then washed and scraped in ice-cold PBS for subsequent protein 

extraction and Western blot analysis. 

 

Polysome gradient 

MEF were incubated with 25μg/ml Emetine (Sigma-Aldrich, E2375) for 20min at 37°C. Cells were 

washed with PBS then incubated with 0.25% Trypsin-EDTA and collected by centrifugation. The cell 

pellet was washed twice with ice-cold PBS and centrifuged at 500rcf for 5min at 4°C. Cells were 

resuspended in 3x cell pellet volumes of buffer A30 (250mM sucrose, 250mM KCl, 5mM MgCl2, 50mM 

Tris-HCl, pH7.4) containing protease inhibitors (cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, 

Roche). For cell lysis, NP-40 was added to a final concentration of 1% and the cell suspension was 

homogenized on ice for 10min, with multiple pipetting. The cell lysate was centrifuged at 750rcf for 

10min at 4°C to isolate the nuclei, then the supernatant was centrifuged at 12,500rcf for 10min at 4°C 

to isolate the mitochondria. The supernatant was transferred to a new tube and protein concentration 

was quantified using a BCA protein assay. Protein samples (1-3mg) were loaded on a 15-50% sucrose 

gradient in 2.5mM KCl, 0.5mM MgCl2, 5mM Tris-HCl, pH 7.4. Gradients were prepared in 13.2ml 
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ultracentrifuge tubes (Beckman Coulter, 344059) using a Gradient Master (BioComp Instruments). 

After balancing the tubes, gradients were ultracentrifuged in SW41-Ti swinging buckets at 250,000rcf 

for 1h45 at 4°C with slow brake speed. 254nm absorbance was read with a fractionator (Piston Gradient 

Fractionator PGFip, BioComp Instruments) and 700μl successive fractions were collected using the 

FoxR1 fraction collector (Teledyne ISCO). For RNA extraction, fractions were immediately frozen on 

dry ice and kept at -80°C until further processing. For protein extraction, 175μl trichloroacetic acid 

(Sigma-Aldrich, T0699) was added to each fraction and proteins were left to precipitate overnight at -

20°C. 

 

Cell treatment 

For analysis of HTT distribution in polysomes, MEF were first incubated with 25μg/ml puromycin 

(Sigma-Aldrich, P8833) for 30min at 37°C, or with 2μg/ml harringtonin (Santa Cruz Biotechnology, sc-

204771) for 5min at 37°C. For RNase I treatment, MEF lysate was obtained from WT MEF and 

incubated with 1μl RNase I (100U/μl) (Invitrogen, AM2294) for 10min on ice, then with 2μl SuperaseIn 

RNase inhibitor (20U/μl) (Invitrogen, AM2694) for 10min on ice. For EDTA treatment, MEF lysate 

was obtained from WT MEF and incubated with 30mM EDTA for 20min on ice. 

 

Protein extraction from polysomal fractions 

Fractions were centrifuged at 20,000rcf for 20min at 4°C. Each supernatant was carefully removed and 

discarded, and each pellet was washed with 500μl ice-cold acetone then centrifuged again at 20,000rcf 

for 5min at 4°C. The acetone washing step was repeated twice. After the third wash, the residual acetone 

was removed by heating the samples at 95°C for 5min. Each pellet was rsuspended in 50μl Laemmli 2x, 

then vortexed for a few seconds and heated for 5min at 95°C. For Western blot analysis, the same volume 

of each fraction was loaded on a polyacrylamide gel. 

 

RNA extraction and RT-qPCR from polysomal fractions 

Polysomal fractions were defrosted on ice and half of each fraction was used for RNA extraction. 100pg 

of Firefly luciferase RNA was added in each fraction for spike-in normalization. Fractions of interest 

were pooled according to their distribution (fractions 4 and 5 corresponding to monosomes, fractions 6 

to 9 corresponding to light polysomes and fractions 10 to 14 corresponding to heavy polysomes). RNA 

was precipitated overnight at -20°C using 11.25μg GlycoBlue coprecipitant (ThermoFisher Scientific, 

AM9515), 30μl of 7.5M LiCl (ThermoFisher Scientific, 10498254) and 1ml of 100% ethanol per 350μl 

fraction volume. RNA was pelleted by centrifugation at 16,000rcf for 30min at 4°C. The supernatant 

was decanted and the pellet was resuspended in 350μl buffer RLT (RNeasy Micro kit, Qiagen, 74004) 

containing β-mercaptoethanol according to manufacturer’s instructions. RNA was subsequently purified 

with the RNeasy Micro kit for RNA isolation (Qiagen), with an in-column step of DNase I treatment. 

RNA was finally eluted in 14μl H2O per column and RNA concentration was determined using 

Bioanalyzer analysis on a PicoChip (Agilent, 5067-1513). Reverse transcription was performed using 

SuperScript II kit (Invitrogen, 18064022) with at least 2ng starting amount of RNA per fraction in a 

final reaction volume of 40μl. qPCR was performed using SsoAdvanced Universal SYBR Green 

Supermix (Bio-Rad, 1725271). The following primers were used: Tox2 forward 5’-

ATGGTGACAGTGCCTACGTG-3’, Tox2 reverse 5’-AGGGATGGCTCAGGGAGATT-3’, Gapdh 

forward 5’-GCATGGCCTTCCGTGTTC-3’, Gapdh reverse 5’-
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TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT-3’, Firefly luciferase forward 5’-

CATGGAAGACGCCAAAAACAT-3’, Firefly luciferase reverse 5’-

AATTCTTACACGGCGATCTTT-3’. 

 

MEF ribosome-associated RNA extraction 

For transcriptome and translatome analysis, HTTfl/fl MEF were transduced with Cre-expressing 

lentivirus or control lentivirus for 7 days. Cells were processed for ribosome purification. A fraction 

(1/15) of the cell suspension was kept for total RNA analysis (transcriptome), pelleted and resuspended 

in 1ml TRIzol Reagent (Invitrogen, 15596-026). After ribosome purification, the ribosome pellet was 

washed twice with ice-cold H2O, resuspended in 1ml TRIzol Reagent and homogenized very well by 

vortexing. Total RNA and ribosome-associated RNA was extracted with Trizol/chloroform extraction 

and isopropanol precipitation as per the manufacturer’s instructions. After washing once with 75% 

ethanol and drying, the RNA pellet was resuspended in 50μl H2O. 8μl RNA was treated with DNase I 

(Sigma-Aldrich, AMPD1) as per the manufacturer’s instructions. The final RNA concentration was 

determined using the Nanodrop (ThermoFisher Scientific, Nanodrop One). 

 

Library preparation 

Libraries were prepared from n=3 independent replicates for total RNA and n=3 independent replicates 

for translated RNA. Quality control was performed by Genewiz using RNA Screentape on Agilent 

TapeStation. All samples had a RNA quality number (RQN) > 9. Library preparation and RNA-

sequencing were performed by Genewiz. Libraries (stranded, reverse) were prepared with NEBNext 

Ultra II Directional RNA Library preparation kit with 250ng RNA as starting amount. RNA-sequencing 

analysis was performed on an Illumina NovaSeq 6000 platform, with paired-end reading (2x150bp). 

Adapters were trimmed by Genewiz before data processing. FastQC control was performed by Genewiz. 

Mean quality score was > 35 for all samples. The percentage of bases with a quality score ≥ 30 was > 

92% for all samples. Read depth was > 19M reads for all samples. 

 

RNA-seq data analysis 

Fastq files were processed for alignment and read count. The mouse genome 

(Mus_musculus.GRCm38.dna.toplevel.fa) was indexed using STAR (version 2.7.2b), using 149bp 

overhangs and gene annotation (Mus_musculus.GRCm38.97.chr.gtf). Reads were aligned to the genome 

using STAR. The percentage of uniquely mapped reads was > 88% for all samples. Reads were counted 

with HTSeq-count (version 0.11.1). Differential gene expression analysis was performed separately for 

the transcriptome and for the translatome using edgeR89. Read counts were first normalized using 

RUVSeq90 with the RUVr method based on the residuals from the GLM fit after upper quartile 

normalization (number of residuals k=2). RNA-sequencing data are deposited in the NCBI Gene 

Expression Omnibus (GEO) database under accession code GSE209946. 

 

Retina dissociation for cell sorting 

Ptenfl/fl or Ptenfl/flHTTfl/fl were previously injected bilaterally with AAV2-Cre. Four weeks later, both 

optic nerves were crushed. 3 days after injury (3dpc) mice were sacrificed by cervical dislocation. All 
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steps were performed on ice, unless otherwise stated. Eyes were enucleated and retinas were dissected 

in ice-cold HBSS and transferred to a new tube containing 1ml HBSS (3-5 retinas per tube). The tissue 

was incubated in 500μl of dissociation buffer (HBSS containing 1mg/ml papain (Sigma-Aldrich), 1mM 

L-cystein, 0.5mM EDTA, DNase I 1:500) at 37°C for 10min. Digestion was deactivated using 750μl 

trypsing inhibitor solution (1mg/ml in HBSS containing DNase I 1:500). The tissue was collected by 

150rcf centrifugation for 1min30s. The tissue was resuspended in 200μl of RGC solution (L-glutamin 

1x in Hibernate A, A12475-01) and cells were mechanically dissociated on ice with gentle pipetting 

through a 200μl pipette tip. Staining was performed by adding 200μl staining solution (PE-Cyanine 5 

anti-mouse CD90.2 (Thy1.2, eBioscience) to a final concentration of 1:400, and DAPI to a final 

concentration of 10μg/ml). Cells were stained 20min on ice in the dark. Cells were washed twice with 

centrifugation at 150rcf for 5min and resuspension in 500μl RGC solution. Final volume was adjusted 

to 1ml with RGC solution and samples were processed for cell sorting. 

 

RGC cell sorting and RNA extraction 

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) was performed on the FACS and microscopy facility of 

Institute of Advanced Biology (IAB), Grenoble, France. Cells are isolated by flow cytometry on a Aria 

II (BD Biosciences) cell sorter through a 100μm nozzle at 20psi. Dissociated retinal cells are gated based 

on scattering characteristics (FSC/SSC), doublet exclusion with width and height parameters and 

live/dead discrimination. DAPI and PE-Cy5 fluorescence were excited respectively with 405nm and 

561nm lasers and collected through 405/50nm and 670/30nm band pass filters. WT unstained retinal 

cells are used as a control for autofluorescence assessment. PE-Cy5-Thy1-positive DAPI-negative 

population was retained for the sorting. 100,000 PE-Cy5-positive DAPI-negative cells were collected 

per individual replicate. Cells were collected in a tube containing 400μl of lysis buffer of PicoPure RNA 

extraction kit (KIT0204). The lysate was incubated 30min at 42°C, then processed for RNA extraction 

according to the manufacturer’s instructions, with a DNase I in-column digestion step. Finally, RNA 

was eluted in 25μl water. 

 

Ribosome immunoprecipitation and RNA extraction 

3-week-old Ptenfl/fl or Ptenfl/flHTTfl/fl were injected bilaterally with AAV2-RPL22-flag. 1 week later, 

mice were injected bilaterally with AAV2-Cre. Four weeks later, optic nerve crush was performed 

bilaterally. 3 days after injury, mice were sacrificed by cervical dislocation. All subsequent steps were 

performed on ice or at 4°C, unless otherwise stated. Eyes were enucleated and retinas were dissected in 

ice-cold PBS and transferred to a new tube containing 200μl lysis buffer (10mM Tris-HCl pH 7.5, 

150mM NaCl, 0.5mM EDTA, 1% Triton X-100) supplemented with protease inhibitors (cOmplete 

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche, 04693159001). For each biological replicate, 4-5 retinas 

were pooled. The tissue was mechanically lysed using stainless steel grinding beads and a tissue 

homogenizer (Retsch, Mixer Mill MM400, 30 pulsations per second for 30sec). The lysate was 

transferred to a new tube and centrifuged at 750rcf for 10min. The supernatant was transferred to a new 

tube and centrifuged at 12,500rcf for 10min. The supernatant was transferred to a new tube and protein 

concentration was determined using a BCA protein assay (Pierce, 23225). 1mg protein was prepared in 

400μl lysis buffer and 600μl wash buffer (10mM Tris-HCl pH 7.5, 150mM NaCl, 0.5mM EDTA). 

Protein lysates were pre-cleared with 100μl protein G beads (Bio-Rad, 1614023) (previously washed 

with wash buffer) for 2hours at 4°C with end-over-end agitation. Beads were separated on a magnetic 

rack and discarded. Half volume (500μl) of pre-cleared lysate was incubated with 5μl of mouse anti-
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flag antibody (1mg/ml, Sigma-Aldrich, F1804) and the other half (500μl) with 5μl of 1mg/ml mouse 

IgG (ThermoFisher Scientific, 31903) overnight with end-over-end agitation. 45μl pre-washed protein 

G magnetic beads were added to each tube and incubated for 2h with end-over-end agitation. Beads 

were separated on a magnetic rack and washed 4x in lysis buffer. Beads were resuspended in 350μl RLT 

buffer (Qiagen RNeasy kit, 74004) containing β-mercaptoethanol, then vortexed for a few seconds. 

Ribosome-associated RNA was purified according to manufacturer’s instructions, with a DNase I in-

column digestion step. Finally, the RNA was eluted in 14μl water. 

 

RT-qPCR of RGC transcriptome and translatome 

RNA concentration and integrity were determined using Bioanalyzer analysis on a PicoChip (Agilent, 

5067-1513). Reverse transcription was performed using SuperScript II kit (Invitrogen, 18064022) with 

equal starting amounts of RNA (4ng) in a final reaction volume of 40μl. qPCR was performed using 

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, 1725271). The following primers were used: 

Tox2 forward 5’-ATGGTGACAGTGCCTACGTG-3’, Tox2 reverse 5’-

AGGGATGGCTCAGGGAGATT-3’, Gpr158 forward 5’-AACACAGCCTAGATCCAGAAGAC-3', 

Gpr158 reverse 5’-GGGTTGTTTGTGATCATCTTTTTA-3', Lpcat forward 5’-

GTGCACGAGCTGCGACT-3', Lpcat reverse 5’-GCTGCTCTGGCTCCTTATCA-3', Pex19 forward 

5’-CAGCAGCACAGCGTCATGGTCA-3', Pex19 reverse 5’-GTTGAGGCCAGGAGGCATCT-3', 

Rnf112 forward 5’-CACTGCAGGAGACCTGTGC-3’, Rnf112 reverse 5’-

CCCAGGACAGCCAATAAGCA-3’, Surf4 forward 5’-CTGTTGGCCTCATCCTTCGT-3', Surf4 

reverse 5’-GGCAATTGTCTGCAGTGCG-3', Tpt1 forward 5’-GGAGCTGCAGAGCAGATTAAG-3', 

Tpt1 reverse 5’-GTCCAGGAGAGCAACCATACC-3', Tubb3 forward 5’-

GGTGGACTTGGAACCTGGAA-3', Tubb3 reverse 5’-TAAAGTTGTCGGGCCTGAAT-3', Trarg1 

forward 5’-GGTCCTTGCCATTGCCTCTT-3', Trarg1 reverse 5’-TGCTGCACACTACTTCGAGAC-

3', Wnt2b forward 5’-AACGAGGGGACTTTGACTGG-3', Wnt2b reverse 5’-

CCACTCACACCGTGACACTT-3', Gapdh forward 5’-GCATGGCCTTCCGTGTTC-3’, Gapdh 

reverse 5’-TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT-3’, Sdha forward 5’-

TGTTCAGTTCCACCCCACA-3’, Sdha reverse 5’-TCTCCACGACACCCTTCTG-3’, 18S forward 

5’-GCAATTATTCCCCATGAACG-3’, 18S reverse 5’-GGCCTCACTAAACCATCCAA-3’. 

 

Puro-PLA  

For puromycin-PLA, the Duolink PLA kit (Sigma-Aldrich, DUO92013) was used according to 

manufacturer’s instructions and as described above. Sections of mouse retinas previously injected with 

OPP were first left to defrost at room temperature. Sections were blocked with Duolink Blocking 

Solution at 37°C for 1h. Primary antibodies used were mouse anti-puromycin (Sigma-Aldrich, 

MABE343) 1:250, and rabbit anti-Tox2 (Sigma-Aldrich, HPA058396) 1:100 or rabbit anti-Gapdh (Cell 

Signaling Technology, 2118) 1:250 diluted in Duolink Antibody Diluent and left overnight at 4°C. 

Secondary antibodies used were minus probe-conjugated anti-mouse (Sigma-Aldrich, DUO92004) and 

plus probe-conjugated anti-rabbit (Sigma-Aldrich, DUO92002). After PLA reaction, sections were post-

fixed for 15min in 4% formaldehyde at room temperature, then processed for immunohistochemistry. 

Retina sections were imaged with confocal microscopy (Dragonfly spinning disk from Andor). For PLA 

experiments, the maximum projection of a z-stack of the retina in the region of interest corresponding 

to the RGC layer was used in each representative image. Regions of interest corresponding to individual 
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RBPMS-positive cells were randomly defined using Fiji. The number of PLA-positive spots was 

automatically quantified in these individual cells using Fiji. 

 

Statistical analysis 

All quantitative data are expressed as mean +/- standard error of the mean, except polysome data 

represented as a boxplot with min/max values and line at mean. Unless otherwise specified, in all 

quantitative data, n represents the number of individual events and N the number of independent mouse 

eyes. All datasets were subjected to the Shapiro-Wilk normality test before statistical comparison. For 

quantification of OPP flurorescence intensity on sections, datasets were subjected to a log-transform for 

representation and statistical analysis. When applicable, two or more conditions were compared with 

unpaired t-test or one-way ANOVA with Bonferroni multiple comparisons test, respectively. To 

compare directionality of BDNF vesicle transport, a one-sample Wilcoxon signed-rank test was applied, 

with comparison of median to theoretical value of 0. To compare mRNA levels in mono- and polysomal 

fractions, a paired t-test was applied. To compare the number of puro-PLA-positive events, a Kruskal-

Wallis with Dunn’s multiple comparisons test was applied. 
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Key resources table 

 

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 

Antibodies 

Guinea-pig polyclonal anti-RBPMS 

 

Millipore Cat# ABN1376; RRID: 

AB_2687403 

Mouse IgG isotype control 

 

ThermoFisher 

Scientific  

Cat# 31903; RRID: 

AB_10959891 

Mouse monoclonal anti-actin  

 

Sigma-Aldrich Cat# A1978; RRID: 

AB_476692 

Mouse monoclonal anti-HSP60 

 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Cat# sc-376240; RRID: 

AB_10986282 

Mouse monoclonal anti-HTT, clone 4c8 

 

Millipore Cat# MAB2166; RRID: 

AB_11213141 

Mouse monoclonal anti-puromycin  

 

Millipore Cat# MABE343; RRID: 

AB_2566826 

Mouse monoclonal anti-RPL22  

 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Cat# sc-373993; RRID: 

AB_10918294 

Mouse monoclonal anti-rRNA, clone Y10b Santa Cruz 

Biotechnology 

Cat# sc-33678; RRID: 

AB_628226 

Mouse monoclonal anti-FLAG Sigma-Aldrich Cat# F1804; RRID: 

AB_262044 

Rabbit monoclonal anti-GAPDH 

 

Cell Signaling 

Technology 

Cat# 2118; RRID: 

AB_561053 

Rabbit monoclonal anti-pS6 Cell Signaling 

Technology 

Cat# 4857; RRID: 

AB_2181035 

Rabbit monoclonal anti-RPS6 Cell Signaling 

Technology 

Cat# 2217; RRID: 

AB_331355 

Rabbit polyclonal anti-RPL3 Abcam Cat# ab228638 

Rabbit monoclonal anti-HTT, clone d7F7 Cell Signaling 

Technology 

Cat# 5656; RRID: 

AB_10827977 

Rabbit polyclonal anti-eIF4G  

 

Cell Signaling 

Technology 

Cat# 2498; 

RRID:AB_2096025 

Rabbit polyclonal anti-Histone 3  

 

Cell Signaling 

Technology 

Cat# 9715; RRID: 

AB_331563 

Rabbit polyclonal anti-Pabp1  

 

Cell Signaling 

Technology 

Cat# 4992; RRID: 

AB_10693595 

Rabbit polyclonal anti-Tox2 Sigma-Aldrich Cat# HPA058396; RRID: 

AB_2683704 
Rabbit anti-SCG10 Novus Biologicals Cat# NPB1-49461 

Mouse anti-Tubulin β III (Tuj1) Biolegend Cat# 801202; 

RRID:AB_10063408 

Anti-digoxigenin antibody Roche Cat# 11093274910; 

RRID: AB_2313640 

Donkey HRP-conjugated anti-mouse Thermo Fisher 

Scientific  

Cat# A16011; RRID: 

AB_2534685 

Goat HRP-conjugated anti-rabbit Proteintech Cat# SA00001-2; RRID: 

AB_2722564 
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Donkey anti-guinea pig Alexa Fluor 647  Jackson 

Laboratory 

Cat# 706-605-148; RRID: 

AB_2340476 

Donkey anti-mouse Alexa Fluor 488  Thermo Fisher 

Scientific  

Cat# A21202; RRID: 

AB_141607 

Goat anti-mouse Alexa Fluor 568  Thermo Fisher 

Scientific  

Cat# A11004; RRID: 

AB_2534072 

Donkey anti-mouse Alexa Fluor 647  Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# A31571; RRID: 

AB_162542 

Donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488  Thermo Fisher 

Scientific  

Cat# A21206; RRID: 

AB_2535792 

Donkey anti-rabbit Alexa Fluor 568  Thermo Fisher 

Scientific  

Cat# a10042; RRID: 

AB_2534017 

Donkey anti-rabbit Alexa Fluor 647  Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# A31573; RRID: 

AB_2536183 

Bacterial and virus strains  

AAV2-CMV-Cre Belin et al., 2015 N/A 

AAV2-CMV-Placental alkalyne phosphatase (Plap) Belin et al., 2015 N/A 

AAV2-SNCG-RPL22-flag This study N/A 

AAV2-U6-shTox2 This study N/A 

AAV2-U6-shScrambled This study N/A 

AAV2-CMV-Tox2-HA This study N/A 

AAV2-CMV-cRheb Lim et al., 2016 N/A 

AAV2-CMV-BDNF-tdTomato This study N/A 

AAV8-CMV-Plap This study N/A 

AAV8-CMV-Cre This study N/A 

H2B-eGFP Addgene Cat# 25999; RRID: 

Addgene_186627 

LV-Cre-GFP Addgene Cat# 86805; RRID: 

Addgene_86805 

Chemicals, peptides, and recombinant proteins 

Alexa Fluor 555-conjugated-cholera toxin B subunit 

(CTB) 

Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# C22843 

cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Roche Cat#4693159001 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# 31966047 

Fetal bovine serum, FBS Eurobio Scientific Cat# CVFSVF00-01 

Penicillin-streptomycin Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# 15140122 

L-Glutamin Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# 25-005-CI 

Trypsin-EDTA Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# 25-050-CI 

Mouse IgG Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# 31903 

Puromycin Sigma-Aldrich Cat# P8833 

Emetine Sigma-Aldrich Cat# E2375 

Harringtonin  Santa Cruz 

Biotechnology 

Cat# sc-204771 

RNase I Invitrogen Cat# AM2294 
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SUPERase In Invitrogen Cat# AM2694 

NBT-BCIP  Roche Cat# 11681451001 

Duolink blocking buffer Sigma-Aldrich Cat# DUO82007 

Wash buffer A Duolink Sigma-Aldrich Cat# DUO82046 

GlycoBlue coprecipitant Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# AM9515 

TRIzol Reagent  Invitrogen Cat# 15596-026 

Critical commercial assays 

Protein G magnetic beads, SureBeads Bio-Rad Cat# 1614023 

SilverQuest silver staining kit Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# 45-1001 

OPP labeling kit – Click-iT Plus OPP Alexa Fluor 647 

Protein Synthesis Assay Kit 

Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# C10458 

 

mRNA extraction kit PicoPure 

 

Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# 12204-01 

 

mRNA extraction kit miRVana 

 

Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# AM1560 

 

PicoPure RNA extraction kit Thermo Fisher 

Scientific  

Cat# KIT0204 

PicoChip Agilent Cat# 5067-1513 

RNeasy Micro kit Qiagen Cat # 74004 

SuperScript II kit Invitrogen Cat# 18064022 

SYBR Green Supermix Bio-Rad Cat# 1725271 

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix Bio-Rad Cat# 1725271 

Duolink PLA kit Sigma-Aldrich Cat# DUO92013 

Minus probe-conjugated anti-mouse antibody - 

Duolink 

Sigma-Aldrich Cat# DUO92004; RRID: 

AB_2713942 

Plus probe-conjugated anti-rabbit antibody - Duolink Sigma-Aldrich Cat# DUO92002; RRID: 

AB_2810940 

DIG RNA labelling kit  Roche Cat# 11175025910 

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher 

Scientific 

Cat# 23225 

Fast Red TR/Naphthol AS-MX Tablets Sigma-Aldrich Cat# F4648 

Deposited data 

RNA sequencing data GeneWiz/  

This study 

GSE209946 

Proteomic data of HTT interactome in mouse brain Shirasaki et al., 

2012 

N/A 

   

   

   

Experimental models: Cell lines 

Mouse: MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) This study N/A 

Experimental models: Organisms/strains 

Mouse: HTT floxed Dragatsis et al., 

2000 

N/A 

Mouse: PTEN floxed Jackson 

Laboratory 

RRID:IMSR_JAX:004597 

Mouse: PTEN floxed HTT floxed This study N/A 
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Mouse: ROSA-tdTomato floxed Jackson 

Laboratory 

RRID:IMSR_JAX:007914 

Mouse: phosphorylated line S421D Thion et al., 2015 N/A 

Mouse: phosphorylated line S1181D/S1201D M’Barek et al., 

2013 

N/A 

Mouse: phosphorylated line S421A Thion et al., 2015 N/A 

Mouse: phosphorylated line S1181A/S1201A M’Barek et al., 

2013 

N/A 

Oligonucleotides 

HTT probe for In situ hybridization: nucleotides 346-

1614 of mouse HTT mRNA 

NCBI Accession number: 

NM_010414 

Tox2 probe for In situ hybridization: nucleotides 94-

853 of mouse Tox2 mRNA 

NCBI Accession number: 

NM_001098799.2 

Primer for In situ hybridization: Tox2 forward:  

5’-TCACGAGACACTGGTGCATT-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for In situ hybridization: Tox2 reverse:  

5’-AAGGTGGCACTGGGATTCTG-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for shTox2: 

5’-GGGCGAGAGTAACGAAGACTA-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for control shRNA: 

5’-GCTTACTAACCTCGGCAGT-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Tox2 forward: 

5’-ATGGTGACAGTGCCTACGTG-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Tox2 reverse: 

5’-AGGGATGGCTCAGGGAGATT-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: GAPDH forward: 

5’-GCATGGCCTTCCGTGTTC-3’, 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: GAPDH reverse: 

5’-TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Sdha forward: 

5’-TGTTCAGTTCCACCCCACA-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Sdha reverse: 

5’-TCTCCACGACACCCTTCTG-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: 18S forward: 

5’-GCAATTATTCCCCATGAACG-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: 18S reverse: 

5’-GGCCTCACTAAACCATCCAA-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Firefly luciferase forward: 

5’-CATGGAAGACGCCAAAAACAT-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Firefly luciferase reverse: 

5’-AATTCTTACACGGCGATCTTT-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Gpr158 forward: 5’-

AACACAGCCTAGATCCAGAAGAC-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Gpr158 reverse: 5’-

GGGTTGTTTGTGATCATCTTTTTA-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Lpcat forward: 5’-

GTGCACGAGCTGCGACT-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Lpcat reverse: 5’-

GCTGCTCTGGCTCCTTATCA-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Pex19 forward: 5’-

CAGCAGCACAGCGTCATGGTCA-3' 

This study 

 

N/A 
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Primer for RT-qPCR: Pex19 reverse: 5’-

GTTGAGGCCAGGAGGCATCT-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Rnf112 forward: 5’-

CACTGCAGGAGACCTGTGC-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Rnf112 reverse: 5’-

CCCAGGACAGCCAATAAGCA-3’ 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Surf4 forward: 5’-

CTGTTGGCCTCATCCTTCGT-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Surf4 reverse: 5’-

GGCAATTGTCTGCAGTGCG-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Tpt1 forward: 5’-

GGAGCTGCAGAGCAGATTAAG-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Tpt1 reverse: 5’-

GTCCAGGAGAGCAACCATACC-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Tubb3 forward: 5’-

GGTGGACTTGGAACCTGGAA-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Tubb3 reverse: 5’-

TAAAGTTGTCGGGCCTGAAT-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Trarg1 forward: 5’-

GGTCCTTGCCATTGCCTCTT-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Trarg1 reverse: 5’-

TGCTGCACACTACTTCGAGAC-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Wnt2b forward: 5’-

AACGAGGGGACTTTGACTGG-3' 

This study 

 

N/A 

Primer for RT-qPCR: Wnt2b reverse: 5’-

CCACTCACACCGTGACACTT-3' 

This study 

 

N/A 

Recombinant DNA 

Plasmid Tox2 ISH probe in pGEMT This study N/A 

Plasmid HTT ISH probe in pGEMT This study N/A 

Plasmid for Firefly RNA synthesis in pGEMT This study N/A 

   

Software and algorithms 

Zen Zeiss RRID: SCR_013672 

Fiji ImageJ RRID: SCR_002285 

IMARIS Bitplane RRID: SCR_007370 

Metamorph Molecular 

Devices 

RRID: SCR_002368 

STRING version 11.5 Elixir RRID: SCR_005223 

Venny 2.1 BioinfoGP RRID: SCR_016561 

DAVID Bioinformatics Resources 6.8 LHRI RRID: SCR_001881 

STAR A. Dobin, Github RRID: SCR_004463 

HTSeq-Count HTSeq RRID: SCR_005514 

edgeR Bioconductor RRID: SCR_012802 

R The R project RRID:SCR_001905 

RUVSeq Bioconductor RRID:SCR_006263 

GraphPad Prism GraphPad RRID:SCR_002798 

Other 

Polycarbonate tube Beckman Coulter Cat# 349622 

Ultracentrifuge tubes  Beckman Coulter Cat# 344059 

Plate reader BMG Labtech PHERAstar FS 
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ChemiDoc  Bio-Rad Chemidoc MP Imaging 

System 

Gradient Master  BioComp 

Instruments 

Gradient Master 

Piston Gradient Fractionator  BioComp 

Instruments  

PGFip 

Fraction collector Teledyne ISCO FoxyR1 

Nanodrop  Thermo Fisher 

Scientific 

Nanodrop One 

Cell Sorter BD Biosciences Aria II 

Tissue Homogenizer Retsch Mixer Mill MM400 

Confocal Microscope, spinning disk Andor  Dragonfly 
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Supplementary Figures 
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Figure S1: Axon regeneration and RGC survival are not modified by HTT deletion in wild-type 

condition, related to Figure 1. 

(A) Representative confocal image of whole-mount retina of ROSA26-STOPloxP/loxP-tdTomato mouse, 

showing tdTomato expression in RBPMS+ RGC.  

(B) Representative confocal images showing HTT protein expression in HTTfl/fl+AAV2-Plap and 

HTTfl/fl+AAV2-Cre RBPMS+ RGC. 

(C) Whole optic nerve confocal images showing CTB+ regenerating axons in HTTfl/fl+AAV2-Plap and 

HTTfl/fl+AAV2-Cre conditions at 14dpc. The injury site is indicated by a red star.  

(D) Quantification of integrated fluorescence intensity along the optic nerve. Unpaired t-test, ns: not 

significant. 

(E) Whole-mount retina confocal images showing RBPMS+ RGC and pS6+ RGC in HTTfl/fl+AAV2-

Plap and HTTfl/fl+AAV2-Cre in intact condition.  

(F) Quantification of RBPMS+ RGC per mm2 retina in intact condition. Unpaired t-test, ns: not 

significant. 

(G) Quantification of pS6+ RGC per mm2 retina in intact condition. Unpaired t-test, ns: not significant. 

(H) Whole-mount retina confocal images showing RBPMS+ and pS6+ RGC in HTTfl/fl+AAV2-Plap and 

HTTfl/fl+AAV2-Cre conditions at 14dpc.  

(I) Quantification of RBPMS+ RGC as a percentage of intact RBPMS+ RGC at 14dpc. Unpaired t-test, 

ns: not significant. 

(J) Quantification of pS6+ RGC per mm2 retina at 14dpc. Unpaired t-test, ns: not significant. 

(K) Representative confocal images showing HTT protein expression in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap intact RBPMS+ RGC. 

(L) Schematic timeline and representative results of optic nerve crush injury experiment. Whole optic 

nerve confocal images showing CTB+ regenerating axons in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-

Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap conditions at 3dpc. The injury site is indicated by a red star. 

(M) Quantification of integrated fluorescence intensity along the optic nerve. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, *p-value<0.05, **p-value<0.01, ***p-value<0.001, ns: not 

significant. The top graph gives the multiple comparisons test between Ptenfl/fl+AAV2-Cre and 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre conditions. 

(N) Immunoblot and quantification of L3 to L5 DRG lysate showing HTT, actin and ATF3 protein 

expression in intact condition and at different timepoints after sciatic nerve injury. One-way ANOVA 

with Bonferroni multiple comparisons test, ns: not significant. 

(O) Representative epifluorescence image of DRG section from ROSA26-STOPloxP/loxP-tdTomato 

mouse, injected intrathecally with AAV8-Cre, showing tdTomato expression in Tubulin β III+ DRG 

neurons.  

(P) Representative epifluorescence images showing HTT protein expression in HTTfl/fl+AAV8-Plap and 

HTTfl/fl+AAV8-Cre DRG. Neurons infected with AAV8-Cre are HA+. 
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(Q) Epifluorescence images showing regeneration of DRG axons in the sciatic nerve in HTTfl/fl+AAV8-

Plap and HTTfl/fl+AAV8-Cre at 3dpc. Regenerating axons are labeled with anti-SCG10 antibody. The 

injury site is indicated by a red dashed line. 

(R) Quantification of the regeneration index calculated as the distance to the injury site for which axon 

regeneration is 50% of the intact region. Unpaired t-test, *p-value<0.05. 
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Figure S2: Axon regeneration and RGC survival are not modified by S1181/S1201 phospho-

mutations responsible for HTT-mediated control of BDNF transport, related to Figure 2.  

(A) Schematic timeline of adult retina explant culture set-up. 

(B) Representative kymographs of BDNF vesicle transport in WT axons or in axons from HTT phospho-

mutant mice (mutation at S421, A/A or D/D). Quantification of directionality. Data are represented as 

mean +/- standard error of the mean, with n the number of vesicles and N the number of independent 

axons. Wilcoxon signed-rank test with comparison of median to theoretical value of 0, **p-value<0.01, 

***p-value<0.001. 

(C) Schematic representation of transgenic mouse lines carrying S1181/S1201 phospho-point 

mutations13.  

(D) Whole optic nerve confocal images showing CTB+ regenerating axons in phospho-mutant mouse 

lines at 15dpc. The injury site is indicated by a red star.  

(E) Quantification of integrated fluorescence intensity along the optic nerve. 

(F) Whole-mount retina confocal images showing RBPMS+ RGC in phospho-mutant mouse lines in 

intact and 15dpc conditions.  

(G) Quantification of RBPMS+ RGC per mm2 retina in intact condition. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ns: not significant. 

(H) Quantification of RBPMS+ RGC as a percentage of intact RBPMS+ RGC. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ns: not significant. 
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Figure S3: HTT binding partners include components of the translation machinery, related to 

Figure 3. 

(A) STRING interactome of 747 HTT binding partners identified by affinity purification and mass 

spectrometry analysis by Shirasaki and colleagues28. Network edges represent confidence with 

minimum interaction score of 0.9 (highest confidence). Disconnected nodes in the network are hidden 

from the representation. ARS: aminoacyl tRNA synthetases. A high-resolution version of this graph is 

available in Supplementary Table 1. 

(B) Silver staining of anti-HTT immunoprecipitated proteins versus IgG control from WT MEF lysate.  

(C) Immunoblot of proteins immunoprecipitated with anti-HTT from WT MEF lysate. 

(D) Representative polysome profile of WT MEF on a 15-50% sucrose gradient. 

(E) Representative polysome profile of WT MEF on a 15-50% sucrose gradient, with previous 

treatments of cells (puromycin, harringtonin) or lysates (EDTA, RNase I).  Corresponding immunoblots 

showing HTT distribution in the different fractions. 
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Figure S4: HTT deletion does not modify global translation in injured Pten-deleted RGC, related 

to Figure 4. 



284 
 

(A) Representative images and quantification of OPP incorporation in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 12hpc. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, **p-value<0.01, ***p-value<0.001, ns: not significant. 

(B) Representative images and quantification of OPP incorporation in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 1dpc. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ***p-value<0.001, ns: not significant. 

(C) Representative images and quantification of OPP incorporation in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 7dpc. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ***p-value<0.001, ns: not significant. 
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Figure S5: Comparison of transcriptome and translatome in control and HTT KO MEF shows 

mRNA-specific regulation of translation, related to Figure 5. 

(A) Volcano plot showing –log10(FDR-adjusted p-value) as a function of the log2(fold-change HTT-KO 

versus control) in total RNA samples. Blue hits: FDR-corrected p-value<0.05 and |log2(fold-change)|>1 

in both datasets. Pink hits: FDR-corrected p-value<0.05 and |log2(fold-change)|>1 in transcriptome only. 

Orange hits: FDR-corrected p-value<0.05 and |log2(fold-change)|>1 in translatome only. 

(B) Volcano plot showing –log10(FDR-adjusted p-value) as a function of the log2(fold-change HTT-KO 

versus control) in translated RNA samples. 

(C) Schematic timeline of RGC cell sorting from Ptenfl/fl+AAV2-Cre versus Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre 

retinas. Representative FACS plots illustrating the steps of RGC isolation. Dissociated retinal cells are 

gated based on size and surface characteristics (forward scatter, FSC; side scatter, SSC). PE-Cy5-Thy1-

positive DAPI-negative population was selected. Double negative staining of retinal cells was used as a 

control to set up the threshold for PE-Cy5 and DAPI.  

(D) Schematic timeline of ribosome immunoprecipitation from RGC of Ptenfl/fl+AAV2-Cre versus 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre retinas. 

(E) Representative immunofluorescence image showing flag expression in RBPMS+ RGC of AAV2-

RPL22-flag-injected mice. 

(F) Representative immunoblot of anti-flag- and control IgG-immunoprecipitated proteins from retina 

lysate of WT mice injected with RPL22-flag. 

(G) Representative Bioanalyzer profiles of translated RNA isolated after anti-flag and control IgG 

immunoprecipitation. 

(H) RT-qPCR analysis of selected mRNA levels in total RNA samples and in ribosome-associated RNA 

samples. For each tested mRNA, the expression level is normalized to Gapdh level for total RNA 

isolated from FACS-sorted RGC; and 18S level in ribosome-associated RNA fraction. Levels are 

compared between Ptenfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre conditions at 3dpc. The p-value 

corresponding to unpaired t-test is displayed on each graph. 

(I) In situ hybridization showing Tox2 mRNA expression in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-

Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap in intact and 3dpc conditions. 

(J) Fluorescent in situ hybridization and quantification of Tox2 mRNA expression in Ptenfl/fl+AAV2-

Cre, Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap intact RGC. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ns: not significant. 

(K) Fluorescent in situ hybridization and quantification of Tox2 mRNA expression in Ptenfl/fl+AAV2-

Cre, Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap at 3dpc. One-way ANOVA with 

Bonferroni multiple comparisons test, ns: not significant. 
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Figure S6: Tox2 is translationally-regulated by HTT in vivo after injury, related to Figure 6. 

(A) Representative immunofluorescence images using anti-puromycin antibody in WT RGC with 

DMSO or Anisomycin injection, and with OPP injection 30min before sacrifice. Unpaired t- test, **p-

value<0.01, ns: not significant. 

(B) Validation of shRNA against Tox2 (shTox2) by immunoblot using overexpression of Tox2-HA in 

mouse N2A cells.  

(C) Validation of shRNA against Tox2 (shTox2) by immunofluorescence with anti-Tox2 antibody in 

mouse RGC. Quantification of immunofluorescence intensity in individual RGC expressing 

shScrambled or shTox2 (mCherry+ cells). Unpaired t-test, ***p-value<0.001. 

(D) PLA staining confocal images for puromycin-Tox2 or puromycin-Gapdh in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 1dpc.  
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(E) Quantification of puromycin-Tox2 PLA-positive events in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 1dpc. Kruskal-Wallis with Dunn’s 

multiple comparisons test, ***p-value<0.001, ns: not significant.  

(F) Quantification of puromycin-Gapdh PLA-positive events in Ptenfl/fl+AAV2-Cre, 

Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Plap RGC at 1dpc. Kruskal-Wallis with Dunn’s 

multiple comparisons test, **p-value<0.01, ***p-value<0.001, ns: not significant.  
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Figure S7: Regulation of Tox2 translation by HTT is necessary but not sufficient to promote axon 

regeneration in vivo, related to Figure 7. 
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(A) Whole-mount retina confocal images showing RBPMS+ RGC and pS6+ RGC in Ptenfl/fl+AAV2-

Cre+AAV2-shScrambled and in Ptenfl/fl+AAV2-Cre+AAV2-shTox2 at 14dpc.  

(B) Quantification of RBPMS+ RGC per mm2 retina at 14dpc. Unpaired t-test, ns: not significant. 

(C) Quantification of pS6+ RGC per mm2 retina at 14dpc. Unpaired t-test, ns: not significant. 

(D) Whole optic nerve confocal images showing CTB+ regenerating axons WT+AAV2-Plap and 

WT+AAV2-Tox2 conditions at 14dpc. The injury site is indicated by a red star.  

(E) Quantification of integrated fluorescence intensity along the optic nerve. Unpaired t-test, ns: not 

significant. 

(F) Whole-mount retina confocal images showing RBPMS+ RGC and pS6+ RGC in WT+AAV2-Plap 

and in WT+AAV2-Tox2 at 14dpc.  

(G) Quantification of RBPMS+ RGC per mm2 retina at 14dpc. Unpaired t-test, ns: not significant. 

(H) Quantification of pS6+ RGC per mm2 retina at 14dpc. Unpaired t-test, ns: not significant. 

(I) Representative immunofluorescence images showing Tox2 protein expression in Ptenfl/fl+AAV2-Cre 

and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-Cre retinas, in intact condition and at 12hpc, 1dpc, 3dpc and 14dpc. 

Quantification of Tox2 immunofluorescence intensity in Ptenfl/fl+AAV2-Cre and Ptenfl/flHTTfl/fl+AAV2-

Cre retinas, in intact condition and at 12hpc, 1dpc, 3dpc and 14dpc. Multiple t-tests with two-stage step-

up method of Benjamini, Krieger and Yekutieli were performed. For each timepoint, the FDR-corrected 

q-value is displayed. 
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Supplementary Table 1: List of HTT binding partners identified by Shirasaki et al., 2012, and 

submitted to STRING analysis, related to Supplementary Figure 3. 

 

Supplementary Table 2: Differential expression analysis of gene hits for total RNA (TOT) and 

ribosome-associated RNA (TRANSLAT), comparing HTT-deleted versus control MEF, related to 

Figure 5 and Supplementary Figure 5. 
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