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Résumé

Une lésion traumatique du systéme nerveux central (SNC) induit des mécanismes
cellulaires et moléculaires conduisant a des dysfonctions irréversibles. En plus d'un
environnement post-lésionnel non propice a la régénération axonale, le stress mécanique
rend les neurones vulnérables. Au niveau moléculaire, la dégénérescence axonale est
associée a des dommages mitochondriaux et une baisse d’ATP disponible, a une
déstabilisation du cytosquelette, notamment des microtubules (MT), et finalement a la
dégradation de I'axone. Il est montré que la stabilisation des MT ou le repositionnement
des mitochondries, via le réseau de MT, stimulent la croissance des axones. Ainsi, les
mitochondries et les MT sont essentiels pour déterminer le devenir de 1'axone. Il est donc
important de comprendre leur dynamique et leur régulation. Cependant, les mécanismes
précis de l'interaction entre les mitochondries et les MT dans les axones post-lésionnels
ne sont pas encore totalement élucidés. L'objectif de cette étude est de développer un
modele in vitro pour reproduire des réseaux simplifiés du SNC et effectuer un trauma
mécanique afin de déchiffrer les processus de repousse axonale. Cela en évaluant la
dynamique des MT et des mitochondries et son influence sur le devenir des axones. Nous
nous sommes particulierement intéressés au faisceau corticospinal (CST), dont les axones
possedent une faible capacité de régénération. Nous avons reproduit in vitro un faisceau
orienté et fonctionnellement connecté assimilable au CST dans un nouveau systéme
microfluidique. Ce dispositif permet 1'application d'une lésion mécanique par
compression, suivie d'une régénération axonale. En utilisant une approche
pharmacologique pour moduler la stabilité des MT, la dynamique des mitochondries est
analysée, ainsi que le devenir des axones apres la lésion. Nos résultats révelent qu'une
acétylation accrue des MT dans l'axe des axones en régénération est associée a des MT
stabilisés, qui restaurent la motilité des mitochondries, favorisant ainsi les mécanismes
de régénération. Ces résultats soulignent le potentiel des médicaments ciblant les MT

dans le développement de stratégies thérapeutiques.
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Introduction






Contexte Général

Bien que l'humanité ait toujours été confrontée a diverses maladies, leur conception
sociale est relativement récente. En 1964, Parsons congoit la maladie comme une déviance
sociale que la société doit controler. II définit alors les roles respectifs du médecin et du
malade pour sortir de cette déviance (Rebhi et al., 2007). Critique de linstitution
médicale, Ivan Illich postule en 1975 qu’elle induit une source de maladie, dont la
médicalisation réduit 'autonomie de l'individu et amoindrit ses réactions et sa résistance
(Baubérot, 1975). C’est dans cet esprit que les travaux de I'anthropologie sociale de la
maladie — particulierement prolifiques dans les années 1980 — privilégient ensuite
I’étude des aspects sociaux et culturels de la maladie et mettent I'accent sur 'efficacité
technique et symbolique des thérapeutiques ainsi que sur la dimension collective. Ils

négligent alors les pratiques a caracteres spirituels percues comme irrationnelles.

Aujourd'hui, notre lutte contre la maladie s'appuie principalement sur la chirurgie, les
médicaments, les thérapies adjuvantes et les dispositifs médicaux interventionnels.
L’apparition et la généralisation des technologies avancées, du génie génétique aux
organes artificiels, ouvre la voie a la médecine personnalisée, qui promet de repousser les
frontieres dans la prise en charge des pathologies (Guchet, 2017). Les possibilités
d’intervention sur I’Humain sont donc grandes et les technologies de santé, qu’elles soient
préventives, diagnostiques ou thérapeutiques, ont beaucoup évolué sous les effets des

progres de la biologie, de la physique, de la chimie et de I'informatique.

Pourtant, il existe encore des maladies, notamment celles liées au systeme nerveux, qui
conduisent a une qualité et une durée de vie altérées, sans qu’aucune méthode efficace
ne permette de prévenir ou de guérir ces syndromes. Et ce malgré plusieurs décennies de
recherche active.

C’est notamment le cas des lésions du systeme nerveux central, en particulier au niveau
médullaire. Dans ces lésions, 1’écrasement par les structures osseuses induit la rupture
des neurones, abolissant les communications nerveuses au sein de la moelle épiniére. Ces
pathologies affectent 15,4 millions de personnes dans le monde. Malheureusement, bien
que certains tissus des mammiferes adultes, comme la peau, soient capables de se reformer
suite a une blessure, le systeme nerveux central adulte ne se régénere pas, résultant en

une perte de fonction permanente et irréversible.
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Historiquement, dés 1'Egypte ancienne, ce traumatisme était diagnostiqué comme une
maladie incurable (Van Middendorp et al., 2010). Ce pronostic a depuis été
considérablement amélioré notamment depuis la théorisation des concepts de
régénération, initialement introduit par Ramén y Cajal en 1907, et plus largement de
« plasticité structurelle » (Stahnisch, 2022). Toutefois, ces lésions sont encore incurables

et considérées hors de portée de la médecine a notre époque (Schwab, 2004).

La régénération axonale est la capacité d’un neurone a repousser son axone apres une
lésion, ce qui nécessite notamment la reformation d’un cone de croissance. Différents
travaux, notamment ceux de I’équipe aupres de laquelle ce travail a été réalisé, ont permis
de montrer I'implication de diverses structures, telles que le réseau de microtubules et le
trafic intracellulaire associé.

Ainsi les progres dans notre compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires de
la capacité de régénération du systeme nerveux central permettent d’envisager diverses
stratégies thérapeutiques. L’objectif, a terme, étant d’améliorer la condition de vie des

personnes atteintes de lésions de la moelle épiniere.

Dans ce contexte, j’ai dédié mon travail de these a I'étude de l'interaction entre les
microtubules et les mitochondries, dans le devenir des axones apres un traumatisme. Le
partage de ce travail passera d’abord par le rappel de la composition et de 'organisation
anatomique du systeme nerveux ainsi que les conséquences de ses lésions. Je définirai
ensuite nos structures d’intérét, pour observer que le cytosquelette est I'un des éléments
clés du neurone. La régénération d'un neurone ne peut se faire sans le soutien des
microtubules ni la  production énergétique des mitochondries. Toutefois,
I’approfondissement de tels mécanismes, compte tenu de la complexité de 'organisme,

nécessite la mise en place de modeles expérimentaux que je détaillerai.
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I. Le systeme nerveux

L'organisme se compose de différents organes et systémes en interaction, chacun ayant
sa fonction spécifique. Parmi eux, le systeme nerveux joue un role crucial dans la
régulation des activités corporelles et l'adaptation aux variations de 1'environnement.
Lorsque ce systeme dégénere, ou développe des lésions, cela affecte l'ensemble de

l'organisme.

1. Organisation

Le systéeme nerveux est un ensemble cellulaire, organisé en circuits neuronaux. Ceux-ci
traitent et transmettent des informations spécifiques pour fournir une réponse qui
constitue la base des comportements (Purves, 2004) (figure 1). Cette transmission permet
de réguler les fonctions de I'organisme en réponse aux changements de I'environnement
interne et externe. Compte tenu de sa complexité, il est essentiel de commencer par
identifier et définir ses composants fondamentaux ainsi que leur organisation spatiale,

afin d’aborder notre sujet d’intérét de maniere éclairé.

A

¢

Unipolaire  Pseudo-unipolaire

D

Bipolaire Multipolaire

Figure 1 — Représentation de [organisation neuronale dans la matiére grise du cerveau des
mammiféres (Exemple des couches corticales du cerveau composés de plusieurs types neuronauz),
et des différents types de neurones. A : Azone ; C' : Corps cellulaire ; D : Dendrite. A partir de
H. Fournié, V. Roy et V. Beaucousin -Université Ouverte des Humanités (UOH) / Université
de Rouen Normandie.
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La premiere cellule fondamentale du systéme nerveux a définir est le neurone (Cantile
and Youssef, 2016), disposant d’une organisation polarisée, essentielle pour le transfert
directionnel du signal. Les neurones se composent d'un corps cellulaire, le soma, qui
abrite la machinerie cellulaire et métabolique de la cellule. A partir du soma s’étendent
de nombreuses arborisations, les dendrites, qui permettent un transfert rétrograde du
signal nerveux. S’étend également un prolongement unique jusqu’a plusieurs centaines
de micrometres, 'axone (figure 2), par lequel s’effectue le transfert de l'influx nerveux
aux cellules cibles (Purves, 2004). Toutefois il existe une diversité cellulaire au sein du
systéme nerveux (voir figure 1). Ainsi, certains neurones réceptionnent les informations

sensorielles, envoient des messages moteurs ou encore servent de relais d’informations.

Comme toute cellule, le neurone est protégé par une membrane qui assure notamment
I’homéostasie, I’équilibre ionique et le controle de tous les échanges entre l'intérieur et
lextérieur de la cellule. Grace a leur morphologie et cette organisation complexe,
I'information est transmise sous la forme de signaux électriques et chimiques. Le signal
nerveux se propage au sein du neurone sous la forme d’un potentiel d’action, caractérisé
par une dépolarisation de la membrane (figure 3), c'est-a-dire un déséquilibre transitoire

des charges électriques facilité par 1'ouverture de canaux ioniques.

Soma (corps cellulaire)

Dendrite

Cellule présynaptique
P .
/@ ®\
\
[ \
O
D
Neuro-

o
o
transmetteur

Synapse

Terminaison axonale

\ /

Cellule postsynaptique

Figure 2 — Schéma de lorganisation d’un neurone et de la communication nerveuse au niveau
d’une synapse dans le systéme nerveuz central. A partir de Openstaz College, Biology « 35.1

neurons and glial cells »

18



Introduction — Le systeme nerveux

Le principal relais assurant la transmission de l'influx nerveux est la synapse (voir
encadré figure 2); celle-ci peut-étre chimique ou électrique. La synapse chimique,
majoritaire, constitue une zone spécialisée fonctionnelle composée de trois éléments : la
partie pré-synaptique axonale, qui convertit le signal électrique en sécrétion de
neurotransmetteurs dans ’espace inter-synaptique, qui sont alors transmis et captés par
les récepteurs de la partie post-synaptique dendritique, qui génére alors une
dépolarisation membranaire. A l'inverse, dans la synapse électrique, les membranes des
neurones sont directement reliées par des jonctions communicantes permettant le
transfert des ions et la dépolarisation associée. Il existe de nombreux types de neurones,
de neurotransmetteurs et, par conséquent de synapses, interconnectés en un réseau
complexe et hétérogene. La connectivité synaptique entre les différents types de neurones
se modifie en permanence afin d’intégrer de nouvelles informations et de répondre a

I’environnement et ses perturbations. Ce processus constitue la plasticité neuronale.
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Figure 3 — Schéma de la transmission du potentiel d’action selon un mouvement saltatoire,
grice auz neeuds de Ranvier de la gaine de myéline. A partir de Openstaz College, Biology « 35.1

neurons and glial cells ».

Les neurones ne fonctionnent jamais de maniere isolée. Aussi les principales cellules
constituant la diversité du systeme nerveux incluent les cellules gliales, parmi lesquelles
se trouvent la microglie et la macroglie (Cantile and Youssef, 2016). En fonction de leur
localisation il existe différents types de cellules macrogliales : astrocytes, oligodendrocytes
et cellules épendymaires (au niveau central) ; cellules satellites et cellule de Schwann (au
niveau périphérique) (figure 4). Elles permettent le maintien de l'intégrité des neurones

et jouent également un role important dans la transmission du signal et la plasticité
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neuronale. Les oligodendrocytes et les cellules de Schwann assurent notamment la
formation d’une structure lipidique et protéique appelée gaine de myéline, qui entoure
les axones afin d’assurer une meilleure conduction du signal. Cette gaine n’est pas
continue ; elle entoure 'axone par segments. L’alternance de segments myélinisés et
amyéliniques forme les nceuds de Ranvier et permet une transmission plus rapide de la
dépolarisation membranaire selon un mouvement dit saltatoire (voir figure 3). Le systeme

nerveux est donc une structure complexe, diverse et dynamique.

Neurone

Cellule
microgliale

Astrocyte

Cellules S O
3 2 'L-' §
épendymaires

Figure 4 — Représentation d’un neurone et des cellules gliales du SNC' qui constitue le circuit
neural. A partir de Openstaz College, Biology « 35.1 neurons and glial cells ».

Il est toutefois nécessaire de distinguer les différents systemes. D’un point de vue
anatomique, le systéeme nerveux central (SNC) englobe I'encéphale et la moelle épiniere.
Par opposition au systéeme nerveux périphérique (SNP), qui se trouve a l'extérieur du
SNC et regroupe l'ensemble des nerfs sortant de la moelle, jusqu’a leurs effecteurs
(Purves, 2004). Le SNP se subdivisant en différents systémes assure la complexité des

fonctions somatiques (volontaires) et végétatives de 1'organisme (figure 5).
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Central

Moelle épiniér

Cerveau } Systéme nerveux
e

Systéme Nerveux
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Systéme Nerveux Systéme Nerveux
Central (SNC) Périphérique (SNP)

Systeme Nerveux Systéme Nerveux
Somatique Autonome
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Figure 5 — Schéma du Systéme Nerveuz Central (SNC) et Périphérique (SNP). Modifié a partir
du  site  https://www.khanacademy.org/science/biology/ap-biology/human-biology /meuron-
nervous-system/a/overview-of-neuron-structure-and-function

Ainsi, la moelle épiniere constitue le lien entre les systemes nerveux central et
périphérique (figure 5) via de nombreuses voies de communication ascendantes,
remontant les informations sensitives, et descendantes, transmettant les informations

exécutives (Silva et al., 2014).

Il apparait alors que les maladies perturbant les fonctions nerveuses représentent des
défis particuliers, car elles perturbent un systéme organisé en réseau en perpétuel
remaniement dont la fonction repose sur linterconnexion spatiale correcte de ses
différents constituants. Une lésion du systeme nerveux peut donc conduire a des pertes
de fonctions sensorielles et motrices souvent irréversibles. Ces déficits sont notamment
dus a une cascade d'événements cellulaires, moléculaires et biochimiques au sein du site
lésionnel, ou les réactions immunitaires et vasculaires entrainent la dégénérescence des

axones (Cheriyan, 2014).

Au-dela des différences anatomiques et structurelles entre le systéme nerveux central et
périphérique, ces systemes répondent aussi différemment aux lésions. Des le début du
siecle dernier, Ramoén y Cajal observait que, contrairement au systéme nerveux
périphérique qui est capable de régénérer et de reconnecter ses cibles (Cajal and May,
1991; Zochodne, 2012), les axones du systéme nerveux central ont une faible capacité de
régénération apres une lésion. Cela représente un obstacle majeur a la récupération
fonctionnelle. Toutefois, bien que les neurones qui meurent ne soient pas remplacés, ils

disposent au niveau du SNC des mammiferes, d'une capacité de régénération au cours
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du développement. Tandis que cette capacité se maintient tout au long de leur vie au
niveau périphérique. Cela suggere des différences dans les mécanismes impliqués propres

a chacun des systemes.

2. Lésion du systéme nerveux

Concernant les événements neuropathologiques au niveau du systéeme nerveux
périphérique, une lésion entraine une rupture des membranes, facilitant ainsi I'entrée
d'ions dans les axones. Cela provoque la propagation d’un signal rétrograde, I'activation
de protéases calcium-dépendantes et une réorganisation du cytosquelette (Raivich and
Makwana, 2007). Cela est suivi par le transport et l'activation de facteurs de
transcription et une augmentation du taux d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
somatique, qui conduit a 'expression de genes pouvant avoir deux effets opposés: la

régénération ou la mort.

Deux phases sont décrites (Mietto et al., 2015). La premiére est caractérisée par des
signaux pro-inflammatoires dus a la surrégulation de genes pro-inflammatoires. Au cours
de celle-ci se produit la dégénérescence Wallérienne (de la partie distale) responsable de
la fragmentation de 'axone. Ces signaux entrainent l'activation et la dédifférenciation
des cellules de Schwann (CS) qui démyélinisent ’axone. Les débris de myéline permettent
lactivation et la prolifération des CS et des fibroblastes, lesquels liberent des cytokines
favorisant I'activation des macrophages pour la phagocytose des débris. Progressivement,
Iinflammation se réduit et cette phase est suivie par l'activation de signaux anti-
inflammatoires et l'activation de genes pro-régénérateurs, dits RAG (Regeneration-
associated genes). Ces génes codent pour des facteurs de transcription, des protéines de
structure et du cytosquelette, des molécules d’adhérence et de guidage (Ma and Willis,
2015; Navarro et al., 2007). Les fibroblastes sécretent alors des facteurs de croissance qui
stimulent la formation de nouveaux vaisseaux. Tandis que les macrophages acquierent
un phénotype anti-inflammatoire. Les cellules de Schwann, elles, proliferent et secretent
des facteurs neurotrophiques pour le guidage, la croissance et la remyélinisation des
axones. Les protéines de la matrice extracellulaire sont également réorganisées et I'on
retrouve l'expression de composants de la lame basale tels que la laminine et le collagene
de type IV, pour permettre la croissance des axones (Mietto et al., 2015) (figure 6).

Ainsi, apres une lésion du SNP, un microenvironnement permissif pour la croissance est

formé, principalement par les cellules non neuronales. Cela stimule en retour les capacités
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intrinseques des neurones périphériques lésés. Les neurones adoptent un phénotype
régénératif en synthétisant a nouveau des molécules non exprimées chez l'adulte dans des
conditions physiologiques — telles que des protéines associés a la croissance et des
composants structurels de la membrane —, mais en réduisant la synthese des composants
de la transmission synaptique (Navarro et al., 2007). La régénération dans le SNP dépend
donc d'événements cellulaires et moléculaires bien orchestrés entre les neurones lésés et

les cellules non neuronales (Cattin and Lloyd, 2016).
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Figure 6 — Evénements cellulaires ayant liew dans le SNP aprés une lésion. D'aprés Mietto et
al., 2015.

Par opposition, dans le systéme nerveux central, les événements précoces d’une lésion
induisent une destruction du tissu et la mort des cellules. Basé sur les travaux d’Alfred
R. Allen des 1911, il a été postulé que de nombreux mécanismes cellulaires, moléculaires
et biochimiques en découlent et induisent la progression des dommages, dits secondaires
(Allen, 1911). Ainsi, la lésion primaire entraine une rupture des membranes, notamment
des axones, dont la dépolarisation du potentiel de membrane entraine l'activation des
canaux Ca2+ voltage-dépendants pré-synaptiques, libérant des acides aminés excitateurs
tels que le glutamate. Cela entraine l'activation des récepteurs NMDA et AMPA,
perturbant fortement 1'équilibre ionique (Stys, 1998). Ces événements sont associés a la

libération de dérivés réactifs de l'oxygene sous forme de radicaux libres (ROS) et la
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peroxydation des lipides. Ce qui contribue a une forte excitotoxicité entrainant la mort
programmée des cellules (apoptose), une déstabilisation du cytosquelette responsable de
la fragmentation de l'axone et l'activation de la réponse inflammatoire (Schwab et al.,
2006; Silva et al., 2014).
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Figure 7 — Evénements cellulaires aprés une lésion dans le SNC. D’aprés Obermair et al., 2008.

Les perturbations vasculaires, telle que la rupture de la barriere hémato-encéphalique
(BHE) — entrainant 1'entrée sur le site lésionnel des cellules sanguines, immunitaires et
des fibroblastes — conduisent a une ischémie et induisent une perte neuronale (Popovich
et al., 1996; Silva et al., 2014; Tator and Fehlings, 1991; Zhou, 2014) (figure 7).

La libération de ROS agit également comme signal de progression de l'inflammation, qui
entraine des dommages supplémentaires du tissu initialement lésé, avec une perte
neuronale et une démyélinisation (Hall, 1996; Horton, 2003; Hsu et al., 1996). En effet,
les cellules inflammatoires, notamment les macrophages, sécretent des protéases dont
l'acces aux cellules est facilité par les dommages membranaires, et peuvent ainsi dégrader
les éléments du cytosquelette (Mietto et al., 2015; Popovich et al., 1999). Par ailleurs,
les débris de myéline libérés présentent des molécules inhibitrices pour la repousse
axonale (Yiu and He, 2006), dont les trois principales sont MAG (Myelin Associated
Glycoprotein), NOGO et OMgp (Oligodendrocyte Myelin glycoprotein) (Chaudhry and
Filbin, 2007; McKerracher and Rosen, 2015; Schwab, 2004; Schwab and Strittmatter,
2014). L’action de ces inhibiteurs passe par leur couplage avec les récepteurs NgR1/Troy,

p75 et Lingo-1, qui activent une signalisation Rho/Rock conduisant au collapsus du céne
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de croissance (Chaudhry and Filbin, 2007). Le blocage de ces molécules in wvivo
permettrait une régénération axonale sur de longues distances. En revanche, des travaux
ciblant une triple déplétion de ces molécules inhibitrices mettent en évidence une
amélioration de la régénération sans toutefois qu'il y ait un effet synergique (Lee et al.,
2010). Ces inhibiteurs joueraient donc un roéle sans pour autant étre centraux. Bien que
ces inhibiteurs, notamment MAG, soient également présents dans I’environnement du
SNP, les taux de laminine seraient suffisamment élevés pour neutraliser leurs effets. Par

ailleurs, les débris de myéline y sont plus rapidement phagocytés.

Les cellules microgliales s'activent également, liberent des cytokines et adoptent un
phénotype macrophagique pour la phagocytose des débris. Finalement, les astrocytes
deviennent réactifs a leur tour, marquant la phase chronique, et forment une cicatrice
(figure 7), véritable barriere physique et chimique a la croissance, qui a longtemps
représenté le principal frein a la régénération (Fawcett and Asher, 1999; Grimpe and
Silver, 2002; Schwab et al., 2006). Communément appelée cicatrice gliale, on parlera
plutot de cicatrice fibrotique. En effet, la 1ésion se divise en deux parties : le coeur est
composé de fibroblastes, de cellules NG2+ et de macrophages (Cregg et al., 2014; Shearer
and Fawcett, 2001; Silver and Miller, 2004) et contient des protéines de la matrice comme
la fibronectine, le collagéne et la laminine. La périphérie est composée d'astrocytes
réactifs. Entre les deux, une structure semblable a une « glia limitans », formée par les
astrocytes est décrite (Shearer and Fawcett, 2001), dans laquelle leurs processus
filamenteux s'entremélent et expriment a leur surface des protéines de la matrice
extracellulaire fortement inhibitrices, comme les Chondroitines Sulfates Protéoglycanes
(CSPG). Malgré son effet inhibiteur, des études récentes montrent que le remodelage de
cette cicatrice serait en faveur de la récupération en synthétisant des molécules favorables
a la régénération et qu’elle possede des propriétés neuroprotectrices et anti-
inflammatoires. En effet, ’'ablation des astrocytes réactifs n’améliore pas la récupération
et entraine des perturbations de la réparation (Anderson et al., 2016; Sofroniew, 2009).
Par ailleurs, 1'utilisation de Chondroitinase-ABC — qui clive les chondroitines sulfates
des protéoglycanes, rendant les CSPG moins inhibiteurs — a montré des résultats
prometteurs dans la réparation de trauma du SNC chez les rongeurs et le chat (Bradbury
et al., 2002; Kwok et al., 2012; Milbreta et al., 2014).
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Figure 8 — Subdivision d’une lésion de moelle épiniére en deux compartiments (ceeur et
pénombre) et cicatrice fibrotique. D’apres Cregg et al., 2014.

La présence d’inhibiteurs s’accompagne de l'absence de facilitateurs, tels que des
molécules du guidage axonal, des facteurs de croissance et des molécules d’adhérences,
présents au cours du développement pour la croissance axonale (Anderson et al., 2018;
Sofroniew, 2018). Ceci contribue a la théorie du chimiotactisme de Ramén y Cajal, selon
laquelle I'attraction chimique par des substances neurotrophiques est essentielle pour la
croissance et le guidage des axones durant le développement et apres une lésion (Sperry,
1963; Weiss, 1934). A long terme, une cavité kystique remplie de fluide peut se développer
au centre de la lésion — chez certaines especes, comme le rat et 'homme — et la
dégénérescence des axones myélinisés associée a une inflammation peut conduire a la
formation de microcavités en amont et en aval de la lésion primaire. On parle alors de

lésions secondaires.

Les neurones confrontés a ce nouvel environnement inhibiteur montrent une
capacité intrinseque de régénération limitée (Huebner and Strittmatter, 2009; Yiu and
He, 2006). Leur capacité de croissance étant réduite une fois arrivés a maturité, ils
montrent une faible réactivation de leur programme de croissance dans I’environnement
inhibiteur d’une lésion. De multiples régulateurs génétiques sont mis en cause, tels que

PTEN, mTOR, Arg-1 (Sofroniew, 2018). D’autre part, il a été montré qu’apres une lésion
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du SNC, il existe des tentatives de régénération restant infructueuses. L’environnement
semble donc influencer la capacité de régénération, au méme titre qu’'une capacité de

croissance intrinseque adéquate.

2.1. Lésion de moelle épiniere

Au niveau du SNC, la moelle épiniere constitue le lien avec le SNP par des voies
ascendantes et descendantes. Ainsi, une lésion a ce niveau récapitule les événements
lésionnels du SNC détaillés précédemment et résulte en une interruption de la
communication entre les centres nerveux supra-spinaux du cerveau et le reste du corps

(pour revue Badhiwala et al., 2019).

Parmi les voies ascendantes et descendantes de la moelle, on trouve le faisceau cortico-
spinal (CST). Il s’agit de la voie la plus longue, qui constitue la voie motrice pyramidale,
permettant un lien topographique entre le cortex moteur et la moelle épiniére. Par
description neuroanatomique, il désigne les axones qui transmettent la commande
motrice depuis le cortex cérébral jusqu’aux neurones de la corne antérieure de la moelle
épiniere (figure 9). En raison de sa localisation et de son trajet, on parle de voie

pyramidale, qui intervient dans le controle de la motricité volontaire.

La voie pyramidale débute au niveau de la couche 5 du cortex moteur primaire (M1) via
les neurones moteurs pyramidaux supérieurs. Ces axones, tres longs, passent par la
capsule interne, le tronc cérébral, ou ils décussent a 90 % au niveau des pyramides
bulbaires dans le bulbe rachidien chez les humains et les primates non humains, avant
de parcourir la moelle épiniere, jusqu’a faire une synapse avec les motoneurones inférieurs
spinaux au niveau de la corne ventrale (Purves, 2004). Cette connexion directe des fibres
corticales avec les neurones moteurs intra-spinaux se retrouve également sur d’autres
modeles tels que le rat (Gu et al., 2017). A l'inverse, chez la souris, les axones corticaux
font d'abord relais avec des populations d’interneurones spinaux gabaergiques et
glutamatergiques, qui a leur tour projettent sur les neurones moteurs spinaux. Dans ce
modele, la connexion directe des fibres corticales et spinales existe dans une moindre
mesure (Coté et al., 2018; Hughes and Todd, 2020).

Les motoneurones projettent ensuite vers les muscles en quittant le SNC via des racines
ventrales. Cette voie permet ainsi la transmission d’une information motrice volontaire

qui subit sur son trajet de nombreuses régulations par des structures corticales (cortex
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prémoteur), sous-corticales (ganglions de la base) et spinales (interneurones de la moelle)

pour permettre un mouvement fin et controlé.

Dans un traumatisme de la moelle épiniere, les neurones intra-spinaux localisés au site
lésionnel meurent et les axones ascendants et descendants tendent a dégénérer de maniere
rétrograde. Ainsi, les axones des neurones du faisceau cortico-spinal sont particulierement

affectés et possedent une faible capacité de régénération.

Figure 9 — Schéma des voies molrices corticospinales descendantes anlérieures et latérales.
D’apres Silva et al., 2014.
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2.1.1. Incidence, prévalence et impact économique

Ces pathologies dévastatrices entrainent des dommages neurologiques qui provoquent des
handicaps sensoriels, moteurs et cognitifs a long terme. Leur prévalence est estimée par
1'Organisation mondiale de la santé (OMS) entre 250 000 et 500 000 cas dans le monde
chaque année. Ainsi en 2021, 'OMS estime qu’environ 15,4 millions de personnes vivent
avec une lésion de la moelle. Les principales causes sont d'origine traumatique (accidents
de la circulation, chutes et violences), sans distinction de sexe ni d’age, mais affectant
principalement les hommes de 45 & 60 ans (Witiw and Fehlings, 2015; Zhao and Fawcett,
2013) (figure 10). Ces lésions représentent également un lourd fardeau social et
économique (figure 10). Comme l'estime le Centre statistique national américain sur les
lésions de la moelle épiniere, les cotits varient de 1,5 a 3 millions de dollars américains
par personne souffrant de lésion traumatique tout au long de leur vie, selon

I'emplacement et la gravité de la lésion (Fehlings, 2017).
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Figure 10 — Répartition, étiologie et cout des lésions de moelle épiniere traumatiques par sexe

et age (A et C). Cotit annuel moyen post lésion par type de cott pour la tétraplégie (B). D apres
OMS, 201/
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En fonction de la localisation et de la gravité de la blessure, les lésions médullaires
peuvent étre incomplétes ou completes et sont classées selon 1'échelle de déficience ASTA
— American Spinal Injury Association — (Kirshblum et al., 2011). Cette échelle est
utilisée pour évaluer la gravité d'une lésion. Elle se compose de plusieurs criteres,
notamment moteurs et sensori-moteurs, afin d’attribuer un grade a la lésion, allant de A
akb:
- Grade ASIA - A : Perte totale de la fonction sensorielle et motrice en dessous du
niveau de la lésion.
- Grade ASIA - B : Préservation de la sensation, mais perte totale de la fonction
motrice en dessous du niveau de la lésion.
- Grade ASIA - C : Préservation partielle de la sensation et de la fonction motrice
en dessous du niveau de la lésion.
- Grade ASIA - D : Préservation de la sensation et de la fonction motrice, bien que
la force musculaire soit diminuée par rapport a la normale.

- Grade ASIA - E : Fonction sensorielle et motrice normale.
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Figure 11 — Organisation longitudinale de la moelle épiniére et conséquences d’une lésion de
moelle en fonction de la localisation. A partir de OMS, 201/ et du site http:/ /www. living-with-

attendant-care.info/

Lorsqu'elles affectent les régions thoracique ou lombaire, il en résulte une paraplégie ; les
patients conservent alors l'usage de leurs bras et de leurs mains. Une lésion cervicale
entraine une tétraplégie ; les patients perdent alors le contréle total de leurs bras, mains

et jambes. La description des conséquences de ces lésions est souvent limitée a la perte
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partielle ou totale de fonction motrice et sensitive (figure 11). Cependant, cela ne
représente pas I’ensemble des troubles observés. Les patients atteints souffrent également
de pertes des fonctions viscérales (figure 12), ce qui réduit leur autonomie, détériore leur

qualité de vie et augmente de deux a cinq fois le risque de mort prématurée, selon ’OMS.

Comprendre et traiter ces lésions n'est pas chose facile, car elles ne sont ni homogenes ni
reproductibles. Tout d'abord, en raison de l'existence de différentes morphologies qui
varient en taille et en conséquence anatomique telles que les lésions dites completes et
incompletes (O’Shea et al., 2017). Une lésion anatomiquement compléte entraine
I'absence totale de connectivité neuronale sur toute la largeur de la moelle épiniere.
Contrairement aux lésions anatomiquement incomplétes, qui sont des 1ésions plus petites
et qui affectent seulement une partie du tissu neural tout en préservant une certaine
connectivité neuronale. Celles-ci peuvent encore maintenir une communication qui

soutient potentiellement la récupération spontanée.

The SCl iceberg

A

Inability to move

Loss of bladder and bowel control
Loss of body temperature control
Loss of touch sensation

Loss of sexual function
Compromised immune function
Digestive health issues
Breathing difficulties
Cardiovascular problems
Neuropathic pain

Pressure sores

Spasms

Figure 12 — Représentation schématique de l'étendue des conséquences sensorielles et motrices

d'une lésion de moelle épiniére. A partir du site https: //www.spinalcure.org.au,/
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2.1.2. Thérapies

Apres une telle lésion, la régénération repose sur la formation d'un nouveau cone de
croissance actif, qui fait appel a un remaniement de 1'architecture cellulaire. Toutefois,
les processus de régénération sont tres énergivores. Cette énergie peut étre fournie par
les mitochondries. Par ailleurs, rétablir un circuit fonctionnel dans le SNC endommagé
constitue un défi a plusieurs niveaux, tant intrinseques qu'extrinseques. Ainsi, compte
tenu de la complexité de cette pathologie, il n'existe a ce jour aucun traitement
thérapeutique efficace. Les seuls traitements administrés en clinique incluent Ia
décompression chirurgicale, la réhabilitation et éventuellement 1'utilisation de
méthylprednisolone. Toutefois, I'utilisation de cet agent anti-inflammatoire est désormais
controversée et non recommandée (Cabrera-Aldana et al., 2017; Hugenholtz et al., 2002).
En l'absence d'un traitement efficace, la recherche se concentre non seulement sur des
approches de biologie cellulaire et moléculaire telles que la régénération axonale, mais
également sur la compréhension des principes de réparation de la moelle épiniere. Les
chercheurs tendent a explorer de nouveaux domaines, tels que 1'ingénierie ou encore les
neurotechnologies, afin de stimuler la plasticité du réseau et permettre une récupération
fonctionnelle (figure 13).

La nécessité de cibler plusieurs aspects des lésions afin d’envisager une récupération
fonctionnelle est désormais bien renseignée. Ainsi les possibilités thérapeutiques
s’intéressent notamment & la neuroprotection (pour réduire les dommages secondaires),
la neuro-régénération et la plasticité (pour limiter les facteurs inhibiteurs, permettre une
régénération intrinseque et un guidage des axones), la neuro-restauration (pour assurer
la remyélinisation et la restauration de la conductivité) ainsi que la neuro-reconstruction
du tissus (Schwab et al., 2006). Afin de regrouper ces aspects, la combinaison de

stratégies thérapeutiques est de plus en plus étudiée.

Grace aux efforts considérables de la communauté scientifique et neuroscientifique, nous
avons désormais une compréhension de plus en plus claire des lésions de la moelle épiniere
et de la réponse du systeme. Cela n’aurait pas pu étre atteint sans 'utilisation de modeles
expérimentaux, lesquels permettent la collecte de connaissances fondamentales sur les
cellules, les tissus et les organes. Toutefois, I'approfondissement des connaissances plus
cliniquement pertinentes nécessite de nouveaux modeles plus précis, abordant les
mécanismes sous-jacents des lésions, afin d’envisager la mise en place de stratégies

thérapeutiques. Cependant, compte tenu de la complexité de 'organisme et des voies
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traversant la moelle épiniere, il est nécessaire de développer des modeles adaptés et

simplifiés pour pouvoir les étudier.
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Figure 13 — Représentation schématique de l'avancée des stratégies thérapeutiques pour réparer
les lésions médullaires. Les stratégies comprennent la régulation des substances bioactives, la

thérapie cellulaire, la transplantation de biomatériauz et la neuromodulation. D’aprés Hu et al.,
2023.
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3. Plasticité post-lésionnelle

Bien qu'il soit généralement admis que la régénération axonale dans le SNP est possible,
elle n'est que rarement complete chez 1'homme et dépend de la distance que doivent
parcourir les axones. Malgré I'absence de régénération a travers le site lésionnel dans le
SNC, une plasticité post-lésionnelle est observée (Aguayo, 1985). Cela représente la
capacité du systeme nerveux a remodeler ses synapses en réponse a des perturbations
internes ou externes (Cotman and Nieto-Sampedro, 1984). Suite a la dégénérescence
wallérienne induite par la lésion, cette plasticité peut correspondre tant a une
régénération directe des axones endommagés, qu'a une régénération via des collatérales

(on parle de « sprouting »). Ces collatérales peuvent provenir des neurones endommagés

en amont de la lésion ou des axones voisins épargnés (Sofroniew, 2018) (figure 14).

Degeneration Regeneration Regeneration through Axon sprouting in Synaptic plasticity in
and retraction across lesion core spared reactive tissue spared reactive tissue spared reactive tissue
Normal 4 “ @ - 4
tissue ”‘,v\é o
Spared 252
but reactive e

tissue

Figure 14 — Schéma des différentes réponses potentielles de l'axone [ésé et des neurones voisins,

suite d une lésion. D’aprés O’Shea et al., 2017.

Cette plasticité spontanée post-lésionnelle a été décrite dans plusieurs régions du SNC,
comme le cortex moteur, le cortex sensoriel, le cervelet ou l'hippocampe (Blesch and
Tuszynski, 2009). Dans la moelle épiniére, ce sprouting peut conduire a des récupérations
fonctionnelles, notamment grace a une réinnervation du tractus corticospinal dorsal 1ésé,
par le tractus ventral resté intact, ou grace a de nouvelles connexions des neurones
proprio-spinaux (Raineteau and Schwab, 2001). Plusieurs travaux ont démontré que
cette plasticité présente de nombreux points communs avec le développement et la

croissance axonale, notamment une réorganisation du cytosquelette (Soares, 2007, 2002).

34



Introduction — Le systeme nerveux

En effet, l'extrémité de l'axone lésé doit reformer une structure motile capable de
traverser I’environnement et de reconnecter une cible, a I'image d’un cone de croissance

durant le développement.

Ainsi, apres une lésion, les axones peuvent régénérer ou dégénérer. Cependant, les

mécanismes moléculaires controlant cette réponse restent non élucidés.
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II. Les Microtubules

De la méme maniere que les vertébrés possedent une ossature, le cytosquelette représente
l'ossature de la cellule. Découvert en 1970 (Fischer and Fowler, 2015), c¢’est un réseau
complexe et dynamique présent dans toutes les cellules eucaryotes. Son role majeur est
d'organiser spatialement et temporellement la cellule (Fletcher and Mullins, 2010). Il est
constitué de trois types d'éléments : les filaments d'actine, les filaments intermédiaires
et les microtubules (MT) (figure 15), tous formés par l'autoassemblage de sous-unités

protéiques spécifiques.

Growth cone

Figure 15 — Eléments constituant le cytosquelette d’un neurone (a), jusqu’au cone de croissance
(b) MT en vert, actine en rouge. On retrouve dans les neurones et le long des axones différents
filaments (c) notamment des MT organisés en protofilament (e), des neurofilaments (f) et de
Uactine (d et g). D’aprés Fletcher and Mullins, 2010.
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Les éléments du cytosquelette présentent un caractere dynamique, leur permettant de se
renouveler en grande partie en quelques heures (Fischer and Fowler, 2015). Ceci permet
aux cellules d'adapter continuellement leur morphologie et leur fonction. L'assemblage
protéique hautement dynamique du cytosquelette est a 1'origine de ses fonctions dans le
maintien de l'architecture des cellules. Cela confere une résistance mécanique aux

déformations, et permet l'ancrage de la cellule a la matrice extracellulaire.

L'étude des polymeres du cytosquelette est une aire de recherche active depuis plus de
70 ans. Mais les MT ont été découverts plus tardivement. Le terme « microtubule » a
été utilisé pour la premiere fois en 1963. Leur structure n'était alors pas observée dans
toutes les cellules, car les méthodes de fixation utilisées ne permettaient pas de les
préserver. L'introduction de nouveaux agents fixateurs, comme le glutaraldéhyde, ont
permis d'identifier les MT comme une structure du cytosquelette ubiquitaire en 1965
(Borisy et al., 2016). La fagon dont la cellule contrdle certaines de ses fonctions
physiologiques via son cytosquelette est désormais de plus en plus documentée. Il reste
cependant a mieux explorer comment les polymeres du cytosquelette permettent aux
cellules de s'adapter aux changements de leur environnement. Dans ce travail, nous nous
sommes focalisés sur la dynamique des microtubules et sur sa régulation, dans des

conditions post-lésionnelles.

1. Structure et propriétés

Les MT sont des polymeres polarisés et dynamiques qui s'auto-assemblent, conservés
dans toutes les cellules eucaryotes, depuis les levures jusqu'aux mammiferes (Galjart,
2005; Hashimoto, 2015). Ils sont plus abondants dans les cellules nerveuses ou ils

représentent environ 20% des protéines totales (Oakley, 2000).

Ce sont des composants essentiels de structures stables comme les cils et flagelles, ainsi
que de structures plus labiles comme le fuseau mitotique. Apres la découverte de 'unité
de base, la tubuline, par Borisy et Taylor, de nombreuses études ont été menées afin de
caractériser cette protéine. Les tubulines constituent une famille multigénique qui compte
sept membres : a, B, v, &, €, { et n (Dutcher, 2001; Luduena, 2013; McKean et al.,
2001). Les &-, -, (- et n-tubulines sont retrouvées dans les centrioles qui sont les
composants du centrosome, le centre organisateur des MT, ou l'on retrouve la y-tubuline

impliquée dans la nucléation des MT.
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C'est en 1980 que le mécanisme physico-chimique de l'assemblage des MT a été
découvert. Les microtubules sont composés de monomeres des sous-unités o- et B-
tubulines, structurellement similaires, avec une taille de 4-5 nm et une masse moléculaire
d'environ 55 kDa (soit ~450 acides aminés). Néanmoins, ces deux sous-unités de tubuline
ne partagent que 40% d'identité de séquence en acides aminés (Nogales, 2000). Ce sont
des protéines globulaires qui s’associent téte a queue spontanément et de fagcon non
covalente sous la forme d'un hétérodimere o/ de 110kDA en présence de GTP. Ce qui
forme des protofilaments linéaires (Desai and Mitchison, 1997; Fischer and Fowler, 2015)
(figure 16). Les protofilaments s'associent a leur tour latéralement en un feuillet se
refermant sur lui-méme. Le rapprochement des feuillets forme un cylindre creux de 25
nm de diametre (Chrétien et al., 1995; Desai and Mitchison, 1997). Les microtubules sont
constitués de 13 protofilaments organisés en « lattice » (Song and Mandelkow, 1993), ce
qui en fait un composant rigide du cytosquelette, pouvant atteindre quelques dizaines de
micrometres (Wade and Hyman, 1997). Cet assemblage nécessite de 1'énergie qui provient
de I'hydrolyse du GTP (Kononova et al., 2015) (figure 16).

Shrinking microtubule

Figure 16 — Structure, assemblage et instabilité dynamique des microtubules. D’apres
Akhmanova and Steinmetz, 2008.
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Les liens longitudinaux et latéraux non-covalents entre les sous-unités o/R-tubulines
stabilisent les MT (Kononova et al., 2015). Toutefois, le réseau microtubulaire est
également une structure polarisée hautement dynamique. L'assemblage téte a queue des
dimeres de tubuline est a l'origine de cette polarité intrinseque avec deux extrémités
distinctes, dites extrémités « plus » ou (+) et « moins » ou (-), de propriétés chimiques
différentes. Dans les cellules, 1'extrémité (-) est ancrée au centre organisateur des MT
(MTOC — Microtubule-Organizing Center) situé prés du noyau et souvent stabilisée.
Alors que l'extrémité (+) est orientée vers la périphérie, explorant 1'espace cellulaire
(Mitchison and Kirschner, 1984a). Ainsi, l'extrémité (4) présente en général dans la
cellule un comportement plus dynamique que l'extrémité (-), avec des phases de
polymérisation et de dépolymérisation alternées (Jiang and Akhmanova, 2011; Wade and
Hyman, 1997). Ce comportement est appelé instabilité dynamique (Desai and Mitchison,
1997; Mitchison and Kirschner, 1984). L'instabilité dynamique des MT se caractérise par
leur vitesse de polymérisation et de dépolymérisation, ainsi que la fréquence temporelle
et spatiale des transitions qui entrecoupent les cycles de
polymérisation/dépolymérisation. Ces transitions sont appelées dans un cas « catastrophe
», lors du passage d'une phase de polymérisation a une phase de dépolymérisation. Elle
peut étre causée par I'accumulation de caractéristiques déstabilisantes et inclut la perte
d’une structure terminale protective. Dans un autre cas, on parle de « sauvetage », lors
du passage d'une phase de dépolymérisation a une phase de polymérisation ou a une
pause (figure 16) (Gardner et al., 2013).

L'assemblage des MT et leur dépolymérisation vont dépendre de I’état lié au GDP ou au
GTP de la tubuline. La R-tubuline, pouvant échanger son GTP, est exposée au niveau
de l'extrémité (+), tandis que l'a-tubuline est exposée au niveau de l'extrémité (-)
(Nogales et al., 1999; Nogales, 2000). Quand un MT croit, 1'a~tubuline nouvellement
incorporée vient compléter la poche GTP de la B-tubuline précédente (Nogales et al.,
1999, 1998). Sur la B-tubuline, ce GTP est hydrolysé et 1'énergie est stockée dans la fibre
et libérée lors du désassemblage, permettant le comportement dynamique des MT
(Galjart, 2005). L'hydrolyse du GTP n'est pas immédiate apres l'incorporation d'un
nouvel hétérodimere, mais elle est stimulée par l'incorporation de nouvelles sous-unités
de tubuline. Ce retard a I'hydrolyse est a l'origine de la formation d'une coiffe de tubuline-
GTP (« GTP cap »). Cette derniére permettrait une stabilisation relative des extrémités

(4+) du MT en les protégeant d'événements de dépolymérisation (Hyman et al., 1992).
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Pour assurer des fonctions biologiques tres variées, la cellule utilise le transport
bidirectionnel médié par les MT (Hirose et al., 1995) et différencie également son réseau
de MT en de multiples sous-ensembles. Pour cela, elle s'appuie sur 1'expression d'isotypes
hétérogenes de tubuline et sur un ensemble complexe de modifications post-

traductionnelles, formant le code de la tubuline.

1.1. Modifications Post-traductionnelles

Bien que treés conservée dans l'évolution des eucaryotes (Gadadhar et al., 2017), la
tubuline montre aussi un haut degré d'hétérogénéité (Luduena, 2013). Les cellules
génerent différents sous-types de MT distincts, dont la variabilité est due aux isotypes
de tubuline, ainsi qu'a des modifications post-traductionnelles.

Les sous-unités d’ar et B-tubulines, sous forme solubles ou polymérisées, peuvent subir
différentes modifications post-traductionnelles (MPT), voire plusieurs (Carsten and
Bulinski, 2011; Y. Song and Brady, 2015). La plupart étant réversibles apres la
dépolymérisation (Carsten and Bulinski, 2011; Gadadhar et al., 2017; Wloga and Gaertig,
2010). La combinaison de nombreuses MPT constitue le code de la tubuline. Celui-ci est
lu par des effecteurs cellulaires, dont des protéines associées aux MT — (MAP)
Microtubules-Associated Proteins — (Verhey and Gaertig, 2007). Elles influencent
'architecture, la dynamique, l'interaction et l'activité des M'T dans la cellule. Par ailleurs,
pouvant s'accumuler sur des microtubules stables, elles peuvent servir de marqueurs de

stabilité pour les MT.

Initialement dans un dimere de tubuline libre non polymérisé, la sous-unité o est
tyrosinée. Une fois polymérisée en MT, I'a-tubuline peut étre détyrosinée et acétylée ce
qui lui conféere une plus forte stabilité (Y. Song and Brady, 2015). Les dimeéres de tubuline
peuvent aussi étre polyglutamylés, phosphorylés, ou polyglycylés.

La majorité des MPT est retrouvée dans les derniers acides aminés de la queue C-
terminale de 1'a-tubuline (comme c'est le cas pour la détyrosination/tyrosination), ou a
la fois sur I'o- et la B-tubuline (pour la (poly)glutamylation et la (poly)glycylation). Les
autres modifications, telles que la palmitoylation, la phosphorylation, la S-nitrosylation
et la polyamination touchent aussi la région C-terminale. A I'extrémité N-terminale de
l'a-tubuline, les modifications de la Lys40 (acétylation, méthylation), sont les seules a se

faire dans la lumiere des MT (Soppina et al., 2012) (figure 17).
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Apres leur identification, 1'étude des MPT a été poursuivie avec la découverte des
enzymes impliquées (Akella et al., 2010; Janke et al., 2005; Rogowski et al., 2009; Van
Dijk et al., 2007). Ces enzymes peuvent subir une régulation spatio-temporelle (Fischer
and Fowler, 2015), et montrent des spécificités d'expression tissulaire et de localisation
subcellulaire. Elles sont tres conservées et sont essentielles pour un développement
cellulaire et cérébral normal (Erck et al., 2005; Ikegami et al., 2007), montrant leur
importance dans la physiologie. Le niveau de ces MPT peut aussi étre modifié dans des
pathologies, et de ce fait, a été proposé comme marqueur de certains cancers et désordres
neurologiques (Garnham and Roll-Mecak, 2012).

tubulin dimer

........... (gt_ polyamination

polyglycylation

polyglutamylation

Figure 17 — Modifications post-traductionnelles des microtubules. D’aprés Chakraborti et al.,
2016.

La Tyrosination - détyrosination

La tubuline o est initialement synthétisée avec une tyrosine en position C-terminal. Cette
tyrosine peut étre clivée par des carboxypeptidases (telles que VASH1 et VASH2,
associées & SVBP, ou MATCAP) au cours de 'assemblage des microtubules, exposant
ainsi un résidu glutamate. Ce retrait de la tyrosine peut étre restauré grace a une
Tubuline Tyrosine Ligase (TTL), qui permet 'ajout d’un nouveau résidu tyrosine sur
des monomeres de tubuline libre (figure 18). La tubuline posseéde donc un cycle d'un état
tyrosiné a un état détyrosiné (Lafanecheére and Job, 2000). La tyrosination est donc
associée a des monomeres de tubuline non polymérisés ou dont la polymérisation est
récente (Gobrecht et al., 2016). A Dinverse, la détyrosination ne conduit pas a une

stabilisation des microtubules, mais traduit plutot la durée de vie du microtubule
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(Khawaja et al., 1988). Concretement, plus un microtubule est détyrosiné, plus cela fait
longtemps que I'assemblage a eu lieu.

L'action de la CCP1 étant accrue pendant le développement des neurones moteurs et la
régénération, cela suggere un role dans la croissance des neurites (Y. Song and Brady,
2015). A l'inverse, la liaison de la TTL interfére avec la polymérisation et sa surexpression

inhibe la polymérisation des MT in vivo (Szyk, 2011).

L’acétylation - désacétylation

Il s'agit d'une modification tardive réalisée par 'a-TAT dans la lumiere interne du MT
sur un résidu Lys40 ou Lys252 de l'o-tubuline et reversée par 1'enzyme Histone
Désacétylase HDAC6 ou par 'histone désacétylase Sirt2 (Carsten and Bulinski, 2011)
(figure 18). L’acétylation est généralement associée a un état stable des MT formés
(Eshun-Wilson et al., 2019). Elle intervient dans le transport intracellulaire et la motilité,
en recrutant des protéines du transport, telles que la dynéine. En parallele, il a été montré
que la stabilité des MT est impliquée dans la régénération (Ruschel et al., 2015) et que
I'acétylation influe la réponse axonale. En effet, réduire 1'acétylation pourrait soutenir la
dynamique des MT et ainsi la régénération des axones (Chen and Rolls, 2012). Toutefois
cette modification a également été observée dans des axones en régénération et en
dégénérescence (Tang, 2014). Par ailleurs, le niveau d’acétylation des MT est un facteur
important permettant aux cellules de s’organiser et de coordonner plusieurs voies de
signalisation le long des MT. Par exemple, en condition de stress, I'hyper-acétylation est
un processus rapide et réversible résultant en l'induction d'une oTAT1, via la libération
de ROS (Mackeh et al., 2014), augmentant la fragmentation des mitochondries par
lI'induction de la phosphorylation de Drpl sur la Ser616, de maniere dépendante de la
voie Kinésine-1/JIP-1/JNK (Perdiz et al., 2017). Cette hyperacétylation influencerait
également le recrutement d’Hsp90 par les MT impliqués dans apoptose (Giustiniani et
al., 2009).

MMIOI‘I

Tubulin dimer

Figure 18 — Mécanismes d’acétylation et de tyrosination de la tubuline o. D’aprés Gadadhar et
al., 2017.
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Ainsi, le « code de la tubuline » semble impacter, ou au moins renseigner, ’état des
microtubules. L’expression des modifications de la tubuline est ainsi observée de maniere
différentielle selon leur localisation et en fonction de I’dge des neurones (figure 19). Dans
des neurones matures, on notera la présence de tubuline plus acétylée a proximité du
soma et dans le corps axonal, associée & un réseau plus stable. A l'inverse, a I'extrémité
distale de I'axone, ou la structure est plus dynamique, la tubuline sera moins acétylée.
Alors que dans des neurones en développement le niveau d’acétylation est globalement
réduit, associé a un réseau plus dynamique (Lowery and Vactor, 2009; Y. Song and
Brady, 2015).

Compte tenu du lien entre acétylation et stabilité, cette modification pourrait étre une
cause ou une conséquence des dommages axonaux. Plusieurs études font 'hypothese d’un
effet sur la régénération (Cho and Cavalli, 2012; Lin et al., 2015; Rivieccio et al., 2009).
C’est pourquoi durant cette étude, nous nous sommes plus particulierement intéressés a

I'acétylation et la détyrosination des tubulines, afin de cibler I’état des MT.

Dans le systeme nerveux, la tubuline est une protéine extrémement représentée. Il est
donc aisé de concevoir qu’il s’agit de structure tres importante pour les neurones, tant
d’un point de vue de leur croissance, de leur architecture et de leur fonctionnement. De
méme, il faut tenir compte des partenaires des microtubules tels que les MAP, de deux
types — structurales et motrices — qui soutiennent le fonctionnement des microtubules
et permettent d’acheminer le long des microtubules a des endroits précis de la cellule des
composants, tels que des vésicules de sécrétion ou des mitochondries.
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Figure 19 — Variations des modifications post-traductionnelles de la tubuline dans les différentes
régions d'un neurone et au cours de la différenciation neuronale. D’aprés Song and Brady, 2015.

1.2. Protéines associées aux microtubules

Les MT assurent diverses fonctions cellulaires et leurs activités doivent étre finement
régulées. Pour cela des protéines régulatrices associées aux MT, appelées MAP
(Microtubule-Associated Proteins), permettent un remodelage rapide et drastique du
cytosquelette microtubulaire durant des processus cellulaires variés (Akhmanova and
Steinmetz, 2015; Vaart et al., 2009). Ces protéines peuvent se lier aux sous-unités de
tubuline solubles ou polymérisées (Nogales and Zhang, 2016) (figure 20).

On retrouve deux classes, les MAP dites structurales, qui sont des protéines se liant sur
les MT, pour la régulation de la dynamique et des interactions avec les constituants
cellulaires. Parmi elles, il existe des MAP stabilisatrices et déstabilisatrices. Enfin, la
deuxieme classe comprend les MAP dites motrices assurant le transport de composants

le long des microtubules.

MAP structurales

Ce sous-groupe de MAP contient des protéines impliquées dans la promotion de la
croissance ou la stabilisation des MT (Van Der Vaart et al., 2011). Ces facteurs se lient
généralement aux MT formés, mais peuvent aussi lier la tubuline libre (Brouhard, 2015;

Mimori-Kiyosue et al., 2005).
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Les MAP stabilisatrices vont stabiliser et permettre la croissance des MT en réduisant
la probabilité de catastrophe, en favorisant les sauvetages ou en diminuant la vitesse de
dépolymérisation. Elles comprennent des protéines telles que TAU, MAP1 ou MAP2. On
trouve notamment MAPIA dans les neurones et dendrites adultes, et MAP1B dans les
axones en développement et les dendrites adultes (Halpain and Dehmelt, 2006; Tortosa
et al., 2011). Par ailleurs, la forme phosphorylée de MAP1B pourrait étre un marqueur
de plasticité (Nothias et al., 1996; Soares et al., 2007). Un autre type de protéines
stabilisatrices se fixant a 'extrémité des MT en croissance et qui se dissocient lors de la
dépolymérisation, sont les +TIP protéines (plus-end Tracking Proteins). Parmi elles ont
retrouvera notamment EB1, CLASP, CLIP-170 (Goodson and Jonasson, 2018; Schuyler
and Pellman, 2001).

En revanche, les MAP déstabilisatrices sont impliquées dans le désassemblage et vont
perturber les MT en induisant des catastrophes, en empéchant les sauvetages ou en
augmentant la vitesse de dépolymérisation (Akhmanova and Steinmetz, 2010; Bowne-
Anderson et al., 2015; Howard and Hyman, 2009; Vaart et al., 2009). Parmi elles, on
trouve les kinésines dépolymérisantes, telles que la kinésine-13 (Akhmanova and
Steinmetz, 2015), qui est une dépolymérase utilisant 1'énergie libérée par 1'hydrolyse de
I'ATP pour retirer la coiffe GTP des extrémités des MT (Bailey et al., 2016), ce qui
favorise les catastrophes (Akhmanova and Steinmetz, 2015). Elles incluent également des
protéines de séquestration, qui dépolymérisent les MT indirectement en se liant aux sous-
unités de tubuline libres afin de prévenir leur polymérisation. La plus caractérisée étant
la stathmine (Goodson and Jonasson, 2018). Enfin, ces MAP contiennent aussi des
enzymes protéolytiques de coupure des MT, appartenant a la famille des AAA+ (A TPase
Associated with various cellular Activities). Elles retirent les dimeres de tubuline dans le
polymere, créant ainsi de nouvelles extrémités. Trois types d'enzymes protéolytiques sont
connus : la katanine, la spastine et la fidgetine (Bailey et al., 2016; Goodson and
Jonasson, 2018).

MAP motrices

Ce groupe de MAP participe quant a lui au transport des divers constituants cellulaires
et moléculaires en utilisant la polarité des MT. Ces MAP comprennent les dynéines et
les kinésines qui sont des moteurs moléculaires pouvant se mouvoir le long des MT,
généralement de maniere unidirectionnelle, en utilisant 1'énergie libérée par 1'hydrolyse
de I'ATP (Breuss et al., 2017; Franker and Hoogenraad, 2013; Mallik and Gross, 2004;

Marchisella et al., 2016). La direction, dans laquelle sont transportées ces cargaisons via
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les MT, est déterminée en fonction du moteur moléculaire choisi. Elles sont également
impliquées dans la répartition des organites dans le cytoplasme et I'organisation du réseau

microtubulaire (Mallik and Gross, 2004) (voir transport des mitochondries figure 25).

La dynéine cytoplasmique est un moteur moléculaire d'environ 1,2 MDa. C’est la MAP
motrice majeure du transport rétrograde, dirigée de l'extrémité (+) vers l'extrémité (-)
des MT et ceci sur de longues distances. Elle transporte une grande variété de cargaisons,
allant d'ARN messagers a des organites entiers (Mallik and Gross, 2004). Du fait de leur
rétention au niveau des extrémités (+), les dynéines font partie de la grande famille des
+TIP (plus-end Tracking Proteins).

Structurellement, la dynéine possede deux chaines lourdes (HC) d'environ 500 kDa, deux
chaines intermédiaires (IC) et intermédiaires légeres (LIC), ainsi que trois chaines légeres
(LC). Le domaine moteur (de 380 kDa, soit environ 3000 acides aminés) est contenu dans
la chaine lourde et possede le site de liaison aux MT (Cianfrocco et al., 2015; Roberts et
al., 2013). Ce domaine moteur est a 1'origine du mouvement mécanique de traction, basée
sur un cycle mécano-chimique, grace a I'hydrolyse de I'ATP (Imamula et al., 2007). La
queue N-terminale de la chaine lourde contient les sites de fixation aux deux chaines
intermédiaires (IC et LIC) qui permettent le recrutement des cargaisons (Cianfrocco et
al., 2015; Dodding and Way, 2011; Jha and Surrey, 2015; Oiwa and Sakakibara, 2005;
Roberts et al., 2013). La dynéine fonctionne avec le complexe multiprotéique, dynactine.
Celui-ci augmente la processivité du moteur, en constituant un point d’appui
supplémentaire sur le MT (Chowdhury et al., 2015; Jha and Surrey, 2015; Reck-Peterson,
2015; Roberts et al., 2013).

En parallele, les kinésines, aussi appelées KIF (Kinesin Family proteins) assurent le
transport antérograde dirigée vers l'extrémité (4) des MT, ¢’est-a-dire vers la périphérie
cellulaire. Comme les dynéines, en transportant des cargaisons via les MT, elles sont
impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires, telles que 'organisation du cytosquelette
microtubulaire, le transport axonal, le mouvement d’organites, de vésicules et de
molécules dans le cytoplasme (Ferreira et al., 2014; Hirokawa et al., 2009). Les kinésines
de mammiferes sont classées en quinze familles différentes, en fonction de leurs
caractéristiques structurales (Hirokawa et al., 2009; Miki et al., 2001). Parmi elles, les
kinésines conventionnelles (kinésines-1 a 12) sont les plus importantes, et plus
particulierement la kinésine-1. Les membres de la famille de la kinésine-1 (KIF5A,
KIF5B, KIF5C) sont ubiquitaires et abondamment exprimés dans les cellules (Hirokawa
et al., 2009; Hirokawa and Noda, 2008).
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Structurellement, la kinésine-1 est une protéine hétérotétramérique, constituée d’un
homodimere de deux chaines lourdes (KHC — Kinesin Heavy Chains) de 120 kDa et de
deux chaines légeres (KLC — Kinesin Light Chains) de 64 kDa. Les chaines légeres
controlent Pactivité du complexe, en fixant les cargaisons (Hirokawa et al., 2009). Les
chaines lourdes contiennent le domaine moteur, responsable de ’activité motrice grace a
la fixation de PATP et son activité ATPasique (Vale and Fletterick, 1997). Il assure
également la liaison aux MT. Les kinésines-1 transportent environ une quarantaine de
cargaisons en s’associant a des protéines d’échafaudages, pour coordonner l'activité
motrice du moteur moléculaire, telles que les protéines JIP (JNK-Interacting Proteins),
Milton/TRAK (Trafficking Kinesin binding proteins), syntaxines ou Huntingtine. Ces
protéines adaptatrices permettent de faciliter le transport intracellulaire en augmentant
I'interaction transitoire des moteurs avec les MT'. Il est intéressant de noter que la liaison
de la kinésine-1 aux MT est coopérative. Cela signifie que la fixation d’'un moteur

moléculaire le long du MT favorise la liaison d’autres moteurs (Muto et al., 2005).

En parallele, il est a noter que les modifications post-traductionnelles des isotypes o- et
B-tubulines peuvent réguler 'activité de certaines MAP. Par exemple, la détyrosination
et 'hyper-acétylation des MT régule l'expression et le recrutement des moteurs
moléculaires, telles que la dynéine et la kinésine-1 (Dunn et al., 2008; Kaul et al., 2014;
Kreitzer et al., 1999; Lin et al., 2002; Reed et al., 2006). De plus, la liaison de la kinésine-
1 aux MT est sensible a la (poly)glutamylation, qui influence aussi I'affinité de liaison de
MAP1A, MAP1B, MAP2 et Tau avec les microtubules (Bonnet et al., 2001; Boucher et
al., 1994).
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Figure 20 — Localisation et structure des dimeéres alpha/beta-tubuline et interaction avec les
protéines associées aur MT (MAP structurales et motrices). D’aprés Janke and Bulinski, 2011.
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2. Fonctions des microtubules

En raison de leur polarité intrinseque et de leur dynamique (Choi et al., 2002), les MT
sont impliqués dans de nombreux mécanismes cellulaires, tels que le trafic intracellulaire,
le maintien de ’architecture, la polarité, la migration, la différentiation, la division, la
survie et la mort des cellules (Bowne-Anderson et al., 2015; Fletcher and Mullins, 2010;
Gundersen and Cook, 1999; Muroyama and Lechler, 2017) (figure 21). Toutefois, I'un
des roles principaux des MT est d’assurer le trafic intracellulaire de cargaisons, de
vésicules et de macromolécules, en servant de « rails » aux moteurs moléculaires

(Akhmanova and Steinmetz, 2015).

Dans les neurones, les MT assurent la polarisation neuronale (Conde and Céaceres, 2009)
et s’étendent le long des axones et des dendrites, ou les kinésines assurent le transport
jusqu’aux synapses des vésicules et des mitochondries (Hirokawa and Noda, 2008; Hu et
al., 2013; Larti et al., 2015; Nangaku et al., 1994). Dans d’autres types cellulaires, les
MT ainsi que les tubulines (8, &, ¢ et 1), jouent aussi un role trés important dans la
division cellulaire. Ils constituent alors le fuseau mitotique — la structure nécessaire pour
séparer les chromatides répliquées dans les cellules filles — via la génération d’une force
mécanique (Kononova et al., 2015; McKean et al., 2001).

Ils ont aussi un role majeur dans I'apoptose, lors de laquelle ils sont réorganisés en un
réseau pour maintenir 'intégrité de la membrane plasmique (Oropesa Avila et al., 2015).
De méme que dans l'autophagie qui assure la dégradation de constituants cellulaires
grace aux lysosomes, afin de maintenir 'homéostasie cellulaire (Mackeh et al., 2013). Par
ailleurs, la forte présence de tubulines dans le cerveau et son importance dans le trafic
neuronal font que les dysfonctionnements et dérégulations des MT sont a l'origine de

maladies (Akhmanova and Steinmetz, 2015).
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Figure 21 — Fonctions des MT selon le type cellulaire. D’aprés Gadadhar et al., 2017.
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3. Les microtubules comme cibles thérapeutiques

Du fait de leurs fonctions variées, les microtubules sont une cible importante lors des
thérapies anticancéreuses (Calligaris et al., 2010; Kingston, 2009; Risinger et al., 2009).
Effectivement, les agents antimitotiques couramment utilisés bloquent la formation du
fuseau, ce qui conduit a 'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose des cellules cancéreuses
(Penna et al., 2017; Prota et al., 2013; Salmela and Kallio, 2013). La plupart de ces
agents ciblant les MT, on parle de MTA (Microtubule-Targeting Agents), proviennent
des plantes (Xie and Zhou, 2017). Ils se lient sur des sites spécifiques, soit de la tubuline
libre, soit de la tubuline polymérisée (Amos, 2011; Calligaris et al., 2010; Dumontet and
Jordan, 2010; Jordan and Wilson, 2004; Penna et al., 2017).

Les classes de MTA les plus répandues et ayant le plus de succes thérapeutiques dans les
cancers sont les taxanes (Penna et al., 2017). Les taxanes (principalement le paclitaxel,
ou Taxol®) et les épothilones sont des agents stabilisateurs des MT (Penna et al., 2017),
facilitant 'assemblage et la stabilisation des MT.

Le paclitaxel a été découvert lors d’une campagne de recherche de composés actifs
anticancéreux présents chez les plantes dans les années 1960 (Cragg, 1998). Ce composé
a été isolé originellement dans des extraits bruts venant de I’écorce de I'if du Pacifique
(Tazus brevifolia Nutt) (Xie and Zhou, 2017). Le paclitaxel se lie dans le domaine

intermédiaire de la B-tubuline a U'intérieur de la lumiere des MT (Wani et al., 1971), ou
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il dispose de plusieurs sites de liaison via l'extrémité N-terminale, sur une région
spécifique appelée site de liaison du Taxane. La liaison du paclitaxel aux microtubules
résulte en une diminution de la dynamique des MT et I'arrét des cellules en mitose
(Rovini et al., 2011; Xie and Zhou, 2017). La diminution de l'instabilité dynamique des
MT par le paclitaxel est montrée par une altération de 1’évolution de leur longueur en
fonction du temps. En parallele le paclitaxel stabilise les MT en empéchant leur
dépolymérisation et en stimulant 'assemblage des dimeres, ainsi qu’en stabilisant les
liens latéraux entre MT voisins (Elie-Caille et al., 2007; Prota et al., 2013; Zanic et al.,
2013).

Toutefois il est décrit que cette molécule possede au niveau du systeme nerveux des effets
neurotoxiques (Gornstein and Schwarz, 2017; Klein and Lehmann, 2021). De plus, utilisée
a de fortes concentrations, en plus d’induire une stabilisation des MT elle induit une
hyper-acétylation des MT (Mariana Brizuela et al., 2015), perturbant alors le
fonctionnement du réseau. C’est pourquoi d’autres études ont permis de mettre en
évidence les épothilones, isolées originellement a partir de la mycobactérie Sorangium
cellulosum (Dumontet and Jordan, 2010). Il s’agit d’analogues du taxol, ciblant les MT
avec des mécanismes d’actions similaires, notamment des sites de fixation communs -
site de liaison du taxane - et des effets similaires, démontrant toutefois moins de toxicité

(Bollag et al., 1995).

En parallele, d’autres molécules qui ciblent les MT mais induisent cette fois la
dépolymérisation sont également connues, telles que le nocodazole. Toutefois, malgré leur
efficacité, les composés anti-microtubulaires présentent d’importants effets secondaires
indésirables tels que les neuropathies (Jordan and Wilson, 2004; Penna et al., 2017). En
plus de ces effets toxiques, I'une des limites a 'utilisation de ces agents est que les cellules
présentent des résistances innées ou acquises aux traitements, modulée par les différents
isoformes de tubuline ou la liaison de protéines régulatrices (Bates and Eastman, 2017;
Parker et al., 2017).

Les MT sont également des cibles intéressantes dans le cas des lésions du systeme
nerveux. Pour parvenir a une repousse axonale l'extrémité lésée doit reformer une
structure motile capable de traverser le nouvel environnement, appelée cone de
croissance. Celui-ci doit présenter a sa surface des récepteurs spécifiques lui permettant
de répondre aux signaux de 'environnement et de guider son extension. L’adressage de
ces récepteurs depuis le soma jusqu’a 'extrémité, I’élongation et le guidage du cone sont

régulés par le trafic intracellulaire orchestré par les MT. Ces derniers sont alors
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réorganisés en permanence pour s’adapter au mieux a 'extension des neurites. Le cone
de croissance peut se décomposer en trois domaines : un domaine central C, contenant
des MT stables et organisés en faisceaux ; un domaine transitoire T contenant les
structures contractiles d’actine-myosine ; et un domaine périphérique P composé de
lamellipodes et filopodes, dans lesquels on retrouve de l'actine et des MT dynamiques
(Lowery and Vactor, 2009). En raison de leur instabilité dynamique, les MT, & ce niveau,
poussent et se rétractent permettant l'exploration des lamellipodes (Tanaka and
Kirschner, 1991) (figure 22). On retrouve dans le domaine central et le long de I’axone
des MT riches en tubuline tyrosinée, avec de nombreux cycles de
polymérisation/dépolymérisation qui envahissent les filopodes (Bouquet and Nothias,
2007). Quant aux MT plus stables, ceux-ci sont enrichis en tubuline acétylée et/ou
détyrosinée. Ils sont également retrouvés dans le domaine C mais absents de la partie
distale. Les axones sont donc composés d’un réseau de MT dont la régulation fine permet
un équilibre entre stabilité et dynamique, nécessaire a la croissance, 1’élongation et la
régénération des neurones.

Compte tenu du lien étroit entre I'extension du cone de croissance et le cytosquelette, un
défaut de régénération pourrait étre lié a des anomalies du trafic intracellulaire ou du

maintien des MT, notamment régulés par les modifications de la tubuline.
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Figure 22 — Cytosquelette dans la structure du céne de croissance, divisé en 8 domaines :
central C, transitoire T et périphérique P. D’apres Lowery and Vactor, 2009.
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III. Les Mitochondries

La mitochondrie est le principal fournisseur d'énergie utilisable par la cellule, I'ATP. On
parle de « centrales énergétiques de la cellule ». Le premier a découvrir 'existence des
mitochondries en 1857 fut le physiologiste Von Kolliker qui les décrivit comme des «
granules étranges ». Elles furent nommeées « mitochondries » en 1898, en référence a leur
morphologie, Mitos "fil" et chondros "granule" (Ernster and Schatz, 1981). La premieére
isolation fut réalisée en 1934 (Bensley and Hoerr, 1934). Toutefois, une description de
l'ultrastructure mitochondriale ne fut possible qu’apres les progrés de la microscopie

¢électronique.

1. Structure

Les mitochondries sont des organites hérités maternellement, présents dans la plupart
des cellules eucaryotes. Ces organites peuvent se présenter sous différentes formes, mais
sont généralement cylindriques, situées dans le cytoplasme et leur diametre varie entre 1
et 2 um. La plupart des cellules humaines contiennent entre 500 et 2000 mitochondries,
mais leur nombre de copies et leur structure varient en fonction du type cellulaire et des
besoins énergétiques. Les mitochondries sont en mouvement continuel dans la cellule,
notamment dans les zones tres demandeuses en énergie au moyen de protéines associées
au cytosquelette (Bereiter-Hahn, 1990; Bereiter-Hahn and Voth, 1994; Jakobs, 2006).

Ces organites sont délimités par deux membranes distinctes, une interne et une externe,
séparées par un espace intermembranaire dont la composition est similaire a celle du

cytosol (figure 23).
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Figure 23 — Structure de la mitochondrie. Schéma adapté d partir du site hitp://www.vscht.cz
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Membrane mitochondriale externe

La membrane mitochondriale externe (OMM — Quter Mitochondrial Membrane) est une
bicouche lipidique, composée d’environ 50 % de protéines et 50 % de lipides. L'OMM
possede une forte proportion de phospholipides riches en phosphatidylcholine (PC),
phosphatidyléthanolamine (PE) et phosphatidylinositol (PI) (Horvath and Daum, 2013).
Cette membrane est perméable grace a la présence d’une protéine transmembranaire,
VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel), qui forme un canal laissant passer les
molécules de faible poids moléculaire, inférieures a 10 kDa (telles que anions, cations,
pyruvates, acides gras et nucléotides) (Shoshan-Barmatz et al., 2010). Les molécules de
poids moléculaire supérieur a 10 kDa, possédant un signal d’adressage mitochondrial,
peuvent traverser la membrane au niveau de complexes d’importation constitués du
complexe de translocase de la membrane externe (TOM : Translocase of the Outer
Membrane) (Pfanner and Meijer, 1997). De plus, les mitochondries étant des organites
tres dynamiques, elles peuvent interagir avec d'autres compartiments cellulaires tels que
le réticulum endoplasmique, le noyau et d'autres mitochondries a travers des régions
spécifiques de 'OMM (Cogliati et al., 2016). L'OMM sert également d'ancrage pour les
protéines impliquées dans différentes voies de signalisation telles que la fusion/fission

mitochondriale et 'apoptose (Cogliati et al., 2016).

Membrane mitochondriale interne

La membrane mitochondriale interne (IMM — Inner Mitochondrial Membrane) est
également une bicouche lipidique, dont la composition differe. Elle contient environ 80
% de protéines et seulement 20 % de phospholipides, et enferme une matrice de type gel.
La différence de composition est due au fait que cette membrane abrite des protéines
impliquées dans différents processus, en particulier la phosphorylation oxydative,
responsable de la production d’ATP (Schlame, 2021). Le systéme de phosphorylation
oxydative est composé de la chaine respiratoire mitochondriale (quatre complexes
protéiques, eux-mémes composés de différentes sous-unités) et de PATP synthase. En
raison de sa composition lipidique riche en cardiolipine, elle est tres peu perméable aux
ions et le passage de molécules a travers cette membrane nécessite la présence de
transporteurs spécifiques. Ainsi, les protéines sont importées grace a la translocase de la
membrane interne (TIM : Translocase of the Inner Membrane) (Pfanner and Meijer,
1997). Dans certaines situations, la membrane interne devient librement perméable a
tous les composés de taille inférieure a 1.5 kDa. Cette modification de perméabilité de la

membrane interne, appelée transition de perméabilité, est due a 'ouverture d'un canal
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non spécifique appelé le pore de transition de perméabilité (PTP) (Zoratti and Szabb,
1995).

La membrane interne se replie sur elle-méme formant de nombreuses invaginations qui
forment les crétes mitochondriales et augmentent ainsi la surface de I'IMM (Dimroth et
al., 2000; Hunte et al., 2000; Lea and Hollenberg, 1989), ¢’est au niveau de ces crétes que
sont préférentiellement enchassés les complexes de la chaine respiratoire mitochondriale
et 'ATP synthase (Gilkerson et al., 2003). Enfin, la matrice, compartiment interne de la
mitochondrie, est le siege de nombreuses voies métaboliques telles que le cycle de Krebs
ou l'oxydation des acides gras et contient donc toutes les enzymes nécessaires a ces voies.
Elle renferme également I’ADN mitochondrial, circulaire et dépourvu d’introns et
d’histones. Chaque mitochondrie possede un nombre variable de copies de cet ADN qui
code notamment pour 13 protéines qui composent une partie de la chaine respiratoire

mitochondriale.

Espace intermembranaire

L'espace intermembranaire (IMS) est la région enfermée entre les deux membranes. En
raison des caractéristiques de perméabilité de la membrane externe, la composition
chimique de cet espace est proche de celle du cytoplasme. De nombreuses protéines ont
été identifiées dans 'IMS (Backes and Herrmann, 2017), incluant le facteur inducteur
d'apoptose et le cytochrome c. De plus, il contient une forte concentration en protons lui

conférant une charge positive.

2. Propriétés

2.1. Dynamique

Les mitochondries sont des organites particulierement dynamiques qui se déplacent,
fusionnent et se divisent en permanence afin de maintenir leur homéostasie, tant d’un
point de vue morphologique (longueur, densité) que métabolique (controle de la qualité
fonctionnelle) (Bertholet et al., 2016). Que ce soit en condition physiologique ou
pathologique, elles réalisent des phénomenes de fusion et de fission cruciaux pour le
développement, la survie et la mort cellulaire (Otera et al., 2013).

Ces phénomenes permettent notamment d’adapter la fonction mitochondriale a la

demande énergétique. La fission mitochondriale permet a une mitochondrie endommagée
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de se séparer de la mitochondrie saine. Tandis que la fusion mitochondriale facilite
l'interaction et la fusion de deux mitochondries, qui se réparent mutuellement et peuvent
favoriser la production énergétique. Cela démontre un équilibre crucial entre la fission et
la fusion (B. Wang et al., 2021). L’impact de ces phénomeénes a notamment été mis en
évidence au cours du développement, par une réorganisation de la forme des
mitochondries associée a un « switch » métabolique a l'origine de la différenciation
neurale dans la moelle épiniere en développement et impliqué dans la neurogenese adulte
(Arrazola et al., 2019). Des petites mitochondries fonctionnellement immatures avec une
forte activité d’enzyme glycolytique sont présentes dans des cellules prolifératives et non
différentiées. Tandis que des mitochondries matures plus grandes et allongées, avec une
forte activité oxydative — caractérisant des cellules métaboliquement actives — sont
présentes dans des neurones différenciés (Arrazola et al., 2019; McCarron et al., 2013;
Mils et al., 2015). Les protéines qui réalisent ces phénomenes sont des enzymes de
remodelage des membranes, dont 'expression est régulée durant la maturation neuronale
a la fois in vitro et in vivo (Bertholet et al., 2013). Elles appartiennent & une famille de
GTPase, les dynamines. On trouve la « dynamin-related protein » (Drpl), la

« mitofusin » (Mfn) et I'« Optic atrophy 1 » (Opal) (Lee and Yoon, 2016).

Mitofusin1/2
Opat1

Drp1 recruitment
to future site
of fission

Fission Fusion

Figure 24 — Dynamique mitochondriale (A : Fission, par Drpl ; B : Fusion, par Mfnl/2 et
Opal). D’aprés (Smith and Gallo, 2018).

Le mécanisme de fission résulte en la scission d’une mitochondrie en deux, cela implique
chez les mammiferes la protéine Drpl (dynamin-related protein 1) (Praefcke and
McMahon, 2004) (figure 24). Ainsi, 'inhibition de la fission par délétion génétique de

DRP conduit a la genése de mitochondries anormalement longues (Berthet et al., 2014;
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Steketee et al., 2012). Il s’agit d’une protéine cytoplasmique, recrutée par des facteurs de
fission mitochondriale de la membrane externe qui s’accumule aux futurs sites de fission
pour former un anneau contractile autour de la membrane (Labrousse et al., 1999;
Legesse-Miller et al., 2003; Otera et al., 2013; Sesaki and Jensen, 1999; Smirnova et al.,
2001). Toutefois, une constriction des mitochondries est également possible par le
réticulum endoplasmique associé aux filaments d’actine et de myosine II (Korobova et
al., 2014; Lee and Yoon, 2016).

Des travaux sur un homologue de Drpl présent chez les levures, Dnml1, ont permis de
mettre en évidence le mode d’action commun de ses protéines. L’hydrolyse du GTP
semble induire une réduction du diametre des spirales de Drpl/Dnm1 (Fukushima et al.,
2001; Naylor et al., 2006), et ainsi permettre la scission des membranes mitochondriales.
De plus, la fixation du GTP semble suffisante pour I'autoassemblage de la protéine et
son adressage a la mitochondrie. Tandis que son hydrolyse est essentielle pour achever
la division mitochondriale en effectuant la fission des membranes. Toutefois, des
différences entre Drpl et Dnml pourraient signifier la nécessité de l'intervention de
facteurs supplémentaires, chez les mammiféres, dans 'autoassemblage de Drpl in vivo,
notamment pour la formation de structures de diametre adéquat a la constriction des
mitochondries. Plusieurs modifications post-traductionnelles de Drpl peuvent influencer
son activité. Par exemple, la phosphorylation de la sérine 637 par une protéine kinase
dépendante de ’AMPc¢ (Chang and Blackstone, 2007; Cribbs and Strack, 2007), diminue
les interactions intramoléculaires de Drpl, inhibe 'activité GTPase de la protéine et par
conséquent inhibe la fission mitochondriale. Cette phosphorylation est toutefois réversible
par la calcineurine qui déphosphoryle ce résidu, ce qui active la fission mitochondriale
(Cereghetti et al., 2008; Cribbs and Strack, 2007). La sérine 600 de Drpl est également
phosphorylée par la protéine kinase 1, ce qui augmente 'affinité de la protéine a la

mitochondrie, stimulant la fission des membranes (Han et al., 2008).

Les protéines impliquées dans la fission mitochondriale sont associées a la membrane
externe. Cela suppose que la fission de la membrane externe entraine celle de la
membrane interne. Cependant, cette hypothese semble débattue dans la littérature. En
effet, dans des cellules HeLa, la fission des deux membranes se déroule de maniere
asynchrone (Karbowski et al., 2004). De plus, chez C. elegans, la surexpression d'un
mutant de Drpl incapable d’hydrolyser le GTP inhibe la fission de la membrane externe
sans affecter celle de la membrane interne (Labrousse et al., 1999). Enfin, bien qu’une

analyse fonctionnelle soit nécessaire pour affirmer cette hypothese, certains travaux
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suggerent l'existence d’une machinerie de fission de la membrane interne (Jakobs et al.,
2003; Legesse-Miller et al., 2003).

A Dinverse, la fusion de deux mitochondries implique le rapprochement et l'interaction
des membranes externes puis internes. Deux acteurs sont impliqués dans ce phénomene,
les mitofusines Mfnl et Mfn2, agissant sur la membrane externe, et Opal, agissant sur
la membrane interne (Lee and Yoon, 2016) (figure 24). Ces deux ensembles de protéines
sont en étroite collaboration pour assurer la fusion des deux membranes de maniere
coordonnée et maintenir leur intégrité et fonctionnalité ainsi que les compartiments
qu’elles délimitent. Le role de ces protéines dans la fusion a été mis en évidence par des
tests de fusion sur des fibroblastes embryonnaires de souris invalidées pour les genes
MFEN1 et MFN2 (Mfnl-/- et Mfn2-/-). Ces souris présentent un réseau mitochondrial
fragmenté, démontrant le role de ces protéines dans la morphologie mitochondriale (Chen
et al., 2003). Les deux protéines mitofusines 1 et 2 sont ancrées a la membrane externe
grice a deux domaines transmembranaires (Rojo et al., 2002; Santel and Fuller, 2001).
Elles sont capables d’interagir de maniere homotypique ou hétérotypique grace a leur
domaine HR2 (Heptad Repeat 2) et permettent ainsi la juxtaposition des mitochondries,
qui est I'étape clé précédant la fusion des membranes (Chen et al., 2005; Detmer and
Chan, 2007; Koshiba et al., 2004).

En parallele, la surexpression d’Opal dans des fibroblastes embryonnaires de souris qui
présentent des mitochondries ponctiformes conduit a la formation d’un réseau
filamenteux et interconnecté (Cipolat et al., 2004). Au contraire, l'extinction de
I'expression du géne OPA1 entraine la fragmentation du réseau mitochondrial dans des
cellules HeLa qui présentent habituellement un réseau mitochondrial filamenteux
(Griparic et al., 2004; Olichon et al., 2003). Cela se traduit par une incapacité des
mitochondries & fusionner lors de tests de fusion (Arnoult et al., 2005; Chen et al., 2005).
Ces résultats sont également retrouvés dans un knock-down de OPA1 sur des neurones
corticaux embryonnaires de rats, entrainant une altération de la morphologie, de la

distribution et de la fonction mitochondriale (Bertholet et al., 2013).

Le gene codant pour Opal a été identifié lors de la recherche de I'homologue humain de
Mgm1lp chez Saccharomyces cerevisiae et Mspl chez Schizosaccharomyces pombe, deux
dynamines apparentées impliquées dans la fusion de la membrane interne mitochondriale
(Guillou et al., 2005; Jones and Fangman, 1992; Landes et al., 2010; Pelloquin et al.,
1998; Wong et al., 2000). Opal serait ancrée a la membrane interne, au niveau des crétes

mitochondriales, grace a une région hydrophobe amino-terminale, toutefois la majeure
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partie de la protéine est située dans l'espace intermembranaire (Griparic et al., 2004;
Landes et al., 2010; Olichon et al., 2002; Satoh et al., 2003).

2.2, Transport

L’homéostasie cellulaire est également assurée par le transport des mitochondries, afin
d‘assurer la distribution intracellulaire des mitochondries dans les sites de forte
consommation d'ATP (Bertholet et al., 2016). Ce transport bidirectionnel est réalisé via
les MT (Hoog et al., 2007; Yaffe et al., 2003) et alimenté par I’ATP produit par la
respiration mitochondriale (Zala et al., 2013). Ainsi, 'utilisation de drogues comme le
nocodazole ou la vinblastine, perturbant spécifiquement le réseau de microtubules, affecte
la distribution des mitochondries (Ligon and Steward, 2000; Morris and Hollenbeck, 1995;
Yaffe et al., 1996).

Le transport mitochondrial est également animé par un état stationnaire. Pour cela la
syntaphiline (SNPH) — une protéine responsable de l'ancrage mitochondriale — se lie
d’une part par son domaine C-Terminal chargé positivement et contenant un domaine
« Mitochondrial-binding domain » & la membrane mitochondriale externe (Chen et al.,
2009; Kang et al., 2008). D’autre part au microtubule par un domaine « Microtubule-
binding domain », ce qui permet d’assurer ’encrage des mitochondries. La régulation de
cet ancrage fait également intervenir la chaine courte LC8 de la dynéine. L’expression de
cette protéine est régulée au cours du développement (Kang et al., 2008). Elle n’est pas
présente a I’état embryonnaire, peu présente a I'état post-natal mais apparait dans les
neurones adultes avec la maturation du réseau (B. Zhou et al., 2016). Ce profil
d’expression coincide avec I’hypotheése d’un transport mitochondrial progressivement
réduit et considéré comme un mécanisme intrinseque limitant la capacité de régénération
des neurones adulte. La balance entre motilité, pause et ancrage répond aux changements
physiologiques (Lin and Sheng, 2015), afin que les aires métaboliquement actives aient
suffisamment d’ATP (Cheng and Sheng, 2020).

Des déficits du trafic mitochondrial et de l'ancrage conduisent a une distribution
inadéquate de 'ATP et une accumulation des mitochondries endommagées (Cheng and
Sheng, 2020). Ainsi, dans les axones matures, la majorité des mitochondries sont
stationnaires et servent de source d’énergie locale et de tampon intracellulaire au Ca2-+
(voir paragraphes fonctions des mitochondries). A Tinverse, au cours du développement,

le transport des mitochondries treés rapide (de 'ordre du micrometre par seconde) sur de
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longues distances, fournit I'énergie nécessaire a l'extrémité distale pour permettre
’élongation (Hollenbeck and Saxton, 2006). L’enrichissement de mitochondries sur leur
lieu d’utilisation, en particulier au niveau des synapses, des cones de croissance ou des
noeuds de Ranvier, fait appel a un mouvement dit antérograde. Celui-ci a lieu depuis le
soma vers les régions distales et implique l'utilisation des kinésines liées aux MT. Le
mouvement rétrograde s’effectue au contraire en sens inverse des zones distales vers le

soma, en lien avec les dynéines.
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Figure 25 — Transport mitochondrial, médié par les microtubules, via des protéines motrices
(dynéine et kinésines), adaptateurs et protéines d’ancrage. D’aprés Smith and Gallo, 2018.

Chez les mammiferes, les kinésines 1 et 3 assurent le transport antérograde. Elles sont
reliées aux MT et a la membrane externe mitochondriale, en interagissant avec les
protéines adaptatrices Miro et Milton/TRAK (Birsa et al., 2013; Smith and Gallo, 2018).
Concernant le transport rétrograde, la dynéine se lie au complexe dynactine. Ensemble,
ils interagissent avec le complexe adaptateur Miro-Milton/TRAK (Lin and Sheng, 2015;
Nangaku et al., 1994; Schroer, 2004; Tanaka et al., 1998; Varadi et al., 2004) (figure 25).
Miro est une protéine GTPase de la membrane externe mitochondriale (Fransson et al.,
2003) et possede un domaine capable de lier le Ca2+ cytosolique. Cette liaison induit un

changement de conformation modifiant le complexe Kinésine-TRAK-miro et stoppe le
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transport antérograde des mitochondries (Sheng, 2017). Des mutations de Miro
entrainent une perturbation de la distribution des mitochondries dans les neurones, ce
qui peut conduire a des déficits locomoteurs et une mort prématurée chez certaines
especes (Guo et al., 2005). A Dinverse, une surexpression de Miro augmente la motilité
mitochondriale (Lin and Sheng, 2015).

Plusieurs études menées sur des neurones et des cellules musculaires suggerent également
Iintervention du cytosquelette d’actine dans le transport des mitochondries par
I'interaction d’une liaison Actine-Myosine. Toutefois, cela reste controversé (Kuznetsov
et al., 1992; Langford, 2002; Ligon and Steward, 2000; Morris and Hollenbeck, 1995).

3. Fonctions des mitochondries

La fonction principale des mitochondries est le maintien de 1'homéostasie énergétique des
cellules, pour alimenter les réactions métaboliques et activités biologiques essentielles a
la croissance, la survie et le fonctionnement cellulaire (Lin and Sheng, 2015; Rolfe and
Brown, 1997). Elles assurent également I’homéostasie calcique, la régulation du niveau
de ROS, et sont impliquées dans la signalisation et la mort cellulaire (Lin and Sheng,
2015; Smith and Gallo, 2018).

La production d’énergie se fait a partir de la glycolyse, la lipolyse, ainsi que la dégradation
des acides aminés. Cette dégradation n’apporte toutefois que 10 % des besoins
énergétiques. La synthese d'ATP mitochondrial va alors impliquer 1'oxydation des
substrats et la consommation d'oxygene. Ce processus est appelé la respiration cellulaire.
Dans ce processus, le transport d’électrons a travers la chaine respiratoire mitochondriale
(qui comprend quatre complexes protéiques de I a IV, eux-mémes composés de différentes
sous-unités) et de 'ATP synthase (figure 26), aboutit & une série de réactions d’oxydo-
réduction. On parle de phosphorylation oxydative. Réalisée dans la membrane interne
mitochondriale, elle permet la transformation de I’énergie chimique contenue dans les
nutriments en ATP (Chaban et al., 2014; Dimroth et al., 2000; Gilkerson et al., 2003;
Hiittemann et al., 2007; Sheng, 2017).

La dégradation des nutriments permet de fournir a la chaine respiratoire des équivalents

réduits sous forme de NADH+H" et de FADH; (Goedeke and Shulman, 2021). Ces

molécules sont réoxydées par transfert de leurs électrons sur un accepteur final qui est
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l'oxygene. Cette étape est réalisée par l'intermédiaire d’une chaine de transport sur
laquelle les électrons vont transiter en fonction de leur potentiel d’oxydo-réduction. Par
exemple, la forme réduite du NAD+, le NADH, peut facilement perdre deux électrons,
alors que l'oxygene ayant une forte affinité capture ces électrons. Il va donc s’établir le
long de la chaine respiratoire un gradient de potentiels d’oxydo-réduction. Les électrons
vont transiter de molécules a faible potentiel (tels que le NAD+, qui a un potentiel de -
320 mV) vers des molécules & fort potentiel (tels que 1'oxygene, qui a un potentiel de
+816 mV). Au niveau des complexes I, Il et IV, le transfert des électrons s’accompagne
d’un pompage des protons de la matrice vers I'espace intermembranaire, générant ainsi
une force proton-motrice. Cette force est la somme du gradient de pH et du potentiel
membranaire d’environ -150 mV (négatif du c6té matriciel). Ce gradient électrochimique
est ensuite utilisé par ’ATP synthase pour la phosphorylation de 'ADP en ATP (figure
26). L’ATP ainsi formé est alors exportée dans le cytosol par le complexe de la translocase
des nucléotides adényliques (ANT). Ainsi, dans ce processus, I'oxydation des substrats
est couplée a la synthese d’ATP par la force proton-motrice (Saraste, 1999). Au final, ce

sont environ 32 molécules ’ATP qui sont produites par molécule de glucose consommée.

Il apparait que la production d'ATP requiert une provision de métabolites tels que les
acides gras, le pyruvate et les acides aminés dans l'espace matriciel. L'enveloppe
mitochondriale contient donc de nombreuses protéines de transport, échangeurs et
transporteurs. Le transport s'effectue sur des sites bien précis, nommés « sites de contact
mitochondriaux », au niveau desquels les deux membranes sont rapprochées. Ces
mouvements ioniques transmembranaires sont a 'origine de la formation d'un potentiel
de membrane. Pour s'approvisionner activement en métabolites, les mitochondries
utilisent comme la membrane plasmique de la cellule, un gradient électrochimique pour
faciliter le transport au travers de la membrane interne. La membrane plasmique utilise
le gradient de Na* pour le transport de glucose ou les échangeurs Na®/H* pour la
régulation du pH. Tandis que les mitochondries utilisent dans la membrane interne le
gradient de protons (H") des complexes I, III et IV qui sont actionnés par 1'association
transitoire avec des électrons provenant du NADH. Ainsi, ces complexes réalisent un

potentiel de 150 mV.

En parallele de la production énergétique, les mitochondries contiennent peu de calcium
dans les cellules au repos, mais peuvent en accumuler de grandes quantités lors d'une
entrée stimulée. Elles peuvent libérer cette charge calcique lors de la récupération

(Nicholls, 2005). Les effets physiologiques d'un taux élevé de calcium intra-mitochondrial
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sont nombreux. Ils comprennent l'ajustement de la production aérobie d'ATP, la
transmission synaptique et 1'excitabilité, la régulation de la dynamique et du trafic des
organites, la médiation de la signalisation vers le noyau, la régulation de la production
d'especes réactives de 1'oxygene (ROS) et l'activation de la libération des signaux de
mort (Chinopoulos and Adam-Vizi, 2010; Duchen, 2004; Mattson et al., 2008; Nicholls,
2005; Starkov, 2010). Le calcium a notamment un effet sur la morphologie et la motilité
mitochondriale ainsi que sur le métabolisme mitochondrial. Une augmentation de la
concentration matricielle en calcium entraine la translocation de la protéine Drpl,
initiant la fission qui résulte en une fragmentation du réseau mitochondrial (Breckenridge
et al., 2003). De plus, cela stimule Pactivité de différentes déshydrogénases, notamment
la pyruvate déshydrogénase, la NAD+-isocitrate déshydrogénase et la 2-cétoglutarate
déshydrogénase (McCormack and Denton, 1980). Ce qui conduit & une augmentation de
la concentration en NADH qui sera utilisé par la chaine respiratoire pour synthétiser de
I’ATP. Une élévation temporaire de la concentration mitochondriale en calcium peut
stimuler la production d’ATP, mais cette stimulation perdure jusqu’a une heure apres
l'augmentation transitoire de la concentration en calcium. Il semble alors exister un
mécanisme de « mémoire » mitochondriale permettant de répondre a une demande
soutenue en ATP (Jouaville et al., 1999).

Enfin, le calcium mitochondrial est impliqué dans les mécanismes apoptotiques. Un des
éléments clés de cette voie est le relargage du cytochrome C et de 'AIF (« Apoptosis
Inducing Factor ») dans 'espace intermembranaire (Kroemer et al., 1995; Yang et al.,
1997). Ils activent alors, directement ou indirectement, la caspase 3. Une surcharge
calcique entraine l'ouverture du pore de transition de perméabilité, ce qui induit le
gonflement mitochondrial et peut entrainer la sortie de ces molécules hors de la

mitochondrie et ainsi déclencher I'apoptose.

Pour cela, le calcium cytoplasmique doit pénétrer la mitochondrie et traverser ses
membranes. La membrane externe mitochondriale contient des protéines (les porines)
qui forment de larges pores, tels que le canal sélectif des anions voltage-dépendant
(VDAC). Les mitochondries situées a proximité des lieux de relargage du calcium par le
réticulum endoplasmique peuvent également former des microdomaines enrichis en
calcium (Csordas, 1999; Rizzuto et al., 1998), permettant d’alimenter les systémes
d’import de calcium. Ces domaines de haute concentration calcique peuvent également
étre formés par couplage fonctionnel entre le systeme d’import mitochondrial et les
canaux d’entrée du calcium de la membrane plasmique (Rizzuto et al., 1999). Enfin,

I'import de calcium par les mitochondries pourrait étre modulé par des protéines solubles
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qui orientent le calcium vers la mitochondrie suite a une stimulation par un agoniste.
Cette voie d’action a notamment été démontrée pour certains isoformes de PKC (Pinton
et al., 2004).

Gréace au potentiel membranaire mitochondrial négatif généré par la force proton-motrice,
le calcium entre dans la mitochondrie par un transporteur électrogénique, un uniport
mCU  (Mitochondrial Calcium Uniporter) localisé dans la membrane interne
mitochondriale. Ce transporteur possede un site d’activation ainsi qu’un site de transport
(Gunter and Pfeiffer, 1990). Cet uniporteur, un canal sensible au Ca2+ lorsqu'il est
ouvert par un taux élevé de Ca2+ cytosolique, permet au Ca2+4 de s'écouler dans la
matrice le long du gradient électrochimique de la mitochondrie (Gunter and Sheu, 2009;
Nicholls and Budd, 2000). La libération de Ca2+ par la mitochondrie dans les neurones
est principalement régulée par un échangeur Na+/Ca2+ (Crompton et al., 1978).

Enfin, de maniere a réduire les dommages oxydatifs a la cellule et assurer un controle de
la qualité des mitochondries, celles qui ne fonctionnent pas correctement sont éliminées
par autophagie (Ashrafi et al., 2014). Ce processus implique les deux protéines, PINK1
et Parkin (Wang et al., 2011), pour permettre le recrutement et la formation du

phagophore puis de I'autophagosome avant dégradation.

La mitochondrie n’est donc pas simplement 1'usine énergétique de la cellule mais aussi
un composant actif et finement régulé du métabolisme cellulaire, capable d’adapter son
fonctionnement a la variation de la demande en ATP. Cela est réalisé par une
modification directe de lefficacité de conversion énergétique mitochondriale, mais
également par I'établissement d’un dialogue rétrograde vers le noyau aboutissant a des
modifications de la quantité de protéines qui composent la chalne respiratoire. La
mitochondrie a été montrée comme étant la cible de régulation par de nombreuses
hormones, parmi lesquelles les hormones glucocorticoides qui interviennent dans de
nombreux processus cellulaires et métaboliques et aboutissent a la mise en place d’un

état hypermétabolique au niveau du corps entier.
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Figure 26 — Processus de respiration cellulaire mitochondrial. Les étapes de la respiration
cellulaire impliquent (1) le cycle de l'acide tricarboxylique (TCA), (2) la chaine de transport
d'électrons (ETC) et (3) I'ATP synthase. Le découplage des substrats d’oxydation et de 'ATP
est médié par (4) des agents chimiques ou (5) des protéines de découplage (UCP). D’aprés
Goedeke and Shulman, 2021.

4. Role des mitochondries dans la régénération

L’'une des caractéristiques de nombreux troubles neurodégénératifs est un
dysfonctionnement mitochondrial. Compte tenu de leur role métabolique, ces
mitochondries doivent étre remplacées pour assurer la survie des cellules (Cheng and
Sheng, 2020; Mattson et al., 2008). De la méme maniere, a la suite d’une lésion du
systéme nerveux des dommages mitochondriaux sont observés. Il se produit une
dépolarisation du potentiel de membrane des neurones. Un flux de calcium est alors libéré
permettant 'ouverture des pores de transition de perméabilité mitochondriaux (mPTP).
Cela conduit a une destruction de la membrane externe mitochondriale, I'induction d’un
stress oxydatif — traduit par la libération de ROS et de protéines pro-apoptotiques
(Pivovarova and Andrews, 2010; B. Zhou et al., 2016) —, et altére la synthese I’ATP
par une chute de NAD+. Or il a été démontré que le NAD+ possede un effet

axoprotecteur en interagissant avec sirT3 (une histone désacétylase mitochondriale
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dépendante du NAD+). Celle-ci va désacétyler le complexe I de la chaine mitochondriale
et réguler 'ouverture du pore mPTP. Ce qui va réduire la libération du cytochrome C,
donc l'activation de I'apoptose. En effet, si 'on utilise une molécule telle que la roténone,
qui réduit la production énergétique (en inhibant précisément le complexe 1), on observe
une libération du cytochrome C et une mort neuronale. En revanche, un pré-traitement
au NAD prévient cette dégénérescence. De plus, des enzymes productrices de NAD+,
telle que NMNAT?2, sont transportées de maniere antérograde a l'extrémité distale de
I’axone pour promouvoir cet effet protecteur. Ainsi un signal d’apoptose induit par une
lésion diminue le transport axonal des enzymes productrice de NAD, rendant les axones
sensibles a la dégénérescence (Magnifico et al., 2013). En parallele le NAD+ possede un
effet indirect sur la stabilité des MT. En effet, il pourrait augmenter la fixation de MAP
stabilisatrice EB (notamment EB1 et EB3) par une interaction impliquant aussi sirT3.
De maniere globale, une chute de NAD+ induit une réduction de la production d’ATP,
une déstabilisation du cytosquelette et une perturbation de la dynamique mitochondriale,
conduisant a la fragmentation de I'axone et une dégénérescence (Harkcom et al., 2014;
Lassus et al., 2016; Magnifico et al., 2013).

A la suite d’une lésion, la libération de Ca2+ intracellulaire induit une surcharge calcique,
qui au niveau mitochondrial active 'ouverture du pore PTP induisant la perte du
potentiel de membrane et conduisant a des mitochondries gonflées, avec une localisation
axonale anormale associée a la rétraction de 'axone (Pozo Devoto et al., 2022; Xu et al.,
2018). Bien que dans les étapes précoces, on observe une augmentation de la fusion
mitochondriale, les perturbations de cette dynamique mitochondriale entrainent une
surexpression de Drpl. Cela induit une augmentation de la fission, favorise la production
de ROS qui réduit le potentiel de membrane de la mitochondrie, libere le cytochrome C
et la caspase3 pro-apoptotique (Jia et al., 2016; Wang and He, 2009). Cette fission
mitochondriale résultant d'une dysfonction mitochondriale inhibe la stabilisation des

microtubules et la régénération axonale et induit 1'apoptose (Csordés et al., 2018).

La régénération des axones est un processus énergivore. Il implique donc la présence de
mitochondries dans le cone de croissance (El Bejjani and Hammarlund, 2012; Patrén and
Zinsmaier, 2016; Tennyson, 1970; Yamada et al., 1971), en particulier dans le domaine
C ou elles sont transportées pour apporter les ressources nécessaires (Gollihue et al., 2018;
Misgeld et al., 2007; Narayanareddy et al., 2014). L’étude de C. elegans montre que les
axones en régénération possedent une plus forte densité de mitochondries au niveau de

la zone de croissance (Han et al., 2016). Par ailleurs, les mitochondries sont aussi
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présentes au niveau des points de branchement des axones et des terminaisons
synaptiques (Kang et al., 2008; Spillane et al., 2013). Il a également été observé dans des
modeles de souris Alzheimer, possédant une altération de l'intégrité synaptique associée
a une réduction du nombres d’épines, que 'augmentation de la respiration mitochondriale
restaure la densité dendritique, ainsi que la proportion d’épines associées aux
mitochondries (Richetin et al., 2017).

Dans un contexte cellulaire et moléculaire post-lésionnel tel que décrit, la mise en place
du cone de croissance ne peut alors pas étre assurée d'un point de vue énergétique. Pour
cela, la stimulation du transport mitochondrial, notamment par linhibition de la
Syntaphiline, améliore la migration mitochondriale dans la partie distale, ot la demande
énergétique est particulierement forte. Ce qui permet de retrouver lintégrité de la
dynamique mitochondriale afin de combler les déficits et favoriser la repousse axonale
(Guo et al., 2005; Han et al., 2016; B. Zhou et al., 2016). De plus, la surexpression d’une
protéine ARMCXI1, qui favorise la fixation de la mitochondrie avec Mirol pour le
transport, favorise également la régénération axonale (Cartoni et al., 2016). Le transport
et notamment le repositionnement des mitochondries apres une lésion permettrait donc
de favoriser la croissance (Cartoni et al., 2017; Smith and Gallo, 2018). En parallele,
impacter la dynamique mitochondriale, en favorisant la fusion mitochondriale et en
inhibant sa fission, affecte positivement la régénération axonale. Dans un modele de lésion
médullaire, il a été observé que la Loureirine B, un flavonoide issue de la séve de
dragonnier, augmente significativement Mfn1 favorisant la fusion mitochondriale et ainsi
la régénération axonale (Wang et al., 2019). Compte tenu des effets négatifs induits par
la surexpression de Drpl apres une lésion décrits précédemment, l'inhibition de Drpl
semble pouvoir favoriser la récupération et réduire 1'apoptose (Jia et al., 2016). Toutefois,
des mitochondries anormalement longues peuvent présenter une plus faible probabilité
de transport le long de I'axone (Kiryu-Seo, 2016; Steketee et al., 2012). Il a également
été démontré sur des lésions périphériques et centrales, que réduire la respiration
mitochondriale réduit la régénération axonale (Han et al., 2016). Cela renforce 'idée que
les mitochondries jouent un role central dans le processus de régénération du SNC
(McEwen et al., 2011).

Les mitochondries représentent donc un composant essentiel de la régénération et de
'extension axonale, en forte interaction avec le cytosquelette (figure 27). La relation
microtubules-mitochondries semble donc pouvoir jouer un réle important dans le devenir

d’un axone post-lésionnel.
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Figure 27 — Schéma décrivant le comportement mitochondrial aprés lésion dans le systéme
nerveuxr central.

Aprés une lésion médullaire, les mitochondries dans le segment distal sont principalement
stationnaires et lo fission est augmentée, entrainant une accumulation de mitochondries
endommagées sur le site de la blessure. Au niveau cellulaire, le niveau de Ca2+ intra-azonal
augmente avec un gradient maximal au site de lésion, ce qui conduit & une altération de la chaine
de transport des électrons (e) avec une diminution de la production d'ATP et une augmentation
de la génération de ROS. L'afflux de Ca2* entraine l'ouverture du mPTP et la perte du gradient
électrochimique (AY) nécessaire d la synthése de U'ATP. L'ouverture du mPTP provoque
également un gonflement de la matrice et la rupture de la membrane externe, libérant des ROS,
du Ca2" et des protéines pro-apoptotiques telles que le cytochrome ¢, dans le cytosol. Enfin, le
cytochrome ¢ libéré des mitochondries peut déclencher la libération de Ca2* du réticulum
endoplasmique. D'autre part, il existe des interactions entre les mitochondries et le réticulum
endoplasmique de sorte que le Ca2" libéré par les récepteurs IP3 et les récepteurs de la ryanodine
(RyR) est rapidement transféré dans les mitochondries. Adapté de Mattson et al., 2008; Patron
and Zinsmaier, 2016; Scholpa and Schnellmann, 2017.
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IV. Modeles expérimentaux

L'étude approfondie de la physiologie et de la physiopathologie des réseaux neuronaux,
notamment en ce qui concerne les lésions du SNC, nécessite des modeles expérimentaux
a la fois précis et pertinents.

Les modeles traditionnels englobent les approches in wvivo de mammiféres (murins
notamment). Ceux-ci permettent d'examiner le tissu dans son environnement et
d'analyser le comportement en réponse a des interventions, par exemple thérapeutiques
(Chedly et al., 2017; Cheriyan, 2014). On retrouve également des modeles in vitro, dans
lesquels des neurones sont maintenus en culture dans des boites de Pétri, permettant
I'étude d’évenements cellulaires et moléculaires, tels que les conséquences d'une lésion
(Slovinska et al., 2012). Ces cultures offrent un moyen d'examiner la fonction neuronale
et synaptique sous conditions pathologiques ou en réponse a des traitements
pharmacologiques, avec une capacité d'analyse souvent plus rapide et simplifié que les
méthodes in wvivo. Ce type de modele permet également des études sur de longues

périodes.

Un processus intermédiaire entre les modeles in vivo et in vitro, sont les modeles ex vivo,
qui consistent a utiliser des tranches de tissus — par exemple de cerveaux pour I'étude
du SNC — pour étudier des réseaux intacts dans un paradigme in vitro, tout en
préservant les connexions structurelles existantes in vivo. Les tranches de cerveau adulte,
qui ne restent viables que quelques heures, sont notamment utilisées pour des études
¢électrophysiologiques a court terme des neurones, car les réseaux commencent a se
dégrader apres quelques heures ex vivo. A 1'inverse, les coupes embryonnaires (voire post-
natal dans certains cas) peuvent étre maintenues in vitro pendant plusieurs semaines
dans des systemes adaptés, permettant de préserver certains circuits anatomiques et
d'étudier les processus biologiques a long terme (Lossi et al., 2009; Schizas et al., 2014).
Néanmoins, ces approches présentent des limitations significatives. Les modeles ex vivo
nécessitent des manipulations délicates, et le maintien des tranches dans des conditions
riches en oxygene peut conduire a 1'hyperoxie, entrainant une mort cellulaire progressive
et un stress oxydatif. Les modeles in vitro classiques ont une connectivité aléatoire et
complexe a analyser, en plus d’'une difficulté a reproduire des pathologies ou des lésions
précises. Quant aux modeles murins, leur mise en oceuvre est chronophage et ils
constituent un systeme complexe dont les mécanismes cellulaires et subcellulaires sont

difficilement individualisables.
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Ces défis soulignent l'importance de développer de nouveaux modeles qui permettraient
une compréhension plus détaillée des structures et fonctions des réseaux neuronaux, ainsi

que de leurs pathologies.

1. Culture de neurones in vitro

Depuis la découverte en 1907 que des cellules, y compris des neurones, pouvaient étre
cultivées hors de 1'organisme (Harrison et al., 1907), les techniques de culture neuronales
se sont considérablement perfectionnées. Les milieux de culture artificiels ont également
rapidement émergé pour permettre une meilleure reproductibilité (Carrel, 1910). Parmi
les techniques développées, ont émergées les flasques de Carrel (Carrel, 1923) ou la
culture dans des tubes a essai. L’objectif de ces améliorations était de réaliser des cultures

sur le long terme et de permettre 1'observation au microscope (Millet and Gillette, 2012).

Grace a ces développements, les cultures in vitro de neurones embryonnaires, dits
primaires, sous forme dissociés et adhérant a un substrat solide transparent sont les plus
communes. Elles permettent d'observer avec une grande précision la morphologie des
cellules et d'avoir un acces facile aux échantillons par imagerie, pour décrypter les voies
de signalisation cellulaires et moléculaires, autonome ou impliquées en cas de dysfonction.
Ces cultures de neurones isolés permettent la génération d'auto-synapses — dites
autapses — et ont conduit & de nombreuses avancées (Bekkers and Stevens, 1991; Fenske
et al., 2019).

Cependant, les études dans des boites de Petri présentent certaines limitations.
Premieérement, le cerveau est constitué de neurones interconnectés, rarement autaptiques.
Les neurones cultivés dans des boites de culture traditionnelles forment un réseau semi-
aléatoire avec un état de connectivité complexe qui ne mime pas les voies cérébrales
ordonnées ni le connectome cérébral (figure 28A). De plus, ces cultures traditionnelles ne
permettent pas d’isoler les processus cellulaires et moléculaires a un niveau subcellulaire
et sont uniquement utilisées pour étudier des processus autonomes ou tous les neurones
d’une méme boite sont considérés comme équivalents. Les techniques traditionnelles de
culture en boite de Petri ont donc donné naissance a de nouvelles technologies,

notamment la création de réseaux neuronaux sur des puces microfluidiques.
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2. Systémes microfluidiques

La microfluidique est 1'ensemble des techniques permettant de controler finement
I'écoulement de liquides dans des réseaux de tubulures de dimensions micrométriques.
Dans des conduits de cette taille, les solutions aqueuses s'écoulent selon des modalités
laminaires et non turbulentes, en raison du faible nombre de Reynolds (Weibel and
Whitesides, 2006). Les technologies microfluidiques ont trouvé un grand nombre
d’applications dans tous les domaines de la science expérimentale ou I'on manipule des
fluides (chimie, physique, biologie). Le principe des applications consiste & remplacer les

contenants (tubes, boites de pétri...) par des réseaux de tubulures micrométriques.

Dans le cas de la biologie cellulaire, les limites des systemes in vitro conventionnels,
montrent la nécessité de créer une organisation spatiale. D'autre part, les neurones
présentent une architecture particuliere ou les extensions dendritiques et notamment
axonales sont nettement plus longues par rapport au diametre du soma. L'axone et le
compartiment somatodendritique se retrouvent donc souvent dans des environnements
tres différents et parfois extrémement éloignés. Ces caractéristiques rendent complexe
I'étude des neurones in vitro et nécessitent que 1'environnement recréé soit le plus proche
possible des conditions habituelles dans lesquelles le compartiment neuronal ciblé exerce
sa fonction. Dans ce contexte, il apparait pertinent d’intervenir séparément sur les deux
compartiments subcellulaires. L’approche microfluidique est un bon candidat puisqu’elle
permet le développement de cultures compartimentées dans des environnements
micrométriques, dont les avantages incluent la miniaturisation des supports de culture
cellulaire, un controle précis des fluides et leur écoulement (Millet and Gillette, 2012).
Par ailleurs, la quantité de réactifs nécessaire est considérablement réduite par rapport

aux dispositifs de culture classique.

2.1. Evolution des systémes microfluidiques

Le premier systeme a réaliser ce défi en utilisant le principe des dispositifs microfluidiques
est la chambre de Campenot en 1977 (figure 28B). Il consiste en un morceau de téflon
dans lequel des rainures ont été gravées, recouvert d'une fine couche de graisse et déposé
face rainurée vers le bas. Il permet ainsi la croissance des prolongements de neurones en
culture d'un coté de l'insert en téflon vers l'autre. L'isolation fluidique des deux

compartiments est permise par la graisse, ce qui permet de traiter sélectivement 1'un ou
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l'autre des deux compartiments. Avec ce systeme, Campenot a mis en évidence 1'effet
local d'un facteur de croissance neuronal sur la pousse des neurites de cultures de ganglion
spinal (Campenot, 1977). Inspirée par ces travaux, I’équipe de Taylor a reproduit en 2003
le design de cette chambre dans un nouveau matériau siliconé — voir section Procédé de
fabrication — (Taylor et al., 2003) (figure 28). L'isolation fluidique dans ce systéme ne
repose pas sur la présence de graisse, mais sur l'écoulement tres lent des liquides dans
des conduits de taille microscopique. La résistance fluidique de ces derniers étant
inversement proportionnelle a leur diametre, cela assure isolation fluidique. Ce dernier
développement a permis de démocratiser 1'utilisation de ce type de systéemes, ouvrant la
voie a la culture compartimentée de nombreux types de neurones. Ce systéeme consiste
en deux chambres de culture allongées, de quelques centaines de microns de large et
quelques dizaines de microns de haut, accessibles par deux puits situés a leurs extrémités.
Ces deux chambres sont reliées par des microcanaux dont les dimensions ne permettent
pas le passage des somas, mais permettent aux axones de les traverser. L'un des deux
compartiments peut étre traité sélectivement si une surpression est maintenue dans
I'autre. La description du systeéme a par la suite été affinée, avec la démonstration de ses
applications pour la coculture de cellules dans les chambres, isolées fluidiquement mais
lies par les axones poussant dans les microcanaux permettant de cocultiver deux
populations neuronales connectées synaptiquement (Taylor et al., 2010, 2005; Virlogeux
et al., 2018). Une chambre centrale située au milieu des microcanaux permet d'observer
sélectivement les synapses, et de perfuser celles-ci avec une grande précision spatiale et

temporelle.
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Figure 28 — Vue d’ensemble des différents systéemes de cultures cellulaire. (A) Cultures de
neurones hippocampiques en contraste de phase sur lamelles de verre conventionnelles, ne
permettant pas d’agir spécifiquement sur les compartiments subcellulaires. A partir de Kaech et
Banker 2007. (B) Chambre de Campenot, premier systéme de compartimentalisation
microfluidique, puis modifié par Taylor (C). A partir de Jadhav et al., 2016.
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Les chambres microfluidiques permettent de guider certains axones et dendrites issus
d'une culture neuronale primaire vers une seconde chambre, compartimentant ainsi les
axones distaux des compartiments somatodendritiques. C’est la longueur des micro-
canaux qui détermine alors si les dendrites, compte tenu de leurs longueurs, atteindront
ou non les seconds compartiments avec les axones, qui s’étendent, eux, sur des distances
plus importantes. Un des principaux avantages est que les axones ne peuvent pas
échapper aux structures micro-canaux en forme de tunnel. De plus l'isolation fluidique
entre les chambres permet de controler 1'environnement micro-neuronal. Sur cette base,
de nombreux laboratoires ont cloné et optimisé ce principe pour démontrer que les micro-
canaux de guidage permettent de compartimenter les axones de tous types de neurones
et que l'ensemencement de différents types cellulaires permet la création de modeles

minimalistes tels que les jonctions neuromusculaires.

Ce type de dispositif est idéalement adapté pour contréler les connexions entre différents
types de neurones et devrait donc permettre de reconstruire des réseaux fonctionnels.
C’est ainsi que différentes tentatives visant a reconstruire des réseaux ont été faites, en
semant deux populations neuronales différentes dans des chambres indépendantes.
Utilisant leur conception initiale, le groupe de Taylor a construit un dispositif
hippocampo-hippocampal pour étudier sa connectivité. Cela a été progressivement suivi
par les travaux de nombreux autres groupes qui ont créé une variété de réseaux composés
de différentes identités neuronales. Cependant, bien que cela constitue un premier pas
vers la construction de réseaux ordonnés, ce systeme présente un désavantage majeur :
en permettant la sélection des axones, les microcanaux de guidage permettent des
connexions bidirectionnelles entre les deux populations neuronales, puisqu’ils laissent les
axones pousser dans les deux directions. D’une part cette propriété ne reflete pas
I'organisation qui est observée dans le cerveau, ou l'innervation entre deux structures est
le plus souvent asymétrique. D’autre part, elle complique l'interprétation des expériences.
Si un traitement est appliqué dans une chambre et un effet est observé dans l'autre
chambre, en raison de l'isolation fluidique le vecteur responsable est le transport axonal.
Cependant, le sens de ce dernier est incertain : il pourrait tout aussi bien s'agir d'un
transport antérograde des neurones A vers les neurones B, que d'un transport rétrograde
via les axones que les neurones B envoient vers le compartiment A.

Il est donc nécessaire de pouvoir contréler la direction de la projection des neurones pour
reconstruire des réseaux neuronaux unidirectionnels et étudier plus rigoureusement le

dialogue trans-neuronal et plus largement, les mécanismes cérébraux in vitro.
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Une stratégie pour pallier ce probleme repose sur des microcanaux axonaux, tels que ceux
décrits par Taylor et al en 2003, mais de forme non rectiligne. Une forme asymétrique
des microcanaux permet d'orienter la pousse des axones. La premiere tentative
d'influencer la pousse axonale suivant cette stratégie a été proposée en 2011 par le groupe
de J.M. Peyrin (Peyrin et al., 2011), et reposait sur 'utilisation de microcanaux axonaux
en entonnoir. La partie la plus large permet de récolter des axones d’une chambre et se
rétrécit progressivement jusqu'a atteindre la seconde chambre. Ainsi, les axones ne
rencontrent pas d'obstacles abrupts a leur croissance, tandis que les axones de la chambre
distale migrent plus difficilement vers la chambre proximale. Ce dispositif, permet une
filtration axonale de l'ordre de 95% (Peyrin et al., 2011). Par la suite de nouveaux
développements ont été faits par le groupe de J.M. Peyrin dans I'équipe, introduisant des
microcanaux dits "arches" (Courte et al., 2018). Ces microcanaux ajoutent aux canaux
asymétriques des motifs spécifiques en forme de demi-lune (figure 29). Ce dernier type
de filtration repose d’une part sur les propriétés mécaniques des axones — leur résistance
a la flexion qui les empéche de se courber au-dela d’un seuil donné — et d’autre part a
leur adhésion sélective aux coins des microcanaux rectangulaires, riches en signaux
adhésifs (Renault et al., 2016). Ainsi, les axones peuvent adhérer aux demi-lunes et suivre
leur orientation. Basé sur ces travaux, un nouveau systéme de reconstruction de réseaux
de neurones in vitro a été développé, permettant pour la premiere fois de reconstruire
des réseaux de neurones connectés synaptiquement et orientés a 100%, c'est-a-dire sans

axones poussant en sens rétrograde (Courte et al., 2023, 2018).
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Figure 29 — Représentation schématique du dispositif de culture microfluidique pour la
reconstruction de réseaur neuronaux orientés (A). Trois compartiments principaux
(présynaptique ; central et postsynaptique) sont accessibles par des entrées/sorties fluidiques et
reliés par des microcanauzr. (B) Schéma des microcanauzr « Arches », permettant la filtration
azonale unidirectionnelle. D’aprés Courte et al., 20235.
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2.2. Procédés de fabrication

Pour parvenir a la fabrication de ces systemes, de nombreuses techniques de
microfabrication existent, telles que le micro-fraisage de moules en métal ou la gravure.
Cependant, 1'une des améliorations les plus notables est la fabrication de moules par
microphotolithographie ou « soft lithography » (Taylor et al., 2003), puis la génération
de systemes en polymeres coulés dans ces moules. C’est une des techniques les plus
répandues, et qui permet de produire en grande quantité et a faible cotit des dispositifs
contenant des motifs de taille millimétrique a micrométrique. La photolithographie est le
processus de création de microstructures sur un substrat, tel que le silicium ou le verre,
en utilisant 1'exposition a la lumiere et les réactions chimiques d’une résine photosensible
(photorésine). Apres l'exposition a la lumiere, la photorésine peut subir des réactions de
réticulation et polymérisation, le processus de base en microfluidique utilise une
photorésine négative SU-8 — dans notre cas SU8-2002 (figure 30). Cette étape nécessite
que l'environnement soit soigneusement controlé durant le processus de préparation,
notamment au niveau de la température, de 1'humidité, ainsi que la densité de 1'air. Ces
exigences environnementales élevées pour la fabrication nécessitent généralement une

salle blanche.

Différents matériaux peuvent étre utilisés pour les puces microfluidiques a usage
biologique, dans la mesure qu’ils soient biocompatibles, possedent de bonnes propriétés
d'isolation électrique, et une perméabilité a l'oxygene et au dioxyde de carbone. La large
gamme de polymeres, leur facilité de traitement et de moulage, ainsi que le faible cofit
des matieres premieres les rendent idéaux pour une production a grand volume. Ainsi, le
matériel le plus souvent utilisé pour produire ces dispositifs est le polydiméthylsiloxane
(PDMS), un élastomere de silicone. Le PDMS combine une série d'avantages pour cet
usage : il est peu coliteux, reste longtemps liquide a température ambiante et sa
réticulation s'effectue a une température peu élevée, de 1'ordre de 70°C. Une fois réticulé,
le PDMS est un matériau flexible restant stable sous des déformations répétées, il
présente une inertie thermique, transparent pour l'observation il transmet la lumiere
violette, imperméable aux solutions aqueuses, mais perméable aux gaz et parfaitement
biocompatible. Cela en fait un matériau optimal pour générer des systemes de culture
cellulaire. Il existe toutefois certaines limitations, comme la déformation due a la

rétraction de 1% du PDMS apres durcissement. Cela rend difficile 1'obtention d'une haute
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précision, notamment lors de soft lithography dans la microfabrication multifacette, mais

ne suffit pas a empécher 1'utilisation généralisée du PDMS compte tenu de ses avantages

Une fois fabriqués, les systemes microfluidiques sont assemblés avec un support pour
permettre la culture des cellules. Les méthodes de liaison sont également variées, dont
les plus courantes sont la liaison par oxydation au plasma ou l'irradiation UV (figure 30).
Le PDMS est relativement adhérent et peut étre lié de maniere réversible ou irréversible
au méme matériel ou a une variété de matériaux différents, tel que le verre. Si la surface
du substrat PDMS et de la lamelle de verre sont d'abord traitées par oxydation au plasma
ou irradiation UV, la puce PDMS peut étre liée de maniere irréversible, permettant une

liaison plus forte et plus durable.

Les systemes de culture fabriqués de cette fagon sont aisés a produire : tous les motifs
structuraux (chambres de culture + micro-canaux) sont situés sur le méme bloc de
PDMS, et une fois des ouvertures pratiquées aux extrémités de chaque chambre, ce bloc
peut étre attaché a une lamelle de verre compatible avec des objectifs de microscopie a

courte distance focale et stérilisés pour permettre différentes expérimentations in vitro.

Toutefois, le PDMS réticulé rejette des oligomeres non polymérisés dans le milieu de
culture, qui peuvent s'incorporer dans la membrane plasmique des cellules en culture
(Regehr et al., 2009). Ce phénomeéne pourrait avoir un impact sur les propriétés
membranaires des cellules, ainsi que sur le métabolisme de celles-ci. Il a également la
propriété d'adsorber les petites molécules hydrophobes, telles que certains facteurs de
croissance, depuis le milieu de culture. Les systemes microfluidiques de culture présentent
donc des avantages certains sur leurs prédécesseurs, mais certaines caractéristiques
propres aux matériaux dont ils sont constitués doivent étre prises en compte dans

l'interprétation des résultats expérimentaux.
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Figure 30 — Protocole de fabrication des puces microfluidiques. (A et B) Photolithographie des
microcanaur et des chambres de culture pour la fabrication du master, avec une résine
photosensible sur disque de silicium. (C) Réticulation du PDMS sur le disque de silicium pour
la fabrication d'un réplica en PDMS. (D) Préparation du moule en résine et préparation de
nombreuz réplicas de puces a partir du moule. (E) Assemblage de la puce en PDMS et de la
lamelle en verre. (F) Préparation de la puce microfluidique pour la culture, ensemencement des
neurones et milieu de culture dans une boites de pétri. D’apres Courte et al., 2018.
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3. Modéle de lésion in vitro

En parallele du développement de systemes adaptés, l'adressage des aspects
physiopathologiques a nécessité de pouvoir reproduire sur ces systemes et cultures des

pathologies d'intéréts de maniere semblable ou comparable a celles observées in vivo.

Pour I'étude des lésions du systeme nerveux, compte tenu de la complexité de ces lésions
et afin de cibler les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu, il est nécessaire de
développer des modeles simplifiés. Les modeles microfluidiques permettent de modéliser
des réseaux de neurones connectés afin d’étudier spécifiquement le développement et la
repousse de 'axone, la traduction et la signalisation locale ou encore la synaptogénese,
dans des conditions physiologiques et pathologiques (Millet and Gillette, 2012). Il est
également possible d’agir pharmacologiquement sur les cultures, via des drogues et
molécules, de maniere controlée. De plus, bien que simplifiés, certains de ces modeles in
vitro, tels que les traumatismes craniens, peuvent étre prédictifs des résultats retrouvés
in wvivo (Shrirao et al., 2018). Ces modeles trouvent donc des applications dans la
modélisation de traumas comme l'axotomie, qui représente le trauma de la moelle
épiniere.

A ce jour, plusieurs types de systémes permettant d’appliquer une lésion existent en
fonction de la lésion a reproduire. Le systeme le plus simple représente la lésion chimique,
en perfusant un détergeant dans I'un des compartiments cellulaires. Cela a pour avantage
de mimer les aspects biochimiques et I'excitotoxicité induite, toutefois cela ne reproduit
pas les aspects physiques d'une lésion. Face a cette problématique, la lésion par aspiration
permet d’appliquer de maniére simple une axotomie (figure 31). Elle consiste en
I’aspiration du milieu de culture et du matériel axonal présent dans le compartiment
axonal d’un dispositif microfluidique. Toutefois, elle nécessite une calibration a chaque
installation et ne convient pas a tous les types de cultures, en particulier les cocultures
ou la lésion ne serait alors pas limitée a une axotomie. En parallele, les axotomies assistées
par laser sont bien plus précises et applicables individuellement & un axone unique (figure
31). Cet avantage pour le ciblage précis des événements mis en place en réponse a une
lésion en fait également un inconvénient, n’étant pas représentatif des lésions du systeme
nerveux central. De plus, ce systéeme nécessite des composants optiques complexes et
cotiteux. Pour répondre a ces défis, les l1ésions mécaniques pouvant récapituler les aspects
physiques d’une lésion et de maniere spécifique aux régions subcellulaires possedent un

fort potentiel dans la modélisation de lésion in wvitro. Ces forces appliquées, soit par
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étirement soit par compression, miment in vitro les forces appliquées lors d’un trauma
(figure 31). Toutefois, & ce jour ces systémes nécessitent des processus de fabrication

complexes, une calibration ainsi que 1'utilisation d’un systeme pneumatique complexe.
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& ) el =t
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= - 74 3
1. Aspirate from 2. Add new medium S :m;
the bottom reservoir to the top reservoir Ak g
&
( &L
& a ¢
= = y
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3. Aspirate from 4. Add new medium
the top reservoir to the top reservoir

(©)

30 min

Cross Section Cross Section

Thick PDMS (~4-5 mm) Thick PDMS (~4-5 mm)

1 hr 30 min

Control Layer

3 hr 30 min

Before Injury After Injury

Figure 31 — Différents systémes de lésion en microfluidique pour appliquer une axotomie par
aspiration (a), assistée par laser (b) ou via un pad de compression (c). D’aprés Shrirao et al.,
2018

Dans le contexte des lésions de la moelle épiniere (LME) entrainant l'interruption des
axones corticaux reliant la moelle épiniere, le faisceau cortico-spinal est spécifiquement
affecté et montre une faible capacité de régénération (Courtine and Sofroniew, 2019;
Geoffroy, 2015). La régénération des neurones du SNC a été principalement étudiée dans
des axones de neurones en culture dans des conditions qui ne reproduisaient pas les
propriétés physiques d’une lésion de la moelle épiniere et sans considérer les réseaux

neuronaux. Evaluer la régénération dans des conditions équivalentes reste une tache
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difficile et cruciale pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Par

conséquent, il est essentiel de développer un nouveau modele de lésion du SNC.

C’est ce qui a constitué la premiere approche de mon travail de these rapporté dans ce
manuscrit, par la mise au point d'une lésion mécanique appliquée a un réseau de
neurones, afin de reproduire une lésion de moelle épiniere d’origine traumatique. Pour
cela, j'ai pu utiliser les microcanaux asymétriques aux motifs dits « arches », mis au
point par ’équipe (Courte et al., 2018), afin de créer des réseaux neuronaux avec une
connectivité unidirectionnelle, similaire a celle observée in vivo. D’autre part j’'ai adapté
ce systéme pour permettre un écrasement physique et traumatique par compression via

I'utilisation d’aimant.
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Projet de recherche et objectifs

Au cours de ce travail, je me suis intéressé aux lésions du systeme nerveux central, et
plus particulierement au modele du traumatisme de la moelle épiniere. Ce modele
représente la thématique de notre équipe, qui s'investit dans 1'étude des mécanismes
cellulaires et moléculaires qui sous-tendent la régénération et la dégénérescence axonale,

ainsi que dans le développement de stratégies thérapeutiques.

Dans ce contexte, nous ciblons spécifiquement les axones des neurones cortico-spinaux
qui se connectent a la moelle épiniere et controlent les mouvements volontaires. Ces
axones, particulierement vulnérables apres un traumatisme, présentent une tres faible
capacité de régénération. Nous avons détaillé dans l'introduction de ce manuscrit les
perturbations du réseau de microtubules et de la fonction mitochondriale induites par
une telle lésion. Ainsi, mon objectif est de comprendre les mécanismes cellulaires
et moléculaires qui régissent la régénération et la dégénérescence axonale
dans un contexte de lésion de la moelle épiniére, avec un intérét particulier
pour l'influence de l'interaction microtubule-mitochondrie sur le devenir des

axones apres une lésion d’origine traumatique.

S’il est clair que ces deux entités jouent un role dans la régénération axonale et qu’une
interaction moléculaire existe entre elles, 'impact des modifications post-traductionnelles
de la tubuline sur ce processus est par ailleurs documenté. Toutefois, le lien direct entre
ces modifications et ’état des microtubules n’est pas complétement élucidé. Nous nous
interrogeons donc sur la maniére dont les modifications de la tubuline

affectent le fonctionnement mitochondrial dans un contexte post-lésionnel.

Pour répondre a cette question, ’objectif premier a été de développer un systeéme in vitro
simple et reproductible pour reproduire un réseau fonctionnel et appliquer une lésion
mécanique, récapitulant les aspects d’une lésion de moelle. Cela afin d’observer le
phénotype axonal pré et post lésionnel. Une fois le systeme caractérisé nous avons pu
impacter 1'état de la tubuline directement ou au travers des modifications post-
traductionnelles, via des agents pharmacologiques, de maniére a évaluer l'effet sur la
régénération axonale ainsi que sur la dynamique des microtubules et le transport des

mitochondries.
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Le détail des procédures approfondies et des références utilisées est disponible dans
larticle en résultat. Ainsi seuls les éléments de méthodes complémentaires sont

mentionnés ici.
Systeme microfluidique

La réalisation des disques de silicium initiaux par microphotolithographie, tel que
présenté en introduction, a été réalisée par Teng Pan (doctorante de J.M. Peyrin), a la
plateforme de microfluidique de Pinstitut Pierre Gilles de Gennes (IPGG). A partir de
ceux-ci, des systemes microfluidiques en PDMS ont pu étre réalisés en se basant sur les
travaux précédents de I'équipe (Lassus, 2018, Courte 2018) et tel que détaillés dans la

section « Matériel & Méthodes » de D'article inclut en résultat.
Culture neuronale primaire et transduction virale

La préparation des cultures primaires de neurones murins corticaux et spinaux et la
transduction virale GFP ont été réalisées a partir de Deleglise et al., 2013 et Beaudet et
al., 2015.

Le protocole détaillé est disponible dans la partie "Matériel & Méthodes" de 1'article en

résultat.

Lésion mécanique et Traitement pharmacologique

Le protocole détaillé permettant d’appliquer une lésion mécanique tel que mis au point
dans ce travail, ainsi que celui des traitements pharmacologiques utilisés, est disponible
dans la partie "Matériel & Méthodes" de 'article en résultat.

Imagerie calcique non-ratiométrique

Le protocole détaillé et le matériel utilisé pour I'enregistrement des signaux calcique, est

disponible dans la partie "Matériel & Méthodes" de 1'article en résultat.
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Immunomarquage et anticorps

Le protocole d'immunomarquage et de fixation des cultures est décrit dans la partie

"Matériel & Méthodes" de 1'article en résultat.

Les anticorps primaires utilisés dans ce manuscrit sont indiqués dans le tableau suivant:

Cible Espece / Fournisseur / Dilution
Isotype Référence
B3-tubulin Mouse IgG 2a Covance MMS-435P 1/1000
MAP2 Mouse IgG 1 Sigma M9942 1/500
GFAP Rabbit Euromedex 1050 1/2000
Synaptophysine Mouse IgG 1 Sigma S5768 1/200
Vglut2 Guinea Pig Synaptic system 135404 | 1/500
PSD95 Mouse IgG 2a Abcam ab2723 1/1000
GADG7 Mouse IgG 2a Millipore MAB5406 1/1000
CTIP2 Rat Abcam ab18465 1/500
ChAT Goat Chemicon AB144P 1/200
Tubuline Acétylée | Mouse IgG 2b Sigma 6793 1/2000
Tubuline Tyrosinée | Mouse IgG 3 Sigma 9028 1/2000
Tubuline Alpha Mouse IgG 1 Sigma T6074 1/2000
TOM20 Rabbit Proteintech 11802-1-AP | 1/500
GFP Chicken Abcam ab13970 1/1000
Mitofusine 14-2 Mouse IgG 2a Abcam 57602 1/1000
Drpl Mouse IgG1 SantaCruz Sc271583 1/1000
H3K27ac Rabbit Invitrogen MA5-24671 | 1/500

Acquisition des images et quantification

Les microscopes utilisés, les méthodes d’analyses d’images ainsi que les protocoles

détaillés des quantifications réalisées sont disponibles dans la partie "Matériel &

Méthodes" de l'article en résultat.
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La plupart des images capturées en mosaique ont été analysées apres stitching sur le
logiciel ImagelJ, grace a la macro suivante, développée par Elias Kanaie-Atrian (stagiaire

de M1 avec moi) :

run("'Bio-Formats Macro Extensions");
path = getDirectory("Sélectionnez le dossier contenant les images");
list = getFileList(path);
folder2 = "C:/Users/Lab/Desktop/CtxSp-mosaic"; /[Chaisir le directoire//
File.makeDirectory(folder2);
if (list.length==0) {
print("No image windows are open");
}
else {
for (i = 0; i < list.length; i++) {
run("Bio-Formats Importer”, "open=[" + path + list[i] + "] autoscale color_mode=Default
rois_import=[ROI manager] view=Hyperstack stack_order=XYCZT series_1 series_2 series_3 series_4
series_5 series_6 series_7 series_8 series_9 series 10 series_11 series_12 series_13 series_14 series_15
series_16 series_17 series_18 series 19 series 20 series 21 series 22 series_23 series_24 series_25
series_26 series_27 series_28 series_29 series_30 series_31 series_32 series_33 series_34 series_35
series_36 series_37 series_38 series_39 series_40 series_41 series_42 series_43 series_44 series_45
series_46 series_47 series_48 series_49 series_50");
n=nlmages;
for(a=0; a<n; a++) {
/IshowMessage(list[a]);
Iffor (i=1; i<n ; i++) {
b=a+1,;
/IshowMessage(n);
[for (i=0; i<list.length; i++) {
selectWindow(list[i]+" - Tile #"+b);
[IselectWindow("C_0703_ctxsp_comp24_tax25-dist_tuj.zvi - Tile #49");

saveAs("Tiff", "C:/Users/Lab /Desktop/CtxSp-mosaic/Tile #"+a); /IChoisir le directoire//

close();
run("Grid/Collection stitching”, "type=[Grid: snake by rows] order=[Right & Down ]
grid_size x=2 grid_size_y=8 tile_overlap=5 first_file_index_i=0
directory=[C:/Users/Lab_Nothias/Desktop/CtxSp-mosaic] file_names=[Tile #{i}.tif]
output_textfile_name=TileConfiguration.txt fusion_method=[Linear Blending]
regression_threshold=0.30 max/avg_displacement_threshold=2.50

absolute_displacement_threshold=3.50 computation_parameters=[Save memory (but be slower)]
image_output=[Fuse and display]™);
/IshowMessage(path);
saveAs("Tiff" path + list[i]);
/I showMessage("message");
if (isOpen("Log™) {
selectWindow("Log");
run(Close");

}
run("'Close All");

35

if (isOpen("Log")) {
selectwindow("Log");
run("Close");

}
/[File.delete(folder2) ;

[hwaitForUser;
/I Fermer les images ouvertes
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Enregistrement des mitochondries en live

Le protocole détaillé et le matériel utilisé pour ’enregistrement en live des mitochondries

est disponible dans la partie "Matériel & Méthodes" de 1'article en résultat.

Enregistrement en direct

Pour l'approfondissement des résultats (voir section résultat), des enregistrements en live
des axones corticaux, exprimant de la GFP en régénération dans le compartiment distal
ont été réalisés sept heures apres la lésion. Ces enregistrements ont été réalisés via un
microscope confocal ZEISS LSM 980 inversé avec un module Airyscan 2, équipé d’une
chambre pour le controle de la température a 37°C et du CO2 a 5%. Les images ont été
capturées avec un objectif 20X sec toutes les dix minutes pendant au moins quatre heures,
et jusqu’a sept heures, et analysées a 1'aide du logiciel ImageJ pour déterminer la vitesse

de croissance.

Statistiques

L’ensemble des conditions et des tests statistiques utilisés dans ’analyses des données de
ce travail est disponible dans la partie "Matériel & Méthodes" de 1'article en résultat.

Les résultats de ce manuscrit sont présentés en moyenne +/- SEM et chaque test est

mentionné en légende.
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Résultats

I. Mise au point d’un systeme de lésion

microfluidique

Les résultats principaux de ce travail sont présentés dans 'article en préparation de cette
section résultats. Toutefois, ceux-ci ont été obtenus a la suite d’un travail préliminaire
de développement, de mise au point et caractérisation a différents niveaux, et complétés

par des résultats supplémentaires.

Pour satisfaire les besoins de notre étude et cibler les éléments permettant de répondre
aux objectifs, il était primordial de réunir deux conditions. Tout d’abord, nous
souhaitions obtenir un réseau de neurones orientés, connectés a un second type de
neurones de facon unidirectionnelle. Le second objectif a été d'appliquer un trauma a ce

réseau pouvant reproduire une lésion du systeme nerveux central

1- Lésion chimique

La microfluidique avec des microstructures telles que les microcanaux et leur
conformation en arches développée au laboratoire, permet de répondre a notre premiere
problématique.

Afin de modéliser un trauma, nous avons d’abord utilisé un modele de lésion chimique
sur des cultures de neurones corticaux en puce microfluidique. Ce modele est déja en
place dans le laboratoire pour I'étude de la dégénérescence wallérienne et du role des
mitochondries dans la vulnérabilité axonale (Deleglise et al., 2013; Lassus et al., 2016).
Cela est réalisé par l'application d’un détergent, le Triton X-100 0.3% pendant 30
secondes dans le canal central donnant accés aux axones, ce qui induit une axotomie.
Bien qu’elle soit correctement réalisée et observable au cours du temps (figure 32), de
nombreux débris persistent, compliquant 1'observation et les analyses futures de repousse
axonale, au niveau du canal central ou dans la chambre distale.

Des tests ont alors été réalisés en utilisant des traitements enzymatiques via 'utilisation
de trypsine ou de DNase. L’objectif étant d’induire 1'hydrolyse de liaisons peptidiques
pour décoller les débris du support et pouvoir les éliminer plus facilement. Cela n’a

toutefois pas donné de résultats probants.
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Face a ces résultats et considérant que les lésions chimiques ne reproduisent pas
fidelement les caractéristiques physiques d'une lésion traumatique, je me suis orienté vers
l'utilisation d'un systeme de lésion physique par aspiration, couramment utilisé dans la
littérature pour sa simplicité, son colit modéré et sa reproductibilité. Pour cela, via
l'utilisation d'une pipette ou d'une pompe, le milieu de culture est aspiré, entrainant le
matériel axonal qui sera finalement arraché (voir introduction figure 31). Dans cette
condition, la problématique liée aux débris n’est pas retrouvée. Toutefois 1'axotomie par
aspiration ne semble pas adaptée a notre systeme ni a notre modele. En effet, 1'aspiration
au niveau du canal central n'est pas envisageable compte tenu des dimensions de celui-
ci, de l'ordre de 50 pm de large. Les forces ainsi appliquées pourraient ne pas étre
restreintes au canal central et se répercuteraient dans I'un ou l'autre des compartiments
et pourraient affecter les somas des neurones corticaux relativement proches. Par ailleurs,
le canal central dans notre systeme pourrait s’avérer trop étroit pour observer une réponse
post-lésionnelle de type régénération. En parallele, les 1ésions chimiques ou par aspiration
au niveau de la chambre distale ne sont pas envisageables, puisque incompatibles avec

notre objectif final de reproduire un réseau ou des cellules sont ensemencées dans les deux

compartiments.
Culture corticale controle Axotomie au triton Axotomie au triton
Div 14 3h post lésion 72h post lésion

1 1 ||
2

Figure 32 — Premier test de lésion chimique au triton. Immunomarquage B3-tubuline de culture

de neurones corticauzr d’embryons de souris E14 a Divl4, en condition contréle (gauche ; 1 :
chambre prozimale, 2 : microcanauz, canaux et canal central, 3 : chambre distale), 3h (milieu)
ou 72h (droite) apres Uapplication de triton 0.3% dans le canal central. A la suite de lazotomie,
de nombreuz débris sont présents, ce qui rend difficile ['observation de la régénération a 72heures.
De plus une dégénérescence wallérienne est observée dans le compartiment distal. Echelle 200um.
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2- Lésion mécanique par étirement

J'ai alors étudié les systemes de lésion mécanique déja décrits dans la littérature. Le
premier systeme correspondant a nos exigences semble étre celui de Yap et al., 2014
(figure 33 A-B).

Dans ce systeme, la puce microfluidique n'est pas assemblée directement sur une lamelle
de verre, mais sur un bloc de PDMS contenant un canal pneumatique creusé dans ce bloc
a un positionnement précis et recouvert d'une membrane de PDMS de quelques microns
d'épaisseur (15 a 60 pm). Les neurones sont alors ensemencés sur cette membrane de
PDMS. Ici, la lésion est appliquée par étirement de cisaillement. La contrainte de
cisaillement est définie comme la contrainte créée lorsqu'une force tangentielle agit sur
une surface (Lewis, 1996). Dans le contexte de la biologie et de la microfluidique, cela se
réfere a la force de friction d'un flux de fluide biologique agissant sur des cellules ou des
tissus.

Au moment de la lésion, un tuyau est inséré dans le canal pneumatique et permet
d’augmenter la pression dans ce canal, ce qui produit une déformation par gonflement de
la membrane qui le recouvre (figure 33A). Les neurones poussant sur cette membrane
sont alors étirés, induisant un fractionnement axonal. Yap a expérimenté et caractérisé
différentes épaisseurs de membrane et forces de pression pour appliquer des lésions de
différentes intensités, « tres légeres / very mild » et « légeres / mild ». Bien que ce
systéme nécessite certains éléments techniques tels qu'un actionneur et un controleur
pour la gestion des vannes et de la pression, il était adaptable aux équipements
disponibles au laboratoire. J’ai donc entrepris de reproduire ce systéme.

Trois éléments sont nécessaires : une puce microfluidique, une membrane idéalement de
30 pm d'épaisseur, et un bloc de PDMS comprenant un canal pneumatique. La réalisation
de la puce était déja maitrisée dans 1’équipe. Pour créer un canal pneumatique, j’ai
découpé des morceaux de scotch de la largeur souhaitée (c'est-a-dire inférieure a la largeur
d'une chambre microfluidique, pour créer une déformation locale), que j'ai disposés au
fond d'une boite de Pétri de 60 mm, servant alors de moule. Le scotch ayant une épaisseur
d'environ 200 pm, il est possible de superposer plusieurs couches pour augmenter la
profondeur du canal, si besoin. Apres avoir recouvert de PDMS et a la suite de la
polymérisation, j'obtiens un bloc de PDMS dans lequel un canal a usage pneumatique
est creusé (figure 33C).

Enfin, une des étapes délicates de ce systeme est la réalisation d'une membrane de PDMS

suffisamment fine. D'apres la littérature (Kim et al., 2019), il est possible de réaliser des
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membranes sans matériel élaboré, en déposant quelques gouttes de PDMS sur de l'eau.
Différents tests m’ont conduit a conserver un protocole de 13 gouttes via une pipette
P1000 sur une quantité de 10 mL d'eau, a incuber 20 minutes a température ambiante
pour permettre au PDMS de s'étaler sur toute la surface, avant polymérisation a 70°C
pendant une heure. En théorie, il est ensuite aisé de manipuler les membranes. Toutefois,
I'épaisseur n'est ni controlée ni reproductible, variant de 50 a 250 pm. De plus, les tests
effectués avec une quantité réduite de PDMS produisent des membranes trop fines pour
étre manipulées.

L’utilisation d’'un spin coater est plus adaptée pour réaliser des membranes de maniere
controlée et reproductible sur des disques de silicium. Apres avoir identifié les parametres
optimaux, soit 500 pL. de PDMS sur disque de silicium salinisé, a 2500 rpm pendant 35

s avec une accélération de 1000 rpm/s, nous obtenons les membranes souhaitées de 35um.

Cell body Axons
Quake Valve

Somal side
Axonal side

Applied ga Undeformed PDMS membrane
pressure

Somal side

AT
R tretch
LA '-A-‘
(A

T
Canal pneumatique Canal pneumatique

Figure 33 — Systéme de lésion par déformation de membrane.(A-B) Systéme réalisé par Yap
et al. : un canal pneumatique permet la déformation d’une membrane pour induire l'étirement
des azones. (C) Image en microscopie par fond clair du systéme reproduit dans notre laboratoire.
Le canal pneumatique est positionné dans la chambre distale comme le modéle original. (D)
Immunomarquage B3-tubuline de culture de neurones corticaux 24 heures apres lésion par

96



Résultats

étirement, réalisée a Div8. Leffet induit par Uétirement est difficilement observable, de plus les
azones ne s’étendent pas au-deld de la limite de la membrane (D). Echelle 200um.

Une fois les trois éléments produits, il est nécessaire de les assembler pour la mise en
culture des cellules. Les propriétés du PDMS le rendent compatible avec 1'adhésion sur
lui-méme, ce qui permet l'assemblage des différents éléments, tous produits en PDMS,

mais nécessite un enchainement précis.

Apres nettoyage avec du scotch double face, diverses tentatives d'assemblage par
traitement au plasma ont souvent conduit a I'écrasement ou au collapse des chambres et
canaux microfluidiques, ou a un manque d'efficacité de liaison entre les composants.
Toutefois, je suis finalement parvenu a la mise au point d’'un protocole permettant
d'obtenir un systéeme complet et utilisable :

1. Un premier traitement au plasma a oxygene pendant deux minutes est réalisé
pour l'assemblage de la puce sur la membrane.

2. Apres ce cycle, 'ensemble est incubé a 70°C pendant cing minutes (afin de
renforcer les liaisons créées par le plasma et ainsi assurer I'assemblage des éléments
et éviter toute fuite). Puis les réservoirs sont remplis avec de l'eau (pour éviter
que la membrane ne colle a l'intérieur des puces en épousant les motifs
microfluidiques, compte tenu de sa fine épaisseur et pour maintenir
I'hydrophilicité).

3. Un second cycle de plasma est réalisé pour assembler I’ensemble puce + membrane
avec le canal pneumatique. La difficulté principale est d'aligner le canal
pneumatique dans la chambre microfluidique, a la sortie des micro-canaux dans
le compartiment distal (figure 33C).

4. Enfin, 'ensemble peut étre assemblé sur une lamelle de verre, pour permettre la
manipulation du systéme ainsi que son observation en microscopie. Une fois le
cycle terminé et avant l'assemblage sur la lamelle, il est nécessaire de percer

I'extrémité du canal pneumatique pour y accéder.

Une fois le systeéme stérilisé et recouvert de substrat — Poly-D-lysine et laminine — il
peut étre utilisé pour la culture des neurones. Nous avons d’abord procédé a un premier
test de déformation de la membrane. Pour cela, des billes de polyester d'un diametre de
10 pm ont été introduites dans le compartiment distal. Une canule est insérée au niveau
du canal pneumatique, connectée a une seringue positionnée sur un pousse-seringue. Cela

permet d'introduire de l'air de maniere controlée dans le canal pneumatique, et ainsi
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d’augmenter la pression, sans induire de mouvement de la puce afin de l'observer
simultanément au microscope. Il est alors possible d'observer en microscopie l'effet du
mouvement de la membrane sur les fluides de la puce, entrainant le mouvement des billes

de polyester.

Nous avons ensuite procédé a l'ensemencement de neurones corticaux de souris E14.
Apres huit jours de culture, nous avons déformé la membrane comme décrit
précédemment. Apres fixation et immunomarquage, plusieurs conclusions et
problématiques se posent. Tout d'abord, le positionnement exact du canal pneumatique
s'avere délicat voire aléatoire et peu reproductible, pouvant parfois déborder sur les
microcanaux (figure 33D). Les différentes étapes d'assemblage ainsi que 1'épaisseur de la
puce peuvent facilement entrainer un collapse de la membrane dans la chambre distale,
empéchant la pousse des axones (figure 33D). De plus, les différentes épaisseurs de PDMS
rendent 1'observation en microscopie difficile.

Enfin, un marquage B3-tubuline (figure 33D) suppose une fragmentation axonale
toutefois difficilement observable. Il reste par ailleurs difficile d'attribuer ce résultat a un
réel effet mécanique controlé du systeme ou a un effet non désiré et de ce fait non
reproductible, lié aux parametres variables du systéme.

Par ailleurs, il est a noter qu'a ce stade nous ne disposons pas d'un systeme précis de
déformation de la membrane type « quake valve ». Bien que théoriquement adapté a
notre objectif, 1'assemblage et 1'utilisation de ce systeme semble complexe et a donc été
écarté. Il a donc été nécessaire de mettre au point un systeme de lésion mécanique plus

fiable et reproductible.

3- Lésion mécanique par compression

Lors d'une réunion de laboratoire, des discussions sur les systemes utilisés in vivo pour
appliquer une lésion traumatique ont suscité une réflexion. A l'instar des modeéles de
lésion médullaire, lors desquelles, apres laminectomie pour accéder au tissu nerveux, une
compression est appliquée par un impact localisé et controlé, serait-il possible d'appliquer
une déformation par compression localisée du systeme microfluidique pour produire un
écrasement des neurones, comparable a un impact in vivo ?

Compte tenu de l'architecture d'un systeme microfluidique qui empéche l'acces direct
aux cellules, il serait nécessaire de pouvoir déformer une zone précise de la puce sans

affecter le reste du systeme. Il s’avere que des systemes de compression existent dans la
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littérature (Hosmane et al., 2011). Toutefois, ceux-ci incluent de nombreux aspects
techniques et procédés d’assemblage complexes, notamment plusieurs canaux
pneumatiques (voir introduction figure 31). Cela présente des défis similaires a ceux
rencontrés lors de 1'assemblage de la puce par déformation de membrane, et ce systéme
a donc été rapidement écarté. Cependant, le concept de compression en lui-méme a été
approfondi.

Des discussions avec des collegues du laboratoire Physique des Matériaux et Milieux
Hétérogene de 'ESPCI, ont conduit a I’hypothése d’aimants positionnés avec précision
pour permettre la déformation locale d'une portion de la puce en PDMS, sans provoquer
une déformation complete. Le premier schéma de cette nouvelle puce est alors né (figure
34).
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Figure 34 — Premier schéma du 18 janvier 2021 d’une puce microfluidique pour compression
via des aimants. La puce réalisée est suffisamment fine pour étre déformer par des atmants

positionnés de part et d’autre.

Ce systeme repose sur l'existence d'une puce microfluidique beaucoup plus fine qu’a
I’accoutumée. Cela afin d'étre déformée comme une membrane, tout en conservant ses
caractéristiques microfluidiques, a savoir des compartiments isolés fluidiquement par des
microcanaux. Cela implique donc une épaisseur suffisante pour inclure ces motifs.
Cependant, une telle épaisseur réduite ne serait pas compatible avec le maintien des
cultures sur plusieurs jours, car les neurones ont besoin de nutriments apportés par le
milieu de culture. Il est donc nécessaire d'avoir un volume suffisant de milieu pour assurer
la viabilité des cellules.

La composition et l'assemblage de cette puce va donc impliquer deux parties : une puce
de fine épaisseur, recouverte par-dessus d’un bloc de PDMS plus épais pour assurer un
volume de milieu suffisant, avec un trou supplémentaire pour positionner un aimant sur
la puce a déformer. Dans cette configuration, 1'assemblage pour que 'emplacement des
réservoirs du bloc de PDMS supérieur coincide avec ceux de la puce est délicat. Par

rapport au schéma initial, le bloc de PDMS inférieur contenant un aimant, celui-ci étant
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incompatible avec 'observation au microscope, il a été abandonné. La puce est assemblée
a une lamelle de verre servant de support pour les neurones (figure 35A).

D’un point de vue théorique, pour appliquer une lésion, il suffit de déposer des aimants
de part et d’autre de 'emplacement de la lésion, soit dans les encoches prévues sur le
bloc de PDMS supérieur, ainsi que sous la lamelle de verre. Une fois positionnés, les
aimants s’attirent et écrasent la fine puce, déformant localement I’emplacement des
aimants et causant un écrasement des cellules au niveau du compartiment distal (figure
35 B-E).

Les premiers essais de culture cellulaire dans ce systeme révelent, apres fixation et
immunomarquage, que l'assemblage est réalisable et qu'une action mécanique induit
effectivement une axotomie des axones (figure 36). Cependant, plusieurs difficultés et
questions se posent :

- L’étape de positionnement du bloc de PDMS supérieur contenant 1’encoche pour
laimant est délicate et aléatoire ; ces deux éléments devant étre parfaitement
alignés.

- Lorsque la puce de fine épaisseur et le bloc de PDMS sont assemblés, les deux
éléments doivent étre parfaitement plats pour assurer leur liaison apres traitement
au plasma, sinon ils pourraient se détacher et des fuites du milieu de culture
pourraient survenir.

- Enfin, aucune étape n’assure que I’épaisseur de la puce soit uniforme entre chaque

systeme, compromettant ainsi la reproductibilité de la déformation et de la lésion.

100



Résultats

Figure 35 — Représentation schématique et photos d’une puce microfluidique pour compression.
(A) Schéma de profil d’une puce microfluidique dans laquelle un punch supplémentaire est réalisé
au niveau du compartiment distal pour introduire un aimant (étoile jaune). Des neurones (en
rouge) sont ensemencés dans la chambre prozimale et projettent leurs azones dans la chambre
distale, ou U'épaisseur est suffisamment fine pour étre déformée par les aimants. Bleu= PDMS ;
Vert= lamelle en verre. Photographie d’une puce vue de dessus (B) et de profil (C) contenant
les aimants qui servent de moule pour 'emplacement de la lésion. Les aimants sont ensuite
retirés et les réservoirs percés (D). On observe en microscopie par fond clair (E) l’emplacement
de l'atmant localisé uniquement dans la chambre distale sans impacter les autres compartiments
(zone sombre).
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A Controle - Div8

B Lésion par compression C Lésion par compression
6h post Iésion 24h post lésion

Figure 36 — Premier test de lésion par compression. Marquage B3-tubuline sur des cultures de
neurones corticaux d’embryons de souris E14, contréles ¢ DIV8 (A), 6 heures post lésion (B)
et 24 heures post lésion (C). Les premiers tests sont réalisés sur des puces avec des microcanauz
droits (B) pour vérifier la faisabilité, avant que le systéme ne soit transposé d des canauz plus
complezes en arches (C). Echelle 200um.
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Bien que ces résultats soient encore aléatoires, ils démontrent que I'action de compression
par des aimants est techniquement réalisable, correspondant a nos objectifs, et que les
problemes rencontrés sont principalement liés a la conception. Pour les résoudre,
plusieurs solutions ont été envisagées, notamment l’assemblage en un seul bloc de PDMS
(figure 35A). Pour ce faire, une faible quantité de PDMS est versée dans un moule puis
polymérisée pour produire une puce de faible épaisseur facilement déformable. Afin de
mouler I'emplacement de 'aimant, la puce n’est pas démoulée et un aimant est ajouté a
I’emplacement souhaité — a ce stade, il est possible d’observer les réseaux microfluidiques
par transparence et de positionner 'aimant. Pour assurer un systeme reproductible, il est
nécessaire que I'épaisseur déformable soit la méme pour chaque systeme. Apres différents
tests, nous avons déterminé par rapport a nos moules, qui contiennent trois réseaux par
puces, qu'une quantité de 0,6 g de PDMS produit une puce uniforme de 450 pm
d’épaisseur, qui se déforme facilement lorsque des aimants sont appliqués. De plus, il a
été déterminé que la premiere étape de polymérisation de cette couche doit étre de 42
minutes. Cela permet une polymérisation suffisante pour que les aimants puissent étre
déposés dessus sans s’enfoncer ou traverser la puce, tout en conservant une viscosité
suffisante pour maintenir les aimants des trois réseaux en place sans qu’ils ne bougent
ou ne s'attirent entre eux (Figure 35B-C). Enfin, le moule en résine est complété avec du
PDMS et remis au four a 70°C pour polymérisation. Une fois cette étape terminée, les
aimants sont retirés (figure 35D).

Cependant, des questions demeurent sur la déformation locale réelle. Pour s’assurer que
la déformation soit effectivement induite et qu’elle soit localisée précisément a I’endroit
de 'aimant sans se généraliser a ’ensemble du systéme, une variable supplémentaire est
ajoutée. L’aimant utilisé lors du moulage est de 3 mm de diametre, tandis que celui utilisé
lors de la lésion est de 2 mm. De cette maniere, 'aimant positionné pour la lésion peut
étre introduit sans entrainer un enfoncement des parois. De plus, la différence de diametre
ne génere pas de variabilité significative dans la localisation de la lésion.

On obtient alors une puce d’un seul bloc de PDMS contenant une encoche ou I'épaisseur
de PDMS est réduite pour y introduire un aimant (figure 35). Lorsqu’un second aimant
est positionné a I'opposé, cela induit la déformation de cette zone. Il est alors possible
d'obtenir un systeme facile a réaliser de maniere reproductible.

Toutefois le diametre de 'aimant étant supérieur a la largeur de la chambre, 'aimant se
positionne a la fois au-dessus de la chambre microfluidique et sur le bloc de PDMS en
contact avec la lamelle de verre. Lors de la lésion, pour assurer le rapprochement des
aimants et la déformation de la chambre, une légere pression est appliquée afin de

permettre aux portions des aimants situées au niveau du compartiment distal de le
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déformer par compression. Cela induit la mise en contact du toit supérieur de la chambre
avec la lamelle de verre, provoquant ainsi une axotomie par compression.

Pour observer cette déformation, étant donné qu’il n’est pas possible d’observer
directement le phénomeéne de déformation (les aimants rendent I'observation du site
impossible une fois positionnés), deux tests ont été réalisés : un marquage de la laminine
apres compression et la diffusion d’une encre. Pour s’assurer que la compression entraine
une réelle modification mécanique a l'origine de l'axotomie, les compartiments sont
recouverts de laminine, une lésion est ensuite appliquée, et la laminine est observée par
immunomarquage.

Par rapport a un controle, dans lequel la laminine recouvre I’ensemble de la chambre de
maniere homogene, le compartiment lésé montre un marquage de laminine non-
homogene, suggérant que cet emplacement a été écrasé par l'extrémité supérieure de la
chambre sur la lamelle de verre (figure 37 A-B). Par ailleurs, de I'encre est introduite
dans le compartiment distal — ou se trouvent normalement les axones a léser — et
I’aimant est introduit pour simuler la lésion, les autres compartiments étant remplis
d’eau. Il est alors possible d’observer les micro-canaux, le canal central et le compartiment
proximal. Nous avons observé que ’écrasement n'induit pas de diffusion de I'encre dans
ces structures (figure 37C). En cas de compression trop forte, la diffusion de I'encre serait
limitée au canal central et n’atteindrait pas les corps cellulaires du compartiment

proximal.

En conclusion, nous avons mis au point une méthode de production et d'assemblage
optimale pour un systéme microfluidique, ne nécessitant ni procédés complexes ni
matériel spécifique pour la réalisation de lésions mécaniques localisées de maniere
reproductible et observable en microscopie. Cela permettra de répondre a nos questions

biologiques dans un contexte post-lésionnel pertinent.
La réalisation et le développement de ces différents tests de lésion en systéme

microfluidique — chimique, mécanique par étirement et par compression — ont fait

I'objet d'une présentation de poster au congres NeuroFrance 2021.
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A B C

Laminine - Controle Laminine - Compression Encre - Compression

\

Figure 37 — Observation de la déformation induite par la compression. (A-B) Immunomarquage
de la laminine avant (A) et aprés (B) compression dans la chambre distale. On observe qu’une
action mécanique est visible dans le compartiment distal. Pour observer si la compression induit
un flux rétrograde dans le compartiment proximal, de 'encre est introduite dans le compartiment
distal et une lésion est appliquée (C). La compression (donc l'encre) ne se propage pas dans les
autres compartiments de la puce. Echelle 200um.
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II. Effet de I’état de la tubuline sur la
dynamique mitochondriale et la régénération

axonale

1. Article en préparation

L’ensemble du travail de développement et d’optimisation réalisé jusqu’a présent a
permis d’identifier les parametres optimaux pour tester différentes molécules affectant
les MT, soit directement, soit en agissant sur les modifications post-traductionnelles de
la tubuline. L’objectif étant de mettre en évidence une interaction des MT avec la
dynamique mitochondriale, et finalement un effet sur le devenir post-lésionnel et la
régénération axonale. Les résultats sont présentés dans cet article en cours de préparation

pour publication.

Ces résultats ont par ailleurs fait 'objet d’une présentation de poster au congres de la
FENS 2022, ainsi que celui de la Société des Neurosciences SN 2023.
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Introduction

A lesion in the central nervous system (CNS) disrupt axons and lead to irreversible dysfunction.
Axonal regeneration following injury remains a formidable challenge in neuroscience,
necessitating a deeper understanding of cellular mechanisms that govern this intricate process.
The ability of neurons to repair and restore axonal connections is crucial for functional recovery
after spinal cord injuries (SCI) and other traumatic insults to the nervous system. It is now well
accepted that neurons fail to regenerate their axons due to loss of neuron-intrinsic growth
capacity and the presence of inhibitory molecules in the environment (Anderson et al., 2018;
Sofroniew, 2018). Recent investigation has been made to achieve robust CNS axons
regeneration for the development of effective therapeutic strategies, including genetic
manipulation, cell-based therapies and wound healing matrices (Chedly et al., 2017; Liu et al.,
2010; Schwab et al., 2006). However, the biological mechanisms of axonal regeneration are
still not fully elucidated.

Among the various factors influencing axonal regeneration, mitochondrial function plays a
pivotal role due to its energy-demanding nature (Conde and Céceres, 2009). Dysregulation of
mitochondrial dynamics, including disruptions in transport and morphology, has been
implicated in compromised neuronal recovery post-injury (McEwen et al., 2011; Szelechowski
et al., 2014). In parallel in the mature neuron, microtubule (MT) dynamics regulate key
processes in the cytoarchitecture and regulation of the intracellular trafficking (Fletcher and
Mullins, 2010). This dynamic is made possible by regulation of microtubule states and function,
which are impacted by a variety of posttranslational modification (PTM) (Gadadhar et al., 2017;
Magiera et al., 2018). Specifically, acetylation, is known to be associated with a more stable
network found in old and long microtubule; while Tyrosination, is associated with unstable
dynamic microtubules found in young and shorter microtubule (Hanson et al., 2018; Yuyu Song
and Brady, 2015). In addition, the distribution of these modifications rely on the location within
the cell and maturity. In mature neurons, acetylated tubulin is predominant in the axon, while
tyrosinated tubulin is more important in the distal growth cone.

It has been reported that a traumatic injury lead to perturbation in the microtubule network.
Following injury stabilize the network and the conversion in the distal axon of locally stable
MT into more dynamic is important for the formation of an active growth cone and axon

regeneration (Bradke et al., 2012; Hellal et al., 2011). These events require high energy
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consumption which can be provided by mitochondria. Mitochondria are dynamic organelles
whose traffic is especially important in neurons whose axons extend over considerable distance
(Patrén and Zinsmaier, 2016; Zhou et al., 2016; Lin et Sheng, 2015). Nevertheless, in injured
axons we found mitochondrial dysfunction with depolarized mitochondria that express docking
protein (Chen and Sheng, 2013; Patron and Zinsmaier, 2016). Mitochondria undergoes
microtubule-based axonal transport, mediated by molecular motors such as dynein and kinesin
(Melkov and Abdu, 2018; Smith and Gallo, 2018), the relationship between Microtubule and
Mitochondria could be a key element in the axon fate after injury. But it is still unclear how
microtubule states impact the mitochondrial functioning after injury. We hypothesized that
targeting modifications of MT, would affect MT dynamic and mitochondrial transport to

facilitate axonal regeneration.

Recent studies have underscored the critical interplay between microtubule dynamics and
mitochondrial transport in axonal regeneration. Microtubules (MTs) serve as tracks for
intracellular transport, and their stability is tightly regulated by post-translational modifications
such as acetylation and tyrosination (Hammond et al., 2010; Rovini et al., 2011). Enhanced
acetylation of MTs has been shown to facilitate the recruitment of molecular motors necessary
for efficient mitochondrial trafficking along axons (Dompierre et al., 2007). Conversely,
destabilization of MTs can impede organelle transport, thereby hindering neuronal repair
processes (Cho et al., 2013). In this context, the use of pharmacological agents targeting MT
dynamics and mitochondrial function has emerged as a promising therapeutic strategy for
promoting axonal regeneration. Compounds like Paclitaxel and TSA (Trichostatin A) have been
investigated for their ability to stabilize MTs and enhance mitochondrial motility, respectively
(Bollag et al., 1995; Rivieccio et al., 2009). However, the precise mechanisms underlying their

effects on neuronal recovery remain incompletely understood.

Spinal cord injury (SCI) resulting in the interruption of cortical axons connecting the spinal
cord, the cortico-spinal tract is specifically affected and show poor regeneration capacity
(Courtine and Sofroniew, 2019; Geoffroy et al., 2015). However, regeneration in CNS neurons
has been mostly studied in axons of cultured neurons in condition that did not recapitulate
physical properties of spinal cord injury and without considering neuronal networks. Assessing
regeneration in equivalent conditions remains a challenging task, critical for the development

of new therapeutics. In parallel, in vitro conventional model is not well suited and need spatial
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organization, as it is not possible to decipher sub-cellular compartments. Therefore, there is a
strong need to develop new model of CNS injury.

This paper aims to elucidate the intricate relationship between microtubule states,
mitochondrial dynamics, and axonal regeneration. We present findings from in vitro studies
using a novel microfluidic device to simulate mechanical axonal injuries and investigate the
therapeutic potential of pharmacological interventions targeting MT acetylation and
mitochondrial transport. By examining the effects of TSA, Tubacin, Paclitaxel, Epothilone, and
Parthenolid on MT stability and mitochondrial transport in cortical-spinal neuronal network,
we provide insights into their role in enhancing neuronal repair mechanisms. We report that
although stabilize microtubules network did not correlates with changes in tubulin acetylation,
and overstabilization tend to be neurotoxic. Increased acetylation correlates with increased
stabilization, that is necessary in the axon shaft, but not in distal axons extremities, to stimulates

mitochondrial transport and axonal regeneration.
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Materials and method

Microfluidic device production

To fabricate the microfluidic chips, standard photolithography process was used, based on
previous work (Lassus et al., 2018). Briefly, microfluidic silicon wafers were generated through
the spin coating of photosensitive resist SU8-2002, then baked at 65 °C for 30 s and at 95 °C
for 2 min, followed by exposure to UV light through a mask for photopolymerization of the
resist. The resulting silicon wafers encode 3 microfluidic chips, each composed of two cell
culture macro chambers, connected to an inlet and outlet reservoir. Silicon wafers (or epoxy
replicated molds) were used to produce the cell culture PolyDiMethyISiloxane (PDMS, Sylgard
184) chips.

A mixture of PDMS elastomer and curing agent in a 10:1 ratio were degassed under vacuum to
remove air bubbles. To create a PDMS layer with a thickness of 450um, a portion of the
resulting preparation was poured onto the polyester resin replicate and reticulated at 70 °C for
42 minutes, followed by the placement of a N42 neodymium magnet with a 3 mm diameter
above the distal chamber. The resin replicate was then filled with the remaining PDMS
preparation and reticulated for 2 hours at 70°C. The elastomeric polymer print was then
detached and the magnet removed with a biopsy punch of 3 mm, as along with the 2 reservoirs
of 4 mm diameter for each macro-channel. The resulting PDMS device was then cleaned with
adhesive tape, as a glass coverslip of 60 mm diameter with isopropanol. Both device and
coverslip were treated in an air plasma generator for 4 minutes (97% power, 300 mTor, 0.6mBar
in Oz, Diener Electronic), before bonding. To irreversibly seal the device, the chips were
incubated at 70°C for 5 minutes, and hydrophilicity of the glass and the PDMS was maintained
by adding distilled water to the reservoirs. Assembled chips were then sterilized under UV light
for 30 minutes and coated with poly D-lysine (10 pg/ml, Sigma P7280) overnight. Devices
were washed with PBS 1X (Life Technology), before coating with laminin (2.5-5ug/mL, Sigma
L2020) for 2 hours and washed again with PBS 1X (Life Technology). The devices were then

filled with Neurobasal medium (Life Technology) before cell seeding.

Primary neuronal cultures

All experiments using mice were performed in accordance to the French and European

Community Council Directive of September 22 (2010/63/UE). Pregnant Swiss females (Janvier
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lab, France) were euthanized after sedation with isoflurane and decerebration. Cortices and
spinal cord were micro-dissected from E14 embryos in cold HBSS (Life Technologies).
Cortical cultures were performed as described by Deleglise et al., 2013, and spinal cultures
following the procedures described in Beaudet et al., 2015. Briefly, dissected structures were
digested with papain (>3U/mg, Sigma 76220) in DMEM, then incubated in FBS to inactivate
papain (100U/mL, heath inactivated, GE Healthcare). Structures were mechanically
dissociated with a glass pipette in medium containing-DNAse type IV (20 U/mL, Sigma
D5025). Motoneurons were enriched using 12,4% Optiprep gradient density (60% iodixanol,
Sigma D1556) diluted in tricine buffer and centrifuge at 2600 rpm for 20 minutes. After several
rinses in DMEM-Glutamax medium (Life Technology) for cortical cells and L15 medium (Life
Technology) for spinal cord cells, the cells were resuspended in DMEM. Approximately 80 000
cortical cells were seeded in the somatic (proximal) compartment and 60 000 spinal cells in the
distal compartment, then incubated for 15 minutes at 37°C to allow adhesion. The cell culture
medium was then added equally to the six reservoirs.

Cortical medium was composed of Neurobasal (Life Technology) supplemented with 1%
Penicillin/Streptomycin (Life Technology), 1% L-Glutamine (Life Technology), 2% B27
(Gibco) and 10% FBS (Life Technology). Spinal medium was composed of a mix of 50% DH
complete medium (DMEM glutamax 1% Penicillin/Streptomycin - F12 Hams, 3 : 1 ratio) and
50% Neurobasal (Life Technology), supplemented with 2% B27, 10% FBS, GDNF (10ng/mL,
Sigma G1777), BDNF (10ng/mL, Sigma SRP3014), CNTF (25ng/mL, Sigma C3710), NT3
(10ng/mL, Sigma SRP3128), Insulin (2,5ug/mL, Sigma 91077C) and hydrocortisone
(0,2png/mL, Sigma H6909). After 3 days in vitro (DIV), medium was replaced without FBS.
The spinal medium was then changed every 3 days and cultures were kept for 9 DIV, at 37°C
and 5% CO., before the compression injury.

To discriminate cortical axons from spinal neurites in the spinal compartment, AAV10 infection
was performed at DIV 3 in the cortical compartment to express GFP protein under the actin
promoter (pssAAV-CBA-GFP-WPRE; 10° viral genomes / 80.000 cells). At DIV 6, medium

containing the virus was removed and fresh medium was added.

Mechanical injury and pharmacological treatment

To perform an injury on the spinal compartment, a 0.11kg pull neodymium N42 magnet of 2
mm diameter and 1 mm thickness was placed at DIV9 in the hole above the distal chamber,

with an identical magnet positioned below the glass coverslip. A slight pressure was applied to
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ensure chamber deformation. After 30 seconds, magnets were removed, the distal compartment
was washed once in PBS1X (Life Technology), and replaced with Neurobasal-B27 without
trophic factors, with or without the following drugs : Paclitaxel 2.5nM or 25nM (Sigma T1912),
Epothilone D 100nM, 10nM or 0.1nM (MedChemExpress KOS862), Nocodazole 300nM,
Tubacin 10uM or 50uM (Sigma SML0065), Trichostatin A 50nM or 300nM (Sigma T8552),
Parthenolid 5nM (Sigma P0667). We also assess the effect of Nocodazole 300nM (Sigma
M1404), applied 30 minutes before fixation. For some experiments, drugs were added in the
proximal/cortical compartment in Neurobasal-B27 medium. Treatments remained until the

fixation.

Non-ratiometric calcium analysis

After 9 DIV, cortical and spinal chambers were rinsed once with loading buffer (NaCl 116mM,
KCI 5.4mM, MgCI2 0.8mM, CaCl; 1.8 mM, HCO3 256mM, NH2PO4 1.3mM, Glucose 5.5mM,
Hepes 12mM, Glycine 0.01mM in sterile water), and then incubated with loading buffer
containing 2uM fluo4AM calcium probe (Invitrogen) and 20puM Pluronic acid for 25 min at
37°C. To perform the calcium imaging, cells were then incubated with BrainPhys Imaging
Optimized medium (Stemcell technologies) without red phenol and recorded at room
temperature using Zeiss 200M inverted microscope with Hamamatsu orca fusion camera. 600
frames per culture were acquired every 250 milliseconds. Calcium traces analysis of each
compartment independently was performed using CALIMA software. The oscillation of the
corrected fluorescent intensity of individual cells, AF/FO, was averaged and plotted using
MatLab. The number of peak activity was considered for calculation of the frequency activity.
In some experiments, 50uM bicuculine (Tocris) + 2.5mM 4AP (Tocris) were added during the

acquisition in the cortical compartment.

Mitochondria Live imaging

Mitochondria were analyzed with the MitoTracker orange CMTMRos (100nM, Thermofisher
M7510), in Neurobasal-B27 medium. The dye was incubated in the distal chamber for 30
minutes at 37°C, in cultures with cortical-expressing GFP neurons. The medium of the entire
chip was then renewed with Neurobasal red phenol free B27 and HEPES (0.01M, Gibco).
Before live imaging, a snapshot of the GFP-labelled cortical axons was taken to further

correlated with the mitochondria location.
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Time-lapse movies were acquired using a confocal ZEISS LSM 980 inverted microscope with
Airyscan 2 module, equipped with a temperature and gaz-controlled chamber at 37°C, 5% CO,
and a 63X oil-objective. Images were captured every 3 seconds over 2 minutes. Kymograph-
based motility analysis was performed with ImageJ plugin KymoAnalyzer VV1.01, as previously

described (Neumann et al. 2017), after image deconvolution.

Immunocytochemistry, image acquisition and quantification

At Div 9 for controls and selected time post-injury (Div 9 + 24h, 48h and 96h), neurons were
fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) with 4% sucrose for 10 minutes at room temperature by
removing the medium and adding the fixing solution in each microfluidic chambers inlets. Cells
were then washed twice with PBS for 5 min and permeabilized for 30 min with 0.2% Triton X-
100- 1% BSA-PBS. Primary antibodies were then added and incubated at 4°C overnight in
BSA10%-PBS. The following primary antibodies were used: b3-tubulin (Tuj1 1/1000, Covance
MMS-435P) ; MAP-2 (1/500, Sigma M9942) ; GFAP (1/2000, Agilent Z0334) ; Synaptophysin
(1/200, Sigma S5768) ; VGLUT2 (1/500, Synaptic system 135404) ; PSD95 (1/1000, Abcam
ab2723) ; GADG67 (1/1000, Millipore MAB5406) ; CTIP2 (1/500, Abcam ab18465) ;
ChAT (1/200, Chemicon AB144P) ; Acetylated Tubulin (1/2000, Sigma 6793) ; Tyrosinated
Tubulin (1/2000, Sigma 9028) ; Alpha-Tubulin (1/2000, Sigma T6074) ; TOM20 (1/500,
Proteintech 11802-1-AP) ; GFP (1/1000, Abcam ab13970) ; Mitofusin 1+2 (1/1000, Abcam
57602) ; Drpl (1/1000, Sigma) ; H3K27 (1/500,Invitrogen MA5-24671) ; Doublecortin (DCX
1/1500, Milipore Ab2253) ; Nestin (1/500, Sigma N5413). After two rinses with PBS for 5
minutes, neurons were incubated with the corresponding secondary antibodies (AlexaFluor
488, 555 or 647 at 1/1000, Invitrogen) and DAPI (0.5ug/mL, Euromedex 1050) for 2 hours at
room temperature in 10% BSA-PBS. The microfluidic chips were then rinsed once and
maintained with PBS at 4°C.

Mosaic images were acquired with a ZEISS Axiovert 200M inverted microscope with
AxioCam Mrm, followed by stitching processing with ImageJ. For pre-/post- synaptic vesicles
and mitochondrial elements (mitofusin, Drp and TOMZ20) localized on GFP-positive axons,
images were acquired in the distal compartment with a confocal ZEISS LSM 980 inverted
microscope and a Airyscan 2 module, controlled with Zen 3.3 software. At least 3 individual
experiments were performed for each quantification, with ImageJ software.

To quantify axon regeneration, the injury area was delineated after the injury (note that this area

remained constant along time post-injury). After thresholding, the number of b3-tubulin pixels
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was quantified and normalized to the number of b3-tubulin pixels on same area in the control
chip and expressed as a percentage of regrowth area.

To quantify tubulin posttranslational modifications, at least 3 individual regenerating axons
(100um long) per experiment were imaged. After the background subtraction, the integrated
density of acetylated or tyrosinated tubulin was ratioed against the alpha-tubulin.
Quantification of Mfn1/2 and Drp1 number on GFP-positive regenerating axons was performed
after deconvolution and thresholding, followed by an automatic analyzed particles plugging
under ImageJ. Using the same procedure, we also quantify the mitochondrial viability via the
number of active mitochondria (labelled with the mitochondrial probe CMTMRos) among the
total number of mitochondria TOM20 positive.

Statistical analysis

Statistics were conducted using GraphPad Prism 9, with a probability of type I error (o) = 0.05.
Results are presented as mean +/- standard error of the mean. Each test is mentioned in the
legend.

Data Availability statement

All information necessary to evaluate the findings of the paper are included in the manuscript.
Additional relevant data can be provided from the authors upon reasonable request.
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Results

In vitro reconstruction and characterization of a mouse cortico-

spinal network on a microfluidic device

We have reconstructed in vitro a cortico-spinal network from E14 mouse fetuses in a PDMS
multi-dimensional microfluidic culture platform (Fig. 1). Cortical and spinal neurons were
seeded on the proximal and distal compartment, respectively. Cortical neurons extend their
axons through microgrooves, whose entrance is facilitated by the large openings, fasciculate
and grow in bundles, guided by the channel’s walls. After 8 days in vitro, the distal/spinal
compartment is massively invaded by cortical axons, where they de-fasciculate and branch. Our
design is a fully oriented device, as previously demonstrated (Courte et al, 2023), since no
spinal axons are able to reach the cortical/proximal chamber. Characterization of our network
is performed at DIV 9. Neuronal soma are well compartmentalized in their respective chamber,
as revealed with MAP2 immunostaining (Fig. 1A), while only axons (tuj1-positive) are able to
grow through the grooves and reach the distal/spinal compartment (Fig. 1A, 2B). GFAP-
positive astrocytes are also observed in both compartments (Fig. 1A), but no microglial cells
are detected (data not shown). Characterization of the neuronal population reveals that 20% of
cortical cells are CTIP2 positive neurons, a marker of cortical layer 5 pyramidal neurons
(forming the cortico-spinal tract in vivo) and 46 % of spinal cells are ChAT positive neurons, a
specific marker for spinal motor neurons (Fig. 1B-C). GAD67-positive (GABAergic) and
Vglut2-positive (Glutamatergic) neurons are detected in both compartment : among cortical
neurons, the distribution of both population is 15% and 45%, and similarly among spinal

neurons, this distribution is 18% and 35%, respectively (Fig. 1C).

To attest the cortico-spinal connectivity within in the spinal/distal compartment, indicative of a
network maturity, we performed a double immunofluorescence of synaptophysin (presynaptic
marker) and PSD 95 (post-synaptic resident protein), together with a GFP labelling of cortical
axons. Cortical neurons were transduced in the proximal compartment at DIV3, with an AAV10
expressing GFP (Fig. S1A). Confocal analysis clearly shows a PSD95 punctate juxtaposition
on synaptophysin-GFP positive neurons (Fig. 1D). To further confirm cortico-spinal
connectivity, we also performed a non-ratiometric calcium imaging with fluo-4AM probe. We

have previously reported that cortical neurons progressively show spontaneous slow calcium
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oscillation, reminiscent of intrinsic cortical connectivity. In contrast, when connected, fibers
acquire spontaneous slow calcium oscillation in synchrony (Peyrin et al., 2011). We thus carried
out calcium analysis at 9 DIV. When co-cultured, activity between cortical and spinal neurons
is synchronized and rhythmic, with a frequency of 0.05Hz (Fig. 1E-F), whereas no spontaneous
oscillation of spinal neurons is observed when cortical innervation is not provided (data not
shown). The connection was further evidenced by stimulating cortical/proximal compartment
with bicuculline, leading to accelerated spinal rhythmicity, and reaching a frequency of 0.10Hz
(Fig. 1E-F). Thus, the calcium oscillation in the cortical population is transferred to the spinal

population, confirming that our cortico-spinal network is connected and mature by 9 DIV.

Traumatic injury in vitro in a microfluidic device to study axonal

regeneration

In order to study axonal regeneration following a traumatic injury in vitro, we have adapted our
previously developed multi-dimensional microfluidic device, with a PDMS reduction of the
thickness at the injury location to 450um, in the distal compartment. This adaptation allows a
mechanical and localized compressive injury with two neodymium magnets of 0,11kg pull,
placed on both side (top and bottom) of the chips (Fig. 2A). Attraction of the magnets leads to
a compression of the PDMS bellow and thus a crush of the underlying cells. The central channel
is used to buffer the medium’s retrograde flux induced by the deformation of the device,
restraining the injury in one compartment with no impact on the other. To mimic mechanical
trauma of a spinal cord, the injury is performed on the distal/spinal compartment beyond the
micro-channels, thus on cortical axons connecting spinal cells (Fig. 2B). The compression leads
to a total and reproducible injury of one-quarter of total surface in the distal/spinal compartment
(0.8mm2), and remains invariant at all time post-injury analyzed. Immediately after the injury,
the lesion site is completely devoid of axons and the border is delimited by debris (Fig. 2C). 24
hours after the injury, beta3-tubulin positive axons regenerate into the lesion site, occupying an
average of 10% of the area, and reaching 61% at 96h post-injury (Fig. 2C, D). Regenerative
axons originate from the cortical (distal) and spinal (local) compartment. Thus, our model

enables us to study post-traumatic regeneration.

Interestingly, some spares cells are detected in the injury site immediately after the lesion (Fig.
S2A). At 24h post-injury, half of them acquire a MAP2 neuronal identity and there number
increase with time. At 96h, they maintain an immature state as they also express the
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intermediate filament Nestin and the microtubule-associated protein Doublecortin (Fig. S2C),
a marker of migratory neuroblast. Thus, our system maintains a certain degree of immaturity,

since new neuroblasts are able to migrate into the injury.

Network connectivity analysis show an impairment at all time post-injury analyzed (Fig. 3).
Immediately after the injury, cortical and spinal cells are desynchronized, with no rhythmic
activity (not shown). From 24 hours post-lesion, cortical compartment regains a rhythmicity
but unstable, with increasing frequency that appears significantly higher at 96h post-injury
(0.08Hz) (Fig. 3B). The spinal compartment shows unstable rhythmicity, and remains
completely desynchronized from cortical projections at all time points (video supp). However,
our analysis does not allow us to determine if a change in rhythmicity concerns spared neurons
or those who have regenerate. Nevertheless, the massive axonal regeneration observed 96h

post-injury (Fig. 2C, D) is not correlated with a restored connectivity.

We wanted to better decipher early mechanisms involved of axonal initiation of regeneration,
within the first 24 hours. Therefore, we have analyzed the motility of healthy mitochondria. In
intact axons, 80% of total mitochondria are healthy (not shown), of which 58% are motile (Fig.
4B). For these motile mitochondria, 37% move anterogradely and 21% retrogradely (Fig. 4C).
Three hours after the injury, only 27% of mitochondria are still motile (not shown). Twenty-
four hours post-injury, 62% mitochondria are still healthy (not shown) and 44% of them are
motile (Fig. 4B), which is statistically decreased from control/not injured axons. No statistical
differences in the directionality is observed when compared to control/intact axons (Fig. 4C).
Interestingly, using specific markers of mitochondria fusion (mitofusin) and fission (Drp), we
demonstrate a reversed phenomenon : in control/intact cortical axons, mitochondria show more

fusion than fission and at 24h post-lesion, this ratio reverses.

Pharmacological modulation of microtubules on their stability,

axonal regeneration and mitochondrial dynamics after injury

According to the literature, microtubules are key players in post-injury axon fate. Thus, using
a pharmacological approach, we wanted to determine how microtubules stability can influence
axon regeneration. Paclitaxel, a stabilizing agent that bind the beta-tubulin has been shown to
promote axon extension at low dose (Liu et al., 2023). However, in our device, immediate

application of 2.5nM of paclitaxel on the distal/spinal compartment has no effect on axonal
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regeneration, 24 hours after the injury (Fig. 5). Moreover, with 25nM (Gornstein and Schwarz,
2017; Yang et al., 2009), axonal regeneration is completely abolished, as well as neuronal soma
detection in the injury site (Fig. S2B). No effect is observed when the drug is applied in the
proximal/cortical compartment (Fig. S3A). We also tested a less neurotoxic stabilizer drug,
Epothilone D (Bollag et al., 1995). Although the precise mechanism is not known, Epothilone
D prevents regenerating axons from nocodazole-depolymerizing effect (Fig. 6), confirming its
capacity to stabilize microtubules. When Epothilone D is added at 0,1nM, 20% of the lesion
site is filled with regenerative axons (Fig. 5), 24 hours after the injury, which is significantly
increased from untreated (lesion) condition. As for paclitaxel, no effect on axonal regeneration
is observed when the drug is added on the proximal/cortical compartment (Fig. S3). At higher

doses as reported in (Mariana Brizuela et al., 2015), axonal regeneration is inhibited (Fig. 5).

Alpha-tubulin acetylation occurs on the MT polymer and it is commonly associated with stable
MT. Inhibition of deacetylation with HDAC inhibitors is known to indirectly increase MT
acetylation. When tubacin (a specific HDACG6 inhibitor) is added to the distal/spinal
compartment, axon regeneration into the lesioned compartment is comparable to the untreated
condition (Fig. 5), whereas TSA (trichostatin A, a non-specific inhibitor affecting class I/11 of
HDAC) significantly increases axonal regeneration (Fig. 5). Interestingly, application of TSA
on the proximal compartment also increases axonal regeneration (Fig. S3A). Tubacin and TSA
are able to increase global acetylated-tubulin in the lesion site (Fig. 7A), with no effect on the
global level of tyrosinated-tubulin (Fig. 7B). By analyzing their distribution along the axons,
from the border of the lesion toward the growth cone, we clearly show that tubacin increases
tubulin acetylation on the distal part of the axon, i.e. the grown cone, while TSA increases
tubulin acetylation levels along the axon shaft, but not in the growth cone (Fig. 7CD).
Moreover, TSA is also able to prevent nocodazole-depolymerization (Fig. 6), but not tubacin
(data not shown). Altogether, these data clearly demonstrate that axonal regeneration can be
enhanced by stabilizing the axon shaft, with the growth cone devoided of acetylated-tubulin.
We also tested parthenolid, a carboxypeptidase inhibitor known to inhibit tubulin
detyrosination. Parthenolid addition in the distal compartment increases tubulin-tyrosination of
the growth cone when compared to not-treated axons (Fig 7E), but it application doesn’t modify
the global tyrosinated-tubulin level in the injury site (Fig. 7B). Analysis of the global level of
tubulin post-translational modifications with paclitaxel shows a significant reduction of

tyrosination but no change in acetylation, while no effect of epothilone D is detected (Fig 7AB).
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Cinetic analysis of the effect of TSA reveals a time-dependent increase in axonal regeneration,
with the lesion site being filled to 76% with tuj1-positive axons at 96h post injury, while only
51% in lesion only (Fig. S3B). Despite an increase and stabilization of cortical rhythmicity

from 48h post lesion (Fig. 3A, B), TSA treatment do not lead to a connectivity restoration.

Interestingly, TSA also modify mitochondrial transport. When applied in the distal/spinal
compartment, TSA leads to a reestablishment of mitochondria motility, 24 hours after the injury
(Fig. 4A, B), while tubacin and epothilone D have no effect. Moreover, TSA also restores

mitochondria fusion and fission (Fig 4D), as observed in control/not injured axons.
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Figure 1. Establishment and characterization of an oriented and functional mouse cortico-spinal
network on microfluidic device, at DIV9. (A) Triple immunofluorescence of a cortico-spinal network,
on a microfluidic chip, for MAP2 (green), beta-Ill tubulin (red) and GFAP (blue), showing cortico-
spinal axons seeded in the proximal chamber (left) crossing the central channel to reach the distal
chamber (right) containing spinal neurons. (B) Double immunofluorescence of CTIP2 (layer 5 cortical
neurons, green) and ChAT (acetylcholine transferase in spinal motor neuron, red), with DAPI staining
(blue). (C) Quantification represented by a violin plot distribution of CTIP2 neurons (in the cortical
compartment) and ChAT neurons (in the spinal compartment), as well as GAD67-positive and
VGLUT2-positive neurons in the both compartments, reported on the total DAPI staining. (D) Confocal
double immunofluorescence in the spinal compartment of synaptophysin (pre-synaptic, blue) and
PSD95 (post-synaptic, red) staining on GFP-positive cortical axons, revealing synaptic contacts between
cortical axons and spinal neurons. (E) Left : Representative calcium layouts of cortical neurons (blue)
connected to spinal neurons (orange), after 9 days of culture, showing synchronous and rhythmic activity
between neurons of the two compartments. Right : Effect of bicuculline treatment on cortical neurons
on the rhythmic activity of both cortical and spinal neurons. (F) Quantification of the discharge
frequency of spinal neurons in the presence (CtxSp) or absence (Sp) of cortical fibers and after
bicuculline injection. Data are presented as mean = SEM. n = 3 individual experiments per group;
**p<0.01; ***p<0.001. One-way ANOVA analysis followed by the Dunnett post-hoc test.
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Figure 2. Development of a new microfluidic device for local mechanical injury by compression.
(A) Cross-sectional schema of the microfluidic device. For the injury, two neodymium magnets are
positioned above and below the distal chamber (right), which contains the axons of the cortical neurons
seeded in the proximal chamber (left, green), as well as spinal neurons (red). The compression applied
causes a distal compartment deformation, crushing the cells below. (B) Top schematic view of the
microfluidic device, with cortical neurons (left, green) connecting to spinal neurons (right, red) in the
distal compartment where the magnet is located (black hole). Red box: immunostaining of beta-IlI
tubulin of cortico-spinal fibers in the distal compartment after 9DIV. (C) Time-course immunostaining
and (D) quantification of beta-111 tubulin staining at the lesion site immediately after compression (0Oh),
at 24h, 48h, and 96h post-lesion. The compression results in the destruction of axons at the lesion site,
delineated by debris. Beta-I1l tubulin positive axons progressively regenerate, filling the lesion site. Data
are presented as mean = SEM. n= 4-5 individual experiments per group; ns = not significant; *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. One-way ANOVA analysis followed by the Tukey post-hoc
test.
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Figure 3. Calcium activity after compressive injury (A) Representative calcium traces analysis,
marked by Fluo-4, in cortical (blue) and spinal (orange) neuronal populations at 24h, 48h, and 96h
following injury. Without treatment (top) and with trichostatin A treatment (bottom). (B) Quantification
of the discharge frequency of cortical neurons after injury, in treated or untreated conditions. The lesion
leads to an interruption in synchronization between cortical and spinal neurons. Over time, cortical
population develop random frequencies that increase post-lesion, without influencing spinal neurons
which remain desynchronized. Trichostatin A causes a faster increase and stabilization of cortical
frequencies, however, it does not restore connectivity. Data are presented as mean £+ SEM. n = 3
individual experiments per group; *p<0.05; **p<0.01. Two-way ANOVA analysis followed by the
Tukey post-hoc test.
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Figure 4. Mitochondrial transport after compressive injury. (A) Representative kymograph of
mitochondria motility under control conditions, 24h after the lesion, and in TSA treated lesion, captured
by live imaging. Consecutive line scans of the axon were arrayed top to bottom so that the y-axis of the
kymograph represents the time and the x axis the position of the object studied. Stationary objects
therefore appear as vertical lines and motile ones as diagonals. (B) Quantification of mitochondria
motility related to total healthy mitochondria in control/non injured axons or in regenerating axons 24h
after the injury, treated or not with TSA, tubacin, epothilone D, or parthenolid. Only TSA restores
mitochondrial motility after the lesion. Note that parthenolid treatment effect on mitochondria motility
is not statistically different from control and 24h post-injury-axons. (C) Directionality of motile
mitochondria in different conditions, related to total healthy mitochondria. (D) Quantification of
mitochondria fusion (Mfn1/2, left) and fission (Drp, right) along the axons, in the control/non injured
axons, 24h after the injury treated or not with TSA. Note that in regenerating axons, the ratio
fusion/fission is reversed compare to non-injured axons and TSA restores the ratio. Data are presented
as mean = SEM. n= 3-6 individual experiments per group; ns = not significant; *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001. One-way ANOVA analysis followed by the Tukey post-hoc test.
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Figure 5. Microtubules targeting drugs effect on axonal regeneration. Immunostaining and
quantification of beta-11l tubulin at the lesion site, 24 hours after the compression, without treatment
(lesion) and after adding paclitaxel, epothilone, tubacin, TSA, or parthenolid in the distal compartment.
Data are presented as mean = SEM. n= 3-11 individual experiments per group; ***p<0.001;
****n<0.0001. One-way ANOVA analysis followed by the Dunnett post-hoc test.
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Figure 6. Stabilizing effect of epothilone and TSA on axon regeneration toward nocodazole-
depolymerizing drug. Immunostaining and quantification of beta-I11 tubulin positive axons at the lesion
site after treatment with nocodazole alone or in combination with epothilone or TSA. Microtubule
depolymerization by nocodazole is prevented by treating axons with TSA or epothilone Data are
presented as mean = SEM. n= 3 individual experiments per group; *p<0.05. One-way ANOVA analysis
followed by the Dunnett post-hoc test.
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Figure 7. Pharmacological post-translational tubulin modifications in regenerating axons. (A, B)
Quantification of acetylated tubulin (A) and tyrosinated tubulin (B) within the lesion site. (C)
Immunostaining of acetylated tubulin along regenerating axon shaft, 24h after the lesion or after TSA
or tubacin treatment. Color codes indicate pixel intensity, from 0 least intense to 255 most intense. (D,
E) Quantification along axon shaft of acetylated or tyrosinated tubulin fluorescence intensity related to
total alpha tubulin, 24 hours after the lesion, or after treatment with tubacin, TSA, or parthenolid. Note
that TSA increases tubulin acetylation along the axon shaft but not in the growth cone, whereas tubacin
increases tubulin acetylation in the more distal part of the axon, and parthenolid increases tubulin
tyrosination in the distal extremity of axons. Data are presented as mean + SEM. n= 3-7 individual
experiments per group; *p<0.05; ***p<0.001. One-way ANOVA analysis for (A, B) and two-way
ANOVA analysis for (D, E) followed by the Dunnett post-hoc test.

131



B3-tubulin
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Supplementary Figure 1. Cortical GFP infection. Double immunofluorescence for GFP (green) of
infected cortical neurons, and Beta Ill-tubulin (red) of the entire network. The merge (right) shows the
invasion of cortical fibers into the distal chamber cohabiting with non-transfected spinal cells.
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Supplementary Figure 2. Cell migration after injury. (A) Quantification of the number of neuronal
(MAP2+/DAPI) and non-neural (MAP2-/DAPI) cells invaded the lesion site after injury. (B)
Quantification of the number of neuronal (MAP2+/DAPI) and non-neural (MAP2-/DAPI) cells invaded
the lesion site 24h after injury in treated conditions (C) Immunostaining of MAP2 (green), Doublecortin
(red) and Nestin (blue) of cells within the lesion site 96h post injury. Data are presented as mean + SEM.
n= 3-4 individual experiments per group; * **p<0.01; ***p<0.001. Two-way ANOVA analysis
followed by the Dunnett post-hoc test.
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Supplementary Figure 3. Effect of TSA treatment on regeneration. (A) Percentage of axon regrowth
within the lesion site, 24h after compression, in non-treated (lesion) or treated neurons. Drugs were
applied on the cortical (proximal) chamber. Note that when TSA is applied on cortical soma, axonal
regeneration is enhanced. (B) Quantification of axonal regeneration up to 96h post-lesion, with
Trichostatin A treatment. Data are presented as mean £ SEM. n= 3-8 individual experiments per group;
*p<0.05; **p<0.01. One-way ANOVA analysis followed by the Dunnett post-hoc test (A) and unpaired
t-test for (B).
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Discussion

The observation of the results presented in this study partly relies on the relevance of the model
used. The corticospinal tract (CST) is particularly affected by spinal cord injuries, making its
study essential for understanding the pathophysiology of this trauma.

Using E14 embryonic mouse neurons allows us to obtain the cells of interest that form the CST
from the same embryo, namely the layer 5 cortical pyramidal neurons (CTIP2+) and the spinal
motor neurons (ChAT+) onto which they project (Arlotta et al., 2005; Ballout et al., 2016;
Hevner, 2007; Molyneaux et al., 2007). The other cell populations, including the presence of
interneurons found in each compartment (GAD67+ neurons, VGLUT+ neurons, non-neuronal
GFAP+ cells) are consistent with those observed in corticospinal projections in vivo (Coté et
al., 2018; Gu et al., 2017; Hughes and Todd, 2020; Markram et al., 2004; Paixao et al., 2019;
Pedroni and Ampatzis, 2019; Takuma et al., 2002), as well as with the general organization of
the corticospinal tract in vivo in mice (Gu et al., 2017; Paixdo et al., 2019; Ueno et al., 2018).
Our system allowed for the reconstruction of a simplified, unidirectional corticospinal network

in which postsynaptic neurons are functionally connected to cortical fibers.

Our results highlight several advances and challenges in reproducing a network of neurons and
applying mechanical injuries. Our novel method using magnets to locally crush the microfluidic
chip represents a tool not only for studies on spinal cord injuries but also for other pathologies
characterized by axotomy. For our study, the injury was performed on the distal chamber, at
the exit of the micro-channels, containing both cortical axons connected to spinal cells.
Observations at the injury site suggest axonal rearrangement, with axonal regeneration
beginning as early as 24 hours post-injury and continuing up to 96 hours, compared to the
control. The GFP transduction of cortical neurons highlights the presence of regenerating
cortical axons at the injury site. Concurrently, the injury is associated with impaired network
connectivity and mitochondrial dysfunction, replicating the perturbations induced by a spinal

cord injury in vivo (Biyao Wang et al., 2021).

This model is therefore relevant for addressing cellular and molecular phenomena such as
microtubule dynamics related to mitochondrial transport after an injury. During development

and growth, microtubules play a crucial role in maintaining cellular architecture and

135



intracellular trafficking. These functions are enabled by a constantly evolving network,
described as dynamic instability, where the axonal shaft remains stable while the axonal tip,
containing the growth cone, must be dynamic to navigate the environment and reach its target
(Lowery and Vactor, 2009). Following an injury, previous studies have reported that stabilizing
microtubules could help restore the network and promote axonal regeneration (Blanquie and
Bradke, 2018; Bradke et al., 2012; Hellal et al., 2011; Ruschel et al., 2015). We therefore

impacted the MT network to observe the post-injury response.

We first studied the effect of Paclitaxel, a molecule that stabilizes the MT cytoskeleton, on
axonal regeneration. Recently, Paclitaxel has been successfully used in vivo to promote axonal
extension by stabilizing microtubule assembly (Liu et al., 2023). After a spinal cord injury,
damaged axons quickly form a growth cone at the distal end, and tubulin stability decreases,
hindering axonal regeneration. Liu et al. reversed this process by adding Paclitaxel, thereby
increasing axonal regeneration. They examined the effects of low-dose Paclitaxel on neural
stem cell (NSC) differentiation in vitro and functional recovery in vivo in injured rats. Their
results show that low-dose Paclitaxel promotes NSC differentiation into neurons and
significantly extends axons in vitro. In vivo, Paclitaxel promoted f IlI-tubulin expression in
injured areas and improved motor recovery after spinal cord injury. While low-dose Paclitaxel
is considered safe for clinical use, it is important to note that higher doses can lead to
undesirable side effects such as peripheral neuropathies, a neurotoxic and hyper-stabilizing
effect on the microtubule network (Gornstein and Schwarz, 2017; Klein and Lehmann, 2021).
In our model, applied immediately after injury in the distal compartment, Paclitaxel has a
negative effect on axonal regeneration. This agent may act by stabilizing microtubules directly
at the distal axonal end, preventing their depolymerization (Klein and Lehmann, 2021), thereby
making axonal regrowth impossible: the growth cone is unable to properly extend with hyper-

stable microtubules.

However, Paclitaxel does not solely affect microtubule stabilization. According to Rovini et al.,
2011, Paclitaxel administration disrupts intracellular trafficking by reducing retrograde
mitochondrial velocity in peripheral nerves and blocking mitochondrial transport in dorsal root
ganglion neurons, both anterogradely and retrogradely. This suggests that microtubule
stabilization plays a key role in organelle transport. Rovini et al. primarily studied the
hypothesis that post-translational modifications of tubulin influence the interaction between

molecular motors and microtubules. Depolymerized and acetylated microtubules would favor
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the binding of the molecular motor protein kinesin-1, responsible for anterograde transport of
mitochondria along axons. These findings are controversial, as research has shown that
Paclitaxel on tumor cells and peripheral nerves can compromise intracellular trafficking by
preventing kinesin-1 translocation in polarized neurons, thereby increasing global levels of
tubulin acetylation, depolymerization, and polyglutamylation (Hammond et al., 2010). This
suggests that over-stabilization compromises intracellular trafficking, although some

stabilization is necessary for mitochondrial transport.

These results align with trends observed in the literature and underscore the importance of
microtubule stabilization in intracellular transport, while demonstrating that over-stabilization
of microtubules by Paclitaxel is not beneficial for axonal regeneration. Other studies using
Epothilone, a structurally analogous and less toxic derivative of Paclitaxel, indicate that
microtubule stabilization enhances regeneration (Bollag et al., 1995; M. Brizuela et al., 2015;
Ruschel et al., 2015). Epothilone B has already been studied to improve locomotor function
after spinal cord injury, but adverse effects have been reported. Therefore, we selected
Epothilone D (Ruschel et al.,, 2015). Compared to Paclitaxel, Epothilone D improves
regeneration after injury according to our observations, reinforcing the idea that network

stabilization is necessary but over-stabilization is not.

Since tubulin acetylation is commonly associated with stable microtubules and tyrosination
with dynamic microtubules, we tested agents specifically affecting these modifications. In
particular, we used HDAC inhibitors known for their effects on axonal regeneration (Cho et al.,
2013; Cho and Cavalli, 2014; Gaub et al., 2010; Rivieccio et al., 2009). We found that specific
inhibition of HDACG6 by tubacin does not affect regeneration, while inhibition of multiple

HDAC classes by TSA significantly increases axonal regeneration.

To explore the potential link between acetylation, microtubule stabilization, and axonal
regeneration, our samples were marked for acetylated tubulin, tyrosinated tubulin, and alpha-
tubulin. Quantification revealed that neither Paclitaxel nor Epothilone affects acetylation levels.
This result suggests that tubulin acetylation could be a cause rather than a consequence of
stabilization. At the axonal level, tubacin increases acetylation at the distal end, while TSA
increases acetylation levels in the axonal body without affecting tyrosination levels. It is
interesting to note that Epothilone and TSA, but not tubacin, protect against nocodazole-

induced depolymerization, supporting the association between tubulin stability and acetylation.
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However, stabilization of the axonal end alone is not sufficient to protect against destabilization.
Taken together, these results suggest a complex post-translational regulation of the
cytoskeleton, where tubulin acetylation induces microtubule stabilization, beneficial for axonal

regeneration after injury.

However, it is important to consider that these effects result from stabilizing the microtubule
network while maintaining a developmental and growth pattern, where the distal end must
remain dynamic to reform a growth cone and navigate the environment (Chen and Rolls, 2012;
Yuyu Song and Brady, 2015). To validate this hypothesis, we used parthenolid, responsible for
tubulin depolymerization (Diekmann and Fischer, 2016; Gobrecht et al., 2016). After 24 hours
of treatment, we observed an increase in tubulin tyrosination at the distal end, without impacting
acetylation levels. We did not observe changes in regeneration but an increase in branching was
noted. These results support the association between tubulin dynamics and tyrosination, and
that a balance between stability and dynamism is necessary for axonal regeneration.

Axonal regeneration is a highly energy-demanding process (Conde and Céaceres, 2009), making
mitochondrial function particularly crucial (McEwen et al., 2011; Szelechowski et al., 2014).
Following injury, studies report disruptions in membrane potential, ROS production, SNPH
anchoring protein expression, decreased motility, and increased fission (Brooks, 2007; Han et
al., 2016; Lassus et al., 2016; Magnifico, 2013; Steketee et al., 2012; Biyao Wang et al., 2021,
Bing Zhou et al., 2016). However, it is described in the conditioned injury paradigm that
regenerating axons restore vesicular trafficking. Moreover, in CNS neurons, axonal
regeneration is characterized by a high rate of mitochondrial transport (Cartoni et al., 2017; Mar
et al., 2014). This transport relies on microtubules and increased MT acetylation facilitates
recruitment of molecular motors necessary for mitochondrial transport, such as kinesins
(Dompierre et al., 2007; Hammond et al., 2010; Reed et al., 2006; Rovini et al., 2011).

In line with these studies, we observed that TSA restores mitochondrial motility, while Tubacin,
Epothilone, and Parthenolid do not affect this transport. This suggests that microtubule
stabilization is necessary for organelle trafficking and that mitochondrial motility is enhanced
by tubulin acetylation along axons. We also observe restoration of fusion and fission processes.
These results suggest that TSA enhances mitochondrial dynamic towards critical areas to

compensate for the energy deficit required for regeneration.
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Our results using Tubacin do not align with previous observations showing that HDAC6
inhibition is beneficial for axonal regeneration through interaction with mitochondria (Chen et
al., 2010; Rivieccio et al., 2009). Inhibition of this HDAC induces acetylation of dynein
molecular motors, necessary for transport (English and Barton, 2021). However, our specific
HDACEG inhibition results show no changes in mitochondrial dynamics or regeneration. Thus,
other class | HDACSs: 1, 2, 3, 8 (for which TSA has a higher affinity (Fleiss et al., 2012)), are
likely involved. Indeed, on fibroblasts, 100 nM of TSA is insufficient to inhibit HDAC6 and
induce acetylation (Matsuyama, 2002; Ptacek et al., 2023). Finally, it is noteworthy that
Tubacin has reduced bioavailability compared to TSA. These results are supported by studies
indicating that on lymphocytes, Tubacin does not affect MT stabilization (Haggarty et al.,
2003).

It is not excluded that the observed effect by TSA results from other interactions, since this
molecule targets multiple HDAC classes, including nuclear and mitochondrial targets
(Haggarty et al., 2003; Shukla and Tekwani, 2020). Indeed, injury disrupts membranes, causing
calcium release which, through retrograde signaling, activates PKC. This activation
subsequently allows translocation of nuclear histones, such as HDACS5. This histone is
specifically expressed post-injury and transported to the injury site, leading to increased
deacetylation (Chen and Rolls, 2012; Tang, 2014). Chen and Rolls, 2012 conclude that
moderate microtubule stabilization would enable regeneration. This coincides with our results,
suggesting that inhibition of this HDAC could increase acetylation in axons and promote
regeneration. The observed TSA effect is therefore likely due to its action on different HDACs,
either directly at the cytoplasmic level or indirectly through retrograde signal transport at the
nuclear level. This also explains our results when applying TSA on cortical neuron cell bodies,
which produce similar beneficial effects on axonal regeneration at the injury site. Moreover,
numerous literature works present epigenetic effects of TSA, notably through activation of
RAGs in response to H3 acetylation on K9 and K14 residues (Delcuve et al., 2012; Gupta et
al., 2023; Koriyama et al., 2014; Shin and Cho, 2017; Weng et al., 2016; Wood et al., 2018;
Zhao et al., 2021). Although our results do not demonstrate changes in H3K27 acetylation, this

does not exclude acetylation on other residues.

Considering the beneficial effect of TSA treatment on axonal regeneration also found at 48 and
96 hours post-injury, we wondered if this regeneration could also restore network connectivity.
The addition of TSA could show potentiation of cortical neuron response more rapidly, with a

more stable frequency closer to controls at 48 hours post-injury, compared to untreated injuries
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where frequencies still vary up to 96 hours post-injury. These results are consistent with
findings showing increased calcium flux during network stabilization with Paclitaxel (Mironov
et al., 2005). However, no synchronization is found. It is important to consider that the calcium
signals observed globally in the chambers reflect several calcium signatures (injured and non-
injured neurons, interneurons, glial cells...), difficult to individualize in non-ratiometric
imaging. Concurrently, axonal regeneration alone does not imply reconnection of axons with

their initial targets (Squair et al., 2023).

In summary, in this study, we have developed a new, simple, and reproducible in vitro
microfluidic device for performing mechanical lesions by compression in a synaptically
functional cortico-spinal neuron network, to replicate CST bundles and mimic spinal cord
injuries in vitro. This device addresses the spatial organization shortcomings of conventional in
vitro cultures and offers a valuable tool to study mechanisms of axonal regeneration and
degeneration and to develop new therapeutic approaches for spinal cord injuries, as well as
other axonal injury pathologies such as traumatic brain injuries (TBI). The described results
indicate significant discoveries regarding MT status and its relationship with mitochondrial
dynamics in axonal regeneration. We demonstrate that acetylation induces MT network
stabilization and supports mitochondrial for axonal regeneration. These findings highlight the
potential of certain molecules to promote neural regeneration and repair after injury, providing

promising avenues for the development of regenerative therapies.
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Résultats supplémentaires

2. Résultats supplémentaires

2.1. Effets des drogues du cytosquelette

La transduction par de la GFP des neurones corticaux m’a permis de réaliser des
enregistrements en live et de quantifier leur vitesse de croissance. Ces données ont été
obtenues sur un faible nombre d’échantillons et n’ont donc pas été insérées dans article.
Nous avons observé que les axones en régénération deviennent visibles sur le site de la
lésion a partir de 6 heures apres la lésion et qu’au-dela, ils progressent a une vitesse de
0,23 pm/min. Cette vitesse augmente a 0,70 pm/min aprés un traitement a la TSA
appliquée immédiatement apres la lésion. La transfection GFP permet également
d’observer le nombre de ramifications sur les axones. En moyenne, a 24 heures post-
lésion, les axones possedent 16 branches sur une distance de 100pm. Ce nombre augmente
a 23 lorsque de la tubacine est appliquée et jusqu’a 50 apres I'application de parthénolide
(figure 38).

Ces résultats suggerent que l'acétylation du corps de 'axone par la TSA (voir article)
induit une stabilisation, alors que l'acétylation distale par la tubacine ne suffit pas a
stabiliser le réseau qui reste toutefois dynamique, avec la formation de branchements. La
tyrosination distale induite par la parthénolide serait en faveur de la formation de
nombreux prolongements. De plus, les axones en régénération arrivant sur le site de la
lésion 6 heures apres le trauma suggerent qu'avant cela les axones sont dans un état
métastable pendant plusieurs heures. Toutefois, notre systéme ne permet pas de
distinguer I'extrémité des axones a la bordure de la lésion. Cette zone contient également
de nombreux débris. Il est donc difficile de savoir si les axones, immédiatement apres la

lésion, sont dynamiques ou en pause.
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Figure 38 — Evaluation du « sprouting » 24 heures aprés la Iésion. Immunomarquage GFP de
neurones corticaux d’embryons de souris F14, en régénération dans le site lésionnel, en condition
contréle non-traitée (A) ou traitée avec de la TSA (B), de la tubacine (C) ou de la parthénolide
(D). Echelle 20um. (E) Quantification du nombre de point de branchement le long des azones,
sur une distance de 100uM. La tubacine induit une légére augmentation du nombre de
branchement, alors que la parthénolide Uaugmente fortement. N=3 ; ns= non-significatif ;
*0=0.0479 **** p<0.0001, analyse Anova d un facteur avec test post-hoc de Dunnett.

Par la suite, afin d’identifier si la TSA possede une fenétre temporelle d’efficacité, nous
avons testé son application retardée de 4 heures ou 6 heures apres la 1ésion. Les cultures
ont été ensuite fixées 24 heures post-lésion, comme pour I’ensemble des autres résultats.
Nous avons observé une mort neuronale lorsque la TSA est ajoutée 4 heures apres la
lésion. La quasi-totalité des corps cellulaires et des axones présents dans le compartiment
distal est fragmentée. Toutefois, lorsque la TSA est ajoutée 6 heures apres la lésion, le
réseau se maintient et la régénération axonale est de 28 % a 24 heures (figure 39A),
contre 18% lorsqu’elle est appliquée immédiatement post-lésion (voir article). Par
ailleurs, cette régénération est associée aux meémes observations que précédemment,
lacétylation de la tubuline est augmentée le long de I'axone mais pas la tyrosination
(figure 39B-E). Il apparait donc que dans les 4 heures apres la lésion, une acétylation des
MT n’est pas favorable a la régénération et induit au contraire une mort axonale. Cela
souleve l'importance de définir une fenétre temporelle d’application de drogues pour
favoriser la repousse axonale. En revanche, lorsque les axones ont rejoint le site de lésion
et sont dans un état de croissance (6 heures apres la lésion), l'acétylation le long de
I’axone est bénéfique.
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Figure 39 — Quantification de effet de Uapplication de TSA 6Gheures apreés la lésion observée
sur le site lésionnel 24 heures aprés la lésion, sur la régénération (A), lacétylation et la
tyrosination de la tubuline globale (B-C) ou au niveau azonal (D-E). La TSA induit une
augmentation de la régénération ainsi qu’une augmentation de l'acétylation de la tubuline,
notamment au niveauw du corps axonal, sans affecter le niveau de tyrosination de la tubuline.
N=3 ; ns= non significatif ; *p<0.05 **p<0.005 ; test t de student (A-C) et analyse Anova d
deux facteurs avec test post hoc de Sidak.

Compte tenu de 'augmentation de la régénération observée a 48 heures et 96 heures
post-lésion en présence de TSA, j’ai analysé les modifications post-traductionnelles des
MT associées.

Sans traitement, les rapports de tubuline acétylée par rapport a I'alpha tubuline a 24h
et 48h sont similaires (environ 0.7). Ce rapport augmente a 0.9, 96 heures apres la lésion.
Cela suggere que les axones qui régénerent acquierent spontanément un état stable et
plus mature. Les rapports de tubuline tyrosinée montrent, eux, des valeurs proches de 2
a 24 heures et 96 heures. En revanche une forte chute, avec un rapport de 0.84, est
observée a 48 heures. Il serait attendu des variations de la tyrosination en lien avec celles
de 'acétylation selon une balance entre stabilité et dynamique. Un état plus dynamique

pourrait également étre attendu a 48 heures, en lien avec une amélioration de la
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régénération. Toutefois il faut noter qu’a 48 heures apres la lésion, les cultures ont
tendance a étre plus sensibles et a mourir plus facilement, ce qui n’est pas le cas a 96
heures. Cela soutiendrait une stabilisation spontanée et expliquerait ces variations
décorrélées a 48h post lésion.

Lorsque de la TSA est appliquée, les résultats montrent qu’a partir de 48 heures apres
la lésion, l'acétylation ne varie plus par rapport aux contrdles (figure 40). Il est possible
que la TSA soit dégradée. Le niveau de tyrosination de la tubuline montre une
augmentation transitoire, a 1.29, par rapport au controle, a 48 heures apres la lésion
(figure 40). Puisque la TSA n’affecte pas directement la tyrosination, 'augmentation de
lacétylation du corps de l'axone par le traitement pourrait alors favoriser Ia
polymérisation — puisque les MT tyrosinés sont principalement retrouvés dans des
polymeres nouvellement formés. Cela coinciderait avec 'amélioration de la régénération.
Toutefois ce niveau est inférieur a ceux retrouvés a 24 heures et 96 heures sans traitement
(1.72 et 2.05 respectivement). Toutefois cette analyse est globale, sur 'ensemble du site
de lésion, ce qui ne reflete peut-étre pas leurs distributions le long de 'axone. Afin de
clarifier ces résultats, I'analyse axonale permettrait d’obtenir plus d’informations. Cela
est toutefois plus complexe a 48 heures et 96 heures puisque les axones sont moins
facilement individualisables.

Par ailleurs, le nombre de cellules totales ayant migrées dans le site lésionnel n’est pas
modifié par I'ajout de TSA, ni a 48 heures ni a 96 heures apres la lésion (figure 40). En
revanche a 48 heures, le nombre de cellules MAP2+ est augmenté par la TSA (14 cellules
MAP2+, contre 4 en controle). L'effet de la TSA sur la différentiation n’a toutefois pas
été analysé. De plus des résultats précédents montrent également la présence de 14
cellules MAP2+ & 48 heures, sans traitement (voir article). Cela renforce I'idée qu’a 48
heures une forte variabilité peut étre observée.

Toutefois cela met en avant que les modifications induites dans les premiers stades post-

lésionnels permettent d’induire une régénération robuste.
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Figure 40 — Effet de la TSA 48 heures et 96 heures aprés la lésion. Immunomarquage B3-
tubuline et quantification sur le site de lésion, de leffet de la TSA sur acétylation et la
tyrosination de la tubuline ainsi que sur la migration cellulaire 48 heures apreés la lésion (A) et
96 heures apres la lésion (B). Au-deld de 24 heures, la TSA ne semble plus affecter létat de la
tubuline, seule une vartation transitoire de la tubuline tyrosinée est observée 48 heures post-
lésion. Echelle 200um. N=3 ; *p=0.046 ; test t de student.

Grace a la compartimentalisation subcellulaire de nos réseaux dans les puces
microfluidiques, nous avons testé si les traitements pouvaient avoir une influence en
fonction de leur lieu d’application. Aucun effet n’a été observé ni sur les modifications
post-traductionnelles de la tubuline des axones en régénération dans le site lésionnel, ni
sur la migration des cellules (figure 41A-C). L’action des drogues utilisées serait alors
limitée au compartiment axonal. Une autre possibilité est que les modifications post-
traductionnelles du compartiment somatique n’induisent pas de changement au niveau

axonale.
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En revanche, lors de son application proximale, la TSA est la seule a avoir un effet positif
sur la régénération (voir article). Puisqu’elle inhibe également les HDAC1 et 2 qui
modulent les acétylations des histones, j'ai évalué les variations de l'acétylation de H3
dans les somas des neurones corticaux. Une légeére augmentation du degré d’acétylation
des histones H3 sur la lysine 27 (H3K27) est observée, passant de 57 % dans les controles
a 67 % apres application de TSA. Cependant, cette augmentation n’est pas significative
(figure 41D). Ainsi, bien que ’histone H3 puisse étre acétylée et décondensée par la TSA,
cela passerait par l'acétylation d’autres acides aminés qui n’ont pas été analysés dans ce

travail.
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Figure 41 — Quantification de Ucffet des traitements appliqués dans la chambre proximale sur
Vacétylation (A) et la tyrosination (B) de la tubuline, ou la migration cellulaire (C) au niveau
du site de lésion distal. Aucune différence n’est observée lorsque les traitements sont appliqués
dans le compartiment prozimal. N=3 ; analyse Anova a un facteur (A-B) et deux facteurs (C),
avec tests post-hoc de Dunnett. (D) Quantification de Uapplication de trichostatine A dans la
chambre prozimale sur le niveau d’acétylation des histones nucléaires H3 des cellules corticales
de la chambre proximale. N=3 ; ns= non-significatif ; test t de student.
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De maniere intéressante, l'application bilatérale de TSA inhibe totalement la
régénération, voire méme entraine une fragmentation axonale (figure 42). Ces résultats
pourraient cependant étre attribués dans notre systeme a un stress cellulaire, indépendant
de la TSA, mais dii au changement de milieu des deux compartiments, induisant la
dégénérescence.

Aussi, 'application conjointe de parthénolide et de TSA dans le compartiment distal ne
montre pas d’effet positif (figure 42). Bien qu’individuellement, la stabilisation du corps
axonal augmente la régénération et que la dynamique de 'extrémité distale augmente le

branching, le couplage de ces drogues ne résultent pas en un effet synergique.

TSA proximal + distal TSA + Parthénolide

Figure 42 — Effet de la combinaison de traitements sur la régénération. Immunomarquage B3-
tubuline du compartiment distal d’un réseau cortico-spinal 24 heures apres une lésion par
compression, traitée avec de la TSA appliquée dans les compartiments proximauz et distaux en
méme temps (gauche), ou de la TSA et de la Parthénolide appliquées en combinaison dans le
compartiment distal (droite). La combinaison de traitements ne semble pas améliorer la
régénération. N= 1 ; Echelle 200um.
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2.2. Effet du milieu de culture post-lésionnel

Immédiatement apres la lésion, la chambre distale est rincée et le milieu de culture
remplacé par du Neurobasal supplémenté avec 2% de B27, seul ou contenant les drogues
agissant sur les microtubules (voir méthode). Ainsi, ce milieu post-lésionnel ne contient
pas les facteurs trophiques (tel que BDNF, GDNF, CNTF, NT3) présents initialement
dans le compartiment distal. J’ai donc vérifié si un milieu de culture post-lésionnel
enrichit en facteurs trophiques pouvait influencer la régénération axonale. Les résultats
préliminaires montrent que sans drogue, la régénération semble améliorée 24 heures apres
la lésion. Toutefois lorsque la TSA est ajoutée dans ce milieu enrichie, I'envahissement
du site lésionnel ne semble pas massivement amélioré (figure 43). L'effet des facteurs
trophiques sur la régénération reste donc incertain, bien que ces résultats n’aient été
réalisés que sur un faible nombre d’échantillons.

De maniere intéressante, 'ajout de TSA dans les deux compartiments simultanés ainsi
que l'addition conjointe de TSA et parthénolide dans ce milieu enrichi entraine une
régénération axonale (figure 43). Bien qu’elle ne soit pas améliorée, I'observation d’une
régénération dans des conditions ou aucune régénération n’était initialement observée
semble indiquer que la présence de facteurs trophiques empéche la dégénérescence et

facilite la régénération (figure 43).
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TSA TSA proximal + distal TSA + Parthénolide
Milieu spinal Milieu spinal

Figure 43 - Effet des facteurs trophiques sur la régénération. Immunomarquage B3-tubuline du
compartiment distal d’un réseau cortico-spinal, 24 heures aprés une lésion par compression sans
traitement mais avec du milieu contenant des facteurs trophiques (milieu spinal), traité avec de
la TSA dans un milieu enrichi et appliquée dans le compartiment distal et/ou proximal en méme
temps, ainsi qu’en combinaison avec de la Parthénolide appliquée dans le compartiment distal.
Les facteurs trophiques contenus dans le milieu des neurones spinauz pourraient améliorer la

régénération. N= 1 ; Echelle 200um.

Enfin, au vu des résultats avec 'utilisation d’un milieu enrichi, en parallele d’observer
I'effet morphologique de la régénération, j’ai souhaité analyser la dynamique calcique
post-lésionnelle. Dans un premier temps, il est important de noter que les neurones
corticaux et spinaux restent désynchronisés et ne retrouvent pas de synchronisation. En
revanche, les neurones corticaux en régénération semblent impactés par ce milieu, et
montrent une fréquence de décharge particulierement élevée. Lorsque de la TSA est
ajoutée dans ce milieu, la stabilisation de la réponse calcique par la TSA précédemment
observée est retrouvée (voir article), et la fréquence corticale est particulierement élevée
(figure 44).
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L’augmentation de la fréquence calcique par les facteurs trophiques pourrait étre un
support a la régénération pour assurer le guidage et a terme la reconnexion des axones

en régénération avec leurs cibles.

24h post injury 48h post injury 96h post injury
LT
_'_gﬂ- 5 ‘ ’H \ ‘ W || | rlll i; ‘\‘ Wﬂ ’1“\‘}4( ML “T rﬂ
2|l Q "JH **L«* i
=) h[,ﬁf'al o 'fw' i "ﬂ"’L”*t*'.ﬁ' m i iy
11l ]| |
&g 5 | N ’H’ ' ‘ £, 'y‘. 1”\ i "
|—§ ‘.“ | ol wf""ﬂ"ll‘ A ' | % *ww Q'LIJIM” M k '|
e ] et i i

S 20 @0 w0 %0 w0 4 s ETRT T T,
Frames Frames Frames

Figure 44 - Effet des facteurs trophiques sur [activité calcique post-lésionnelle. Analyse
représentative des traces calciques des neurones corticauz (bleu) et spinaux (orange) aprés lésion,
obtenu via la sonde Fluo-{AM. Sans traitement dans un milieu spinal enrichi (haut) et avec un
traitement d la trichostatine A, dans le méme milieu enrichi (bas). La lésion entraine une
interruption de la synchronisation entre les neurones corticaux et spinauzx. Au fil du temps, la
population corticale développe des fréquences trés élevées aléatoires qui augmentent, sans
influencer les neurones spinaux qui restent désynchronisés. La TSA ne semble pas affecter les

fréquences d’activités. N=1.

3. Optimisation des protocoles

3.1. Systeme microfluidique

Indépendamment de la mise au point de ce nouveau systeme, des problématiques liées
aux caractéristiques et a l'utilisation de la microfluidique ont été rencontrées, ce qui a

conduit a I'optimisation des méthodes de fabrication.
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3.1.1. Fabrication des moules en résine polyglass

Les disques de silicium sur lequel les motifs microfluidiques sont fabriqués par
photolitographie (voir procédé de fabrication en introduction) sont fragiles et ne sont
donc utilisés que pour la production d’'un nombre limité de réplicas. C’est pourquoi a
partir de ces réplicas initialement produits, des moules en résine polyglass réutilisables
sont réalisés pour la fabrication de nombreuses puces microfluidiques en PDMS (voir
introduction figure 30). Cette étape est délicate et nécessite le mélange de résine polyglass
26/71 avec un catalyseur. Ce mélange est coulé dans un moule en silicone contenant des
réplicas (figure 45) pour reproduire leurs motifs en négatif (voir figure 30 en

introduction).

Afin d’éviter que la réaction de polymérisation entre la résine et son catalyseur ne se
fasse trop tot, le mélange s’effectue a température ambiante (20-22°C, correspondant a
la température de travail de la résine). De plus, les vapeurs émises étant toxiques,
I’ensemble du procédé est réalisé sous une sorbonne. Le catalyseur est déposé sur la
surface de la résine (2% v/v), délicatement pour éviter la formation de bulles, puis le
mélange est rapidement versé dans les moules en silicone. En raison des motifs
microfluidiques étroits, notamment au niveau des microcanaux, des microbulles peuvent
apparaitre, ce qui provoquera des fissures dans la résine. L utilisation d’un cone de pipette
P200 permet de les retirer. Le moule est ensuite placé dans un four préchauffé a 25°C.
La réaction de catalysation étant extrémement exothermique, la température du four
augmentera jusqu’a environ 40°C.

Lorsque cette température est atteinte, le four peut étre réglé a 30°C une nuit durant.
De cette maniere, une fois la réaction de catalyse terminée, la température sera maintenue
pour assurer la polymérisation complete de la résine. Le lendemain, le four doit étre éteint
et la porte maintenue fermée, pour permettre un refroidissement progressif jusqu’a
température ambiante. Le moule en résine peut ensuite étre retiré du moule en silicone
ainsi que les réplicas en PDMS. L'ensemble est ensuite enveloppé dans du papier
aluminium et remis au four pour une cuisson a haute température avec une augmentation
progressive jusqu'a 110°C sur une nuit complete (30°C, 50°C, 70°C, 90°C). Cette étape
rend la résine résistante a la chaleur pour la réalisation future des puces microfluidiques
qui se fait a 70°C. Il est primordial de réaliser les montées en température et les
refroidissements de maniere lente et progressive afin d’éviter des fissures de la résine.

Une fois le four refroidi a température ambiante, le moule est terminé. Il n’est toutefois
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pas utilisable, il est d’abord nécessaire de le recouvrir de PDMS qui sera polymérisé a
70°C pendant 3 heures pour éliminer les éventuels débris de résine.

Ainsi pour la réalisation de ces moules, il est nécessaire de prévoir la mobilisation d’une
sorbonne sur plusieurs jours, puisqu’apres fabrication, le matériel utilisé doit rester sous
la hotte, pendant une journée, pour s'assurer que la réaction est complétement terminée
avant d’éliminer la résine dans les déchets ménagers (recommandations du fabricant).
Par ailleurs, bien que de nombreux protocoles utilisant ce type de résine utilisent des
températures plus élevées (70°C au lieu de 40°C) pour réduire les temps de
polymérisation, cela n'est pas recommandé dans le cas de la microfluidique car cela

pourrait entrainer des fissures dans les moules contenant des détails fins et précis.

Figure 45 — Etape de fabrication des moules en résine polyglass. Les réplicas en PDMS
(rectangles jaunes et blancs) réalisés a partir du disque de silicium sont disposés dans un moule
en silicone (ici pot blanc) (A). Le mélange de résine polyglass 26/71 est versé dans le moule en
silicone et polymérisé au four en suivant le protocole (B). Aprés refroidissement le moule en
résine est démoulé (C). Une fois nettoyé il peut étre utilisé pour la production de nombreuz
réplicas (D) ici un moule permet de réaliser neuf puces en PDMS dans lesquelles des aimants
ont été disposés pour permettre une compression.
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3.1.2. Assemblage des puces microfluidiques

Lors de I'étape d’assemblage des puces en PDMS sur des lamelles de verres, il apparait
que le traitement avec un générateur de plasma a air doit se faire dans des conditions
bien controlées pour assurer son efficacité. En effet, celle-ci dépend de divers parametres
environnementaux, tels que la température, la pression et, surtout, 'humidité de l'air
environnant (Chau et al., 2011; Yu et al., 2021). Ainsi, pour assurer une utilisation
optimale dans la plupart des conditions météorologiques du laboratoire, notre générateur
(Diener, model Atto) est réglé a une puissance de 97 % de sa capacité (puissance
maximale de 200 W) et & une durée équivalente & 25 % de la minuterie initialement
programmée de 1000 secondes, soit 4,16 minutes. Ces parametres permettent un
fonctionnement quasi quotidien dans un environnement avec une humidité variant de 50
a 80 %. En cas de variations extrémes de 1'humidité (au-dela de 80 % ou en dessous de
50 %), lefficacité du plasma est moindre. Dans ce cas, les parameétres peuvent étre
ajustés, mais il est crucial de noter que le traitement au plasma repose sur la création de
liaisons covalentes de type -OH en surface. En cas de traitement trop intense ou prolongé,
ces liaisons pourraient étre compromises (Chau et al., 2011). Ainsi, pour limiter les
variations du plasma et assurer un assemblage des systéemes microfluidiques, il est
recommandé de ne pas utiliser le générateur en cas de variations environnementales

importantes.

3.2. Réalisation des co-cultures cortico-spinales

Notre objectif, qui s'inscrit dans le contexte des lésions du systéme nerveux central, et
plus spécifiquement des lésions de la moelle épiniere, porte un intérét particulier sur le
faisceau cortico-spinal. Ce faisceau est le principal relais cortical de 1'information motrice
volontaire et est particulierement affecté par ce type de trauma, avec une capacité de
régénération limitée. C’est pourquoi nous avons souhaité le reproduire dans nos systemes
microfluidiques, en réalisant des cocultures de neurones corticaux et spinaux d'embryons
de souris E14.

Les cultures corticales, déja mises en place et réalisées en routine au laboratoire, ont pu
étre reproduites sans difficulté. De plus, des cocultures étaient déja effectuées dans le
laboratoire afin de reproduire, sur systéeme microfluidique, la mise en place de réseaux

neuronaux de type cortex-striatum ou cortex-hippocampe (Deleglise et al., 2013; Lassus
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et al., 2016; Magnifico, 2013; Peyrin et al., 2011). Les spécificités induites par les
cocultures, telles que l'isolation fluidique du systeme ou les densités cellulaires
différentielles, sont donc maitrisées. En effet, pour assurer qu'une proportion suffisante
d'axones du compartiment proximal rejoint le compartiment distal, la densité cellulaire
doit étre adéquate. Une densité trop élevée ou trop faible pourrait induire la mort des
cellules. En revanche, j’ai dii optimiser le protocole de culture de neurones spinaux, car
elle n’était pas en routine dans le laboratoire.

Pour respecter au mieux la regle des 3R, nous avons décidé de prélever les neurones
corticaux et spinaux a partir des mémes embryons. L'age embryonnaire E14 chez la souris
est a la fois compatible avec le développement des neurones corticaux pyramidaux de la
couche 5, ainsi qu’avec celui des motoneurones spinaux, sur lesquels projettent les
corticaux. Toutefois pour favoriser la survie des deux populations cellulaires — les
neurones spinaux étant particulierement sensibles — la plupart des préparations ont été

faites avec deux expérimentateurs.

3.2.1. Troubleshooting

Pour éviter une mortalité des neurones spinaux 24 heures apres 1'ensemencement, j’ai

identifié de nombreux points critiques a respecter, dans les étapes précoces de la culture:

a) Lors de la préparation des systeme microfluidique, il est crucial de réaliser au
moins un ringage au PBS apres le coating a la PDL ainsi qu’apres le coating a
la laminine. Ces traitements, utilisés pour favoriser 1'adhésion et le
développement des neurones, peuvent laisser des cristaux non dissous
particulierement toxiques pour les neurones spinaux, alors méme que les
neurones corticaux ne sont pas spécifiquement affectés.

b) Ensuite, il est recommandé de remplir les chambres microfluidiques avec du
milieu Neurobasal pendant au moins 30 minutes pour permettre leur
conditionnement (Southam et al., 2013). En effet, si les chambres sont remplies
avec du PBS, une mort des cellules spinales est observée, ce qui n’est pas le cas
apres le conditionnement au Neurobasal.

¢) Une fois les cellules dissociées, les neurones corticaux sont d’abord ensemencés,
suivis rapidement apres par les neurones spinaux. Les puces microfluidiques sont

ensuite incubées a 37° pendant 15 minutes afin d’assurer I’adhésion des cellules
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corticales et spinales, avant de compléter I'ensemble des réservoirs avec du
milieu.

d) Afin de maintenir la viabilité des neurones spinaux, il est nécessaire d’utiliser du
milieu conditionné par des astrocytes ou de supplémenter le milieu de culture
avec du sérum de veeu foetal (SVF) durant les premiers jours de culture. Bien
que la littérature rapporte une utilisation de 15% de SVF, 10% sont suffisants,
mais 5% sont insuffisants (Stoklund Dittlau et al., 2021a, 2021b).

e) Les deux milieux de culture doivent étre changés, d’apres la littérature, 24 heures
apreés l'ensemencement pour retirer le SVF (afin d’éviter un effet toxique)
(Schepici et al., 2022; Urzi et al., 2022). Par ailleurs, pour maintenir les cultures
sur plusieurs jours, le milieu doit étre renouvelé : tous les trois jours pour le
milieu spinal (afin assurer la disponibilité des facteurs trophiques), alors que le
milieu cortical est renouvelé tous les six jours. En tenant compte de ces exigences,
des renouvellements de milieu seraient a réaliser a DIV 1, 4, 6, 7 et 10. Ces
manipulations trop rapprochées et récurrentes induiraient un stress répété aux
neurones, qu’il est préférable d’éviter. Un compromis compatible avec le maintien
des cultures est un renouvellement a :

- DIV3 : retrait du SVF cortico-spinal et renouvellement du milieu spinal
- DIV6 : changement du milieu cortical et renouvellement spinal

- DIV9 : renouvellement du milieu spinal

3.2.2. Viabilité des cultures

Des travaux précédents de 1'équipe ont mis en évidence que les axones des neurones
corticaux atteignent le canal central a DIV3, rejoignent la chambre distale a DIV), qui
est massivement envahie a DIVS8. Cependant, en cas de cultures simples au-dela de
DIV10, les axones n'ayant pas de cibles dans le compartiment distal ont tendance a
dégénérer spontanément (figure 46A). En présence de cocultures cortico-striataux dans
des réseaux microfluidiques, une connectivité fonctionnelle est établie a partir de DIV14,

marquée par un nombre croissant de prolongements synaptiques (Peyrin et al., 2011).

Ainsi, les cocultures cortico-spinales ont été maintenues initialement pendant 14 jours,
afin d'assurer une connectivité fonctionnelle du réseau. Cependant, un marquage B3-
tubuline montre de nombreux fractionnements et le tapis cellulaire présente des trous

indiquant une mort cellulaire partielle (figure 46B). Notre objectif étant d’observer le
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devenir post-lésionnel des axones, il serait difficile de distinguer l'effet de la lésion d'un
vieillissement de la culture. Nous avons donc observé I’état des cultures plus tot. A Div9,
aucun signe de fragmentation axonale n’est observé (figure 46C). Cette durée de culture
a donc été caractérisée et conservée pour les expériences de lésion sur les cocultures
cortico-spinales (voir article).

Différents marquages réalisés a Div9 (figure 47A) montrent dans les cocultures la
présence de neurones et astrocytes morphologiquement intacts (figure 47 A et C). A
DIV13, bien que le réseau reste développé de maniere similaire (figure 47B), la B3-
tubuline commence & présenter un marquage irrégulier et ponctiforme (figure 47D). Nous
avons donc réalisé une quantification de la survie des neurones via un marquage
« Live/Dead ». Nous observons que le taux de survie des neurones corticaux et spinaux
est initialement de 80 a 90% respectivement a Div9, chute jusqu’a 50% pour les neurones
corticaux et a 75% pour les neurones spinaux a Div13 (figure 47E). Les cultures peuvent
donc étre maintenues jusqu’a 13 jours avant de se dégrader, ce qui pourrait étre attribué
a une sensibilité des neurones spinaux ainsi qu’a une dégénérescence des neurones

corticaux non connectés.
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A Neurones corticaux Div10

-
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Figure 46 — Survie des cultures au cours du temps. Marquage B3-tubuline de cultures de
neurones corticaur d’embryons de souris E14 d Divl0 (A), de neurones cortico-spinaux a Divlj
(B) et @ Div9 (C). Les cultures corticales dégénérent dés Div10, alors qu’en coculture, les réseaux
peuvent étre maintenus jusqu’a DIV13 ou les premiers signes de dégénérescence apparaissent.
Echelle 200um.

Une fois la lésion appliquée, la zone d’impact est parfaitement délimitée a la zone ciblée
par les aimants et ne varie pas dans le temps (figure 48 A-C). Compte tenu de la fragilité
du réseau et afin de confirmer que les cultures peuvent étre suivies jusqu’a 96 heures
apres la lésion, nous avons réalisé les mémes tests de survie que précédemment.
Immédiatement apres la lésion, le taux de survie des neurones corticaux et spinaux reste
d’environ 80 %. Bien que non significatif, 24 heures apres la lésion le taux de survie des

neurones corticaux diminue a 48%. Au cours du temps, la survie des neurones spinaux

163



Résultats supplémentaires

n'est pas affectée, alors que les neurones corticaux ont un taux de survie de 43 % a 96
heures post-lésion (figure 48D). Le suivi post-lésion a donc été réalisé jusqu’a 96 heures

apres la lésion réalisée a Div9, soit Div13.
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Figure 47 — Viabilité des cocultures cortico-spinales au cours du temps. (A-B) Triple

immunomarquage B3-tubuline (rouge), MAP2 (vert), GFAP (bleu) de cultures cortico-spinales
a Div9d (A) et Diw13 (B). Echelle 500um. A 9 jours, les azones corticauz ont envahi le
compartiment distal, les corps cellulaires sont maintenus dans chacune des chambres
microfluidiques et les populations neuronales s’accompagnent de cellules gliales. (C-D)
Immunomarquage B3-tubuline dans le compartiment distal & Div 9 (C) et Div 13 (D). Echelle
20um. Avec le temps, les arones se fragmentent. (E) Quantification de la viabilité des neurones
corticauz (violet) et spinauz (bleu) au cours du temps. N=2-3. Avec ldge, les neurones corticauz

et spinauzx ont tendance a4 mourir, tout en maintenant une viabilité d’environ 50% a Divl3 (soit
Div9 + 96h).
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Figure 48 — Lésion mécanique par compression appliquée d un réseau cortico-spinal de neurones
de souris E14. Marquage B3-tubuline, avant lésion, & Div9 (A) et immédiatement apreés la lésion
(B). Echelle 200um. On observe un site lésionnel clairement délimité et dépourvu d’azones. La
quantification de la taille du site de lésion a différents temps apres la lésion montre une aire de
lésion constante et reproductible (C), sans différence significative, N= 5-6, analyse Anova d un
facteur avec test post-hoc de tukey. (D) Quantification de la wviabilité des cellules corticales
(violet) et spinales (blew) apres la lésion. La viabilité cellulaire diminue 24 heures post-lésion et
est accentuée a 96 heures post-lésion pour les cellules corticales ; N= 2-3 ; *p<0.05 ; analyse
Anova a deux facteurs avec test post-hoc de Sidak.

165






Expérimentations annexes

III. Expérimentations annexes

En parallele, I'une des approches abordées par 1'équipe concerne la mise au point de
stratégies thérapeutiques pour la réparation du trauma dans le systeme nerveux. Un
intérét particulier a notamment été porté a 'utilisation d’un agent neuroprotecteur (NP)
ciblant la mitochondrie. J’ai eu 'opportunité de m’impliquer dans cette étude en cours.
J’y ai contribué, d’une part, dans I’étude de son effet in vivo sur deux modeles de lésion
(hémisection et contusion). J’ai réalisé 'analyse comparative de I’étendue de la lésion sur
des animaux traités et non-traités ; un parametre permettant d’évaluer un éventuel effet
neuroprotecteur. D’autre part, apres la mise au point de mon systéeme de 1ésion in vitro
en microfluidique et afin de valider I'intérét du modele, j’ai initié 1’étude de l'effet de
cette molécule in wvitro sur des cocultures cortico-spinales. Les résultats préliminaires
suggerent que son application pendant 24 heures permet une augmentation significative
de la régénération axonale (Figure 49A-B). De plus, 'utilisation de cette molécule apres
une lésion permet de restaurer le transport des mitochondries a un niveau controle
(Figure 49C).

Ces résultats confirment I'importance des mitochondries dans le devenir post-lésionnel
des axones et la neuroprotection apres un trauma. Ils suggerent également l'intéret
d’approfondir les mécanismes d’action de la molécule neuroprotectrice sur la fonction
mitochondriale (viabilité, phénomene de fusion/fission). Compte tenu du lien entre le
transport mitochondrial et les microtubules précédemment observé avec la trichostatine

A, il pourrait également étre envisagé de les combiner.
L’utilisation de cette molécule neuroprotectrice fait partie du travail de thése en cours

d’Alice Gaussot dans ’équipe. Les données issues de mon implication seront incluses dans

la publication liée a ce travail.
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Figure 49 — FEffet du traitement neuroprotecteur sur la régénération axonale.

Immunomarquage BS-tubuline du compartiment distal d’un réseau cortico-spinal 2
heures apres lésion par compression, sans traitement (Lesion) et aprés traitement avec
une molécule neuroprotectrice (NP) dans le compartiment distal (A) et quantification
de la régénération axonale dans le site lésionnel (B). Echelle 200um. N= 3-4 ; p =
0,0105 ; test t de student. (C) Quantification de la motilité mitochondriales par rapport
au nombre total de mitochondries viables, dans des axones contrdles/non lésés, ou en
régénération 24 heures apres la lésion, traités ou non avec une molécule neuroprotectrice.
Celle-ci permet une amélioration de la régénération axonale, qui est également associée
a une augmentation de la dynamique mitochondriale. N=38 ; ns= non significatif ;

**p<0.005 ; analyse Anova a un facteur avec test post hoc de tukey.
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Dans cette étude, nous avons pu mettre en place un modele de cocultures de neurones
corticaux-spinaux connectés dans un systeme de lésion microfluidique par compression,
pertinent pour I'étude du role des MT dans la régénération axonale. J’ai ainsi pu mettre
en évidence une amélioration de la régénération sous l'effet de I'acétylation par la TSA,
a court et plus long terme, ainsi qu’une restauration du transport des mitochondries post-
lésionnel. Cependant, malgré les bénéfices observés une restauration de la connectivité

fonctionnelle n’a pas été obtenue.

Pour nos cultures, 'utilisation de neurones embryonnaires de souris E14 permet d’obtenir
les cellules d’intérét formant le faisceaux CST simultanément a partir des mémes
embryons. A savoir les neurones pyramidaux de la couche corticale V et les motoneurones
spinaux sur lesquels ils projettent (Arlotta et al., 2005; Ballout et al., 2016; Hevner, 2007;
Molyneaux et al., 2007). Les types cellulaires présents dans nos cultures ont été identifiés
grace aux marqueurs corticaux CTIP2 et spinaux ChAT. Au niveau de la moelle épiniere,
le marqueur ISL1 couramment utilisé dans la littérature est surtout exprimé chez les
motoneurones immatures et les interneurones dl3 (Avraham et al., 2009; Hernandez-
Miranda et al., 2017; Ueno et al., 2018), alors que ChAT est préférentiellement retrouvé
dans les motoneurones matures (Gotts et al., 2016; Johns and Maragakis, 2022;
Rigamonti et al., 2016; Sances et al., 2016; Steinbeck et al., 2016). Ainsi, bien que nous
utilisions des neurones embryonnaires, ['utilisation de ChAT permet de mettre en
évidence la présence de cellules d’intérét matures.

Nous avons également retrouvé dans chacun des compartiments d’autres populations
cellulaires et interneurones (neurones glutamatergiques et gabaergiques, cellules non-
neuronales GFAP positives) également présents dans les populations cortico-spinales in
vivo, sans pour autant faire une caractérisation exhaustive (Coté et al., 2018; Gu et al.,
2017; Hughes and Todd, 2020; Markram et al., 2004; Paixao et al., 2019; Pedroni and
Ampatzis, 2019; Takuma et al., 2002). In vivo chez la souris les axones des neurones
corticospinaux de la couche V projettent sur les interneurones spinaux avant de se
connecter aux motoneurones (Gu et al., 2017; Paixao et al., 2019; Ueno et al., 2018).
Malheureusement, dans mon systéme, nous n’avons d’une part pas pu identifier sur quels
types cellulaires les neurones corticaux projettent dans le compartiment spinal et dans
quelles proportions, ni quels types de neurones corticaux projettent réellement dans le
compartiment distal. D’autre part nous n’observons pas la présence de microglie. Ces
cellules apparaissent dans le SNC a partir de E12, il serait donc attendu de les observer.
Cela indique que notre modele est un réseau assimilable a un faisceau cortico-spinal, mais
simplifié.
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Compte tenu de I’Age embryonnaire des neurones utilisés, notre réseau peut étre considéré
comme immature. Cela dépend néanmoins de la définition attendue de la maturité
(connectivité, nombres de synapses, dge des neurones..). Pour répondre a ce critere,
I'utilisation de neurones adultes in vitro n’est pas possible — a 'exception des DRG, qui
possedent des propriétés différentes. Les cultures de neurones postnataux quant a elles,
ne peuvent pas étre maintenues a long terme. D’autre part, bien que les systemes in vitro
peuvent étre prédictifs (Morrison et al., 2011), ils ne refletent pas fidélement la
complexité in vivo. Nous avons donc fait le choix d’un systéme répondant a nos attentes
afin d’adresser nos objectifs. Notre souhait était de réaliser un systeme viable, mature et
reproductible afin d’étudier la régénération et non la croissance. Nous avons pour cela
évalué plusieurs parametres, tel que le développement des neurones, la connectivité et la

survie des cellules.

Dans ce contexte, maintenir nos réseaux pendant neuf jours de culture semblait idéal et
correspondait a nos attentes. En effet, l'activité synaptique étant un préalable essentiel
pour valider la formation de réseau (Peyrin et al., 2011), et pour s'assurer de
I'établissement d’une connectivité entre les neurones du cortex et de la moelle épiniere,
nous avons réalisé des imageries calciques non-ratiométriques. Dans notre systeme, des
neurones spinaux en culture seuls ne présentent pas d’oscillation spontanée. En revanche,
lorsque connectés a des fibres corticales, les deux populations acquierent des oscillations
calciques synchrones des Div9. De plus, la stimulation des neurones corticaux par de la
bicuculline, un antagoniste des récepteurs GABA, affecte la dynamique spinale. Bien
qu’il soit déja rapporté que des neurones corticaux en culture seuls montrent des
oscillations calciques spontanées, provenant d’une connectivité intra-corticale (Lassus et
al., 2016; Peyrin et al., 2011), Pactivation des neurones spinaux en réponse & une
stimulation des neurones corticaux traduit un transfert des oscillations. Cette
connectivité est confirmée par des marquages des protéines pré- et post-synaptiques.

Bien que les axones corticaux sont présents dans la chambre spinale, et que dans un tel
modele in wvitro, un nombre limité d’axones connectés est suffisant pour établir une
synchronisation globale, des résultats précédents de 1’équipe montrent une connectivité
fonctionnelle & partir de 14 jours de culture, pour des réseaux cortico-striataux (Deleglise
et al., 2013; Peyrin et al., 2011). Les neurones corticaux-striataux et striataux in vivo
chez la souris se développent dés E12.5 mais n’établissent de synapses qu’a P3-P4 (Mesias
et al., 2023). Les neurones corticospinaux et spinaux se développent également a partir
de E12,5 et font des synapses vers PO-P2 (Welniarz et al., 2017). Ainsi par rapport aux

résultats de 'équipe, la connectivité obtenue a Div9 est inattendue pour un systeme in
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vitro. Cela pourrait s’expliquer par les milieux de culture utilisés. La littérature
comparant un milieu enrichi tel que le « Brainphys » ou un milieu « Neurobasal » enrichi
en facteurs trophiques, par rapport a d’autres milieux non enrichis (Neurobasal seul),
démontre que l'enrichissement du milieu permet une maturation axonale et synaptique
(Satir et al., 2020). Dans nos cultures, lorsque des neurones corticaux sont ensemencés
avec un milieu neurobasal-B27 contenant les mémes facteurs trophiques que ceux du
milieu spinal (GDNF, BDNF, CNTF, NT-3), leurs axones atteignent la chambre distale
en trois jours, contre cinqg dans un milieu Neurobasal-B27 sans facteur. Ainsi, dans nos
cocultures et par rapport a d’autres résultats, I'effet des facteurs trophiques du milieu de
culture de la chambre spinale pourrait étre a l'origine d’une maturité synaptique
accélérée, puisque les neurones spinaux connectés montrent des signaux calciques de
motoneurones matures, avec une dépolarisation et une repolarisation rapide et nette par

rapport a un signal plus lent dans un état immature (Sances et al., 2016).

En résumé, notre systeme permet la reconstruction d'un réseau cortico-spinal, simplifié,
unidirectionnel dans lequel les neurones post-synaptiques sont fonctionnellement
connectés aux fibres corticales. La mise en place de ces cultures représente un défi, mais
peut étre réalisée avec succes en tenant compte des spécificités des différentes populations

neuronales.

Le développement fiable et reproductible de lésion mécanique dans un contexte
microfluidique étant crucial pour avancer dans 1'étude des réponses neuronales aux lésions
et pour simuler plus précisément les conditions physiologiques et pathologiques, nos
résultats montrent plusieurs avancées et défis.

Les méthodes chimiques de lésion, bien qu'efficaces pour réaliser une axotomie, ne sont
pas toujours pertinentes selon les objectifs, comme dans notre étude. Les méthodes
mécaniques, plus proches des conditions in wvivo, nécessitent des systemes précis et
reproductibles pour appliquer des lésions contrdlées. Ainsi, le systeme de Yap et al., basé
sur la déformation d'une membrane de PDMS, offre une méthode prometteuse pour
induire des lésions par étirement. Cependant, les défis liés a 1'assemblage, 1'alignement
des canaux et a l'épaisseur de la membrane soulignent la complexité technique de cette
approche. Notre nouvelle méthode utilisant des aimants pour écraser localement la puce,
dont la caractérisation de la déformation démontre un effet mécanique attendu,
représente un outil a la fois pour le domaine des lésions de moelle épiniere mais également
pour d’autres pathologies dans lesquelles un trauma axonal est observé. Il n’est toutefois

pas exclu que, lors de la lésion, des flux de milieu soient induits dans le compartiment,

173



Discussion

provoquant en plus d’une axotomie complete, des forces de cisaillement sur ’ensemble

du compartiment.

Au vu de nos objectifs, nous avons appliqué la lésion dans la chambre distale réceptrice,
a la sortie des microcanaux, contenant des axones corticaux connectés aux cellules
spinales. L’observation du site lésionnel suggere un réarrangement axonal, avec une
régénération axonale des 24 heures post-lésion, jusqu'a 96 heures, par rapport au controle.
Cependant, deux sources d’axones sont retrouvées dans le site lésionnel — corticaux et
spinaux. Il est possible de distinguer en partie les neurones corticaux grace a la
transduction GFP, toutefois le vecteur viral utilisé ne transduit que 80% des fibres. Il
reste également impossible de différencier les axones corticaux en régénération de ceux
qui terminent leur croissance dans le compartiment distal. Cela constitue une limite
principale du modele, c¢’est pourquoi maintenir les cultures pendant 9 jours permet un
développement avancé des axones corticaux dans la chambre distale. De plus, dans nos
systemes, les axones corticaux non connectés apres 10 jours commencent a dégénérer
spontanément. Ainsi, il est envisageable que s’ils n’avaient pas rejoint le compartiment
spinal jusqu’alors, leur survie ne soit pas garantie.

Afin de répondre a ces limites et afin de mieux identifier le devenir des différentes
projections, il pourrait étre envisagé 1'utilisation de modeles transgéniques, tels qu’une
souris CTIP2-GFP pour étudier la régénération spécifique du CST, ou la souris ISL1-
YFP pour identifier les motoneurones spinaux. Nous n'avons toutefois pas eu

I'opportunité de cette mise au point, alors méme que nous validions ce nouveau modele.

Afin de suivre le devenir post-lésionnel, nous avons déterminé les temps de cultures
optimaux. Le maintien de nos cultures pendant 14 jours avant lésion, comme des travaux
précédents de I’équipe, n’est pas applicable dans notre cas en raison de la fragilité des
types cellulaires et une dégénérescence spontanée — lors de la mort spontanée des
neurones spinaux particulierement sensibles, les neurones corticaux alors non connectés
vont a leur tour dégénérer. Nous avons observé qu’il est possible de maintenir nos cultures
neuf jours avant d’y appliquer une lésion et de suivre le devenir axonal pendant 96 heures
post-lésion. Puisqu’a ce stade, 'architecture et la viabilité des cultures restent stables.
Au-dela, la dégénérescence spontanée du réseau pourrait impacter nos résultats. En effet,
nous observons 96 heures apres la lésion une diminution de la viabilité des neurones
corticaux. Cela pourrait s’expliquer par une perte de connexion de certains neurones
corticaux déconnectés par la lésion, qui dégénerent alors spontanément, comme c’est le

cas des dix jours dans des cultures corticales dépourvues de cibles.
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Une fois notre modele établi et caractérisé, nous avons pu moduler 1’état du réseau de
MT afin d’observer son effet sur la réponse post-lésionnelle. Pendant le développement
et la croissance, les microtubules jouent un role crucial pour assurer l'architecture
cellulaire et le trafic intracellulaire. Ces fonctions sont permises par un réseau en
constante évolution, dans lequel le corps axonal reste stable, tandis que l'extrémité
axonale contenant le cone de croissance doit étre dynamique pour naviguer dans
'environnement et atteindre sa cible (Lowery and Vactor, 2009). Suite & une lésion, la
stabilisation des microtubules pourrait aider a restaurer le réseau et a promouvoir la
régénération axonale (Blanquie and Bradke, 2018; Bradke et al., 2012; Hellal et al., 2011;
Ruschel et al., 2015).

Toutefois d’autres travaux montrent des résultats contradictoires sur le role de la
stabilisation et du lien entre la stabilisation et les modifications de la tubuline. En effet,
des études montrent que suite a une lésion, le réseau de MT est désorganisé et
hyperacétylé, de ce fait sur-exprimer 'enzyme de désacétylation HDAC6 ou inhiber
I’alpha-TAT responsable de I'acétylation, permettrait d’induire un réseau plus labile et
moins modifié, vers un phénotype développemental (Lin et al., 2015). Par ailleurs,
Rivieccio et al. ont montré qu’une lésion induit une surexpression d’HDACG6, et que son
inhibition permettrait de promouvoir la survie neuronale et la régénération (Rivieccio et
al., 2009). D’autres études sur des lésions du nerf optique révelent qu'un trauma n’a pas
d’effet sur le niveau d’acétylation de la tubuline dans le SNC, alors que le SNP lésé
montre un taux de tubuline désacétylée augmenté, nécessaire a la régénération (Cho and
Cavalli, 2012). Enfin, il a été démontré que la désorganisation du cytosquelette entraine
la formation d'un bulbe de rétraction et la stabilisation par le Paclitaxel induit une
diminution de ce bulbe et une augmentation de la régénération (Ertiirk et al., 2007). Afin
de clarifier ces interactions, nous avons souhaité tester des drogues qui stabilisent les M'T
(tel que le Paclitaxel ou I’épothilone) et des drogues qui affectent les modifications de la
tubuline, afin d’observer leur effet sur la capacité des axones a régénérer. Cette approche
novatrice permettra de mieux comprendre, voire combler certaines lacunes actuelles, des
mécanismes de la régénération axonale apres une lésion de la moelle épiniere, ouvrant
ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques.

Nous avons étudié dans un premier temps 'effet du Paclitaxel, une molécule stabilisant
le cytosquelette de MT, sur la régénération axonale. Récemment, le Paclitaxel a été utilisé
in vivo avec succes pour promouvoir 'extension axonale en stabilisant ’assemblage des
microtubules (Liu et al., 2023). Aprés une lésion de la moelle épiniere, les axones
endommagés forment rapidement un cone de rétractation a l'extrémité distale et la

stabilité de la tubuline diminue, ce qui entrave la régénération axonale. Liu et al. ont
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inversé ce processus in vitro par 'ajout de Paclitaxel, augmentant ainsi la régénération
axonale. Ils ont, en parallele, examiné les effets du Paclitaxel a faible dose sur la
différenciation des cellules souches neurales (CSN) in witro et sur la récupération
fonctionnelle in vivo chez des rats 1ésés. Leurs résultats in vitro montrent que le Paclitaxel
a faible dose favorise la différenciation des CSN en neurones et I'extension de leurs axones.
In wvivo, le Paclitaxel favorise I'expression de BlII-tubuline dans la lésion de la moelle
épiniere et améliore la récupération motrice. En revanche, I’étude in vitro de Liu et al.
utilise des types de neurones différents des notres, dont des DRG adultes. Des travaux
utilisant également la microfluidique ont montré que le Paclitaxel appliqué a 'extrémité
distale des axones induit une toxicité et une dégénérescence, méme sur des neurones de
DRG (Gornstein and Schwarz, 2017). Cet effet n’est pas retrouvé lorsque le Paclitaxel
est appliqué dans le compartiment somatique (Gornstein and Schwarz, 2017; Yang et al.,
2009). Dans mon systeme, appliqué immédiatement apres la lésion dans le compartiment
distal, le Paclitaxel a un effet négatif sur la régénération des axones, en nombre et en
longueur. Lorsque appliqué dans le compartiment proximal nous n’observons pas d’effet
significatif du Paclitaxel sur la régénération. Cela rejoint les résultats de la littérature en
microfluidique.

Bien que le Paclitaxel a faible dose soit considéré sans danger pour une utilisation
clinique, il est important de noter que des doses plus élevées peuvent entrainer des effets
secondaires indésirables, tels que des neuropathies périphériques, un effet neurotoxique
et hyper-stabilisateur du réseau de microtubules (Bollag et al., 1995; Gornstein and
Schwarz, 2017; Klein and Lehmann, 2021; Mitra and Sept, 2008). Ainsi, cet agent
pourrait agir en stabilisant les microtubules directement au niveau de ’extrémité axonale
distale, empéchant leur polymérisation (Klein and Lehmann, 2021), ce qui rend la
repousse axonale impossible : le cone de croissance n’est alors plus capable de croitre avec
des MT hyperstables.

Il a été démontré que le Paclitaxel impacte également le trafic intracellulaire lié aux
microtubules. En effet, le Paclitaxel réduit la vitesse rétrograde des mitochondries dans
les nerfs périphériques et bloque le transport antérograde et rétrograde des mitochondries
dans les neurones des DRG (Rovini et al., 2011)). Cela suggere que la stabilisation des
microtubules joue un role clé dans le transport des organites cellulaires. Rovini et al. ont
principalement étudié I’hypothese selon laquelle les modifications post-traductionnelles
de la tubuline influencent 'interaction entre les moteurs moléculaires et les microtubules.
Les microtubules détyrosinés et acétylés favoriseraient la liaison de la protéine motrice
kinésine-1, responsable du transport antérograde des mitochondries le long des axones.

Le Paclitaxel appliqué sur des nerfs périphériques compromet le trafic intracellulaire en
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empéchant la translocation de cette kinésine-1 dans les neurones polarisés (Hammond et
al., 2010). Ces résultats mettent en évidence la complexité des interactions entre les
microtubules et le transport axonal, pouvant impacter la régénération axonale. Cela
souligne la nécessité d’approfondir notre compréhension des mécanismes sous-jacents.
Ces résultats soulignent également que la sur-stabilisation des microtubules par le

Paclitaxel n’est pas bénéfique ni au transport cellulaire, ni a la régénération axonale.

D’autres études utilisant de 1'épothilone, un analogue structurel du Paclitaxel
démontrant moins de risque de neurotoxicité et d’hypersensibilité cellulaire, indiquent
que la stabilisation des microtubules améliore la régénération axonale, a la fois in vitro
sur des cultures de neurones corticaux de souris, et in vivo sur des modeles de lésion de
moelle épiniere de rat adulte (Bollag et al., 1995; M. Brizuela et al., 2015; Ruschel et al.,
2015). De plus, le principal inconvénient du Paclitaxel est qu’il ne traverse pas la barriere
hémato-encéphalique, alors que les épothilones peuvent pénétrer dans le SNC (M.
Brizuela et al., 2015).

L'épothilone B a déja été étudié et elle améliore la fonction locomotrice apreés une lésion
de la moelle épiniere, mais des effets indésirables de toxicité ont été mis en avant lors de
I'application quotidienne sur des souris-immunodéprimées (Ruschel et al., 2015).
L’épothilone D (un analogue de I’épothilone B) ne présente pas ce probléme de tolérance
(Chou et al., 1998). Il a été montré que l'administration d'épothilone D améliore la
régénération et la récupération fonctionnelle (Ruschel and Bradke, 2018). Nos résultats
coincident avec ceux-ci, et montrent que par rapport au Paclitaxel, I’épothilone D
améliore la régénération axonale (voir article). A ce jour, aucune donnée n’existe
concernant un effet hyperstabilisateur des épothilones. Ainsi, 'effet positif de I’épothilone
D pourrait suggérer un pouvoir stabilisant moins fort et indiquer que la stabilisation du

réseau est nécessaire, mais que la sur-stabilisation ne l'est pas.

Etant donné que 'acétylation de la tubuline est couramment associée aux microtubules
stables, tandis que la tyrosination est associée aux microtubules dynamiques, nous avons
testé des agents affectant ces modifications. En particulier, nous avons examiné des
inhibiteurs ’HDAC, qui ont déja montré des effets dans la régénération axonale sur des
neurones corticaux et DRG de rats (Cho et al., 2013; Cho and Cavalli, 2014; Gaub et
al., 2010; Rivieccio et al., 2009). Nous avons observé que dans notre modele, I'inhibition
spécifique de 'HDACG par la tubacine, n’améliore pas la régénération tandis que 'action

de la TSA augmente significativement la régénération axonale. D’autres résultats
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préliminaires de notre systéme montrent que l'utilisation de TSA induit également une

accélération de la vitesse de croissance des axones en régénération.

Afin de déchiffrer le lien, entre l'acétylation et la stabilisation, ainsi qu’avec la
régénération axonale, j'ai analysé le rapport tubuline acétylée ou tyrosinée sur l'alpha
tubuline. La quantification montre que ni le Paclitaxel, ni 1'épothilone n'affectent le
niveau d'acétylation. En revanche l'effet sur la régénération des inhibiteurs de HDAC
passe par une action sur I'acétylation des MT, qui n’est toutefois pas du méme ordre. En
effet, la tubacine induit une augmentation de 'acétylation de la partie axonale distale,
et la TSA augmente 'acétylation le long de 'axone. Les niveaux de tyrosination ne sont
pas affectés. En parallele, on observe que I’épothilone D et la TSA protegent de la
dépolymérisation induite par le nocodazole, indiquant une certaine stabilité des MT. En
revanche, l'acétylation de l'extrémité distale induite par la tubacine ne suffit pas a
conférer une résistance a la dépolymérisation induite par le nocodazole. La résistance au
nocodazole a la suite d'une stabilisation par I’épothilone D, corrélée avec les résultats de
la TSA, suggerent un lien entre acétylation et stabilité. Il n’est toutefois pas impossible
qu’'avec la TSA, l'extrémité distale dans laquelle 'acétylation n’est pas augmentée soit
dépolymérisée. En revanche, les résultats de la tubacine montrent qu’une stabilisation

distale n’est pas suffisante pour maintenir I’axone.

Alors que la tubacine et la TSA ciblent 'THDACG6 cytoplasmique, il reste incertain si elles
ont la méme action sur celle-ci. En effet, sur des fibroblastes, 100 nM de TSA ne sont
pas suffisants pour inhiber HDAC6 et induire une augmentation de la tubuline acétylée
(Matsuyama, 2002; Ptacek et al., 2023). Dans d’autres études sur des lymphocytes, la
tubacine n'affecte pas la stabilisation des MT (Haggarty et al., 2003). Leurs affinités
pourraient également étre différentes puisque la TSA affecte différentes HDAC de classe
I (HDACI1, 2, 3, 8) et II (HDAC4, 5, 6, 7, 9, 10) incluant des cibles nucléaires et
mitochondriales (Haggarty et al., 2003; Shukla and Tekwani, 2020). Il est cependant
décrit des affinités plus fortes avec les HDAC de classe I (Fleiss et al., 2012).

En parallele, dans des cultures de DRG, une axotomie entraine une perturbation des
membranes, provoquant une libération de calcium qui, par un signal rétrograde, active
la PKC (Cho and Cavalli, 2012). Cette activation permet ensuite la translocation
d’histones désacétylases nucléaires, notamment HDACS. Il est alors suggéré par Chen
and Rolls, qu’a la fois les HDAC5 ou 6 (ou les deux) seraient responsables des
changements dans 'acétylation des MT. Selon leur hypothese, HDAC6 controlerait les

niveaux normaux de tubuline acétylée dans I'axone, alors que HDACS interviendrait
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spécifiquement apres une lésion. Cette histone désacétylase exprimée apres une lésion est
transportée jusqu’au site de la lésion, ce qui entraine une augmentation de Ia
désacétylation (Chen and Rolls, 2012; Cho and Cavalli, 2012; Tang, 2014). Les auteurs
Cho et Cavalli concluent que 'augmentation de la désacétylation a lextrémité (+) des
MT prépare la régénération par un état plus dynamique des MT, et donc qu'une
stabilisation modérée, notamment par une balance d’un état stable/dynamique des MT,
permettrait une régénération. Dans notre systeme, et en se basant sur ces travaux qui
indiquent un role de HDAC 5 et 6, 'augmentation de I'acétylation uniquement distale
par la tubacine pourrait suggérer que HDACG6 se trouve préférentiellement dans cette
zone. En effet, la tubacine est spécifique de cette HDAC, pour laquelle la TSA dispose
de moins d’affinité (Fleiss et al., 2012). L’effet de la TSA sur laugmentation de
I’acétylation, dans le corps de 'axone uniquement, pourrait alors étre di a la présence
de HDACS5 dans cette zone. Toutefois pour confirmer cela, il serait nécessaire de localiser
ces différentes HDAC. Une autre possibilité est la présence de ces deux HDAC a la fois
dans le corps et I'extrémité de 'axone dans des proportions différentes.

L'effet de la TSA sur différentes HDAC expliquerait nos résultats lorsque la TSA est
appliquée sur les corps cellulaires des neurones corticaux. Dans ces conditions, nous
observons une amélioration de la repousse distale des axones corticaux. Plusieurs travaux
de la littérature ont présenté des effets épigénétiques de la TSA. L’acétylation des
histones H3 sur les résidus K9 et K14, et des histones H4 sur le résidu K16 permettrait
une décondensation et un remodelage de la chromatine responsable de I'activation des
facteurs de transcription de genes associés a la régénération (RAG) (Delcuve et al., 2012;
Gupta et al., 2023; Koriyama et al., 2014; Shin and Cho, 2017; Shogren-Knaak et al.,
2006; Weng et al., 2016; Wood et al., 2018; Zhao et al., 2021). Il est en effet démontré
que I’hyperacétylation est généralement un marqueur de geénes transcriptionnellement
actifs (Kadauke and Blobel, 2013; Tse et al., 1998; Wang et al., 2001). Bien que nos
résultats ne démontrent pas de changement dans l'acétylation de 1'histone H3K27, cela
n’exclut pas une acétylation sur les autres résidus, a l'origine de cette régulation

épigénétique. Ces résultats ouvrent donc la voie a d’autres axes de recherche.

L’effet de localisation de 'acétylation des MT permet de retrouver un motif décrit dans
les neurones en développement, dans lesquels le corps axonal est plus acétylé que
Iextrémité distale, ce qui confererait un état plus dynamique a cette extrémité pour
reformer un cone de croissance et naviguer dans I'environnement (Chen and Rolls, 2012;
Yuyu Song and Brady, 2015). Pour valider cette hypotheése, nous avons utilisé la

parthénolide, un inhibiteur d'une carboxypeptidase responsable de la détyrosination de
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la tubuline (Diekmann and Fischer, 2016; Gobrecht et al., 2016). Apres 24h de
traitement, nous observons bien une augmentation du niveau de tyrosination de la
tubuline a l'extrémité distale contenant le cone de croissance, accompagnée d’une
augmentation du branching. Les niveaux d'acétylation ne sont pas impactés et nous
n’observons pas de changement dans la régénération. Une étude récente a analysé des
cultures de neurones d’hippocampe de souris SVBP-déficiente (SVBP est une enzyme
avec une activité tubuline carboxypeptidase, responsable de la détyrosination). Ces
neurones présentent une morphologie axonale anormale avec un nombre excessif de
branches axonales et dendritiques (Sanyal et al., 2023). En parallele, des cultures de
neurones d’hippocampe de souris TTL-déficiente montrent une organisation neuronale
altérée, avec une réduction du nombre d’épines (Hosseini et al., 2022). Ces auteurs
établissent un lien entre la tyrosination de la tubuline et la dynamique des MT.
L’augmentation du branching dans nos résultats pourrait soutenir ce lien. Toutefois, nos
analyses sur les axones restent globales et il serait nécessaire d’approfondir ’état des MT
aux points de branchement. L’absence d’effet par la parthénolide sur I'acétylation et la
régénération suggere qu'un équilibre entre stabilité et dynamisme est nécessaire dans la
régénération axonale, comme cela est suggérée dans la littérature (Chen and Rolls, 2012).
Toutefois, 'association de TSA et parthénolide dans nos expériences n’améliore pas, voire
empéche, la régénération, ce qui suggere qu’'une augmentation trop importante de la
tyrosination dans le cone de croissance n’est pas favorable et soutien la nécessité d'un

équilibre entre un état stable et dynamique.

Compte tenu des effets de la TSA sur la régénération, associé a des modifications de la
tubuline, nous avons également observé ces effets dans le temps. La TSA induit une
amélioration de la régénération a 48 et 96 heures post-lésion (voir article). Toutefois
I’absence de modification des MT des 48 heures post-lésion lors de I'application de la
TSA peut majoritairement s’expliquer par l’absence de biodisponibilité du composé,
compte tenu de sa demi-vie, qui est de 10 minutes dans le plasma de souris. Il est
également rapporté que la TSA serait completement éliminée a 24h (Sanderson et al.,
2004). Cela mettrait en évidence la nécessité de stabiliser le réseau de MT dans les stades
précoces de la 1ésion. Toutefois, afin de valider cette hypothese, il faudrait observer 1’état
des MT au niveau axonal, leur résistance aux drogues dépolymérisantes ainsi que le
phénotype et la fonction mitochondriale aux mémes temps, ce qui n’a pas été approfondi
dans ce travail. Enfin, les résultats variables obtenus a 48 heures associés a des cultures
sensibles a ce stade pourrait mettre en évidence une modulation du réseau et de ses

connexions, semblable a une plasticité, afin d’assurer un réseau plus stable par la suite.

180



Discussion

L’effet positif de la TSA sur la régénération axonale jusqu’a 96 heures post-lésion et sa
demi-vie restreinte, nous ont poussés a analyser I'existence d'une fenétre temporelle pour
son application. Nous avons déterminé lors de nos enregistrements que les axones en
régénération commencent a envahir le site de la lésion 6 heures apres le traumatisme.
Cela suggere qu’apres la lésion, les axones passent par un état métastable pendant
plusieurs heures. En effet, les mécanismes de réparation axonale et de régénération
incluent un scellement de l’axone, la création d’'un centre organisateur du coéne de
croissance et finalement la formation du cone de croissance. Ces remaniements ont été
identifiés sur une durée particulierement courte, de quelques minutes & une heure, dans
des DRG de poulet ou des neurones d’aplysie (Bloom and Morgan, 2011). Chez les
mammiferes, ces remaniements ainsi que le maintien des axones dans un état métastable
pouvant régénérer ou dégénérer ont été observés dans les premieres heures et jusqu’a 4
heures apres la lésion (Filous and Schwab, 2018; Williams et al., 2014).

La mort cellulaire observée dans nos résultats lorsqu’un traitement est appliqué 4 heures
apres la lésion renforce cette hypothese. A moins que cela ne résulte d’un stress cellulaire
du changement de milieu. En revanche, lorsque 1'on attend 6 heures apres la lésion avant
d’administrer la TSA, les éveénements nécessaires a la réparation axonale identifiés par
Bloom et Morgan ont probablement été mis en place dans nos cultures, puisque la
régénération axonale est de 28%, contre 18% lorsque la TSA est appliquée
immédiatement apres la lésion. Cela est associé aux mémes changements sur les niveaux
d’acétylation et de tyrosination de la tubuline. Ces résultats renforcent la notion de

I'existence d’une fenétre temporelle pour agir sur 1'état des MT apres une axotomie.

La régénération axonale étant un processus tres énergivore (Conde and Céceres, 2009),
la fonction mitochondriale est donc d'un intérét particulier (McEwen et al., 2011;
Szelechowski et al., 2014). Dans différents modeles de lésions du systéme nerveux central
in vitro (cultures neuronal primaire embryonnaire et postnataux) et in vivo, les études
rapportent des perturbations du potentiel de membrane, de la production de ROS, de
l'expression de la protéine d'ancrage SNPH, ainsi qu'une diminution de la motilité et une
augmentation de la fission (Brooks, 2007; Han et al., 2016; Lassus et al., 2016; Magnifico,
2013; Steketee et al., 2012; Biyao Wang et al., 2021; Bing Zhou et al., 2016). Le transport
mitochondrial a donc été étudié dans des modeles ou la régénération est possible. Ainsi,
il est décrit dans le paradigme de la 1ésion conditionnée, que les axones en régénération
augmentent leur trafic vésiculaire (Mar et al., 2014). En parallele, dans des modeles de
neurones du SNC avec une capacité de régénération (PTEN-/-; SOC3-/-), les axones en

régénération présentent un taux de transport mitochondrial antérograde élevé, sans que
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le transport d’autres vésicules (synaptiques et endosomes tardifs) ne soit modifié (Cartoni
et al., 2017). Enfin, un KO de la protéine d’ancrage SNPH dans des neurones corticaux
in vitro et dans des modeles in vivo, permet, apres lésion, une augmentation du transport
mitochondrial antérograde pour soutenir la demande énergétique au site de lésion (Bing
Zhou et al., 2016). Ce transport se fait le long des microtubules, et dépend des moteurs
moléculaires tels que les kinésines. Il a été montré qu'une augmentation de l'acétylation
des MT permet le recrutement de ces protéines motrices (Dompierre et al., 2007;
Hammond et al., 2010; Reed et al., 2006; Rovini et al., 2011). Dans mon travail, j’ai
observé que la TSA restaure la motilité mitochondriale, tandis que la Tubacine,
I'épothilone D et la Parthénolide n'affectent pas ce transport. Cela suggere que la
stabilisation des microtubules est nécessaire pour le trafic des organelles et que la motilité

mitochondriale est améliorée par 1'acétylation de la tubuline le long des axones.

Chez la drosophile, les mitochondries communiquent leur état bioénergétique et celui de
leur potentiel Redox a la cellule, pour le maintien de I'homéostasie, par un signal
mitochondrial rétrograde. Des contacts au niveau nucléaire permettent alors d’induire la
transcription de génes nucléaires de pro-survie (tels que ceux contrdlés par la voix NF-
kB), ou de genes permettant I'approvisionnement des mitochondries en précurseur
nécessaire au cycle TCA (oxaloacétate, Acétyl-CoA, glutamate...) (Cagin et al., 2015;
Desai et al., 2020). Ainsi, des dysfonctions des mitochondries neuronales induisent une
réponse rétrograde de survie des mitochondries. Ces mécanismes sont également
retrouvés dans des lignées humaines de cancer du sein (Desai et al., 2020). Ainsi, dans
nos résultats, la restauration du transport mitochondrial pourrait soutenir la régénération
par un effet a la fois rétrograde et antérograde.

Nous observons également une restauration des processus de fusion et de fission. Ces
résultats pourraient suggérer que la TSA augmente la dynamique mitochondriale vers
des zones cruciales pour compenser le déficit énergétique nécessaire a la régénération, soit
par un lien direct de I’état des microtubules, soit indirect. Pour mieux identifier ces
phénomenes impliqués, il pourrait étre pertinent de réaliser des observations similaires
dans un modele présentant un défaut de transport mitochondrial, par la surexpression
de Parkin ou SNPH, ou un défaut de dynamique mitochondriale en agissant sur la
surexpression d'OPA1 ou l'inhibition de Drpl. En effet, il est déja rapporté que
I'inhibition de la fission prévient les dommages axonaux (Lassus et al., 2016). En
parallele, des observations similaires pourraient étre réalisées sur des modeles présentant
un défaut de l'acétylation des MT. Cette modification étant caractéristique des

microtubules qui résistent a la dépolymérisation induite pharmacologiquement, elle
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permettrait apres une lésion de préparer l'axone a supporter la dynamique et la
croissance, tout en maintenant un équilibre entre stabilité et dynamique (Bouquet et al.,
2004).

En considérant l'effet bénéfique du traitement a la TSA sur la régénération axonale
jusqu'a 96 heures, nous nous sommes demandé si cette régénération pourrait également
restaurer la connectivité du réseau. Sur les enregistrements calciques, 'ajout de TSA est
associée a une stabilisation du signal de la réponse des neurones corticaux et la mise en
place d’une fréquence corticale, des 48 heures post-lésion. Dans des lésions non traitées,
les variations de signal continuent jusqu’a 96 heures apres la lésion, sans la mise en place
de motif d’oscillations rythmiques. Toutefois, aucune synchronisation n’est retrouvée.
Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’a 96 heures, de nouvelles synapses ne sont
probablement pas encore formées. Cependant, compte tenu de 1’age total de la culture et
de la fragilité du réseau, il reste délicat d'envisager des enregistrements similaires au-dela
de 96 heures post-lésion, compatibles avec la formation de nouvelles synapses potentielles.
Dans les travaux de Mironov et al., il est établi que la stabilisation du réseau de MT par
le Paclitaxel permet de maintenir, via une interaction avec la dynéine et la kynésine, la
structure et le positionnement d’organelles telle que les mitochondries ou le réticulum
endoplasmique (RE) a proximité. Le Paclitaxel induirait également une dépolarisation
de la membrane des mitochondries, libérant un efflux de Ca24. Ce calcium active la
libération de Ca2+ du RE, ce qui conduit a des pics calciques spontanés (Mironov et al.,
2005). Ces signaux ressemblent a ceux observés dans nos expériences avec de la TSA a
96 heures. Pour vérifier cette hypothese de 'effet de la TSA sur les flux calciques, il serait
nécessaire de vérifier si la TSA apres 96 heures induit réellement une stabilisation des
MT.

Il est également important de considérer que les signaux calciques observés de maniere
globale dans les chambres sont le reflet de plusieurs signatures calciques (neurones lésés
et non 1ésés, interneurones, cellules gliales...) qu’il est difficile d’individualiser en imagerie
non-ratiométrique. En parallele, la régénération axonale a elle seule ne signifie pas la
reconnexion des axones avec leurs cibles initiales (Squair et al., 2023).

Pour conclure cette étude, compte tenu de l'ensemble des résultats observés jusqu'ici,
nous avons envisagé la combinaison de certaines conditions. Toutefois, 'administration
conjointe de TSA dans les compartiments proximaux et distaux, ou de TSA et de
parthénolide empéche la régénération. Cela pourrait résulter d'une instabilité du réseau

post-lésionnel face a des changements trop excessifs. Il est toutefois possible de considérer
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que I'ajout simultané n’a pas d’effet synergique. En I'absence de résultat satisfaisant, ces
expérimentations n’ont pas été approfondies.

En parallele, considérant 1'effet des facteurs trophiques présents dans le milieu spinal sur
le développement des neurones spinaux et sur la maturité synaptique du réseau, afin
d'éviter que les effets sur la régénération observés ne soient attribués a ces facteurs, le
milieu post-lésionnel de nos expériences est uniquement composé de Neurobasal-B27.
Toutefois, 'effet bénéfique déja rapporté dans la littérature (Stoklund Dittlau et al.,
2021a; Zahavi et al., 2015) et l'effet supposé sur notre connectivité, ont conduit a évaluer
'utilisation d’un milieu post-lésion supplémenté en facteurs trophiques (GDNF, BDNF,
CNTF, NT-3). Dans des conditions ot aucune régénération n’est observée — application
conjointe de TSA dans les compartiments proximaux et distaux ou de TSA et de
Parthénolide simultanément — I'utilisation d’un milieu enrichi en facteurs de trophiques
permet d’observer une régénération. L’enrichissement de ce milieu pourrait donc avoir
un effet bénéfique en empéchant la dégénérescence et en stimulant la régénération.
Toutefois, ces expériences préliminaires n’ont pas été approfondies. Avant de pouvoir
conclure a un effet, il serait nécessaire de reproduire les expériences de lésion sans drogue,
afin d'approfondir les analyses de régénération pour valider si ce milieu enrichi favorise
effectivement la régénération.

Enfin, les résultats concernant 1'activité du réseau enregistré par imagerie calcique avec
ce milieu supplémenté ne montrent pas de différence sur une resynchronisation cortico-
spinale. En revanche, on observe une fréquence d’activité des neurones corticaux
particulierement élevée. Une hypothese pourrait étre l'existence d’un lien entre
I’amélioration de la régénération axonale et ce profil d’activité. De plus, étant donné
I'effet potentiel de ce milieu sur la maturité synaptique, un effet pourrait étre plus visible
a 96 heures apres lésion. Toutefois ces expériences étant complémentaires, elles n’ont pas
été pas pu étre approfondies dans ce travail, mais gagnerait a ’étre dans un contexte
thérapeutique afin de cibler différentes composantes d’une lésion, et induire un effet
chemoattractif sur le guidage axonal, déja abordé dans la littérature (Anderson et al.,
2018; Blesch and Tuszynski, 2007; Squair et al., 2023). Ce modele se préte
particulierement a ce type de criblage et la validation in vitro de thérapeutiques, tel que
le démontre les derniers résultats de ce travail sur I'utilisation d’un agent neuroprotecteur

sur les mémes lésions.
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Conclusion et perspectives

En résumé, dans cette étude, j'ai développé un nouveau dispositif microfluidique in vitro
simple et reproductible pour effectuer des lésions mécaniques par compression, applicable
a de nombreux traumatismes observés in vivo. Ce dispositif est déja utilisé par d’autres
doctorants de 1'équipe. J’ai également pu développer un réseau de neurones cortico-
spinaux synaptiquement fonctionnel, afin de reproduire un faisceau CST et mimer des
lésions de la moelle épiniere in vitro. Ce dispositif, qui comble le manque d'organisation
spatiale des cultures in vitro conventionnelles, offre un outil précieux pour étudier les
mécanismes de régénération et de dégénérescence axonale et pour développer de nouvelles
approches thérapeutiques pour les 1ésions de la moelle épiniere. Il ouvre également la voix
aux investigations des mécanismes régissant d'autres pathologies de lésions axonales

telles que les traumatismes craniens (TBI), ainsi que sur différents réseaux neuronaux.

Les résultats décrits indiquent des découvertes importantes concernant 1'état des MT et
sa relation avec la dynamique des mitochondries dans la régénération axonale. Nous
montrons que l'acétylation induit la stabilisation des réseaux de MT et soutient le
transport des mitochondries pour la régénération axonale. Il a été démontré que la TSA
a également des effets a d'autres niveaux : réduction de l'inflammation, différenciation
des OPC, récupération fonctionnelle chez des souris dystrophiques, neuroprotection des
motoneurones spinaux dans des modeéles d'amyotrophie (Liu et al., 2014; Minetti et al.,
2006; Moreira et al., 2003; Zare et al., 2019). De plus, la stabilisation des microtubules,
notamment par le Paclitaxel, ainsi que 'utilisation d’inhibiteurs de HDAC auraient un
effet sur la cicatrice gliale (Gao et al., 2022; Hellal et al., 2011; Hendrix et al., 2020;
Sengottuvel et al., 2011; Zare et al., 2023).

Ces résultats mettent en lumiere le potentiel de certaines molécules pour favoriser la
régénération et la réparation neuronale apres une lésion, offrant des pistes prometteuses
pour le développement de thérapies régénératives. Ils soulignent également la complexité
des réponses cellulaires a la 1ésion et la nécessité de cibler plusieurs aspects de ces réponses
pour atteindre une réparation efficace du systéme nerveux. Bien que les résultats soient
prometteurs, il reste toutefois a élucider les mécanismes moléculaires précis par lesquels
ces traitements exercent leurs effets, ainsi que leur applicabilité dans des modeles de
lésions plus complexes et dans des contextes in vivo. Les effets sur la synchronisation
neuronale et la fonction synaptique suggerent également l'importance d'une approche

holistique pour restaurer la fonctionnalité du systéme nerveux apres lésion.
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Résumé

Une lésion traumatique du systéme nerveux central (SNC) induit des mécanismes cellulaires et
moléculaires conduisant a des dysfonctions irréversibles. En plus d'un environnement post-lésionnel non
propice a la régénération axonale, le stress mécanique rend les neurones vulnérables. Au niveau
moléculaire, la dégénérescence axonale est associée a des dommages mitochondriaux et une chute
d'énergie, a une déstabilisation du cytosquelette notamment des microtubules (MT) et finalement a la
dégradation de l'axone. Il est montré que la stabilisation des MT ou le repositionnement des
mitochondries, via le réseau de microtubules, stimule la croissance des axones en comblant les déficits
énergétiques. Ainsi, les mitochondries et les MT sont essentiels pour déterminer le devenir de I'axone,
ce qui souligne l'importance de comprendre leur dynamique et leur régulation. Cependant, les
mécanismes précis de I’interaction entre les mitochondries et les microtubules dans les axones post-
lésionnels ne sont pas encore totalement élucidés. L'objectif de cette étude est de développer un modele
in vitro pour reproduire des réseaux simplifiés du SNC et effectuer un trauma mécanique afin de
déchiffrer les processus de repousse axonale, en évaluant la dynamique des microtubules et des
mitochondries et son influence sur le devenir des axones. Nous hous sommes particulierement intéressés
au faisceau corticospinal (CST), dont les axones posseédent une faible capacité de régénération. Nous
avons reproduit in vitro un faisceau orienté et fonctionnellement connecté assimilable au CST, dans un
nouveau systeme microfluidique. Ce dispositif permet I'application d'une lésion mécanique par
compression, suivie d'une régénération axonale. En utilisant une approche pharmacologique pour
moduler la stabilité des microtubules, la dynamique des mitochondries est analysée, ainsi que le devenir
des axones apres la Iésion. Nos résultats révélent qu'une acétylation accrue des microtubules dans I'axe
des axones en régénération est associée a des MT stabilisés, qui restaurent la motilité des mitochondries,
favorisant ainsi les mécanismes de régénération. Ces résultats soulignent le potentiel des médicaments
ciblant les MT dans le développement de stratégies thérapeutiques.

Mots clés : réseau in vitro ; microfluidique ; faisceau cortico-spinal ; Iésion mécanique ; modification
des microtubules ; dynamigue mitochondriale ; régénération axonale.

Abstract

A traumatic lesion in the central nervous system (CNS) induces cellular and molecular mechanisms
leading to irreversible dysfunctions. In addition to a non-permissive post-injury environment,
mechanical stress also rends neurons vulnerable. At molecular level, axonal degeneration is associated
with mitochondrial damage and energy drop, cytoskeletal destabilization, particularly microtubules
(MT), and finally axonal degradation. It has been shown that stabilizing MTs or mitochondria
repositioning via the microtubule network, stimulates axon growth and branching by rescuing energy
deficits. Thereby, mitochondria and MT are essential in determining the axon fate, highlighting the
importance of understanding their dynamics and regulation. However, the precise mechanism
underlying the connection between mitochondria and microtubules in post-injured axons are not well
elucidated. The objective of this study is to develop a simple in vitro model to reproduce CNS networks
and apply mechanical trauma to decipher the processes of axonal regrowth by evaluating the dynamics
of microtubules and mitochondria and their influence on axonal fate. We particularly focused on the
corticospinal tract connecting to spinal cord neurons, whose axons have a low regenerative capacity
after a spinal cord injury. We have successfully developed an in vitro set-up of an oriented and
functionally connected corticospinal network, within microfluidic system. This device allow the
application of mechanical injury by compression, followed by axonal regeneration. Using a
pharmacological approach to modulate MT stability, we analyzed mitochondrial dynamic and axon fate
after injury. Our findings reveal that enhanced MT acetylation in regenerating axon shaft is associated
with stabilized MTs, that restore mitochondrial motility thereby promoting neuronal repair mechanisms.
These results underscore the potential of MT-targeting drugs in developing therapeutic strategies after
injury.

Keywords: in vitro network; microfluidic; corticospinal tract; mechanical injury; Microtubule
modification; Mitochondrial dynamic; axonal regeneration
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