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Résumé et abstract  
 

Résumé : Les paraplégies spastiques héréditaires (PSHs) forment un large groupe de 

maladies génétiques caractérisées par une dégénérescence des fibres sensitives ascendantes 

et des axones des neurones moteurs centraux contrôlant les mouvements volontaires. Les 

patie ts souff e t d’u e pa al sie p og essive des e es inférieurs (formes pures) 

couplée dans certains cas à des troubles cérébraux (formes complexes). Les mutations du 

gène SPAST (SPG4) codant pour la protéine spastine sont responsables de plus de 40 % des 

formes pures autosomiques dominantes des PSHs. Cette protéine a pour fonction le clivage  

des microtubules et contrôle par ce biais différents processus cellulaires associés à leurs 

dynamiques d’asse lage. A ce jour plus de 300 mutations de la spastine ont été 

répertoriées, la plupart touchant le domaine enzymatique responsable du clivage. 

Cependant, les liens entre mutants et les différents degrés de sévérité pathologique ne sont 

pas o us. Pou  e pli ue  l’appa itio  et/ou la p og essio  de ette pathologie, deu  
mécanismes ont été proposés : une réduction du clivage dû à la édu tio  de l’e p essio  de 
la spasti e haploi suffisa e , ou l’appa itio  d’u e fonction toxique de certains mutants de 

cette protéine. En raison de la grande longueur des axones des neurones moteurs, les 

défauts de transport ont été proposés pour expliquer la survenue de dilatations axonales 

observés chez certains patients et dans différents modèles cellulaires.  

A l’aide de eu o es de sou is i a t l’effet d’haploi suffisa e, ous avo s dé o t é que 

l’a se e de spasti e e t aî e u e aug e tatio  séle tive de l’a ét latio  des i otu ules 
au niveau axonal. Cet effet est associé à une augmentation de la vitesse du transport 

antérograde des vésicules membranaires contenant la protéine VAMP7, une v-SNARE 

impliquée dans la croissan e a o ale et l’e pa sio  e a ai e. Nos ésultats sugg e t 
ue l’a ét latio  des i otu ules joue ait u  ôle critique dans la sélectivité du transport 

antérograde via le jeu des moteurs moléculaires de type kinésines. Dans notre cas, 

l’a ét latio  affecte KIF5A, une kinésine dont la fonction est majoritairement liée au 

transport de VAMP7. Des déséquilibres du transport de composés nécessaires au 

métabolisme cellulaire et à la su vie de l’a o e induiraient la dégé é es e e de l’affé e e 
neuronale. Dans un second temps, nous avons généré différentes constructions sauvages et 

mutées des formes lo gue M  et ou te M  de la spasti e afi  d’é lai i  leu s 
localisations et leurs fonctions cellulaires. Il a été démontré précédemment que certaines 

mutations faux-sens génèrent des protéines M1 associées à un sous-ensemble de 

microtubules et incapables de les cliver,  ce qui pourrait expliquer leurs effets néfastes sur la 

dynamique des microtubules. Il faut note  u’u e même mutation affecte de la même façon 

les formes M1 et M87, codées par le même gène. Le rôle de l’isofo e M87 dans 

l’appa itio  ou la p og essio  de PSHs est encore méconnu. Nos données montrent que les 

isofo es M  et M  po teuses d’u e e mutation forment des fagots sur des sous-

ensembles distincts de microtubules. Elles ind uisent aussi une augmentation significative de 
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l’a ét latio  de la tu uli e dépe da te de l’e z e TAT1. Cependant, les fagots associés à 

la protéine M87 mutée apparaissent moins résistants aux agents pharmacologiques utilisés 

dans cette étude et ne semblent pas se produire pas sur nos cultures de neurones. Par  

l’aug e tatio  de l’a ét latio  et la fo atio  de fagots, les uta ts pe tu e t néanmoins 

la stabilité du réseau de MTs ce qui pourrait influencer le transport de composés le long de 

l’a o e. Le trafic axonale de VAMP7 est  ainsi fortement affecté au niveau des microtubules 

décorés par la protéine M1 mutée. Ces do ées o fo te t l’h poth se ue les uta ts de 

M  joue aie t u  ôle ajeu  da s l’appa itio  des PSHs liées à la spasti e. 
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Abstract: Hereditary spastic paraplegias (HSPs) are a group of heterogeneous inherited 

disorders characterized mainly by a progressive lower limb spasticity and weakness due to a 

degeneration of ascending sensory fibers and corticospinal tract axons. Mutations in the 

SPAST (SPG4) gene, which encodes for the spastin protein, are the most common causes of 

autonomic dominant HSPs and account for 40% of pure autosomic dominant HSPs cases. By 

its ability to sever microtubules spastin can regulates their dynamics and thereby different 

cellular process depending on the microtubules network. To date, more than 300 mutations 

have been identified for spastin, and most of them affect the enzymatic activity of the AAA 

ATPase spastin domain responsible for microtubules severing. Up to now, no functional links 

have been identified between the type of mutation and the severity of clinical symptoms of 

HSPs. Two mechanisms have been proposed as a cause for the HSP linked to SPAST-

mutations: the first one relies on the reduction of the expression levels of this protein, i.e. 

haplo-insufficiency; the second suggests a "negative gain-of-function" for some spastin 

mutations. At the cellular level, deficit in axonal transport has been proposed as a main 

cause in the onset of the disease and to account for the axonal swelling, the prominent 

pathological phenotype observed in patients and neuronal models carrying SPAST 

mutations.  

Using a neuronal mouse model of SPG4 which reproduce the haploinsufficiency mechanism 

of the pathology, we demonstrated that the anterograde velocity of membrane cargos 

containing VAMP7, a v-SNARE implicated in axonal growth and membrane homeostasis, is 

enhanced within axons. We showed further that the level of acetylated tubulin is significant 

increased in this model. These results suggest that the lack or impairment of spastin 

expression induces a moderate increased level of acetylated tubulin accompanied by an 

enhanced activity of molecular motors of the kinesin-1 family and as a consequent an 

increase of the anterograde velocity of axonal cargoes such as VAMP7 vesicles. The 

alterations of these molecular mechanisms may be involved in the formation of axonal 

swelling and overall in the onset and/or progression of the SPG4-linked neurodegeneration. 

We also generated here different constructs of the longest (M1) and shorter (M87) isoforms 

of spastin in order to enlighten the subcellular localization and function of the wild-type and 

uta ts’ fo s of these p otei s. I deed, it has ee  sho  that so e utatio s of SPG  
led to inactive M1 spastin that decorate a subset of microtubules. These mutants may be 

implicated in the negative gain of function mechanism as stated above. In addition, it is 

worthy to note that a same mutation can both affect the M1 and M87 spastin isoforms but 

to date the role of M87 in the onset and progression of HSPs is largely unknown. In the 

present work; we showed that M1 and M87 carrying the same mutation decorate two 

different subset of microtubules bundles. Both mutants induce an increase of the level of 

acetylated tubulin depending on the activity of the TaT1 enzyme. However, microtubule 

bundles decorated by the mutated M1 are more resistant to different pharmacological 

treatment than microtubules decorated by the mutated M87. Moreover, the latter seems 

not to induce bundles in cortical neurons in culture. The increases of tubulin acetylation and 
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the formation of microtubule bundles induced by spastin mutants may perturb axonal 

transport which may be implicated in the negative gain of function mechanism of these 

mutants. Interesting, the axonal transport of VAMP7 vesicles is strongly impaired along 

microtubules decorated by M1 mutants. In conclusion these data suggest and reinforce the 

hypothesis that mutants of M1 spastin are primarily involved in the onset and/or 

progression of HSPs linked to SPG4. 
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Introduction générale 
 

Les paraplégies spastiques héréditaires (PSHs), aussi appelées maladies de Strumpell-Lorrain, 

forment un large groupe de neuropathologies génétiques décrites dès la fin du XIXème 

siècle. Il reste néanmoins difficile d’asso ie  lai e e t u  s d o e li i ue au groupe des 

PSHs. Les principales caractéristiques cliniques sont :  

 une rigidité musculaire  

 une faiblesse progressive des membres inférieurs 

Les études post-mortem de patients PSHs ont montrées principalement une dégénérescence 

axonale des neurones du cortex moteur au niveau du tractus corticospinal (constatée au 

a i u  jus u’au iveau de la moelle épinière thoracique), et, dans une moindre mesure, 

une dégénérescence globale des axones au sein du fasciculus gracilis (observée au maximum 

jus u’au iveau de la égio  e vi ale . Il est i té essa t de ote  ue t s peu de o t de 
cellules neuronales a été rapportée, caractérisant ce type de pathologie comme des 

axonopathies génétiques (Fink et al. 2013). Les PSHs sont des maladies rares, avec une 

prévalence variant de 1,2 à 9,6 pour 100 000 individus en Europe. Pour la France, les chiffres 

de prévalence, probablement sous-estimés, indiqueraient 30 patients par millions soit 

environ 2000 personnes atteintes. Le mode de transmission génétique des PSHs varie selon 

les mutations : autosomique dominante (une copie mutée du gène suffit pour développer la 

pathologie, ce qui représente environ 70% des cas de PSHs), autosomique récessive (environ 

25% des cas, deux copies mutées sont nécessaires) ou même liés au chromosome X (moins 

de 5%). 

Actuellement, plus de 70 loci génétique (Novarino et al. 2014; Lo Giudice et al. 2014) ont été 

recensés définissant autant de types de PSHs monogéniques différents. Chaque type de PSHs 

peut se manifester cliniquement soit pe da t l’e fa ce (20% des PSHs sont dites juvéniles) 

soit à l’âge adulte % des as pathologi ues . Le iveau d’ha di ap du patient est corrélé 

uniquement au deg é d’attei te de la moelle épinière (pour les formes pures) ou couplé à la 

présence de troubles neurologiques cérébraux (les formes complexes s’asso ie t avec des 

as d’ata ie, d’épilepsie, de eta d mental ou de dégradation cognitive). De plus, le degré de 

p og essio  pathologi ue d’u  uta t va ie selo  la ésista e atu elle des patie ts de 
faiblesse musculaire à paralysie progressive). Tout ceci contribue à définir un cadre 

complexe dans lequel il ’existe aujourd'hui pas de liens direct entre le type monogénique 

de PSHs (par exemple la SPG4), une mutation touchant la protéine cible (exemple : une des 

300 mutations répertoriées sur la protéine spastine), et les éléments physiopathologiques 

observés chez le patient frappé de PSHs (raideur musculaire ou paralysie complète). En 

raison de cette grande complexité des PSHs, il ’e iste aujou d’hui que des traitements 

palliatifs visant à réduire la rigidité et la faiblesse musculaire. Différentes molécules sont 

ainsi utilisées par voie orale ou par injection intrahécale dans le but de réduire la réponse 
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calcique source de la contraction du muscle squelettique, de favo ise  l’e t ée du chlore et 

l’e ti tio  de la épo se us ulai e ago iste du é epteu  GABA  ou enfin d’a tive  u e 
cascade cellulaire couplée au  p otéi es G, éduisa t l’a tivité du s st e e veu  e t al 
(agoniste 2-adrénergique). Dans certains cas, une injection locale de toxine botulique 

permet d’i hi e  la li é atio  d’a ét l holi e au niveau de jonctions neuromusculaires et 

ainsi de contrôler la contraction des muscles visés (Fink et al. 2013). 

Le gène SPG4, codant pour la protéine spastine (Sp), fut découvert en 1999 (Hazan et al. 

1999). Démontré comme étant impliqué dans 40% des formes pures et dans 20% des formes 

complexes (Lo Giudice et al. 2014), ’est la p incipale cause connue de cas de PSHs 

autosomique dominante. Plusieurs isoformes de la protéine existent, toutes responsable du 

clivage des microtubules. Plus de 300 mutations ont été répertoriées sur la spastine, la 

plupart touchant le domaine responsable de cette fonction enzymatique. Peu d’i fo atio s 
pe ette t à e jou  d’é lai e  les mécanismes moléculaires permettant de comprendre les 

liens entre mutations de la spastine et pathologie. Différents modèles laissent penser que la 

perturbation du transport axonal joue un rôle important dans la mise en place de la 

dégénérescence. On ne sait cependant pas e o e si ’est la édu tio  de p odu tio  de 
protéines effet d’haploi suffisa e  ou bien la présence du mutant lui-même par un « gain 

de fonction » ui se ait à l’o igi e des effets neurotoxiques. 

Une lignée de souris SPG4 knock-out a été développé au sein du laboratoire SABNP par 

l’é uipe du p ofesseu  Melki (Tarrade et al. 2006). E  s’appu a t ota e t su  ce modèle 

murin, cette thèse vise à évaluer l’i pa t sur le transport axonal de différents cargos de 

l’absence de spastine ou de l’e p essio  de mutants associés à la pathologie humaine. Nous 

avons également cherché à éclaircir les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu,  

et d’a al se  l’effet de p otéi es asso iées au  i otu ules MAP  sur la localisation 

différentielle de ces constructions. 

Les résultats obtenus ont permis de lier la réduction de la spastine à une perturbation locale 

de l’a ét latio  des icrotubules. Les cargos véhiculés par des moteurs moléculaires 

spécifiques, sensibles aux niveaux de cette MPTs, voient leurs transports déréglés. De 

même, il apparait que l’e p essio  de uta ts induit u e aug e tatio  d’a ét latio  des 

microtubules et jouerait un rôle dans la réduction du transport axonal. La diversité de 

localisation des isoformes, ainsi que leurs capacités à répondre différemment aux 

traitements suggèrent la mise en place de voies de régulation biochimiques différentes. Nos 

travaux s’i s ive t da s u  o te te où les do ées de diffé e tes sou es suggèrent 

l’e iste e de lie s spé ifi ues e t e utatio s de la spasti e et phé ot pe défi ies. Nos 

ésultats o t i ue t à ette d a i ue e  te ta t d’asso ie  des mécanismes cellulaires à 

des isoformes mutées. La perspective de relier à long terme les phénotypes cliniques aux 

effets cellulaires induit par une mutation pe ett a d’e i hi  les do ées utiles à la 
recherche thérapeutique et au développement de traitements préventifs ou curatifs. 
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Etat de l’a t 
 

I. Le contrôle des mouvements par le cortex moteur  

Le contrôle de l’a tivité us ulai e s ueletti ue est sous la dépendance de l’a tivatio  
cérébrale des aires du néocortex qui pe ette t la pla ifi atio , le o t ôle et l’e é ution du 

mouvement volontaire. Le cortex moteur peut être divisé en différentes régions : 

 Le cortex moteur primaire : aussi appelé aire 4 de Brodmann ou gyrus précentral. En 

1957, la stimulation électrique de ces zones par Penfield déclenche des contractions 

musculaires très localisées et permet de dessiner le 1er homonculus moteur (voir 

Figure 1, p.18). Le cortex moteur primaire initie une grande partie des influx nerveux 

transitant le long de la moelle épinière. Il est i pli ué da s l’e é utio  du 
mouvement, mais d’aut es ai es é é ales participent également à cette fonction. 

 L’ai e p ot i e : i tég ée da s l’ai e  de Brodmann du cortex. Elle contribue à 

l’i tég atio  des i formations sensorielles dans la préparation et l’o ie tatio  du 

ouve e t. L’ai e p é ot i e est le plus souve t i pli uée da s le o t ôle des 

us les p o hes de l’a e du o ps. 
 L’ai e ot i e suppl e tai e : se o de pa tie de l’ai e . Cette ai e est impliquée 

da s la pla ifi atio  de ouve e ts o ple es et la oo di atio  d’a tio s 
impliquant les deux mains.  

Les informations sensorielles, auditives et visuelles contribuent à définir le cadre du 

mouvement et jouent un rôle dans son contrôle. Dans le cadre des PSHs, la dégénérescence 

axonale débute principalement au niveau du tractus corticospinal, un élément constitutif de 

la moelle épinière.  
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Figure 1 : Reproduction de l’ho o ulus moteur (Penfield et al, 1957).  

Par stimulation corticale directe, il a été démontré un lien entre un mouvement spécifique et l’a tivatio  d’une aire 
motrice précise. Les surfaces allouées sur le cortex sont proportionnelles à la complexité des mouvements effectués.  

 

II. Le tractus corticospinal et les neurones corticaux 

Un neurone est une cellule spécialisée dans le traitement et/ou la transmission 

d’i fo atio s. À cette fonction spécifique est associée une forme particulière du neurone, 

qui possède un corps cellulaire (le soma) entouré de plusieurs ramifications plus ou moins 

longues. Les ramifications plutôt courtes sont appelées dendrites et servent à la fois à 

communiquer comme à se nourrir. En règle générale, l’a o e est le canal de transmission de 

l’i fo atio , le « bras » le plus long du neurone. En connectant leurs dendrites à différents 

axones, les neurones forment un réseau sophistiqué edist i ua t l’i fo atio  da s les 
différentes aires cérébrales. 

Il existe plusieurs types de neurones, classés selon leurs fonctions ou selon les aires 

cérébrales dans lesquelles ils interviennent. Durant la gastrulation, des gradients de 

molécules sécrétées o e les BMP, W t ou SHH  pe ette t la diffé e iatio  d’u e 
partie du tissue en neuro-e tode e aussi appelé pla ue eu ale. Du a t l’étape de 
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neurulation, cette plaque va former le tube neural et la crête neurale, points clés permettant 

la régionalisation des aires cérébrales. Depuis l’épithéliu  de la zo e o da t les ve t i ules, 
la neurogenèse est ise e  pla e au t ave s d’u e p olifé atio  assive des ellules sou hes 

et de la fo atio  de p ogé iteu s eu o au . La ig atio  de es p ogé iteu s à l’e té ieu  
de la zo e ve t i ulai e pe et l’asse lage e   ou hes o ti ales supe posées du o te  
cérébral (Angevine et al. 1961). La différentiation du progéniteur en neu o e s’effe tue u e 
fois l’i pla tatio  éalisée au sei  d’u e ou he o ti ale ‘aki  et al. . L’attei te des 
neurones corticaux et de leurs axones est un phénomène commun à de nombreuses 

conditions pathologiques comme les lésions (vasculaires, traumatiques) ou des maladies 

eu odégé é atives PSHs, s lé ose laté ale a ot ophi ue, aladie d’Alzhei e  … . Chez 
les mammifères, les axones les plus longs proviennent des neurones pyramidaux du cortex 

oteu  et pa ti ipe t à l’éla o atio  et au o t ôle du mouvement. Ces cellules sont 

majoritairement de type glutamatergique, capables de « dialoguer » notamment avec des 

neurones cholinergiques situés au sein de la moelle épinière qui assurent le passage de 

l’i fo atio  ot i e aux cellules musculaires. Le tractus corticospinal fait partie, tout 

o e le t a tus o ti o ul ai e, du fais eau p a idal ui o t ôle l’e se le de la 
ot i ité volo tai e. Chez l’Ho e, le t a tus o ti ospi al fo e u e voie ui elie les 

corps cellulaires des neurones pyramidaux, localisés dans la couche V du cortex moteur, aux 

motoneurones et interneurones périphériques nécessaires à la préhension et à la 

locomotion. 

La représentation de la Figure 2 (voir p.20) montre les axones des neurones moteurs 

centraux qui décussent en grand nombre au niveau médullaire pour former le tractus latéral. 

Les axones conservés en ipsilatéral constituent le tractus ventral. L’e se le de es axones 

établissent des synapses directement ou indirectement au niveau de la corne antérieur de la 

moelle épinière avec les neurones moteurs périphériques. Ces derniers font synapse sur les 

jonctions neuromusculaires et régulent la contraction des muscles squelettiques. Le tractus 

corticospinal est un des plus grand neurotractus hez l’ho e. Le faible nombre 

d’i te édiai es  assu e u e t a s issio  t s apide du sig al. La longueur des axones des 

neurones moteurs centraux peut atteindre 1 mètre. Ces axones sollicitent une machinerie 

o ple e et fo tio elle afi  d’assu e  u e o e distribution des protéines et des 

organelles. Dans le cadre des PSHs, la dégénérescence axonale est communément située au 

niveau des synapses des neurones moteurs centraux ou da s la pa tie de l’a o e p o he de 
celle-ci. L’évolutio  de la aladie o espo d à la remontée progressive de cette altération 

le long de la moelle épinière. 



Page 20 sur 144 
 
 

 

Figure 2 : Représentation du tractus corticospinal et des voies de projection des axones (image adaptée depuis le site 
« studyblue.com »).  

Le tractus corticospinal rassemble les fibres axonales des neurones du cortex moteur qui projettent le long de la moëlle 

épinière pour innerver différents muscles squelettique. Ces neurones centraux (upper motoer neuron) contactent des 

interneurones périphériques (lower motor neuron) responsable de la traduction du signal et du contrôle de la 

contraction musculaire. 

 

L’e voi d’u  sti ulus pa  u  g oupe de eu o es situés au iveau du o te  oteu  p i ai e 
induit la li é atio  d’a étylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire (voir Figure 3, 

p.21). La liaison de ce neurotransmetteur aux récepteurs nicotiniques conduit à l’ouve tu e 
de ca au  io i ues et la fo atio  d’u  pote tiel d’a tio  us ulai e. Cette dépolarisation 

de la membrane se transmet de proche en pro he jus u’au sei  des tu ules T, des 

extensions du réticulum qui pénètrent à l’i té ieu  de la ellule musculaire. Cela permet la 

sortie de calcium des stocks intracellulaires responsable de la contraction des filaments 

actine-myosine.  

Le contrôle des mouvements passe par la régulatio  de l’a tivité des eu o es 
cholinergiques : l’i hi itio  d’u e épo se us ulai e a tago iste à l’a tio  dési ée est aussi 
importante ue l’a tivatio  d’u  us le ago iste. 
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Figure 3 : Schéma récapitulatif de la contraction du muscle squelettique (livre de physiologie humaine, Sherwood, 2
ème

 
édition). 

L’i flux nerveux se traduit e  li atio  d’a t l holi e g â e à l’i te diai e d’u  i te eu o e p iph i ue, ce qui 
pe et la sti ulatio  de epteu s sp ifi ues et la fo atio  d’u  pote tiel de e a e . Ce pote tiel d’a tio  
atteint les tubules transverses et libère le calcium contenu dans le réticulum sarcoplasmique (2). Le calcium se lie à la 
t opo i e  et pe et la o t a tio  . La hausse du al iu  sti ule des a is es d’e ti tio  du sig al  et de 
relaxation (6). 

 

La spé ialisatio  de l’a o e da s la transmission de données a nécessité des adaptations 

o phologi ues spé ifi ues. E  pa ti ulie  l’u ifo isatio  de l’o ie tatio  des MTs a o au  
avec leur extrémités négatives dirigées vers le corps cellulaire et leur extrémités positives 

orientées vers la terminaison axonale (Burton et al. 1981; Heidemann et al. 1981). On sait 

depuis 1964 que les MTs neuronaux ne sont rattachés à aucun centre organisateur défini 

(Lyser et al. 1964, 1968 ; Baas et al. 2016) mais sont pourtant stabilisés au niveau de leurs 

e t é ités égatives. Lo s u’u  i otu ule ou u  de es do ai es est stable, les échanges 

de tubuline entre ses sous-unités et le stock de tubulines libres (phénomènes de 

polymérisation ou de dépolymérisation) se font beaucoup plus lentement (Li et al. 1996). La 

oissa e d’u  MT a o al est do  li ité à l’allo gement de ces domaines stables (Baas et 

al. 2016). 
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III. Les microtubules 

a. Architecture et fonction 

A se ts hez les p o a otes, les i otu ules MTs  so t des fi es esse tielles à l’i tég ité 
du tos uelette des ellules eu a otes. Ce so t des tu es eu  polai es d’u  dia t e 
d’e vi o    (Appert-Rolland et al. 2015) et d’u e lo gueu  va ia le e  fo tio  de 
l’é uili e de pol érisation - dépolymérisation. Ancrés sur le centrosome dans les cellules 

non neuronales, les MTs rayonnent dans tout le cytoplasme et sont fondamentales pour : 

 L’o ga isatio  i t a ellulai e et le ai tie  de l’i t g it  de la ellule 

 La mitose via la ségrégation des chromosomes 

 La motilité des flagelles et des cils chez les eucaryotes 

 Le t a spo t i t a ellulai e d’o ga elles et de v si ules 

Les briques élémentaires des MTs sont les hétérodimères  et d’u e p otéi e glo ulai e 
nommée tubuline. Les isoformes  et ont une forte homologie (près de 50% de leurs 

acides aminés sont identiques) observée en 1998 par cristallographie (Nogales et al. 1998). 

Leur auto-assemblage longitudinal compose le protofilament qui constitue la paroi des MTs 

entourant la lumière centrale (voir Figure 4 ci-dessous). En moyenne, le tube creux du 

microtubule est formé par 13 protofilaments associés latéralement (Westermann et al. 

2003). Les interactions latérales entre tubulines se font entre mêmes isotypes (  et 

sauf au niveau de la ligne de structure, représentée par une flèche noire en Figure 5a 

(voir p. 25), où il existe un décalage entre les protofilaments et qui permet une interaction 

-. L’alig e e t et l’o ie tatio  des p otofila e ts pe ette t de pola ise  les MTs, et 
l’é a t i duit pa  la lig e de st u ture permet la formation de deux extrémités aux propriétés 

différentes : 

 L’e t it  positive expose les sous-types de tubuline. La dynamique 

d’asse lage  est apide 

 L’e t it  gative met en avant les sous-types de tubuline et où la dynamique 

d’assemblage est plus lente 
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Figure 4 : Assemblage des tubulines en protofilaments constituants les MTs (Westermann et al. 2003). 

Les di es de tu uli e α et β s’asse le t atu elle e t pou  fo e  des p otofila e ts lo gitudi au . L’i te a tio  
latérale entre tubulines respecte le motif α-α ou β-β. C’est le eg oupe e t de  p otofila e ts o stitue le 
microtubule. 

 

b. Dynamique cellulaire liée aux MTs 

L’ajout d’hété odi es de tu uli e est appelé pol é isatio , alo s ue l’évé e e t 
contraire est nommé dépolymérisation. Les dimères de tubuline, de par leur activité 

GTPasique, régule la polymérisation des MTs via une première étape de nucléation 

o sista t à l’asse lage d’oligo es  et Dans une seconde phase nommée élongation, 

les dimères de tubuline sont ajoutés aux extrémités des MTs, définissant une vitesse 

d’élo gatio  liée à la o e t atio  du sto k de tu uli e li e dispo i le. L’état d’é uili e 
est une phase stationnaire intermédiaire dans laquelle les MTs sont « en pause », les étapes 

de polymérisation ou de dépolymérisation se compensant. Lo s de la fo atio  d’u  
hétérodimère de tubuline la sous-unité α es toujours associée à une molécule de GTP. A 

l’i ve se, la sous-unité β peut contenir une molécule de GTP ou de GDP en fonctions des 

concentrations locales de ces nucléotides. Lors de la pol é isatio , l’ajout des 
hétérodimères couplés à la GTP peut se faire aux deux extrémités des MTs (voir Figure 5, 

p.25). La présence de tubuline-GTP au iveau de l’e t é ité d’u  i otu ule e ge d e u e 
« coiffe » qui stabilise le complexe. Le retrait de celle- i pa  l’a tio  d’h d ol se de la sous-

unité (Linse et al. 1988) favorise les événements de dégradation (catastrophe). Les 

extrémités négatives ou positives sans coiffe sont donc plus sensibles aux événements de 

dépolymérisation.  

Les phé o es de atast ophes i du tio  d’u e dépol é isatio  ou de sauvetages 
é upé atio  de la pol é isatio  vo t joue  u  ôle da s l’é uili e des MTs. Ces 
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phénomènes ont des causes diverses comme : la variation de concentration locale de la 

tu uli e li e, la p ése e de MAPs ou de p otéi es désta ilisat i es des MTs, l’a tio  de 
d ogue, et  ... L’alte a e e t e oissa e et effo d e e t des MTs est appelée 
« instabilité dynamique » (Mitchison et al. 1984). De manière autonome, les MTs modifient 

donc naturellement leurs tailles et jouent ainsi un rôle fondamental et régulateur sur les 

fonctions cellulaires qui peuvent leur être associées. 

In vivo, l’o ga isatio  d a i ue des MTs ai si ue leu s pola ités o t i uent à la 

régulation du transport intracellulaire de multiples composés et organelles et dans le choix 

de la direction de transport (antérograde ou rétrograde). Plusieurs familles de protéines 

interagissent directement avec les MTs et régulent leurs dynamiques :  

 Des protéines comme les EBs ou CLIMP se fixent aux extrémités et jouent un rôle 

dans la stabilisation, favorisant alternativement les événements de sauvetage ou de 

catastrophe 

 Des protéines associées aux MTs (MAPs), comme Tau, qui aident à la stabilité locale 

du i otu ule e  deho s d’u e e t é ité 

 Des protéines déstabilisatrices comme la katanine ou la spastine, capables de cliver 

les MTs et d’i dui e des dépol é isatio s 

La présence de protéines capables de cliver les MTs, comme la spastine ou la katanine, 

pe ette t aussi de égule  lo ale e t leu s d a i ues. L’i pa t de e tai es 
modifications post-traductionnelles de la tubuline, très présentes au niveau des MTs 

axonaux, semblent notamment pouvoir affecter les capacités physiologiques de ces 

protéines (Valenstein et al. 2016). 
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Figure 5 : Dynamique de formation des MTs et équilibre polymérisation-dépolymérisation (Akhmanova et al. 2008). 

L’ajout de dimères de tubuline-GTP pe et l’ lo gatio  du i otu ule (A). Ici ancrés par leurs extrémités négatives, 
l’ajout d’h t odi es se fait au iveau de l’e t it  positive. Les MTs sont soumis à des événements de 
polymérisation (croissance) ou de dépolymérisation (décroissance) qui participent à la dynamique globale des 
microtubules (B). 

 

c. Modifications post-traductionnelles de la tubuline 

Les modifications post-traductionnelles de la tubuline (MPTs) sont des processus 

biochimiques dynamiques, souvent réversibles, ui affe te t les p op iétés d’u e p otéi e 
pa  l’ajout ou la soustraction d’u  g oupe e t ou d’u e aut e molécule à un résidu aminé 

(voir Figure 6, p.28). Il existe plusieurs sortes de MPTs impactant directement la tubuline 

libre ou indirectement les MTs. Ces modifications peuvent varier selon les types et la 

maturité des cellules (Janke 2014). Les principales MPTs que nous évoquerons ici sont :  

 Le phénomène réversible de tyrosination et de détyrosination : Ce phénomène a 

été découvert il y a plus de 40 ans (Barra et al. 1973) et est la MPTs la mieux 

caractérisée à l’heu e a tuelle. L’i o po atio  de la t osi e se fait di e te e t au 
ou s de la t adu tio  de l’A‘N de la tu uli e. La plupa t des tu uli es o t ai si u e 

tyrosine au niveau de leurs extrémités C-Terminale. La détyrosination, phénomène 

de retrait du groupement tyrosine (Hallak et al. 1977), est opérée par une enzyme 
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nommée tubuline carboxypeptidase (TCP) très récemment identifiée (Aillaud et al. 

2017). Le retrait de ce groupement expose les glutamates composant la queue de la 

tubuline, ce qui protège les microtubules de la dépolymérisation et favorise donc la 

longévité sans rendre les MTs plus stables (Webster et al. 1990). Cette détyrosination 

est éve si le ave  l’a tivité d’u e e z e TTL ui pe et à la ellule de ajoute  u  
nouveau groupement tyrosine à une fibre détyrosinée (Raybin et al. 1977; Schröder 

et al. 1985; Ersfeld et al. 1993). Les fibres détyrosinées peuvent être aussi converties 

en ∆2-tu uli e pa  u  et ait i éve si le d’u  ésidu gluta ate situé su  la tu uli e α 

(Paturle et al. 1989; Paturle et al. 1991). Dans les neurones, les ∆2-tubuline sont 

restreintes aux microtubules très stables, suggérant que cette MPTs confère certaine 

propriétés liées à la stabilisation (Paturle-Lafanechère et al. 1994). Les cycles de 

détyrosination/tyrosination mis en place par la cellule sont nécessaires dans le 

contrôle de différentes interactions moléculaires. Par exemple, les protéines de la 

famille des +TIPs sont sensible à la présence de tyrosine sur les queues C-terminale 

des tubuline et vont permettre de o t ôle  l’a hite tu e ellulai e et de égule  la 
dynamique des MTs (Akhmanova et al. 2008). Dans cette famille, une majorité des 

+TIPs porte un domaine associé au cytosquelette et enrichi en glycine (CAP-Gly). Le 

résidu tyrosine a été démontré com e esse tiel pou  l’i te a tio  de e do ai e 
CAP-Gly avec les MTs (Weisbrich et al. 2007). De plus, la détyrosination des MTs peut 

abolir le suivi des protéines CAP-Gly sur les extrémités positives des MTs, ce qui peut 

avoir un lien important dans la régulation des fonctions de ces protéines (Peris et al. 

2006; Bieling et al. 2008). Le contrôle des ratios de tubuline tyrosinée/détyrosinée 

est également nécessaire dans le développement embryonnaire (Erck et al. 2005; 

Marcos et al. 2009) ou da s l’a tivité de livage de la spasti e, ui live plus 
spécifiquement les MTs détyrosinées (Roll-Mecak et al. 2008). 

 

 L’a t latio  : l’a ét latio  affecte le réseau de MTs sta le ais ’est pas o sidé é 
comme la cause de la stabilisation du MT (Palazzo et al. 2003). Le site d’a ét latio  
de la tubuline est positionné dans la lumière du MTs au niveau de la Lys-40 sur la 

tu uli e α (LeDizet et al. 1987; Nogales et al. 1998). Il est encore diffi ile d’e pli ue  
le ôle de l’a ét latio  de la tu uli e e  o sidé a t ue la plupa t des p otéi es 
associées aux MTs se localisent sur la face extérieur du tube. Cependant, de 

ouveau  sites d’a ét latio  o t été ide tifiés Choudha  et al. , dont certains 

exposés sur la face extérieure des MTs, laissant penser que cette MPTs est aussi 

capable de réguler directement des interactions protéines-MTs. L’ajout d’u  
g oupe e t a ét le est opé é, su  la tu uli e, pa  l’a tivité d’e z es nommées α-

tubuline acétyle-transférase (αTaT  et plus pa ti uli e e t pa  l’αTaT  t s 
largement exprimée dans différents modèles cellulaires (Shida et al. 2010). Les 

enzymes de la famille des HDAC, comme HDAC6, sont considérés comme des 
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désacétylases capables du retrait du groupement acétyle et dont l’i hi itio  
contribue à augmenter significativement les niveaux de MTs acétylées dans les 

neurones (Haggarty et al. 2003; Hubbert et al. 2003). L’a ét latio  des MTs pou ait 
stimuler sélectivement certains transports intracellulaires via une hausse de l’affi ité 
de fixation des moteurs moléculaires comme les kinésines-1 (Reed et al. 2006; 

Konishi et al. 2009) ou la dynéine (Dompierre et al. 2007; Alper et al. 2014). Cette 

MPTs affe te ait égale e t l’a tivité de livage de la kata i e ais pas elui de la 
spastine (Sudo et al. 2010; Valenstein et Roll-Mecak 2016). L’a ét latio  des 
microtubules pourrait aussi servir de signal vital dans la différentiation neuronal et la 

bonne formation des dendrites. Une étude a montré que les enzymes 

acétyltransférases nommées ARD1 et NAT1, acétylant initialement les histones, 

étaie t apa les de fo e  u  o ple e et d’a ét le  la tu uli e (Park et al. 1992). 

Cette a ét latio  a été dé o t ée o e i po ta te da s l’e te sio  et 
l’a o isatio  du éseau de eu ites, tout o e da s la diffé e tiatio  des 
neurones corticaux (Creppe et al. 2009). 

 

 La polyglutamylation : Elle se caractérise par l’ajout de glutamates sur les queues des 

tubuline α ou β conduisant à la fo atio  d’u e se o de ueue C-terminale (Eddé et 

al. 1990; Alexander et al. 1991; Rüdiger et al. 1992). Les grands taux de longues 

chaines de glutamates  sont souvent trouvés dans les centrioles (Bobinnec et al. 

1998), les cils et flagelles (Fouquet et al. 1994) ou sur les MTs neuronales suggérant 

une régulation clé des fonctions associées (Audebert et al. 1993; Audebert et al. 

1994). Les enzymes impliquées dans la polyglutamylation de la tubuline possèdent un 

domaine TTLL, pour « tubulin tyrosine ligase-like », qui va, selon le type de domaine, 

ajouter un certains nombres de glutamate sur la queue C-terminale de la tubuline ou 

préférer un monomère de tubuline particulier (Regnard et al. 2003; Janke et al. 2005; 

Ikegami et al. 2006; van Dijk et al. 2007; Janke et al. 2008). Bien que le phénomène 

de déglutamylation est été observé (Audebert et al. 1993), l’e z e i pli ué ’est 
actuellement pas connue. La complexité de la polyglutamylation des MTs et 

l’a essi ilité de es sites sugg e t ue la pol gluta latio  est u  é a is e 
important dans la régulation fine des interactions entre les microtubules et ses 

partenaires. Il a été ainsi observé que la polyglutamylation semblait permettre une 

meilleure fixation aux microtubules de la plupart des MAPs et des kinésines (Larcher 

et al. 1996; Bonnet et al. 2001). Dans un modèle de souris génétiquement dépourvus 

des complexes TTLL1 (Campbell et al. 2002), la localisation neuronal de KIF1A, mais 

pas celles des kinésines KIF3A ou KIF5, est altérée ce qui souligne la capacité des TTLL 

à influencer les kinésines (Ikegami et al. 2007). Au sens large, des études ont 

démontrées que la polyglutamylation était capable de réguler le trafic et les moteurs 

moléculaires  associés, kinésines comme dynéine, affectant ainsi les fonctions 
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cellulaires associées comme la fonction synaptique (Ikegami et al. 2007; Maas et al. 

2009; Kubo et al. 2010). De plus, la longueur de la queue C-terminale des MTs est 

i po ta te da s l’i te a tio  de la spastine avec les MTs (Lacroix et al. 2010) et ce 

facteur réglementerai même le clivage de la protéine de manière non linéaire 

(Valenstein et al. 2016). 

 

 

Figure 6 : Distribution des différentes MPTs sur les dimères de tubulines  et  (Janke et al. 2014). 

Les isotypes de tubuline α et β subissent différentes modifications post-transrationnelles qui contribuent à la mise en 

pla e de a is es sp ifi ues. Seuls les ph o es d’a t latio  affe te t la tu uli e α, au niveau de la Lysine-K40 

ou du site intralu i ale K . Les effets de pol a i atio  et de phospho latio  tou he t la tu uli e β espe tive e t 
au niveau des sites Q15 et S172. Enfin, certaines MPTs sont conjointes aux deux types de tubuline comme la 

polyglycylation, la polyglutamylation, la tyrosination et la détyrosination. Ces dernières jouent sur des sites situés sur les 

queues carboxy-terminales des tubulines et ont un rôle important dans la régulation de facteurs cellulaires clés (Erck et 

al. 2005; Marcos et al. 2009; Roll-Mecak et al. 2008; Lacroix et al. 2010; Valenstein et al. 2016). 

 

Toutes ces MPTs peuvent jouer sur la charge de la queue C-terminale ou plus directement 

sur des sites spécifiques agencés sur la tubuline. Elles sont très conservées au cours de 

l’évolutio , ais leurs ratios varient en fonction de la maturité de la cellule (voir Figure 7, 

p.29). Dans les neurones en développement, les iveau  d’a ét latio , de glutamylation et 
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de dét osi atio  so t élevés da s l’a o e e  e te sio , alo s u’ils so t réduits dans le 

ô e de oissa e. L’a se e ou le fai le iveau d’a ét latio  au sei  de cette zone en 

développement est cohérent avec la présence de MTs fortement dynamique nécessaire à 

son expansion. Au contraire, les neurones matures montrent une altération quantitative et 

qualitative des MPTs. L’a ét latio , pa  e e ple, est plus p ése te da s les o pa ti e ts 
cellulaires (dendrites, axones, terminaisons), dans lesquelles la réduction de la dynamique 

des MTs est nécessaire à la mise en place de connections stables entre les neurones. Il 

appa aît ai si u’u e oo di atio  des MPTs permet une régulation fine des fonctions et des 

mécanismes cellulaires. La grande variétés de MPTs influencent de manière complexe le 

recrutement des moteurs moléculaires (Westermann et al. 2003; Hammond et al. 2008;  

Lacroix et al. 2010; Valenstein et al. 2016), ou d’autres protéines associées aux MTs comme 

les MAPs (Atherton et al. 2012). C’est do  u  poi t i po ta t da s le ad e de ette th se. 

 

 

Figure 7 : Au sei  d’u  eu o e do e, les MPTs varient selon la région considérée et la maturité du neurone (Song et 
al. 2015).  

La atu atio  d’u  eu o e est a a t is e pa  la va iatio  de iveau  de MPTs l s o e l’a t latio , la 
glutamylation et la tyrosination. Celle- i pe et le passage d’u  s st e « dynamique » en expansion (élongation des 

eu ites et de l’a o e, ouve e t du cône de croissance) à un système « figé » (connections des dendrites, formation et 

stabilisation des synapses). 
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IV. Les axones et le transport axonal  

Au sein du neurone, la production de protéines est réalisée majoritairement au niveau du 

corps cellulaire. De plus, l’homéostasie varie entre les différents compartiments (neurites, 

soma et axones). La é essité d’ad essage des o posés fa i ués pa  le éticulum 

impliquent des mécanismes de transport différents. Les microtubules sont fondamentaux 

dans ces phénomènes de transport pour la communication à double sens et continuent à 

être un point crucial dans la survie du neurone ainsi que dans le maintien du fonctionnement 

de l’a o e et de la s apse. 

Le transport axonal antérograde (du soma vers la périphérie) permet un ravitaillement 

continu de l’a o e et de sa te i aiso  et est assu é ajo itai e e t pa  les moteurs 

moléculaires   de type kinésine. Les kinésines sont des protéines capables de se déplacer sur 

les i otu ules e  p ése e d’ATP et su tout de lie  u  a go pe etta t so  t a spo t. 
Réparties dans 45 familles hez l’ho e, la famille des kinésine-1 est la plus étudiée (De Vos 

et al. 2008). Chez l’hu ai , les ki ési es so t des structures dimériques constituées de 673 

acides aminés (voir Figure 8, p.31). Chaque monomère est composé de chaîne légère (64 

kDa , d’u e pa tie i te édiai e de haînes légères entremêlées et de chaînes lourdes (124 

kDa). Les chaînes lourdes sont les « têtes » de la ki ési e, pe etta t l’a o hage au  MTs 
et l’a tio  ot i e via la dég adatio  de l’ATP. Il e iste u e grande homologie de structure 

pour cette région motrice entre les différentes familles de kinésines. Au contraire, les 

chaînes légères attachent les cargos à déplacer sur la kinésine et, de par leurs grandes 

différences structurelles, confèrent une forte spécificité de transport en fonction de chaque 

famille de protéine. Le transport antérograde de différents organites est ainsi modulé en 

fonction du type de kinésine exprimé localement. Le déplacement est directement lié à la 

o so atio  d’ATP, do t l’h drolyse projette la t te d’u  des o o es et anime une 

semi- otatio  à l’o igi e d’u e a he « pas à pas ». La vitesse de mouvement varie selon la 

o e t atio  d’ATP ais aussi de la ha ge po tée pa  la ki ési e. Ces deu  pa a t es 
peuvent induire un détachement de la kinésine ou simplement un phénomène de pause 

pendant lequel la protéine reste inactive sur le MT.  

Le transport rétrograde, quant à lui,   permet   le   retour   des   molécules   membranaires 

vers le corps cellulaire afin qu'elles y soient dégradées, voire recyclées. De plus, des 

molécules, absorbées au niveau des terminaisons, peuvent remonter jusqu'au soma et 

informer la cellule sur ce qu'il se passe à la périphérie ou jouer un rôle trophique. Ce sont les 

dynéines cytoplasmiques qui sont responsables de ce type de transport. Ces complexes 

p otéi ues, d’e vi o   MDa, sont composés de chaînes lourdes, de chaînes intermédiaires, 

et de chaînes légères. Comme pour les kinésines, les chaînes lourdes (520 kDa) forment la 

« tête » espo sa le de la fi atio  au  MTs et de l’a tivité ot i e pa  o so atio  d’u  
ATP. Les chaînes légères et intermédiaires, via le recrutement de la dynactine, assurent le 

recrutement et le transport du cargo. La dynactine est une protéine nécessaire pour la 
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fi atio  du a go et est do  u  poi t ajeu  da s la égulatio  d’a tivité de la d éi e. Les 

différences de spécificité de transport sont liées aux adaptateurs recrutés par la dynactine ce 

ui, o e pou  les ki ési es, assu e selo  l’e p essio  u  t a spo t spé ifi ue. 

 

Figure 8 : Structure des kinésines et dynéines responsables du transport de cargos, adaptée du site internet de Cell 
Biology group project. 

Les ki si es so t espo sa les du t a spo t a t og ade d’u  la ge pa el de ol ules. L’h d ol se de l’ATP p ojette la 
tête d’u  des o o es et a i e u e se i- otatio  à l’o igi e d’une marche « pas à pas ». Les dynéines suivent le 

même principe de mouvement mais transportent les composés en direction rétrograde.  

 

V. Le réticulum endoplasmique  

Le réticulum endoplasmique (RE) est un système membranaire en continuité avec le noyau 

qui se répartit uniformément su  l’e se le du toplas e (voir Figure 9, p.32). Vital dans la 

synthèse des protéines, le RE joue également un rôle important dans la dynamique des flux 

calciques ai si ue da s la s th se et le t a spo t des lipides. C’est do  u  o ga e 
important pour la cellule, et tout effet sur sa dynamique peut avoir de lourdes conséquences 

à de multiples niveaux. 
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Figure 9 : Réticulum endoplasmique et membrane nucléaire (image adapt e depuis le site de l’u ive sit  de l’ tat de 
Floride). 

Le RE est un système membranaire en continuité avec le noyau. Le RE rugueux (rough) est caractérisé par la présence de 

nombreux ribosomes qui assurent la synthèse de protéines. Le RE lisse (smooth) se t pou  le o ditio e e t et l’e voi 
de protéines au Golgi. 

 

Deux types de réticulum existent :  

 le RE rugueux est o stitué d’u  e pile e t d’e veloppes aplaties a a té isé pa  la 
présence de ribosomes qui confèrent cet aspect granuleux. Les ribosomes assurent, 

via des o ple es de p otéi es et d’A‘N, la s th se de p otéi es destinées à la 

sécrétion ou possédant des domaines hydrophobes. 

 le RE lisse se t de lieu de o ditio e e t et d’e péditio  des p otéi es. La 
formation de vésicules de transport à partir de la membrane du réticulum permet 

ai si l’e apsulage et l’ad essage de protéines au Golgi (pour les étapes de 

maturation). 

Le éseau de tu ules du ‘E lisse, d’u  dia t e de  à  , se le i o po e  des 
motifs en « plaques » d’u  dia t e alla t de  à   (Goyal et al. 2013). La formation 

des tubules peut passer par : 

 l’atta he e t à u  i otu ule e  ou s de pol isatio  (TAC mechanism). Des 

complexes de protéines d’atta he e t TAC  poussent le stock de tubuline libre à 

s’ajoute  au iveau des extrémités des MTs (voir Figure 10b, p.34). Le MT et le tubule 

se forment donc tous deux en parallèle. 
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 l’a o hage à un microtubule stable (sliding mechanism). Celui-ci sert de tuteur. 

L’e te sio  du tu ule est égulée pa  diffé ents moteurs moléculaires (voir Figure 

10b, p.34). 

Plusieurs familles de protéines sont nécessaires à la stabilisation du RE (Voeltz et al. 2006). 

La famille des éti ulo s, pa  e e ple, est apa le d’i te agi  ave  l’atlasti e et de fo e  
des points de jonctions entre les tubules. La surexpression de RTN4a dans des cellules de 

mammifères augmente le nombre de tubules et réduit la présence de plaques du RE (Voeltz 

et al. 2006). L’é uili e e t e plusieu s fo es de ces protéines peut donc permettre de 

jouer un rôle crucial dans la stabilisation et la composition du réticulum. 

Le réticulum endoplasmique est également un organe « vivant » et dynamique, toujours en 

cours de remodelage. Les phénomènes de fortes courbures de la membrane permettent 

l’i te a tio  de protéines et l’a tivatio  de diffé e tes voies de signalisation cellulaires. Les 

plaques du réticulum sont notamment supposées être fortement chargées en protéines 

édiat i es de ette d a i ue. L’i pa t de p otéi e o e la spasti e, apa le 
d’i te agi  ave  des pa te ai es au sei  du ‘E et d’i dui e le remodelage, est un élément 

d’i té t do t on ignore cependant l’i pa t da s les cadre des PSHs (Renvoisé et al. 2010). 
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Figure 10 : Mécanismes moléculaires participant à la formation du réseau du réticulum (Goyal et al. 2013).  

Schéma du réseau de tubules et  des plaques du réticulum endoplasmique lisse (A). Mécanismes impliqués dans la 
fo atio  et l’e te sio  du ti ulu , a ol  au  i otu ules sta ilis es (B). Les protéines de la famille des réticulons 
et l’atlasti e i te agisse t pou  fo e  des o e io s e t e les tu ules (C). Les protéines présentes en surface et dans la 
lumière du réticulum permettent sa formation et sa stabilisation (D). 

 

VI. Complexité des PSHs : un cadre génétique et protéique complexe  

Les PSHs forment un large groupe de pathologies rares et monogéniques. Celles-ci sont 

caractérisées par une dégénérescence progressive des axones des neurones corticaux 

e t au  et pa  la ise e  pla e d’u e attei te us ulai e alla t de la igidité à la pa al sie. 
On estime que 2000 personnes sont atteintes de PSHs en France mais la complexité de ces 

maladies les rend complexes à diagnostiquer. La complexité des PSHs vient de la difficulté à 

clairement pouvoir les définir. La majorité des cas pathologiques se transmettent de manière 

génétique au sein des familles et plus de 70 loci génétique ont été répertorié, définissant 

autant de PSHs différentes (Novarino et al. 2014; Lo Giudice et al. 2014). Un type de PSHs est 

équivalent à l’alté atio  d’u  g e oda t pou  u e p otéi e spé ifi ue. Complexifiant 

encore plus cette définition globale, les protéines mutées peuvent être impliquées dans une 

large gamme de fonctions cellulaires comme :  

 transport axonal 

 remodelage du réticulum endoplasmique 

 fonctionnement des mitochondries 
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 myélinisation 

 repliement de protéines et réponse au stress du réticulum 

 métabolisme des acides gras et des phospholipides 

 trafic membranaire endosomal et formation de vésicules 

 guidage axonal 

Parmi les cas familiaux, ceux à transmission autosomique dominante représente la majorité 

des cas recensés chez les patients. Quatre types de PSHs (Blackstone et al. 2010) 

représenteraient les protéines majoritairement impliquées dans ces formes de PSHs (voir 

Tableau 1 ci-dessous). Bie  u’a a t u  lie  o u  da s la d a i ue du éti ulu  
e doplas i ue, l’attei te pathologi ue de es p otéi e o t e des diffé e es da s l’âge 
de départ des pathologies, dans les types de mutations impliquées, mais aussi dans les 

phénotypes associés (voir Tableau 2, p.36). Si l’o  se o e t e su  la spasti e, la p otéi e la 
plus impliquée dans le cadre des PSHs, plus de 300 mutations ont été répertoriées (The 

human gene mutations database HGMD). La capacité de ces mutations a toucher les 

différents domaines des protéines contribue à perturber différentes fonctions cellulaires (Lo 

Giudice et al. 2014). Elles sont cependant regroupées dans le même type de PSHs malgré des 

différences de symptômes observables entre patients. Pour résumer sur cette complexité 

des PSHs, il ’e iste pas à l’heu e a tuelle de lie s e t e : 

 Le grand nombre de type de PSHs. Par exemple la PSH-SPG4 

 Une mutation touchant la protéine. Une des 400 mutations répertoriées sur la 

protéine spastine 

 Les observations cliniques. Les patients SPG , ou po teu s d’u e e utatio  de 
la spastine, ne montrent pas les mêmes symptômes pathologiques. Ceux-ci peuvent 

aller de la raideur musculaire à la paralysie complète.  

Cet échelonnage en cascade contribue à la mise en place du cadre pathologique complexe et 

de la difficulté à définir les PSHs. Il ’e iste ainsi que des traitements palliatifs visant à 

réduire la rigidité et/ou la faiblesse musculaire. Une prise en charge paramédicale via des 

actes de ki ésithé apie ou d’h d othé apie pe et le ai tie  de l’a tivité ph si ue la plus 
fonctionnelle possible. Dans certains cas, une injection sélective de toxine botulique peut 

pe ett e d’i hi e  lo ale e t la li é atio  d’a ét l holi e au niveau de la jonction 

neuromusculaire (Fink et al. 2013).  Enfin, différentes molécules sont utilisées par voie orale 

ou par injection intrahécale dans le but de : 

 réduire la réponse calcique entraînant la contraction du muscle squelettique 

 pe ett e l’e t e de hlo e pour inhiber la réponse musculaire (agoniste du 

récepteur GABAb)  

 dui e l’a tivit  du s st e e veu  e t al en activant une cascade cellulaire 

couplée aux protéines G (agoniste 2-adrénergique).  
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Type Gène/Protéine MT Âge Phénotype ToM 

SPG3A ATL1/ATLASTIN-1 AD EO P or C PM 

SPG4 SPAST/SPASTIN AD VO P or C PM, ss, del, dupl, ins 

SPG8 KIAA0196/STRUMPELLIN AD AO P PM, del 

SPG31 REEP1/REEP1 AD EO P or C PM, del, ss, ins 

Tableau 1 : Quatre protéines sont principalement impliquées dans les PSHs autosomique dominantes, adaptée de (Lo 
Giudice et al. 2014). 

AO = âge adulte ; AD = autosomique dominant ; C = complexe ; del = délétion ; dupl = duplication ; EO = âge précoce ; ins 
= insertion ; MT = mode de transmission ; P = pure ; PM = mutation ponctuelle ; ToM = type de mutations ; ss = mutation 
du site d’ pissage; VO = âge variable. 

 

Type Fonctions Effets additionnels pathologique Références 

SPG3A Croissance des neurites, 
trafic membranaire, 

remodelage du RE et du 
Golgi 

Atrophie des muscles inférieurs, épilepsie, 
ataxie, OA, spasticité des membres 

supérieurs, PNP des axones sensorimoteur, 
perte cognitive, TCC 

(Zhao et al. 
2001) 

SPG4 Dynamique des MTs, trafic 
membranaire, 

morphogénèse du RE, 
signalisation BMP 

perte cognitive, épilepsie, ataxie, psychose, 
spasticité des membres supérieurs, PNP, 

tremblements des mains, WMLs, 
amyotrophie des muscles de la main 

(Hazan et al. 
1999) 

SPG8 Morphogénèse des 
endosomes, repliement des 

protéines 

- (Valdmanis et 
al. 2007) 

SPG31 Activités chaperonnes, 
morphogénèse du RE 

PNP, ataxie cérébrale, tremblements, 
démence, amyotrophie des muscles de la 

main 

(Züchner et 

al. 2006) 

Tableau 2 : Récapitulatif des fo tio s des p ot i es et de leu  i po ta e da s l’ho ostasie ellulai e, adaptée de (Lo 
Giudice et al. 2014). 

BMP = bone morphogenic protein ; OA = atrophie optique ; PNP = polyneuropathie ; TCC = thin corpus callosum ; WMLs = 
lésion de la matière blanche. 

 

VII. La spastine 

Not e t avail s’i té esse à la spasti e, une protéine de la famille des AAA (activités associées 

au domaine ATPase) agissant sur les microtubules. Les membres de cette famille, porteurs 

d’u  do ai e apa le de fi e  et d’h d ol se  l’ATP, sont impliqués dans plusieurs fonctions 

cellulaires allant de la réplication de l’ADN au livage des MTs, e  passa t par la dégradation 

de protéines. L’h d ol se de l’ATP pe et d’i dui e u  ha ge e t de o fo atio , traduit 

en force mécanique qui a un effet sur la molécule cible. Les protéines AAA varient selon 

leurs activités, leurs stabilités et leurs mécanismes. Notre travail s’i té esse plus 

particulièrement aux mutants spastine dépourvus d’a tivité e z ati ue. Beau oup 
d’élé e ts restent encore à o p e d e o e a t l’i po ta e de la localisation 

ellulai e, l’effet su  la fonction enzymatique, la apa ité d’interaction avec des partenaires, 
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ou toutes autres implications pathologiques que peuvent avoir les mutations frappant cette 

protéine. 

Je rapporterai ci-dessous une partie des poi ts d’i té ts « majeurs » considérés 

actuellement dans le cadre des études relatives à la spastine. L’e se le des aspe ts o us 
ne seront pas cependant abordés, comme la possible capacité de localisation nucléaire de la 

spastine sous certaines conditions (Charvin et al. 2003; Errico et al. 2004; Beetz et al. 2004). 

 

a. Les différentes isoformes de spastine et l’activité de clivage  

Le gène SPG4 humain, d’u e taille d’e vi o  90 kb, est localisé au niveau du chromosome 

2p21-p22 (Hazan et al. 1999). La présence de deux codons d’i itiatio  permet la production 

de deux isoformes majoritaires de la spastine nommées M1 et M87 (Claudiani et al. 2005). 

L’épissage alte atif de l’e o   o dui ait à la p odu tio  de deu  aut es isofo es oi s 
étudiés (Claudiani et al. 2005). Les deux spastine M1 et M87 conservent la plupart de leurs 

domaines en communs, et pourraient conserver les mêmes fonctions cellulaires liées à la 

dynamique des microtubules. D’u  poi t de vue st u tu al, ’est l’a se e des  p e ie s 
acides aminés qui définit la différence entre les spastine M1 et M87. Des études ont 

pointées du doigt la différence de localisation cellulaire entre M1 inséré dans la membrane 

du réticulum endoplasmique et M87 cytosolique. Mais aussi la différence d’e p essio  
tissulaire hez l’Ho e à l’âge adulte où l’isofo e M  est et ouvée da s l’e se le de 

l’o ga isme. Au o t ai e de la fo e M , ue l’o  esti erai plus concentrée dans la moelle 

épinière (Solowska et al. 2008) ou au moins plus abondante da s l’e se le du s st e 
nerveux central (Claudiani et al. 2005). 

Lors du développement, une étude chez la souris suggère que le niveau de spastine varie 

peu e t e l’âge e o ai e et l’adulte (Solowska et al. 2008). A l’inverse, le niveau 

d’e p essio  de la katanine, une autre AAATPase impliqué dans le clivage des MTs, chuterai 

fo te e t au ou s du développe e t jus u’à passe  sous les valeu s de la spasti e e da t 
ette de i e AAATPase ajo itai e hez l’adulte. 

Des études de cristallographie et de bio-informatique ont permis de modéliser la structure 

de la protéine et de ses différents domaines (voir Figure 11, p.38). La fonction principale de 

clivage nécessite, pour les deux isoformes, la fo atio  d’u  he a e (voir Figure 12, p.39). 

Cette activité de clivage des microtubules est importante pour permettre une nouvelle 

dynamique cellulaire (voir Figure 13, p.39). Une nouvelle coiffe GTP se forme sur les 

extrémités des microtubules « libérés » pa  la spasti e e ui pe et l’ajout de ouveau  
hété odi es de tu uli e et e t ai e u e ouvelle d a i ue d’e te sio  (Roll-Mecak et 

al. 2010). Bien que les deux isofo es soie t apa les d’assu e  ette fonction, la spastine 

M1 semble avoir une activité enzymatique plus faible comparé à celle de M87 (Solowska et 

al. 2010). 
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L’a se e de es  premiers acides aminés semble donc suffisant pour induire des 

diffé e es i po ta tes e t e les isofo es M  et M  ta t pa  le o t ôle de l’e p essio  
tissulaire, que par la spécificité de localisation cellulaire ou par l’i pa t su  l’a tivité de 
clivage. Cette différence entre isoformes est un point à étudier plus en détails dans le cadre 

des mutants spastine afin de comprendre si cela peut avoir une importance dans la mise en 

place de la pathologie. 

 

 

Figure 11 : Structu e D d’u e p ot i e spasti e et d’u  he a e (Roll-Mecak et al. 2008). 

A gau he, la st u tu e D d’u e p ot i e. A d oite, u  he a e fo  de si  p ot i es et do  les deu  fa es so t 
exposés. N = domaine N-terminal présent uniquement dans la protéine M1 ; NBD et HBD = constitue le domaine 
enzymatique responsable du clivage. 
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Figure 12 : L’interaction de la spastine et de la queue C-terminale de la tubuline est nécessaire pour le clivage (Sharp et 
al. 2012). 

L’he a e (A) peut se fixer à plat contre les MTs (i) ou perpendiculaire à celle-ci (ii). La régulation du clivage passerait 
par plusieurs points clés (B) : la localisation interne ou sur une extrémité du MTs (1), la localisation au niveau de MPTs 

, l’i hi itio  st i ue via la p se e de p ot i es asso i es au  MTs. 

 

 

Figure 13 : L’a tivit  de livage de la spasti e et de la kata i e pe et d’i dui e u e ouvelle d a i ue d’asse lage 
et de désassemblage des microtubules (Roll-Mecak et al. 2010).  

Les i otu ules so t ep se t s pa  les p otofila e ts e  ve t ave  l’ajout de tu uli e li e flèche noire) et la 
sta ilisatio  de l’e t it  gative pa  u  e t oso e e  ouge . L’hexamère de spastine (en bleu) se fixe aux MTs, 
induit un clivage et une nouvelle dynamique de polymérisation (flèche noire en extrémité positive) mais aussi de 
dépolymérisation (flèche noire en extrémité négative). 
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i. Domaines 

La spastine comporte plusieu s do ai es d’i po ta es aujou d’hui toujou s t s étudiés 

(voir Figure 14, p.42) : 

 Le domaine N-Terminal. Il comprend les 86 premiers acides aminés et est spécifique 

à la spastine M1. Ce domaine comprend une région hydrophobe transmembranaire 

(aa 49-80) apa le d’ad esser la protéine au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique. Le lien entre la spastine M1 et le réticulum endoplasmique pourrait 

o t i ue  à e pli ue  la édu tio  d’effet de livage o se ve  pa  appo t à la fo e 
M87. Cela permettrait aussi le remodelage de la membrane du RE (notamment via 

l’i te a tio  ave  des p otéi es pa te ai es omme REEP1, atlastine ou RTN1). Enfin, 

la présence de la séquence hydrophobe semble nécessaire pour localiser la spastine 

au sein des gouttelettes lipidiques (Papadopoulos et al. 2015). 

 

 Le MIT (microtubule interacting and trafficking) organisé en 3 hélices se situe entre 

les résidus 116 à 197 (Ciccarelli et al. 2003). Ce domaine est conservé entre les 

diffé e tes isofo es ais a aussi été dé it su  d’aut es p otéi es et est o u pou  
interagir avec un groupe de protéine appelé CHMPs (Hurley et al. 2008). Par 

l’i te a tio  ave  des pa te ai es, la spastine développe un large panel de capacités 

cellulaire. L’i te a tio  ave  des p otéi es impliquées dans le complexe ESCRT-III, 

comme CHMP1B (Reid et al. 2004) ou IST1 (Connell et al. 2009; Allison et al. 2017), 

pe ett ait à la spasti e d’e e e  u e fo tio  iti ue su  e tai s p o essus 
cellulaires comme la cytokinèse (Yang et al. 2008; Connell et al. 2009), la tubulation 

des endosomes (Allison et al. 2013), le désassemblage du fuseau mitotique et le 

s ellage de l’e veloppe u léai e (Vietri et al. 2015). 

 

 Le MTBD (microtubule binding domain, résidus 270 à 328) est essentiel pour 

l’i te a tio  de la spasti e ave  les i otu ules et ela de a i e i dépe da te à 
l’ATP (White et al. 2007). C’est égale e t l’u  des do ai es é essai es à l’a tivité 
physiologique de clivage de la protéine, conjointement avec la cassette AAA. Ces 

deu  do ai es vo t pe ett e la fo atio  de l’he a e, la fi atio  au  
microtubules et le clivage. 
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 Le domaine AAA (ATPase associated with diverse cellular activities, résidus 342 à 

599) est commun à une large famille de protéines ATPases (White et al. 2007). Il 

contient un domaine  de liaiso  de l’ATP aussi appelé otif de Walke  A, sé ue e 
en acides aminés « GPPGNGKT », résidus 382 à 389), un domaine  d’h d ol se de 
l’ATP aussi o é otif de Walker B, séquence en acides aminés « IIFIDE », résidus 

437 à 442), et u e sé ue e o se sus i i ale d’a tivité e z ati ue ésidus  
à 498). Ce do ai e pe et l’a tivité e z ati ue de la p otéi e spasti e. 

 

 Signaux de localisation cellulaire (NLS et NES). Des études ont montrées la présence 

de deux NLS (Nuclear Localization Signal) localisés au niveau des exons 1 et 6 (Beetz 

et al. 2004), dont le premier spécifique à la région N-terminale présente uniquement 

sur la spastine M1. De même, deux NES (Nuclear Export Signal) ont été rapportés 

dans cette région spécifiquement exprimée chez M1 (Claudiani et al. 2005). A l’heu e 
actuelle, peu de choses sont connue sur la capacité des isoformes de spastine à se 

lo alise  à l’i té ieu  du o au et su  l’effet développé pa  ette p otéi e. 

 

Bien que la fonction enzymatique connue de cette protéine se résume aujou d’hui à sa 

capacité à cliver les MTs, les différents domaines imposent un cadre fonctionnel spécifique. 

E  fo tio  de l’i te a tio  ave  les MTs MTBD , de la p ése e de pa te ai es MIT  ou de 
l’i se tio  dans la membrane du RE, la spastine voit son activité de clivage régulée. Les 

parties suivantes vont permettre de définir plus profondément les connaissances actuelles 

sur la fo atio  de l’he a e, sur la fonction de clivage, et sur l’i pa t du e ute e t de 
partenaires connus. Toutes ces fonctions, définies par les différents domaines que nous 

venons de voir, pourraient être affectées dans des cas pathologiques de PSHs. 
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Figure 14 : Les isoformes de spastine : domaines et fonctions protéiques (Solowska et al. 2015).  

S ue e d’exons du gène SPG4 codant pour la protéine spastine (A). Représentation des différents domaines 
fonctionnels (B) : N-Term = domaine N-Terminal d’ad essage à la e a e du ti ulu , MIT = i otu ule i te a ti g 
and trafficking domain, MTBD = microtubule binding domain, AAA = domaine ATPase contenant la fonction 
enzymatique. Schéma des deux isoformes majoritaires de la spastine, M1 et M87 (C). La région rose pâle représente 
l’e o   ui, s’il est retiré, permet la production des deux variants d’ pissage de M  et de M .  

 

ii. Formation d’hexamère et accrochage aux MTS  

La fo atio  de l’he a e est un point clé du mécanisme de fonctionnement de la spastine 

toujours mal compris de nos jours. La spasti e éta t u e p otéi e o ple e, l’he a e 
peut être constitué de plusieurs isoformes de protéines différentes, et ceci selon plusieurs 

types de conformation (Eckert et al. 2013). Il est i po ta t de ga de  ela à l’esp it, 
notamment lo s ue l’on considère les mutants spastine tels que ceux que nous verrons ci-

après, a  la apa ité de livage de l’he a e fi al peut t e i pa tée (Pantakani et al. 

2008). Une simulation informatique a analysé la d a i ue d’asse lage des o o es 

(voir Figure 15, ci-après) et p opose ue l’he a e se fo e pa  : un ajout successif de 

monomères, une fusion de dimères ou un assemblage de trimères. Cet éclairage ne permet 

cependant toujours pas de comprendre plus en profondeur les mécanismes 

physiopathologiques. 
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Figure 15 : Simulation informatique de la fo atio  d’he a e de spasti e (Eckert et al. 2013).  

L’he a e peut i o po e  u  ou plusieurs monomères différents (hélices jaune et rouge) selon plusieurs choix de 
conformations (I). L’asse lage de o o es (II) peut se faire un par un (A), ou par fusions successives de dimères (B) 
ou de trimères (C). 

 

A la base de tout événement de clivage, se forme un complexe comprenant un hexamère de 

spastine et une olé ule d’ADP. L’é ha ge d’ADP par un ATP augmente considérablement 

l’affi ité de fi atio  de la spasti e pou  les i otu ules (Wen et al. 2013). En retour, 

l’i te a tio  ave  les i otu ules favo ise l’h d ol se de l’ATP ai si ue le recrutement 

d’ADP. Le o ple e he a e-ADP ouvelle e t efo é di i ue l’affi ité d’adhésion aux 

microtubules et entraîne le détachement de la spastine. De ce fait, dans le cycle de la 

spastine (Figure 16 ci-dessous), le e ute e t d’ATP pa  l’he a e de spasti e o dui ait à 

une fixation sélective et éphémère au niveau des microtubules, rapidement suivi par une 

h d ol se de l’ATP et u  déta he e t de la protéine. C’est lo s ue l’he a e se détache 

des MTs que chaque partie va se désolida ise  des aut es pou  etou e  à l’état de 
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monomère (non représenté sur la Figure 16 ci-après). Un autre cycle minoritaire est proposé 

dans la Figure 16 : u e étape i te édiai e de l’he a e vide apa le de se fixer aux MTs 

puis de e ute  l’ATP. Da s ette odélisatio , la fi atio  de l’he a e au  MTs 
o t i ue ait au e ute e t de l’ATP et à l’autosta ilisatio  de l’i te a tio  MTs-hexamère. 

Celle-ci contribuerait toujours à entraîne  l’h d ol se de l’ATP et le détachement de 

l’he a e. Le te ps d’i te a tio  pou  le uel la spastine va rester accrochée aux 

microtubules a été estimé à 10 secondes, contre 4 secondes pour la katanine (Eckert et al. 

2012). Curieusement, les taux de disso iatio  et d’asso iatio  de es deux protéines sont 

sensibles à des traitements au NaCl (Eckert et al. 2012) laissant supposer que la fixation aux 

microtubules requiert une interaction ionique. Une étude cristallographique de la spastine a 

montré la p ése e d’u  otif éle t opositif au sein du domaine enzymatique (Taylor et al. 

2012), ce qui pourrait être une piste pour o p e d e les é a is es d’i te a tio  de 
l’he a ère avec les microtubules. 

 

 

Figure 16 : C le de l’he a e de spastine et de la o so atio  d’ATP (Wen et al. 2013). 

L’he a e de spasti e est ep se t  pa  le e le oi , les i otu ules pa  les t aits oi s ho izo tau . L’ paisseu  du 
t ait  des MTs o espo d à sa sp ifi it  d’i te a tio  ave  l’he a e. Deux cycles ont été proposés dans cette étude.  

Le premier cycle est considéré comme majoritaire dans la cellule. A) La fo atio  de l’he a e e t aî e l’ ha ge 
ADP/ATP ; B) Le complexe hexamère-ATP se lie aux microtubules e  aiso  d’une augmentation de son affinité (trait 
horizontal noir épais) ; C) L’h d ol se de l’ATP entraîne u e du tio  de la fo e d’adh sio  au  i otubules (traits 
horizontal gris) ; D) L’he a e se détache des microtubules pour revenir à la formation hexamère-ADP initiale.  

Un second cycle est proposé comme minoritaire. D) L’he a e elâ he atu elle e t l’ADP ; E) L’he a e e  tat 
« libre » se fixe aux microtubules et entraî e le e ute e t d’u  ATP ; B) La formation du complexe hexamère-ATP 
o solide l’i te a tio  avec les microtubules ais favo ise la d g adatio  de l’ATP ; C) L’h d ol se d ta he l’hexamère et 

permet le retour au complexe hexamère-ADP initial. 

D) 

A) 

B) 

C) E) 



Page 45 sur 144 
 
 

iii. La fonction de clivage 

Co e ous l’avo s vu, l’a tivité de livage de la spasti e passe pa  la fo atio  d’u  
he a e, l’i te a tio  ave  les i otu ules, et l’h d ol se de l’ATP. E o e de os jou s, 
ce mécanisme basique de la protéine est largement mal compris même si beaucoup 

d’études proposent des hypothèses fonctionnelles.  

Communément, on considère que la spastine passe l’esse tiel de son temps sous forme de 

monomères. Ceux-ci seraient suffisants pour interagir avec des partenaires et activer des 

voies de signalisation spécifiques.  

Toutes les étapes depuis la fo atio  de l’he a e jus u’au déta he e t des 
microtubules (ce qui force la séparation des six isoformes de spastine) sont considérées 

comme transitoires.  Actuellement inconnus, des signaux cellulaires (partenaires, complexes 

protéiques, signaux biochimiques et  …  doive t t e responsables du recrutement de 

plusieu s o o es, de la fo atio  de l’he a e, et de l’a tivité fi ale de livage d’u  
MTs sur une zone spécifique sans impacter le réseau de MTs dense aux alentours. Par ces 

mécanismes spécifiques potentiels, la spastine pourrait réaliser son activité de régulation de 

la dynamique des MTs de manière sélective et contrôlée. 

L’he a e de spastine se lie aux MTs et insère la queue C-terminal de la tubuline au sein 

d’u e avité e t ale au sei  de l’he a e (White et al. 2007). Lo s de l’étape de livage, la 

dégradation de la molé ule d’ATP entraine un changement de conformation qui piège la 

queue C-terminale de la tu uli e au sei  de l’he a e (Roll-Mecak et al. 2008). L’a tio  
d’h d ol se réduit l’affi ité d’a o hage au  MTs, ce qui détache le complexe protéique et 

applique une force mécanique localisée. Celle-ci est suffisante pour « casser » le 

protofilament de tubuline. La dépol é isatio  d’u  seul « tube » suffit à propager un effet 

de catastrophe aux autres protofilaments composant le MT (Roll-Mecak et al. 2008). 

L’a tivité de livage de la spasti e a été a a té isée in cellulo et in vitro (Evans et al. 2005). 

La diffé e e d’effet e t e M  et M  voi  Figure 17, p.46  dé o t e l’i po ta e des 
autres domaines mais aussi l’i pa t fo t que peut avoir une mutation sur une forme de 

spasti e plus u’u e aut e. Nombres d’études se sont intéressées à ces différents points clés 

du rôle physiologique de la spastine, sans réussir à déchiffrer parfaitement les mécanismes 

impliqués. Couplés à la o ple ité des PSHs, la f o ti e pe etta t d’e glo e  la utatio  
et ses nombreux impacts restent donc mal déterminés. 
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Figure 17 : Les spastine sauvages M1 et M85 clivent les MTs. 

En haut, la spastine M1 clive en partie les MTs et se localise dans le RE. En bas, la spastine M85 coupe complètement le 
réseau de MTs et reste concentrée dans le cytosol. Les cellules HeLa ont été transfectées avec les constructions spastine-
GFP et marquées avec un anticorps anti-tubuline totale (en rouge).  Expérience réalisée au sein de notre laboratoire. 

 

iv. Interaction avec des partenaires et impact sur les voies 

cellulaires 

Dans cette sous-section nous allons passer en revue les partenaires connus avec lesquelles la 

spastine est capa le d’i te agi  et ui pe ette t à la p otéi e de dépasser sa simple 

fonction de clivage et d’affe te  des fonctions cellulaires spécifiques (division cellulaire, 

tubulation des endosomes, remodelage du RE …). Les effets de ces interactions sur les 

phénotypes pathologiques dus aux mutations de la spastine sont largement inconnus à 

l’heu e a tuelle. 

 D’aut es p otéi es i pli uées ajo itai e e t dans le cadre des PSHs à transmission 

autoso i ue do i a te, o e l’atlasti e-1 (SPG3A) et REEP-1 (SPG31) ou les 

réticulons, RTN1 et RTN2 (SPG12), semblent avoir un lien avec la spastine. L’atlasti e-

1 est une protéine qui joue un rôle crucial dans la formation du réseau du RE, 

notamment dans la formation de jonction (Hu et al. 2009). Le domaine hydrophobe 

spécifique à la spastine M1 interagirait avec la paire de domaine hydrophobe présent 

su  l’atlasti e (S. H. Park et al. 2010). Les protéines de la famille des REEP sont 

impliquées dans le remodelage de la membrane du RE et seraient capable d’i te agi  
ave  la spasti e et l’atlasti e (Connell et al. 2009; S. H. Park et al. 2010). L’i te a tio  
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o ple e e t e les do ai es h d opho es de la spasti e, de l’atlasti e et des ‘EEPs 
couplerait le remodelage du réticulum endoplasmique à la dynamique des 

microtubules. À l’aide d’e pé ie e d’i u oprécipitations, il a été proposé que la 

spastine interagisse avec RTN1 (Mannan, Boehm, et al. 2006), une protéine présente 

dans la membrane du RE et connue pour jouer un rôle dans le la mise en place du 

transport vésiculaire. RTN2 serait également un partenaire au niveau de courbure 

induites par le repliement de la membrane du RE (Montenegro et al. 2012). 

L’i pli atio  de es pa te ai es da s le ad e la ge des PSHs est u  a gu e t 
supplémentaire dans le rôle important de la spastine M1 dans la mise en place du 

cadre pathologique. 

 

 La protéine CHMP1B entre dans la formation du complexe ESCRT (endosomal sorting 

complex required for transport) -III impliquée da s l’a s issio  des ellules filles à la 
fin de la division cellulaire (Yang et al. 2008; Connell et al. 2009). La spastine M87 

interagit directement avec CHMP1B au niveau de ce complexe et permet le « coup de 

ciseau » final sur les MTs maintenant les deux cellules filles (Reid et al. 2004). IST1, 

une autre protéine du complexe ESCRT, permettrait le recrutement de la spastine au 

sein de ce complexe et la médiation de la fission des endosomes aux points de 

contact entre RE (Allison et al. 2013 ; Allison et al. 2017). L’i te a tio  e t e IST  et la 
spastine jouerait également un rôle dans le désassemblage du fuseau mitotique et le 

s ellage de l’e veloppe u léai e (Vietri et al. 2015). 

 

 La délétio  de la égio  e uise pou  l’i te a tio  e t e spasti e et NA , u e 
protéine centrosomal, perturbe la capacité de liaison de la spastine aux microtubules 

(Errico et al. 2004). NA14 est aussi impliqué dans le développement axonal (Goyal et 

al. 2014). Prise ensemble, ces observations suggèrent que la protéine NA14 pourrait 

joue  u  ôle d’adaptateu  de la spasti e, ota e t au iveau pé i u léai e, et va 
dans le se s de l’i pli atio  de la spasti e da s la dégé é es e e des a o es des 
neurones moteurs dans le cadre des PSHs. 

 

 Mutée dans le cadre des PSHs-SPG33, les mutants protrudine perdraient leurs 

apa ités d’i te a tio  ave  la spasti e (Mannan et al. 2006). La protrudine est aussi 

impliquée dans le trafic endosomal et notamment travaillerais comme adaptateur 

entre les moteurs moléculaires de la famille KIF5 et leurs cargos (Matsuzaki et al. 

2011). L’i po ta e d’u e pe tu atio  du t afi  e doso al, é a is e 
pathologi ue le plus f é ue e t i i i é da s le ad e des PSHs, et l’effet sur 
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l’e te sio  des eu ites (Pantakani et al. 2011) contribuent ensemble à penser que 

l’i te a tio  spasti e-protrudine aurait un lien dans la mise en place de la pathologie. 

Toutes ces données complexifient le do ai e d’a tio  de la spastine au niveau cellulaire, et 

suggèrent l’implication de cette protéine da s la égulatio  d’u  la ge pa el de é a is es 
cellulaires. 

 

b. Les mutants pathologiques 

De nombreuses études se sont attachées à caractériser différents types de mutants de la 

spastine ou à prédire de nouveaux sites de mutations (Svenson et al. 2001; Molon et al. 

2003; Tang et al. 2004; de Bot et al. 2010; Henson et al. 2012; Fink et al. 2013; Racis et al. 

2014; Solowska et al. 2014). 

Dans les cas de PSH-SPG4, les patients sont hétérozygotes expriment 50% de protéines 

fonctionnelles. Plus de 300 mutations ont été répertoriées (The human gene mutations 

database HGMD, voir Figure 18, p.49), qui touchent dans environ 50% des cas le domaine 

AAA. L’alté atio  de la fonction de clivage des MTs est donc un facteur important dans la 

mise en place de la pathologie. 

Certaines études (Pantakani et al. 2008; Eckert et al. 2012; Eckert et al. 2013) montrent que 

l’aug e tatio  oissa te de la concentration de mutant induit une diminution spécifique 

de la capacité de clivage de la spastine sauvage (pour une concentration fixe). Ces résultats 

reproduisent un cadre pathologique progressif cohérent avec ceux observés dans les PSHs. 

Cependant, la diversité des cas suppose une plus grande complexité de mécanismes corrélée 

à une diversité génétique des patients. 

Co e il ’est pas possi le d’étudie  toutes les utatio s, ot e étude se focalisera sur des 

constructions portant la mutation pathologique C448Y (C445Y chez la souris) qui touche le 

motif de Walker B i pli ué da s la dég adatio  de l’ATP (Evans et al. 2005 ; White et al. 

2007). La protéine est donc incapable de se détacher des MTs et de les cliver. En 

complément, et afi  de o p e d e l’i po ta e du do ai e AAA, ous avons utilisé une 

construction M1 dépourvu de domaine enzymatique. 

Cette mutation a été étudiée par d’aut es auteu s (Pantakani et al. 2008; Taylor et al. 2012; 

Solowska et al. 2014) cependant les diversités de localisations ou les différences 

fonctionnelles entre isoformes de spasti e po teuses d’u e e utatio  ont rarement 

été étudié.  
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Figure 18 : Plusieurs types de mutations de la spastine affectent les patients. 

Les mutations qui touchent le domaine enzymatique AAA représentent plus de 50% des cas pathologique. Cependant, 
ces mutants varient selon le type de mutations (missense, splice et nonsens) ce qui explique la complexité des cas de 
PSHs lié au gène SPG4. 

 

i. Haploinsuffisance VS Gain de fonctions neurologiques  

Les données de la littérature proposent deux voies pour caractériser l’é e ge e les PSHs-

SPG4. 

 L’haploinsuffisance. La édu tio  d’a tivité de livage des i otu ules, lié à 

l’i a tivatio  d’u  all le spasti e, est deve u l’h poth se la plus é u e te pour 

expliquer les cas de PSHs-SPG4 (Hazan et al. 1999; Bürger et al. 2000). Le  clivage des 

microtubules dans les neurones permet la formation des petits segments de 

i otu ules plus fa ile e t t a spo ta les da s l’axone  (Wang et al. 2002; Baas et 

al. 2006) et aussi ée u  plus g a d o e d’e t é ités d a i ues (Roll-Mecak et 

al. 2006). Les effets observés dans différents modelés neuronaux ou la spastine est 

mutée ou absente, mais aussi chez les patients, comme la réduction de la croissance 

axonale, la réduction en nombre des branchements axonaux (Riano et al. 2009; Qiang 

et al. 2010), une plus grande stabilisation du réseau de microtubules et un impact sur 

le transport axonal (Kasher et al. 2009; Denton et al. 2014; Havlicek et al. 2014) 

sugg e t fo te e t l’idée u’u e édu tio  d’a tivité de livage des i otu ules 
contribue à la mise en place du principal phénomène proposé comme altéré dans le 

cadre pathologique. De plus, bien que certains mutations de la spastine génèrent des 

formes stables, la plupa t ésulte t théo i ue e t e  fo es t o uée d’au oi s le 
domaine AAA (Depienne et al. 2007; Beetz et al. 2008; Boone et al. 2014). L’A‘N 
messager codant pour ces protéines pourrait alors être pris en charge par des 

mécanismes de dégradations spécifiques, ce qui empêcherait leur traduction  (Lykke-

Andersen et al. 2015; Popp et al. 2016). E  effet, au u e étude à l’heu e a tuelle ’a 



Page 50 sur 144 
 
 

pe is de déte te  l’e p essio  de es p otéi es tronquées, ce qui va dans le sens 

d’u e haploi suffisa e. 

 

 Le gain de fonction pathologique. Il pose en hypothèse la capacité de la protéine 

mutée à développer une nouvelle fonction toxique pour la cellule ou qui affecterait 

égative e t l’a tivité de livage de la spasti e sauvage. En effet, la traduction de 

certains ARN messagers porteurs de mutations faux sens de la cassette AAA 

ésulte ait e  l’e p essio  de p otéi es utées i a tives  aussi stable que leurs 

homologues sauvage (Solowska et al. 2010). Certains de ces mutants incapable de 

cliver les microtubules ont montrés une capacité particulière à décorer les MTs et à 

former des fagots (Errico et al.2002; McDermott et al. 2003; Evans et al. 2005; Roll-

Mecak et al. 2005; White et al. 2007; Pantakani et al. 2008; Eckert, et al. 2013; 

Solowska et al. 2014). Ces observations suggèrent une capacité de ces mutants à 

affecter la dynamique des microtubules et des fonctions qui lui sont associées, 

comme le transport axonal (Solowska et al. 2008; Solowska et al. 2014; Leo et al. 

2017). Ces mutants pourraient même « parasiter » la fonction de clivage de la 

spasti e sauvage pa  la fo atio  d’hétérohexamères inactifs et donc réduire 

ultérieurement la capacité de clivage de la spastine non mutée.  Cependant, de nos 

jours, aucunes o élatio s ’o t été observées entre ce type des mutations et les 

différents phénotypes pathologiques répertoriés chez les patients. Enfin,  les 

protéines mutées ’o t pas été ide tifiées chez les patients ou dans les modèles 

pathologiques, laissant ouverte la discussion sur ce développement de capacité.  

 

ii. Modèles développés 

Face à la grande complexité du problème scientifique posé, un large panel de modèles ont 

été développés et sont présents dans la littérature. 

Des lignées de cellules souches olfactives ont été développées à partir de cellules de patients 

PSHs (Abrahamsen et al. 2013).  Ces cellules, portant différentes mutations, montrent une 

dysrégulation de plusieurs gènes codant par exemple pour la stathmine ou pour des 

kinésines. La stathmine est une protéine capable de se lier aux dimères de tubuline et de 

réguler négativement la formation des microtubules. Au niveau protéique, la spastine est 

réduite de 50% alors que la stathmine est augmentée de 150%. Ces perturbations entraînent 

une réduction spécifique du ratio de tubuline acétylée, sans modification du ratio de 

tubuline tyrosinée. Les cellules sont également plus petites. Plusieurs modèles neuronaux 

ont aussi été développés pour se rapprocher des conditions physiologiques et 

pathologiques :  
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 Un modèle de drosophile PSHs (Trotta et al. 2004; Sherwood et al. 2004; Orso 2005; 

Baxter et al. 2014). Via l’usage d’u  A‘N i te fé e t a ti-D-spastine, ce modèle de 

drosophile a mis en avant un défaut dans la croissance synaptique et une atteinte de 

la neurotransmission. La D-spastine semble également avoir un lien dans la 

régulation de la stabilité des mi otu ules puis u’u e sta ilisatio  a o ale du 
éseau de MTs a été o se vée da s la pa tie distale de l’a o e. Les la ves dépou vues 

de spastine montrent une altération de la morphologie de leurs neurones moteurs et 

un plus grand taux de décès lors du passage en stade nymphal. Les spécimens adultes 

rescapés montrent une altération de leurs mobilités rappelant le phénotype humain 

pour ces pathologies. Une réduction de la température (18°C contrairement aux 24°C 

sta da d  a pe is d’aug e te  le tau  d’é losion et le temps de vie des individus 

dépourvus de spastine tout en améliorant le réseau synaptique. Cet impact positif du 

froid pourrait être un aspect thérapeutique à développer au court de cette thèse. 

 

 Via u e sé ue e d’oligo u léotide a tise s tou é contre le codon d’i itiatio , le 

od le d’e o s de poisso s z e est dépourvu de spastine (Wood et al. 2006; 

Butler et al. 2010). Les auteurs ont montré que la réduction de spastine contribuait à 

des troubles importants dans la formation du réseau de neurites, dans la régulation 

de la dynamique des MTs et dans le maintien de la motilité du cône de croissance. 

 

 Des modèles de souris dépourvus de spastine ont été mis en place par plusieurs 

équipes. La délétio  d’u e pa tie du g e E o  -7) conduit à la formation 

p é atu ée d’u  odo  STOP (Tarrade et al. 2006). Les animaux montrent une 

dégénérescence axonal progressive, restreinte au niveau du système nerveux central, 

et ui dé ou he su  u  défaut oteu  ta dif. L’appa itio  de go fle e ts a o au  et 
l’a u ulatio  d’o ga elles a a té ise e od le et le fait entrer dans le cadre des 

PSHs liés à la spastine. Les auteurs ont également montrés une accumulation  des 

mitochondries et d’aut es o ga elles au niveau de ces gonflements. Un deuxième 

modèle de neurones de souris (Kasher et al. 2009) a été développé en mimant une 

utatio  su  u  site d’épissage o u da s le ad e des PSHs, o duisa t à la pe te 

de la p otéi e. L’appa itio  de t ou les de l’é uili e o i é à la p ése e de 
go fle e ts a o au  et d’a u ulatio  de p otéi es a pe is de rattacher ce 

od le au ad e pathologi ue défi i pou  les SPG . L’a al se du t a spo t a o al 
antérograde a démontré une réduction du mouvement des mitochondries et des 

vési ules o te a t de l’APP a loid p e u so  p otei . De plus, les t a spo ts 
antérograde et rétrograde sont fortement diminués dans les neurones ayant formé 

des gonflements axonaux. Bien que ces deux premiers modèles se basent sur le 

p i ipe d’haploi suffisa e et de édu tio  de p odu tio  de la spasti e, u  od le 
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murin a été développé dans lequel la  spastine porte une mutation ponctuelle au 

niveau de la cassette AAATPase (Connell et al. 2016). Cette mutation (N384K) affecte 

u  ésidu au iveau du otif de Walke  A, u e ou le é essai e à la liaiso  de l’ATP, 
ce qui empêche la protéine de cliver les MTs. Les souris homozygotes âgées de 4 

ois ou d’  a  o t e t u  plus g a d o e de défauts oteu s lo gueu  et 
durée de la foulée, natation) et une apparition des gonflements axonaux. Cependant, 

au u s effets ’o t été o se vés hez les sou is hété oz gotes.  

 

 A partir des ellules d’u  patie t SPG , une équipe a générée un modèle de 

neurones glutamatergique télencéphalique (Denton et al. 2014). Ils ont observé une 

forte présence des gonflements axonaux coïncidant avec une accumulation de cargos 

positifs aux mitochondries et à Tau. Ce modèle laisse suppose  u’u  é a is e 
d’haploi suffisa e est espo sa le du phé ot pe pathologi ue. E  effet, 
l’appa itio  de go fle e ts a o au  a été i i lié à la édu tio  du iveau de spasti e 
dans le modèle de neurones dérivés de cellules souches de patients (cadre 

hété oz gote  ais aussi à l’a se e de ette p otéi e da s u  od le de eu o es 
dé ivés de ellules sou hes dépou vus de spasti e. Les iveau  d’a ét latio  so t 
significativement élevés dans les neurones SPG4.   

 

 Enfin, un modèle de cellules souches dérivées de fibroblastes de patients PSHs a 

permis de produire des neurones positifs à un marqueur cortical ainsi que des 

cellules gliales porteuses de mutations de la spastine (Havlicek et al. 2014). La 

spasti e M  se le ’ t e e p i ée ue da s les eu o es et les p ogé iteu s 
neuronaux, tandis que la forme M87 est plus largement produite. La mutation du 

gène SPG4 attei t ota e t l’i tég ité ellulai e des eu o es ais aussi le 
transport axonal rétrograde. 

Les différentes altérations de la dynamique des microtubules ou du trafic membranaire, 

obtenues sur les différents modèles existants, sont récapitulés dans le Tableau 3 (p.53). Bien 

que peu de résultats similaires ressortent de ces études, des points de similitudes sont à 

souligner comme la perturbation de la dynamique des MTs, la hausse de stabilité du réseau 

de MTs au iveau de la pa tie distale de l’a o e, l’appa itio  de go fle e ts a o au  da s 
les od les a if es, et l’attei te du t a spo t a o al. 
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Modèle 
cellulaire et 

spastine 

Tubuline 
acétylée 

Dynamique des 
MTs (EB3) 

Trafic 
Membranaire  

Gonflements 
axonaux 

Référence 

Neurones issus 
d’iPS hu ai es 

(p.R562X) 

Pas de 
variations 

- Augmentation 
du % 

antérograde 

Fort mais 
non quantifé 

(Havlicek et 
al. 2014) 

Neurones issus 
d’iPS hu ai es 

(c.683-1G>T) 

Augmentation - Réduction du % 
rétrograde 

1 par 100 
µm 

(Denton et al. 
2014) 

Neurones de 
souris (∆Exon5-

7) 

- Réduction du 
nombre 

Perturbé dans 
le renflement 

axonal 

4% (Fassier et al. 
2013; 

Tarrade et al. 
2006) 

Neurones de 
Rat (SiRNA) 

- Réduction du 
nombre 

- - (Qiang et al. 
2010) 

Neurones de 
souris (∆Exon7) 

- - Réduction du % 
antérograde 

Faible, non 
quantifié 

(Kasher et 
al. 2009) 

Zebrafish 
(Spast KO) 

- Réduction du 
nombre 

- - (Wood et al. 
2006; Butler 
et al. 2010) 

Drosophile 
(Dspastin) 

Augmentation - - - (Orso et al 
2005) 

Tableau 3 : R apitulatif des do es p se tes da s la litt atu e su  l’effet de la du tio  de clivage par la spastine sur 
la dynamique axonal. 

Bien que ces observations soient complexes à remettre dans le même contexte, elles tendent à conclure que la réduction 

ou l’a se e de spasti e pe tu e t l’ho ostasie du t a spo t a o al ai si ue la d namique des MTs. Pris ensemble, 

es deu  pa a t es pou aie t t e e  lie  ave  l’appa itio  de go fle e ts a o au  o se v s da s es diff e ts 
modèles. 

 

iii. Les gonflements axonaux : une piste de thérapie et un lien 

avec d’autres maladies neurodégénératives .  

La dilatation des extrémités axonales est l’u  des p i ipau  phé ot pes o sidé és da s e 
type de pathologie. Similaire à des observations post-mortem (Fink et al. 2013), plusieurs 

des modèles neuronaux (Sherwood et al. 2004; Orso et al 2005; Tarrade et al. 2006; Fassier 

et al. 2013; Havlicek et al. 2014; Denton et al. 2014) démontrent que la présence ou la 

édu tio  d’a tivité de la spasti e suffit à i dui e e phé o e (voir Figure 19, p.54).  

À travers des travaux portant sur les drogues ciblant les MTs (Tarrade et al. 2006; Fassier et 

al. 2013), il se le possi le de édui e ou d’i hi e  la fo atio  de dilatatio s a o ales su  
des modèles de souris. Nous ne connaissons cependant aucun des mécanismes qui sous-

te de t e t pe d’effet. Ces olé ules ota e t le Taxol et le Nocodazole qui sont 

fo te e t utilisées e  a é ologie  ep ése te t u e piste d’i té t pou  le développe e t 
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d’appli atio s à visée p éve tive ou u ative, deu  aspe ts ui a ue t uelle e t de os 
jours pour les personnes frappées de ces affections. 

Le lie  ave  d’aut es eu opathologies est e o e al défi i. U e g a de pa t de pathologies 
eu odégé é atives p ése te t égale e t des fo es o ple es i pli ua t d’aut es 

atteintes cérébrales. De plus, le transport axonal et la dynamique des microtubules 

pourraient être important dans la mise en place des mécanismes de dégénérescence 

axonale voire neuronale. Certaines pistes sont intéressantes à étudier, comme 

l’aug e tatio  de la pol gluta latio  da s e tai s as d’Alzhei e  (Zempel et al. 2015) et 

le lie  e t e ette MPTs et l’aug e tatio  d’a tivité de la spasti e (Lacroix et al. 2010; 

Moutin et al. 2011; Valenstein et al. 2016). Mais les liens entre ces maladies restent 

o ple es à éta li  sa s plus d’élé e ts e pé i e tau . 

Cependant, le phénotype pathologique de gonflements axonaux a été également observé 

da s d’aut es aladies eu odégé é atives o e la aladie de Pa ki so , d’Alzheimer ou 

des formes de sclérose latérale (Millecamps et al. 2013). Bien que souvent liés à une 

perturbation du transport axonal (Martin et al. 1999; Stokin et al. 2005) et à l’a u ulatio  
d’o ga elles et de vési ules, les é a is es i pli ués da s l’appa itio  de es dilatatio s 
sont largement inconnus. Nos travaux ont permis de visualiser les transports axonaux de 

composés spécifiques comme les mitochondries ou VAMP7, un composant critique pour le 

développement a o al. Le ut est de voi  s’ils so t attei ts da s os diffé e tes o ditio s 
expérimentales. 

 

 

Figure 19 : La du tio  d’activité de la spastine entraîne la formation de dilatations axonales (Tarrade et al. 2006).  

Culture de neurones corticaux témoins A, C et C’  ou d pou vus de spastine (SPG4-KO, B, D et D’ . L’a se e de p ot i e 
montre une augmentation du nombre de gonflement axonaux. 
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c. Objectif de la Thèse 

À travers cette introduction, nous avons vus la complexité des PSHs. Nous avons également 

pu app éhe de  l’i po ta e de ette protéine pour la régulation de la dynamique des MTs 

(par clivage), pour le transport axonal de composés, pour l’ho éostasie des MPTs, pour 

l’e t etie  du ‘E, pour l’a s issio  et  … Il apparaît ainsi que les connaissances relatives aux 

fonctions des formes sauvages de cette protéine ainsi que des liens entre mutations et 

pathologies sont encore à compléter. En raison de la complexité du sujet, j’ai fo alisé es 
travaux de thèse sur une série définie de questions dont la compréhension pourrait éclairer 

l’e se le de la thé ati ue. Les différents points ue j’ai développés concernent :  

 L’oppositio  e t e le p i ipe d’haploinsuffisance et le gain de fonction de certaines 

mutations pathologiques  

 L’i pa t d’u e utatio  su  la lo alisatio  de deux isoformes (M1 et M85) 

 L’effet des uta ts ou de l’a se e de spastine sur le transport axonal 

 L’appli atio  de t aite e ts pha acologiques pour tenter de corriger les 

phénotypes pathologiques constatés dans différentes conditions expérimentales 

Dans un premier temps, nous avons utilisé le modèle de souris développé pa  l’é uipe du D  
Melki mimant une haploinsuffisance (Tarrade et al. 2006; Fassier et al. 2013). Nous avons pu 

montrer ue l’a se e de spasti e conduit à une perturbation du ratio de tubuline acétylée 

et du transport axonal de composés spécifiques. Cette sélectivité pourrait balancer 

négativement le transport, réduisant le te e t l’ad essage de o posés i po ta ts pour la 

survie axonal, et permettre la formation des gonflements axonaux observés dans la 

littérature. Dans un second temps, notre travail a consisté à étudier les différences entre des 

spastine sauvages et des formes mutées ou tronquées de différents domaines. Nos travaux 

ont montré que les uta ts pe tu e t fo te e t l’a ét latio  des MTs da s ot e lig ée 
HeLa, effet conservé même après 48h. Nous avons aussi mis en avant que la régulation de 

cette acétylation était possi le e  odifia t les iveau  d’αTaT ou d’HDAC , p ouva t ue la 
ésista e à te ps lo g de l’a ét latio  des MTs passe pa  des é a is es o ple es. Nous 

avons aussi mis en évidence une différence de localisation spécifique entre les deux de 

spastine (M1 et M85) po teuse d’u e e utatio  C Y . Elles éagisse t de plus 

différemment à certains traitements pharmacologiques ce qui suggère une dynamique de 

régulation différentes. Nous avo s aussi o se vé ue l’e p essio  de o st u tio s mutées 

peut altérer le transport axonal de vésicules positives à VAMP7. 

Da s l’e se le, les résultats obtenus tendent à valider et à vérifier assez largement 

certaines hypothèses avancées dans la littérature, tout en y apportant des éclairages. Nos 

résultats sont en outre cohérents avec le fait que l’haploinsuffisance et le gain de fonction 

pathologique sont toutes deux possibles pour induire une perturbation du trafic axonal, du 

ratio de MPTs, et conforme à l’i po ta e de l’isoforme longue dans le cadre pathologique. 
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Matériels et méthodes  
 

I. Techniques de biologie moléculaire et cellulaire  

a. Liste des produits et constructions utilisés  

Les constructions utilisées dans cette étude ont été décrites dans différentes publications :  

 HDAC-GFP et HDAC déficiente-GFP (HDAC DC-GFP) ont été achetées chez Addgene 

(Gao et al. 2010; Kawaguchi et al. 2003). 

 HDAC-Flag et HDAC DC-Flag développées par Addgene, ont été préalablement 

décrites dans la littérature (Gao et al. 2010; Kawaguchi et al. 2003). 

 αTaT -GFP, αTaT  DC-GFP (Shida et al. 2010) ont également été commandées chez 

Addgene. 

 Lys K40A (Mackeh et al. 2014) mutée est un cadeau du Dr Poüs. 

 VAMP7-mRFP et VAMP2-GFP ont été décrites préalablement (Burgo et al. 2009; 

Tsaneva-Atanasova et al. 2009) 

 EB3-GFP (Fassier et al. 2013). 

 Mitom-cherry développée par Addgene (Tanenbaum et al. 2014). 

 

Les constructions spastine produites par notre équipe sont répertoriées ci-dessous dans la 

Figure 20.  

 

Figure 20 : Représentation schématique des constructions spastine utilisées dans cette étude.  

Toutes nos constructions ont un marquage GFP afin de les rendre visible en microscopie par épifluorescence. Les 
différents domaines présents dans chaque forme de spastine sont représentés en couleur. 
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Le reste des composés utilisés pour les marquages ou les traitements ont été achetés : 

 le Mitotracker orange CM-H2 TMROS a été commandé chez Molecular Probes 

(invitrogen) 

 le fluorophore Bodipy-FL (Molecular Probes) 

 le paclitaxel (Taxol, Sigma-Aldrich) 

 le Nocodazole (Sigma-Aldrich) 

 la Trichostatine A (TSA, Tocris) 

 la Tubacine (Sigma-Aldrich) 

 NaCl (FischerScientific) 

 Sucrose (Sigma-Aldrich) 

Les différents anticorps utilisés au long de cette étude sont listés ci-dessous : 

 Anti-chaîne polyglutamylée, lapin, polyE (Adipogen) 

 Anti-EB1, souris (BD Bioscience) 

 Anti-KIF5B, souris, clone KN-01 (Millopore) 

 Anti-Flag, souris (Sigma-Aldrich) 

 Anti-GAPDH, souris monoclonal (Sigma-Aldrich) 

 Anti-katanine, souris, p60 (Santa Cruz) 

 Anti-spastine, souris, SPG3/11 (Santa Cruz) 

 Anti-stathmin, lapin polyclonal, est u  adeau d’A d é So el INSE‘M, Pa is, F a e  

 Anti-Tau, mouton, C-17 (Santa Cruz) 

 Anti-tubuline acétylée, souris monoclonal, clone-11B-1 (Sigma) 

 Anti-tubuline β-III, souris, TUJ1 (Covance) 

 Anti-tubuline détyrosinée, lapin polyclonal (Millipore) 

 Anti-tubuline tyrosinée, rat, clone YL 1/2 (Millipore) 

Les anticorps secondaires utilisés pou  l’i u ofluo es e e so t couplés à une Alexa Fluor-

488, Alexa Fluor-594, Alexa Fluor-643 ou à une CY3 (mouton anti-lapin, anti-souris, anti-rat 

ou âne anti-mouton) et ont été achetés chez Molecular Probes. Les anticorps secondaires 

employés pour les Western Blot sont couplés à une IRDye 800CW ou une 680CW (mouton 

anti-lapin, anti-souris, anti-rat) et ont été commandés chez LI-COR Bioscience. 

Les constructions de la spastine N-Terminale, M1 et M85 ont été préparées au sein de notre 

laboratoire antérieurement à ma venue. Les constructions M1-ATPase, M1C445Y et M85CY 

ont été produites par notre équipe à partir de ces plasmides témoins. Le marquage GFP a été 

élaboré dans le plasmide pCMV-GFP-N1 (Clontech) et le marquage Flag a été réalisé dans le 

plasmide pT7-FLAG-MAT-TAG 2 (Sigma). Dans les deux cas, la GFP et le Flag se localisent en 

C-terminale de la protéine (voir Figure 21 ci-après). 
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Figure 21 : Séquence des plasmides utilisés pour la réalisation des constructions GFP et Flag.  
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b. Production des protéines 

i. Insertion de l’ADN dans le plasmide:  

Les hoi  des sites de est i tio  pou  le t aite e t de l’i se t et du plasmide ont été 

réfléchit pou  ha ue o st u tio  da s le ut d’opti ise  les i se tio s des f ag e ts et 
leurs productions. Les inserts de spastine ont été produits en grande quantité par PCR puis 

purifiés su  gel. La a de o espo da t à l’i se t a été isolée et pu ifiée e  utilisant le kit 

« GeneJet Extraction Kit » The os ie tifi . L’i se t est e suite digé é h à °C, grâce à 

l’usage d’e z es de est i tio  spé ifi ues Fast digest e z es, Fe e tas  et pu ifié su  
colonne en utilisant le kit « MinElute Reaction Cleanup Kit (50) » (Qiagen) ou « GeneJet PCR 

Purification Kit » (Thermoscientific). Les plasmides sont ensuite digérés avec les mêmes 

e z es de est i tio  utilisées pou  l’i se t, puis pu ifiés ave   le kit « GeneJet Extraction 

Kit » (Thermoscientific). Enfin, la ligation avec un kit T4 DNA ligase (2h à température 

a ia te, The os ie tifi  a pe is la fusio  de l’i se t da s le plas ide voi  Figure 22). 

Toutes ces étapes de production des constructions ont été développées en amont et 

réalisées en parallèle de ce travail de thèse par Mme Vandana Joshi (ingénieure au sein du 

laboratoire UMRS 1204). 

 

 

Figure 22 : Schéma représentant l’i se tio  d’u  f ag e t ADN au sei  d’u  plas ide.  
Le plas ide do eu  o p e d la s ue e d’ADN d’i t t e  e e ple i i YGOI e  jau e . La digestio  pa  des 
e z es de est i tio s sp ifi ues E oR  et Not  pe et l’ouve tu e du plas ide do eu  et l’isolatio  de l’ADN 
d’i t t, ais oupe gale e t le plas ide e eveu . L’ tape de ligatio  et la si ilitude des sites de oupes utilis s 
pe ette t l’i se tio  fi ale da s le plas ide i le. 
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ii. Amplification : Maxipréparation d’ADN plasmidique 

La transformation bactérienne est une technique couramment utilisée pour produire un 

g e ou u e p otéi e d’i té t e  utilisa t u e populatio  de a té ies. L’i u atio  des 
bactéries dans un milieu riche en cations, ainsi que le traitement au froid et le choc 

the i ue, affe te t la e a e ellulai e pou  pe ett e l’e t ée de l’ADN. La p ése e 
des cations permet de moduler la charge négative de la membrane bactérienne et 

d’e t aî e  l’a o hage de l’ADN, lui aussi ha gé égative e t. L’i u atio  da s la glace 

pe et de f agilise  la st u tu e de la e a e, et do  pote tialise  l’effet des atio s. Le 
ho  the i ue fo e l’e t ée de l’ADN au t ave s de la e a e e do agée. 

Dans un premier temps, nous avons réalisé une étape de transformation des a té ies DH α 

(Thermofischer), bactéries de clonage choisies pour leurs capacités à répliquer une grosse 

ua tité d’ADN. Nous avons incubé 0,5 µL de plasmide dans 50 µL de bactéries, pendant 30 

minutes sur glace, puis réaliser un choc thermique 30 secondes à 42°C et 2 minutes sur 

glace. Après ajout de 250 µL de milieu sans antibiotique, les bactéries sont mises sous 

agitatio   p  à °C pe da t  heu e. L’étape d’e se e e e t o siste à étale  u e 
petite quantité de bactéries (10 à 20 µL) sur une boite de Pétri contenant du LB agar 

supplémentée de 50 µg/mL de kanamycine et de 100 µg/mL d’ampicilline, et à l’i u e  h 
à 37°C. 

En récupérant une colonie isolée dans 5 mL de LB supplémentée de 50 µg/mL de 

kanamycine et de 100 µg/mL d’a pi illi e, les actéries sont mises à croître pendant 16h à 

37°C. Les cultures sont ensuite centrifugées à 4000 x g à °C pe da t  i utes, et l’ADN 
est purifié en utilisant le kit de minipréparation « GenJet Plasmid Miniprep Kit » 

(Thermofischer) et de maxipréparation « Plasmid Maxi Kit (10) » (QUIAGEN). La 

concentration est quantifiée par spectrométrie UV à 260 nm. 

 

c. Culture de lignées immortelles : HeLa 

Les cellules HeLa (ATCC CCL-2) sont des lig ées épithéliales p ove a t d’u  a i o e uté i  
humain. Ces cellules sont un bon moyen pour étudier facilement et rapidement les 

propriétés biologiques et mécanistiques des différents mutants de la spastine. Les cellules 

HeLa o t été ultivées da s u  ilieu Dul e o’s odified Eagle DMEM X, The ofisher) 

supplémenté de 1% de Pénicilline-Streptavidine (100 unités/mL, Invitrogen) et de 10% de 

Sé u  de veau fœtal SVF, I vit oge , ai te ues da s u  i u ateu  ave  % 
d’hu idité, % CO  et à °C. Les passages sont réalisés régulièrement via un lavage au PBS 

1X (GIBCO) et une incubation ’ à ° da s  mL de Trypsine (Tryplex de Thermofischer). La 

t psi e est u e p otéase apa le de live  les p otéi es e a ai es d’adhésio  et do  
d’i dui e le déta he e t des ellules. Les cellules sont ensuite redéposées dans un flacon de 

culture de 75cm2 (50-75 000 cellules) ou utilisées pour les différentes expériences. 
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i. Protocole de transfection 

Pou  les p oto oles d’i u ofluo es e es et de vidéo i os opie, les ellules HeLa o t été 
déposées sur des lamelles de verres (12 mm et 30 mm  p éala le e t etto ées à l’étha ol 
100%. Pou  les p oto oles de Weste  lot et d’i u op é ipitatio , les ellules HeLa so t 
directement déposées au fond de boîte de Pétri en plastique (60 mm) pour culture cellulaire. 

 

Après préparation des lamelles ou boîtes de cultures, et une fois que les cellules sont au 

oi s à % de o flue e, les t a sfe tio s o t été éalisées à l’aide de Lipofe ta i e 
 Life Te h ologies . C’est u  age t de t a sfe tio  atio i ue ui pe et d’i o po e  

le plasmide conte a t l’ADN au sei  de liposo es. Le o ple e plas ide-liposome est 

chargé positivement tandis que la membrane de la cellule est chargée négativement, ce qui 

entraîne l’e do tose. U e fois e o ple e e t é à l’i té ieu  de la ellule, l’ADN se 

détache naturellement du liposome, par la suite dégradé par la cellule. Cet ADN est conduit 

dans le noyau pour y être répliqué et entraî e  u e su e p essio  de la p otéi e d’i té t. 
 

Expérience Volu e d’opti-MEM total (µl) ADN (µg) Lipofectamine (µl) 

IF (12 mm) 100 0.5 1 

Vidéomicroscopie (30 mm) 500 3 6 

WB/IP (60 mm) 500 8 16 

Tableau 4 : Exemple de protocoles réactionnels utilisés et ses variations selon les différentes conditions expérimentales 

 

La préparation du mixe ADN-lipofectamine est réalisée dans du milieu Opti-MEM 

(Invitrogen), o pléta t l’effet atio i ue de la lipofe ta i e. Selo  le p oto ole développé 
par le fabricant (voir Figure 23, p.62), la première étape est de séparer la lipofectamine et 

l’ADN  ha u  da s u e oitié de volu e fi al pou  les volu es voi  le tableau). Une fois 

remis en commun, le mixe est laissé à incuber 20 minutes à température ambiante, pour 

permettre la formation de complexe plasmide-liposome. Après dépôt sur les cellules et 4 

heu es d’i u atio  à °C, ous avo s ha gé le ilieu de culture afin de permettre aux 

ellules de é upé e  pe da t  heu es da s l’i u ateu . 
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Figure 23 : Protocole de transfection des cellules avec la Lipofectamine2000 (Invitrogen). 

 

ii. Immunofluorescence  

Les cellules ont été fixées ap s e te ps d’atte te pa  incubation 20 minutes dans un 

tampon de PBS 1X contenant 4% de sucrose et 4% de paraformaldéhyde (PFA). Cette étape 

de fixation chimique, nécessaire pour une observation en microscopie électronique, permet 

de bloquer les systè es e z ati ues et ai si d’évite  toute odifi atio  st u tu elle des 
cellules.  

 

Les cellules ont été lavées  fois au PBS X et pe éa ilisées ’ à température ambiante 

dans un tampon de PBS 1X contenant 0.125% de gélatine (Sigma) et 0.1% de Triton X-100 

(Thermofischer). Le triton est un détergent non-ionique doux capable de dissocier les 

interactions lipide-lipide sans affecter les interactions protéine-protéine. Il permet donc de 

f agilise  la e a e des ellules, pe etta t l’entrée des anticorps par la suite, tout en 

solubilisant et isolant les protéines dans leurs formes actives ou natives sans toucher à leurs 

interactions protéiques. 
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Les cellules ont été lo uées ’ dans un tampon de PBS 1X contenant 0.25% de gélatine. La 

gélatine est un agent capable de saturer les sites de fixation aspécifiques, permettant de 

réduire le bruit de fond obtenu par le marquage immunofluorescent. 

L’a ti o ps p i ai e a été p épa é da s  µL de tampon de PBS 1X contenant 0.125% de 

gélatine, et les cellules ont été i u ées su  des gouttes d’a ti o ps su  u  parafilm dans un 

environnement humide pendant 16 heures à 4°C. Après 3 lavages au tampon de PBS 1X 

o te a t . % de gélati e, l’i u atio  se o dai e a été réalisée en suivant la même 

manière que décrite juste avant, à RT pendant 1 heure. Après 3 nouveaux lavages, les 

lamelles ont été montées sur lames starfrost (Dûscher) dans 6 µL de Mowiol (Sigma). Le 

Mowiol est un milieu de montage permettant de fixer la lamelle et de préserver une bonne 

qualité de signal fluorescent. 

 

iii. Technique de Western Blot 

Après élimination du milieu et rinçage au PBS 1X, les cellules ont été détachées et incubées 

dans un tampon de TSE supplémenté de 5% de triton X-100 et de 0,008 g/mL d’i hi iteu  de 
protéase (Roche), sur glace pendant 30 minutes avec vortex toutes les 5 minutes. Ce tampon 

permet de perméabiliser les cellules, de conserver les interactions entre protéines tout en 

fragilisant les interactions avec les lipides. De plus, le produit de chez Roche permet 

d’i hi e  l’a tivité des p otéases et do  de p otége  les p otéi es ue l’o  souhaite e t ai e 
de la dégradation. 

 

Les aliquotes ont ensuite été centrifugés 15 minutes, à 4°C et à 13 000 rotation par minute 

(rpm). Cette étape permet de ne prélever dans le surnageant les protéines hydrophiles et de 

concentrer dans le culot le reste des débris cellulaires ainsi que les protéines hydrophobes 

fortement liées à des lipides. 

 

Le dosage des protéines, par analyse spectrométrique, se base sur la méthode de Bradford. 

Ce dosage olo i ét i ue est asé su  le ha ge e t d’a so a e  du leu de Coo assie 
(qui compose le Dye Reagent utilisé dans nos expériences) après interaction avec des acides 

aminés basiques da s le as d’u  dosage d’ADN ou d’A‘N  et des ésidus hydrophobes 

da s le as d’u  dosage p otéi ue . La ga e étalo  a été p épa ée à pa ti  de 
o e t atio  oissa te d’al u i e de sé u  ovi  BSA, Sig a , da s u  ta po  de D e 

Reagent 1/5ème (Bio-Rad), et comparée à des extraits de 3 µL de protéines pour chaque 

échantillons préparés dans le même tampon de Dye Reagent. 

 

Les gels SDS-page sont préparés à la main avant la préparation des échantillons à déposer. 

Le principe de la technique de SDS-page est de réaliser une électrophorèse en gel de 

polyacrylamide afi  de sépa e  les p otéi es sous l’i flue e d’u  ha p éle t i ue. Le 
pou e tage d’a la ide o te u da s le gel i flue su  la taille des po es plus il est élevé 
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plus ceux-ci sont petits) et donc la capacité de migration des protéines (plus les pores sont 

petits plus les protéines sont retenues . Lo s d’u e éle t opho se, la ig atio  des 
protéines se fait en fonction de leurs charges électriques mais aussi de leurs tailles. La 

p ése e d’u  déte ge t fo t o e le SDS da s les diffé e tes solutions dénature les 

protéines et empêche le repliement de celles-ci tout en leur conférant une charge négative 

(forçant donc la migration uniquement en fonction de la taille des protéines).  

 

Les gels % d’a la ide p épa és pou  es e pé ie es o po te t deu  phases 
distinctes : un gel de concentration qui permet une entrée homogène des échantillons dans 

le second gel et un gel de séparation. Ce dernier a été coulé selon la composition suivante : 

2.8 mL de Tris HCL 2M ph 8.8, 150 µL de SDS 10%, 6.  l d’a la ide %, .  L d’eau 
démi é alisé,  µL d’APS %,  µL de TEMED. Une fois polymérisé, le gel de 

concentration a été rajouté par-dessus en utilisant : 1.25 mL de Tris HCL 0.5M ph 6.8, 50 µl 

de SDS 10%, 670 µL d’a la ide %,  L d’eau dé i é alisé,  µL d’APS % et  µL de 

TEMED. 

 

À partir de la concentration en protéine calculée par dosage BSA, les mêmes quantités de 

protéines sont préparées pour chaque échantillon et sont mises à bouillir dans un tampon de 

TSE contenant 1/5ème de volume de olo a t d’é ha tillo  (Thermoscientific) supplémenté 

e  dithioth éitol DTT, . L’é ullitio  pe et de dé atu e  les p otéi es e  isa t les liaiso s 
intramoléculaires. Cet effet est accentué par la présence de SDS et de DTT qui empêchent la 

régénération des ponts disulfures. 

 

Une fois déposés dans chaque puits, les protéines ont été mises à migrer pendant 1h30 à 

130 volts. Le transfert sur membrane de nitrocellulose est réalisé à la suite pendant 2 heures 

à 300 mA, dans la glace. Le montage doit respecter le sens du courant qui définit la direction 

de migration des protéines (voir Figure 24). 

 

 
Figure 24 : Représentation du montage pour le transfert des protéines depuis le gel SDS-page sur une membrane de 
nitrocellulose (abcam). 
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Les sites aspécifiques ont ensuite été bloqués 1 heure par exposition de la membrane à un 

tampon de TBS 1X contenant 0.1% de Tween-20 (Sigma) et de 5% de lait écrémé en poudre 

(régilait). L’a ti o ps p i ai e est i u é toute la uit à °C da s u  ta po  de TBS X 
contenant 0.1% de Tween-20 et de 5% de lait. Après 4 lavages au TBS 1X et 0.1% de Tween-

20, la membrane est incubée 2h ave  l’a ti o ps se o dai e ava t d’ t e s a é pou  évéler 

le signal fluorescent. 

 

iv. Extraction d’ARN .  

L’e t a tio  d’A‘N a été éalisée à partir de cellule HeLa trypsinisées, centrifugées (1000 rpm 

pendant 5 minutes), et resuspendue dans du PBS 1X. Nous avons lysé mécaniquement les 

cellules avec une P1000 dans 750 µL de Trizol (Thermofischer) pendant 5 minutes à RT, puis 

incuber le tout dans 200 µL de chloroforme pendant 3 minutes à RT. Après centrifugation à 

12000 rpm, 15 minutes à 4°C, la phase aqueuse transparente est récupérée puis réincubée 

10 minutes à température ambiante dans 20 µg de glycogène et 500 µL d’isop opa ol. Ap s 
une nouvelle centrifugation à 12000 rpm, 10 minutes à 4°C, le culot est lavé avec une 

solutio  à f oid o te a t % d’Etha ol. U e dernière centrifugation a permis de récupérer 

l’A‘N sous forme de pellets, de le resuspendre dans une solution « RNAse free water » 

(Thermofischer) et de vé ifie  pa  ig atio  su  gel d’agga ose % la ualité de l’e t a tio . 
 

II. Expérimentation animale 

a. Modèle animal : souris SPG4 Knock-Out 

Le modèle murin C57BL6 utilisé pour ces expériences a été développé et caractérisé par 

Anne Tarrade et Coralie Fassier (Tarrade et al. 2006; Fassier et al. 2013). Ces souris 

présentent une absence de production de la protéine spastine, dû à l’ajout d’u e sé ue e 
a e a te de .  k  u léotides i a tiva t l’e p essio  gé i ue. Les souris Wild Type (WT) et 

Knock Out (KO) pour la spastine sont hébergées et élevées au sein des locaux Genopole du 

CERFE. 

 

Les génotypages permettant de suivre la génétique des lignées ont été réalisés au sein de 

notre laboratoire. Des prélèvements de tissus ont été réalisés par le CERFE sur les différentes 

souris, et lavés deu  fois ave  de l’eau sté ile. Ces tissus o t e suite été i u és da s u  
tampon kit KAPA (cliniscience), mit à lysés ’ à °C suivit d’u e étape d’i a tivatio  des 
p otéases ’ à °C. Les e t aits o t e suite été vo te és et e t ifugés afi  d’éli i e  toutes 
impuretés. La PCR a été réalisé en utilisant un mix capable de révéler à la fois les bandes WT 

et KO : 12.5 µL Kapa 2X, 1 µL d’oligo F,  µL d’oligo ‘ o u  au  deu  g es ,  µl 

d’oligo  F , .  µL de MgCl2, 7.15 µL d’eau sté ile,  µg d’ADN. E  suiva t le p oto ole de 
PCR suivant : 10 min à 94°C, puis 32 cycles de 45 secondes à 94°C, 45 secondes à 65°C et 1 

minute à 72°C, enfin 10 minutes à 72°C. 
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Figure 25 : Exemple de génotypage réalisé au laboratoire. 

Conformément aux données présentées dans la littérature (Tarrade et al. 2006; Fassier et al. 2013), nos embryons de 
souris-KO sont dépourvus de spastine et expriment un gène non actif (voir la bande proche des 1000 bp). Les neurones 
des souris sauvages ou des souris hétérozygote expriment le gène actif codant pour la spastine (visible aux alentours des 

500 bp). Sp +/+ = embryon témoin ; Sp / = embryon homozygote ; Sp /+ = embryon hétérozygote. 

 

b. Neurones corticaux 

i. Technique d’extraction des neurones corticaux 

Une souris femelle gestante (17 jours) a été sacrifiée par exposition au CO2 dégagé par 

l’a tio  de l’étha ol su  la a ogla e. Ap s vé ifi atio  de l’a se e de éfle es, l’a do e  

de l’a i al a été stérilisés à l’étha ol et les e o s o t été dégagés et p élevés. Ils sont 

ensuite délicatement sortis de leur placenta et numérotés, tandis que leurs queues sont 

prélevées et déposées dans un tube annoté du même numéro. Ces dernières ont été 

utilisées pou  éalise  u  gé ot page des i dividus e  pa all le de l’e t a tio  des eu o es 
et selon le même protocole que pour le suivi des lignées génétiques adulte. Les embryons 

ont été par la suite décapités, leurs cerveaux dégagés et déposés dans un milieu HBSS-Hepes 

(préparé la veille et conservé à 4°C : % d’HBSS X, . % d’HEPES 1M, dans de l’eau 
stérile) sous loupe binoculaire.  

Les cerveaux ont été manipulés de sorte à retirer les bulbes olfactifs, les méninges, et à ne 

prélever que la partie corticale. Les cortex ont ensuite été coupés en fin morceaux sous 

hotte, et resuspendus dans 3 mL de Trypsine . % da s l’HBSS The ofis her) pendant 15 

minutes à 37°C au bain marie avec agitation toutes les 5 minutes. Après décantation, le 

surnageant a été éliminé et les cortex ont été lavés deu  fois da s  l d’HBSS X pe da t  
minutes, en prenant soin de ne pas léser les tissus. L’i dividualisation des cortex a été 

réalisée en ajoutant 300 µL de DNAse 10 mg/mL (Roche) dans 3 mL d’HBSS X pe da t  
minutes à température ambiante. Nous avons ensuite dissocié les cellules par une dizaine de 

pipetage avec une pipette pasteur en verre. Une fois les résultats du génotypage connus, les 

cellules ont été comptées puis déposées sur des lamelles préalablement traitées à l’a ide 
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(1/3 acide chlorhydrique et 2/3 acide nitrique) et recouvertes avec de la poly-ornithine 

(Sigma), dans du milieu MEM complet : MEM 31095 (Gibco), 10% final de sérum de cheval, 

0,9 g/mL de glucose, 1 mM de Glutamax (Gibco), 1% final de Penicil-Streptavidin). Après 2h à 

37°C, le milieu a été remplacé par un nouveau milieu de culture contenant du Neurobasal 

(Gibco), 2% de sérum B27 (Gibco), et 1 mM de Glutamax (Gibco).  

 

ii. Culture et transfection des neurones 

Les neurones embryonnaires sont plus simples à transfecter dû à leur plasticité plus 

importante comparée aux neurones adultes. Ils ont été maintenus en culture à 37°C sans 

changement de milieu et transfectés avec la Lipofectamine2000 entre 3 et 5 jours (DIB, day 

in vitro). Le protocole de transfection des neurones est similaire à celui des HeLa et ne 

dive ge ue pa  la é essité d’utilise  des ua tités plus fai le de transfectant et de changer 

le milieu après 3h de transfection afin de limiter la toxicité. Ce dernier, de même 

composition (Neurobasal, B27 et Glutamax), doit être incubé 16h dans une culture 

d’ast o tes de sou is. Ces ellules de soutie  des eu o es, p élevées en parallèle lors des 

cultures et cultivés dans du milieu MEM, sécrètent des facteurs optimisant la survie des 

neurones. Bien que le taux de transfection soit faible (5% de neurones), cette méthode 

pe et d’o te i  u  o e suffisa t de ellules t ansfectées et qui ont été utilisées dans 

os études. Ap s u  te ps d’i u atio  de  à h, les eu o es o t été utilisés pou  les 
expériences de vidéo microscopie ou fixés pour étudier la localisation de la spastine et de 

ces mutants par immunofluorescence. 

 

III. Différences entre les types cellulaires 

Le but de cette thèse est de comprendre les mécanismes pathologiques impliqués dans le 

cadre de paraplégie spastique héréditaire lors de mutation de la protéine Spastine. Ce 

groupe de pathologies touche spécifiquement les neurones corticaux moteurs et 

notamment leurs axones. La formation de renflements a o au , l’u  des a ueu s 
pathologiques rapportés pour ce type de pathologie, laisse penser à une perturbation du 

transport axonal. Nous souhaitons étudier l’i pa t ue peut avoi  la su e p essio  de 
constructions de la spastine sur différentes voies cellulaires ou biochimiques. Nous avons 

donc développés différentes constructions actives ou non. Le modèle de souris KO 

développé au sein de notre laboratoire est u  fo ida le outil d’i vestigatio  pe etta t de 
se app o he  d’u  ad e pathologi ue. Malheu euse e t, le tau  de t a sfe tio  e 
pe et pas d’étudie  apide e t tous os poi ts lés. Les ellules HeLa o t pe is, de par 

leur facilité de transfection et leur résistance, de tester un plus grand éventail de protocoles. 
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IV. Microscopie à fluorescence 

La technique de microscopie à épifluorescence est une technique de microscopie optique 

tirant profit du marquage fluorescent. Mu i d’u  o je tif et d’u  oculaire, le dispositif 

g ossis l’i age d’u  o jet le t pe d’o je tif a a té ise so  g ossisse e t  et sépa e les 
détails de l’i age selo  le pouvoi  de ésolutio . L’illu i atio  d’u e olé ule 
fluorescente couplée à un anticorps permet une détection plus fine et détaillée mais aussi de 

séparer différents signaux en fonction des fluorophores utilisés. La limite majeure de cette 

technique est la faible résolution (submicronique) qui ne permet pas de voir les interactions 

entre protéines, contrairement à d’aut es te h i ues d’i age ie. 
 

Nos o st u tio s posséda t u  g oupe e t GFP, ous ’avo s pas esoi  d’utilise  
d’a ti o ps pou  les évéle . Le sig al ve t ous pe et de visualise  spé ifi ue e t la 
localisation de la protéine hexogène et le marquage de tu uli e ous a pe it d’étudie  la 
capacité de clivage.  

 

 
Figure 26 : S h a d’u  i os ope à pifluo es e e oll ge atio al des e seig a ts et p ati ie s de g ti ue 
médicale). 
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V. Vidéomicroscopie 

Les vidéos présentées dans ce rapport de thèse ont été prises en utilisant le même 

microscope à épifluorescence (Nikon, Eclipse Ti-E). Ce Nikon est un modèle de microscope 

inversé (illuminé par le dessus) équipé d’u  o je tif Niko  X à i e sio  à huile, d’u e 
sou e d’illu i atio  Niko  C-HGFI, d’u e ha e . X pe etta t le g ossisse e t 
d’i ages , et d’u e a é a digitale Neo-sCMOS (ANDOR). Contrairement à 

l’i u ofluo es e e, la p ise d’i ages successives  permet de visualiser certains effets 

biologiques du viva t o e le t a spo t de vési ules le lo g de l’a o e. 

 

Les cellules HeLa et les neurones ont été préparés spécialement pour la réalisation de ces 

films. Déposés sur lamelles de 30 mm, ils ont été transfectés en suivant le protocole décrit 

ci-dessus mais ’o t pas été lo ués à la PFA. Après 16 à 24h, les lamelles de neurones ont 

été montées dans un milieu Krebs-Ringer-Hepes modifié et pe etta t l’o se vatio  : 135 

mM NaCl, 2,5 mM de KCl, 1,2 mM de MgCl,  M de CaCl,  M d’HEPES 11,1 mM de 

glucose, le tout à pH 7,4. La te pé atu e est o t ôlée pa  i je tio  d’ai  haud °C . La 
puissa e de la sou e d’e positio  a été églée au plus bas pour réduire la phototoxicité.  

 

Après avoir isolé un eu o e d’i té t, ous avo s la é la p ise d’i age su  u  u i ue a al 
(correspondant au signal des vésicules en mouvements) avec un intervalle de temps défini. 

Pour les signaux des v-SNARE ou des EB, une image a été prise toutes les secondes pendant 

3 minutes contrairement aux films avec mitotracker (une image chaque 5 secondes pendant 

 i utes . Pou  l’étude de l’i pa t de l’e p essio  de la spasti e utée su  le t a spo t 
axonal, nous avons corrélé un film de VAMP7 avec une image de la localisation de la 

construction GFP (dont la localisation ne varie pas).  

 

Enfin, les films pour montrer la formation des fagots de M85CY sur les HeLa ont été réalisés 

ave  u e p ise d’i age toute les  se o des pe da t plusieu s heu es. Ce t pe de 
vidéomicroscopie a nécessité une tra sfe tio  et u e p ise d’i age le même jour. 

 

VI. Mesure des ratios de fluorescence 

Les protéines taguées fluorescentes (V-SNARE ou EB) et le marquage induit par Mitotracker 

ont tous été étudiés sur la région proximale du neurite le plus long (i.e l’a o e  pou  u e 
longueur moyenne de 100 µm. 

Les fluorochromes des anticorps secondaires ont été choisi de sorte à ce que les spectres 

d’e itatio  et d’é issio  de ha u  e se supe pose t pas. Il est alo s possi le de lier 

l’i tensité de signal fluorescent au o e d’a ti o ps fi és su  l’é ha tillo  et de p opose  
u e ua tifi atio  d’u  sig al p é is. Cepe da t, il faut i i ise  les va ia les de 
fluo es e e lo s de l’a uisitio , e  utilisa t les es pa a t es d’a uisitio  et e  
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photographiant le plus rapidement possible les zones avec une faible exposition. Les 

phénomènes de trop forte exposition réduise le signal de fluorescence visible, notamment 

dans les neurones en culture où le signal fragile est exposé régulièrement suite à la prise 

d’image rapide. Nous avons utilisé différents logiciels pour analyser les données 

d’i u ofluorescence et de vidéomicroscopie : 

 Immunofluorescence, traitement sur le logiciel MetaMorph : les zo es d’i té ts 
o t été défi ies su  le i os ope lo s de l’o se vation. Pour chaque zone, plusieurs 

images ont été prises correspondantes aux différents canaux de fluorescences (voir 

Figure 27, ci-dessous . L’étude de es i ages passe pa  le t aite e t e  pa all le de 
chacun des canaux de fluorescence. Nous avons calibré le lien entre la distance en 

µm et la valeur en pixels du sig al de l’i age. Ce ratio évolue selo  l’o je tif et le 
microscope utilisé (exemple pour nos travaux : Nikon 60x = 0.11 µm par pixel ; Nikon 

60x15 = 0.07 µm par pixel). Le o tou  de ha ue ellule a été t a é ave  l’outil 
correspondant, et le logiciel a automatiquement extrait la valeur de fluorescence 

correspondante. Le t a sfe t des zo es dessi ées d’u e i age à l’aut e pe et 
d’e t ai e la valeu  de fluo es e e de chaque canal en conservant des paramètres 

identiques. Une fois extraite, les données sont regroupées sur une feuille Excel et 

filtrées selo  l’e p essio  ellules positives, P+  ou o  ellules contrôle, N) de la 

spastine. Des données permettent également de déterminer le bruit de fond de 

chaque image. A chaque valeur de cellules  P+ ou N, la moyenne du bruit de fond  est 

soustraite et est nommée valeur X. Ces nouvelles valeurs sont ensuite exprimées en 

pourcentage, en considérant que la moyenne des valeurs N équivaut à 100%. Le 

calcul appliqué est donc pour chaque valeurs = 
��  �∗�  ��   . Les données 

sont enfin rassemblées dans un fichier GraphPad Prism et forment les différentes 

figures de cette thèse 
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Figure 27 : E e ple de ua tifi atio  du sig al d’i u ofluo es e e. 
L’i age de gau he o t e les ellules positives à la spasti e M -GFP, celle de droite le signal de la tubuline totale. La 

ua tifi atio  ous pe et d’isole  les valeu s des cellules positives (en vert), des cellules non positives (en rouge), ou du 
bruit de fond (en blanc). 

 

 Etude du signal immunofluorescent des MTs dans les neurones : le logiciel 

Metamorph nous a permis de fai e u  atio de l’i te sité de fluo es e e de la 
tubuline acétylée en fonction des autres MPTs. Après avoir soustrait le bruit de fond, 

l’i te sité de la tu uli e a été esu ée depuis le o ps ellulai e jus u’au ô e de 
oissa e. Le o e d’a o es analysés varie de 40 à 140 selon les conditions 

expérimentales. Les données ont été normalisées en fonction des neurones contrôles 

non traités cultivés dans les mêmes expériences. Chaque expérience a été testée au 

moins 3 fois. 

 

 

 Etude du transport axonal : la vitesse et la direction des signaux v-SNARE, des 

mitochondries et des EB ont été quantifiés par kymographe en utilisant le logiciel 

Metamorph. Les films de vidéomicroscopie ont d’a o d été calibrés sur MetaMorph 

de la même manière que décrites précédemment. Une ligne a été tracée le long de 

l’a o e et a été utilisée pour réaliser un kymographe (voir Figure 28, p.72). Le 

Kymographe est une représentation de chaque point de fluorescence (ici une 

vésicule de VAMP7) en fonction du temps. Le logiciel mesure la position de chaque 

vésicule par image et représente cela sous forme de ligne. Chaque dessin est donc un 

composé détecté par le logiciel. L’i li aiso  de la ep ése tatio  définit sa vitesse 

(distance en fonction du temps) et le sens du transport (antérograde ou rétrograde). 
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Le logiciel nous a donc permis de mesurer automatiquement les vitesses de transport 

des o posés et d’e t ai e es valeu s. Les do ées o t été asse lées da s u  
fichier GraphPad Prism et exprimées en valeurs moyenne de vitesse (µm/s) ou 

différenciées selon le pourcentage de vésicules antérogrades ou rétrogrades. La 

distance de course de chaque objet entre chaque pause a été étudiée (pour tout 

mouvement supérieur à 5 µm). Les données collectées proviennent de 3 à 8 cultures 

de eu o es diffé e tes. Les o es de eu o es a al sés N  et d’o jets t a ués 
(n) sont indiqués sur les figures. 

  

 

Figure 28 : Deux exemples de kymographe utilisés dans cette expérience. 

 

 Qua tifie  le iveau d’e p essio  de la tubuline et de ses modifications post-

traductionnelles par Western Blot : nous avons utilisé le plugin Gel Analysis du 

logiciel ImageJ. Ce logiciel permet de tracer une zone autour de chaque bande de 

sig al, et d’e t ai e la valeu  d’i te sité des pixels. Les données sont ensuite 

exprimées en ratio de tubuline acétylée sur différentes MPTs (polyglutamylation, 

tyrosination, et détyrosination) ou par rapport à la tubuline totale (β-tubuline). 
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Résultats 
 

I. Partie 1 : L’absence d’activité  de la spastine régule le transport de 

VAMP7 dans des neurones corticaux.  

Par son action de clivage des microtubules, la spastine régule leurs dynamiques (Riano et al. 

2009) et peut être impliquée dans le contrôle de processus cellulaires associés aux MTs ce 

qui inclut le transport axonal, le recyclage endosomal et le remodelage du réticulum 

(Blackstone et al. 2010; Lumb et al. 2012). Dans les eu o es dépou vus de SPG , l’a se e 
de spastine a été corrélée à une réduction du nombre de MTs dynamiques (Fassier et al. 

2013) et à u e aug e tatio  de l’a ét latio  de l’-tubuline (Orso et al. 2005; Denton et al. 

2014). Le transport axonal est également affecté, avec une diminution et une perturbation 

de la motilité de cargos axonaux (comme les mitochondries) mais pas de leurs vitesses 

(Kasher et al. 2009; Denton et al. 2014; Havlicek et al. 2014). Les renflements axonaux, le 

principal défaut axonal pathologique observé sur différents modèles (Tarrade et al. 2006; 

Denton et al. 2014; Havlicek et al. 2014), a été lié à un défaut de la dynamique des 

microtubules et du transport axonal. Cette hypothèse s’appuie su  l’e i hisse e t des 

renflements en différents organelles, en particulier sur la présence de réseaux de MTs 

désorganisés (Tarrade et al. 2006; Kasher et al. 2009; Fassier et al. 2013), et sur l’effet de 
drogues ciblant les microtubules (MTA), comme le Taxol ou le Nocodazole. À très faibles 

concentrations, ces molécules peuvent prévenir/restaurer les renflements axonaux (Fassier 

et al. 2013; Denton et al. 2014). 

Les données publiées jus u’à ce jour suggèrent que la spastine régule le transport axonal des 

mitochondries, mais peu de choses sont vraiment connues sur le rôle de cette protéine sur le 

t a spo t d’aut es o posés. De plus, la grande taille des mitochondries complexifie leurs 

prises en charge par des moteurs moléculaires lors du transport axonal. Nous avons donc 

hoisi d’étudie  des p otéi es plus petites, dont le transport serait plus dynamique, comme 

les v-SNARE VAMP7 et VAMP2. Les protéines v-SNARE et t-SNA‘E so t apa les d’i te agi  
entre elles et permettent la fusion de membranes, régulant ainsi un large panel de fonctions 

biologiques de la division cellulaire à la transmission synaptique. VAMP7 est une v-SNARE 

largement impliquée dans différentes fonctions cellulaires (Daste et al. 2015; Wojnacki et al. 

2016). Dans les neurones, les vésicules positives à VAMP7 ont été localisées dans les 

dendrites et les axones. VAMP7 joue un rôle important dans la formation de l’a o e (Gupton 

et al. 2010), dans la croissance des neurites (Martinez-Arca et al. 2000, 2001; Alberts et al. 

2003), dans le guidage axonale (Cotrufo et al. 2011) et pourrait être impliquée dans la 

libération de neurotransmetteur et les fonctions cérébrales supérieures (Scheuber et al. 

2006; Hua et al. 2011; Danglot et al. 2012). Le transport de VAMP7 a été lié au moteur 

moléculaire Kif5A, dont le gène est altéré dans certains cas de PSHs (Reid et al. 2002; Burgo 

et al. 2012).  
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L’o je tif de la première partie de mes travaux a été d’é lai i  l’i pa t d’u e édu tio  
d’a tivité de la spastine sur le transport axonal de différents composants intracellulaires. Le 

transport axonal, de par son lien avec les renflements axonaux, a été très étudié dans la 

littérature (voir Tableau 3) principalement sur les mitochondries. Sur notre modèle de souris 

SPG4-KO, nous nous sommes concentrés sur deux v-SNARE (VAMP7 et VAMP2) ayant des 

propriétés biophysiques similaires mais des fonctions différentes au sein du neurone et dont 

le transport est régulé par deux classes distinctes de kinésines. 

 

a. Le ratio tubuline acétylée/tubuline totale augmente dans les 

neurones SPG4-KO 

Les modifications post-translationnelles de la tubuline sont fortement impliquées dans le 

transpo t de o posés le lo g de l’a o e des eu o es. Not e p e i e a al se a été de 
vérifier les niveaux d’e p essio  des différentes MPTs dans des axones des neurones 

corticaux de souris SPG4-KO et de souris WT. En particulier nous avons analysé  l’acétylation, 

la tyrosination, la détyrosination et la polyglutamylation. Les neurones ont été maintenus en 

culture 7 jours et les niveaux de MPTs ont été analysés par western blot. Comme cela 

apparait en Figure 29 (voir p.75), nous avons observé une augmentation faible mais 

significative du niveau d’a ét latio  de la tubuline dans les neurones SPG4-KO comparé aux 

niveau mesuré dans les neurones témoins. À l’i ve se, les niveaux de tubulines totales, de 

tubulines tyrosinées ou de tubulines détyrosinées e so t pas affe tés pa  l’a se e de la 
spastine. Le ratio tubuline acétylée/β-tubuline est accru de 22,4±2,3% dans les neurones 

SPG4-KO comparé aux neurones WT. Le ratio de tubuline acétylée/tyrosinée est augmenté 

de 20,1±3,2% dans les neurones dépourvus de spastine.  
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Figure 29 : Les neurones dépourvus de spastine montrent une augmentation spécifique du ratio tubuline 
acétylée/tubuline totale. 

Ce ratio est spécifiquement augmenté dans les neurones SPG4-KO ( . Il ’  a pas d’i pa t de l’a se e de la spasti e 
sur la tyrosination ou sur la détyrosination. Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été 
déterminé par un test de la variance à un facteur, test de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001. ns, non 
significatif. 

 

Afi  d’évalue  et de ua tifie  le deg é d’a ét latio  des eu o es SPG -KO, nous avons 

traités des neurones témoins avec diffé e tes o e t atio s d’i hi iteu  de désa ét lase 
(TSA). Ce t aite e t est o u pou  aug e te  les iveau  d’a ét latio  de la tubuline dans 

différents modèles cellulaires y compris les neurones (Dompierre et al. 2007), modèle dans 

le uel l’a ét latio  est finement régulée. Même à la plus faible concentration (100 nM), le 

iveau d’a ét lation est plus élevé dans les neurones traités avec la TSA  comparé au niveau 
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visible dans les neurones SPG4-KO (voir Figure 30 ci-dessous). Le niveau d’a ét latio  i duit 
par une délétion de la spastine est donc modéré comparé à ce type de traitement TSA. Les 

ratios de tubuline acétylée/β-tubuline et de tubuline acétylée/tyrosinée sont accrus 

respectivement de 39,4±6,9% (100 nM de TSA), 38±1,4% (500 nM de TSA) et de 42,3±7,2% 

(100 nM TSA), 50,7±13,7% (500 nM de TSA). 

 

 

Figure 30 : L’a t latio  de la tubuline observé dans des neurones SPKG4-KO est plus fai le u’u e a t latio  i duite 
par un traitement à la TSA. 

Le traitement à la TSA entraîne u e i hi itio  de l’e se le des enzymes HDAC de la cellule. Le iveau d’a t lation 
induit par ce traitement est plus élevé que celui lié à l’a se e de spasti e, laissa t suppose  u  iveau i te diai e 
d’a t latio . Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un test de la 
variance à un facteur, test de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001. ns, non significatif. 

 

Afin de confirmer les résultats obtenus par Western Blot, nous avons réalisé des expériences 

d’i u ofluo es e es et ua tifié les atios de MPTs. De faço  si ilai e, l’a ét latio  est 
spécifiquement augmentée comparée aux autres MPTs qui ne montrent pas de 

changements significatifs (voir Figure 31, p.77). 
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Figure 31 : Conformément à nos résultats obtenus en Western Blot, l’a se e d’e p essio  de la spasti e augmente 
l’a t latio  (échelle = 20 µm). 

La hausse du niveau d’a t latio  da s l’a o e et la ep odu ti ilit  pa  la TSA so t si ilai es à ce qui a pu être observé 
par Western Blot précédemment. Les ratios de tubuline acétylée/tyrosinée et acétylée/détyrosinée ne sont également 
pas affectés. Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un test de la 
variance à un facteur, test de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001. ns, non significatif. 
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L’a se e d’e p essio  de spasti e ’a pas d’effet su  l’e p essio  de p otéi e o e la 
stathmine ou la p60 katanine, alors que leurs niveaux sont alté és da s d’aut es od les 
cellulaires (Abrahamsen et al. 2013; Havlicek et al. 2014). De e, l’haploi suffisa e de 
spasti e ’affe te pas le iveau asal de oteu  olé ulai e du Kif5B ou de la β-tubuline, 

deux protéines impliquées dans la régulation de la dynamique des microtubules (voir Figure 

32). 

Ces premiers résultats démontrent une perturbation de la égulatio  de l’a ét latio  de la 
tubuline qui peut être liée à une augmentation de la stabilité du réseau de microtubules 

da s l’a o e des eu o es SPG -KO.  

 

 

Figure 32 : L’a se e de p odu tio  de la Spasti e e se le pas i flue e  le iveau d’e p essio  d’aut es p ot i es 
impliquées dans la dynamique des microtubules. 

Sp+/+ = Embryon témoin ; Sp +/∆ = Embryon hétérozygote ; Sp ∆/∆ = Embryon homozygote. 
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b. L’absence de spastine a une influence variable sur le 

transport de VAMP7, VAMP2 et des mitochondries 

L’aug e tatio  d’a ét latio  de la tu uli e-α a été appo tée o e fa teu  positif pou  le 
recrutement et la mobilité de moteurs moléculaires de type kinésine ou dynéine (Dompierre 

et al. 2007; Reed et al. 2006).  

Nous avons étudié le transport de 2 protéines v-SNAREs, VAMP7 et VAMP2, prises en charge 

par deux familles distinctes de kinésines : 

 Kif5A, qui appartient à la famille des kinesine-1, transporte VAMP7 (Burgo et al. 

2012) 

 Kif1A, de la famille des kinesine-3, prend en charge VAMP2 (Liu et al. 2012) 

Nous avo s égale e t étudié le t a spo t des ito ho d ies, do t la vitesse ’est pas 

affectée dans les autres modèles cellulaires mais où le ratio transport 

antérograde/rétrograde varie (voir Tableau 3). Nous avons ainsi suivi par vidéomicroscopie la 

dynamique de transport de VAMP7 et de VAMP2, marqués respectivement par des 

étiquettes RFP ou GFP, et analysé les vitesses par kymographe (voir Matériels et Méthodes). 
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Figure 33 : Suivi de la dynamique de vésicules positives à VAMP2 ou VAMP7 par analyse de kymographes (échelle = 20 
µm). 

Les vidéomicroscopies pratiquées sur des neurones en culture ous pe ette t d’ide tifie  l’a o e et d’  t a e  u  
kymographe sur le logiciel MetaMorph afin de quantifier les différentes vitesses des vésicules. 

 

La quantification de la vitesse des vésicules positives à VAMP7 dans les neurones SPG4-KO 

nous a permis de mettre en évidence une augmentation spécifique de la vitesse antérograde 

Figure 34a (voir p.81). Le traitement TSA augmente de manière similaire l’a ét latio  et la 

vitesse de transport antérograde de VAMP7 dans les neurones témoins et les neurones 

SPG4-KO, comparés aux neurones témoins non traités. Cependant, ce traitement augmente 

la vitesse du transport rétrograde de VAMP7 dans les neurones WT et SPG4-KO. Nous avons 

également quantifié la distance de course moyenne parcourue par chaque vésicule (distance 

parcourue entre deux pauses). Les variations de cette distance reflètent nos observations sur 

la vitesse (Figure 34b, ci-après) : une augmentation spécifique de la valeur antérograde dans 

les neurones SPG4-KO, et une hausse conjointe avec le traitement TSA. Ni la réduction de 
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production de spastine, ni le traitement TSA, ’i fluent sur la direction de transport des 

vésicules. Les ratios de transport antérograde et rétrograde ne varient pas de manière 

significative (voir Figure 34c). 

 

 

Figure 34 : L’absence de spastine augmente le transport antérograde des vésicules VAMP7 pa  le iais de l’aug e tatio  
de l’a t latio .  
Vitesse moyenne du transport antérograde ou rétrograde des neurones contrôles ou dépourvus de spastine (A). Le 
t a spo t a t og ade est s le tive e t aug e t  pa  l’a se e de spastine dans les neurones SPG4-KO. L’a t latio  
par la TSA reproduit cette augmentation du transport antérograde (montrant le lien entre acétylation et transport) mais 
augmente également le transport rétrograde. Distance moyenne parcourue par chaque vésicule (B). L’a t latio  i duite 
par le KO-spastine ou le traitement TSA augmente la distance de course des vésicules et donc réduit les temps de pauses. 
Rapport du nombre de vésicules positives à VAMP7 transportées en direction antérograde ou rétrograde (C). Les 
données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un test de la variance à un facteur, 
test de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ns, non significatif. 

 

De façon opposée, la vitesse de t a spo t a té og ade et ét og ade de VAMP  ’est pas 
augmentée dans les neurones SPG4-KO comparés aux neurones témoins. Le traitement TSA 

’aug e te ue le t a spo t ét og ade (voir Figure 35a).  De plus, ni ce traitement ni 

l’a se e de spastine ne modifient la proportion de vésicules positives à VAMP2 

t a spo tées da s u  se s ou da s l’aut e (voir Figure 35b). 
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Figure 35 : Le t a spo t de VAMP  ’est pas affe t  pa  l’a t latio  i duite pa  l’a se e de spasti e.  
Moyenne de vitesse du transport antérograde et rétrograde de VAMP2 des neurones témoins et SPG4-KO (A). 
L’a t latio  ’a au u  effet su  la vitesse de t a spo t de VAMP . Pourcentage de vésicules activement transportées en 
antérograde ou en rétrograde (B). L’a t latio  ’entraîne aucune variation sur la direction de transport des vésicules. 
Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un test de la variance à un 
facteur, test de Dunnett. *p<0.05. ns, non significatif. 

 

Les mitochondries sont mises en évidence par exposition au Mitotracker. Le transport des 

mitochondries, organelles de taille importante, est plus complexe pour la cellule. Pour cette 

expérience, nous ’avons donc analysé que les mitochondries dont le mouvement était clair 

(voir Figure 36a, p.83). La vitesse moyenne de t a spo t des ito ho d ies ’est pas 
affe tée pa  l’a se e de spastine (voir Figure 36b et c) ni par le traitement TSA. En effet, il 



Page 83 sur 144 
 
 

’  a au u e diffé e e sig ifi ative e t e le t a spo t a té og ade ou ét og ade des 

neurones SPG4-KO comparé aux valeurs obtenues dans les neurones témoins. Nous ’avo s 
pas observé de modifications significatives du pourcentage de mitochondries activement 

transportées dans les deux directions (voir Figure 36d). Plusieurs études préliminaires 

avaient montrées une perturbation de cette composante du transport des mitochondries 

(Havlicek et al. 2014; Denton et al. 2014; Kasher et al. 2009), avec des résultats parfois 

contradictoires. Nous avons cependant relevé une variation du ratio 

a té og ade/ ét og ade, alheu euse e t os ésultats e pe ette t pas d’o te i  u e 
valeur significative permettant de trancher clairement sur ce point. 

 

 

Figure 36 : La d pl tio  de spasti e ’a pas d’effet su  le t a spo t des mitochondries le long des axones (échelle = 20 
µm).  

Image de vidéomicroscopie et exemple de kymographe utilisé pour la quantification (A). Quantification de la vitesse de 
transport antérograde (B) et rétrograde (C) des mitochondries dans les neurones témoins et SPG4-KO. Ni le traitement 
TSA ni la réduction de la spastine ne modifient la vitesse de transport des mitochondries. La proportion des 
mitochondries transportées dans le sens antérograde ou t og ade ’est pas affectée dans notre modèle neuronale (D). 
Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un test de la variance à un 
facteur, test de Dunnett. ns, non significatif. 
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Nos données montrent que la rédu tio  d’e p essio  de la spasti e a u  effet spé ifi ue su  
le transport antérograde de vésicules positives à VAMP7. Aucun effet ’a été o staté sur le 

transport des vésicules positives à VAMP2 ou sur celui des mitochondries. Cet effet sur le 

transport antérograde peut être mimé par un traitement TSA. L’augmentation importante 

de l’a ét latio  pa  ce biais accrois également le transport rétrograde de VAMP7 tout 

comme celui de VAMP2. 

 

c. Effets des drogues ciblant les MTs MTA  sur l’homéos tasie 

neuronale et sur le transport axonal  

Le p i ipal phé ot pe pathologi ue étudié est l’appa itio  de renflements axonaux (Denton 

et al. 2014; Tarrade et al. 2006; Havlicek et al. 2014), attribué à une perturbation du 

transport axonal (Fassier et al. 2013 ; Griffin et al. 1977). Des agents pharmacologiques 

ciblant les microtubules (MTA), comme le Taxol et le Nocodazole, sont capables de réduire la 

fréquence de ces renflements sur le modèle murins que nous avons utilisé (Fassier et al. 

2013). Nous avons évalué l’effet de ces drogues sur les variations de transport de VAMP7. 

Les doses de MTA utilisées ici correspondent aux concentrations qui réduisent les 

renflements axonaux (Fassier et al. 2013). 

Des études sur neurones isolés ont montré que les MTA induisent des changements 

morphologiques ou des variations du niveau des MPTs (Hammond et al. 2010; Witte et al. 

2008). Notre première expérience a démontrée, en accord avec les données de la littérature, 

que le traitement des neurones avec 10 nM de Taxol ou 100 nM de Nocodazole réduisait le 

o e d’e t é ité positive à EB1 dans les neurones sauvages et SPG4-KO (voir Figure 37a, 

p.85). Nos analyses d’EB3-GFP par vidéomicroscopie montrent cette même réduction de la 

dynamique des MTs par le Taxol (voir Figure 37b, p.85), également visible avec la réduction 

du temps de vie du signal EB3 (voir Figure 37c). Nos quantifications de la vitesse des comètes 

EB3 ne révèlent pas de différences de polymérisation des MTs dans les neurones témoins ou 

SPG4-KO (voir Figure 37d, p.85).  
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Figure 37 : Etude de la dynamique des MTs (échelle = 20 µm). 

Les traitements par le Taxol et ou le Nocodazole réduisent le signal EB1 marquant les extrémités positives des MTs (A). Le 
Taxol réduit également le signal EB3 (B), un autre marqueur des extrémités positives. Quantification du temps de vie des 
comètes EB3 (C). En cohérence avec son effet, le Taxol réduit le temps de vie du signal GFP. La vitesse de croissance des 

i otu ules vitesse des o tes EB  ’est pas affe t e pa  l’a se e de spasti e ou par le Taxol (D). 

 

Au niveau morphologique, les neurones traités au Taxol présentent des neurites plus longs  

avec une arborescence plus faible. Au contraire, les neurones traités avec le Nocodazole 

développent seulement 1 ou 2 extrémités avec une forte réduction des neurites mineurs 

(Witte et al. 2008) associé à une désorganisation importante du réseau de MTs. Ces effets 

sur la morphologie neuronale sont « doses-dépendant », comme cela est visible sur les 

Figure 38 et 39 (p.86 et p.87). 
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Figure 38 : L’effet du Taxol sur la morphologie des neurones et la distribution des MPTs est « dose-dépendant ». 

Des neurones témoins ont été traités ou non avec 1 nM, 10 nM et 100 nM pendant 14h à 16h, fixés et marqués par des 
anticorps anti-tubuline acétylée ou tyrosinée (échelle = 20 µm). 
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Figure 39 : L’effet du Nocodazole sur la morphologie des neurones et la distribution des MPTs est « dose-dépendant ». 

Des neurones témoins ont été traités ou non avec 10 nM, 100 nM et 1 µM pendant 14h à 16h, fixés et marqués par des 
anticorps anti-tubuline acétylée ou tyrosinée (échelle = 20 µm). 

 

Comme attendu, les traitements Taxol et Nocodazole perturbent fortement les niveaux de 

MPTs le lo g de l’a o e. Bie  u’agissa t pa  des é a is es olé ulai es diffé e ts, ils 
cont i ue t tous deu  à l’aug e tatio  du atio tu uli e a ét lée/t osi ée via la édu tio  
du niveau de tubuline tyrosinée (voir Figure 40, p.88 . Cepe da t, l’aug e tatio  du atio 
tubuline acétylée/tyrosinée est bien plus importante avec le Taxol. Da s l’e se le, es 
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résultats montrent que ces drogues ont des effets similaires au niveau de la morphologique, 

de la dynamique des MTs et des MPTs dans les neurones témoins et SPG4-KO. 

 

Figure 40 : Les traitements Taxol et Nocodazole perturbent l’ uili e des MPTs da s l’a o e. 
Immunofluorescence du signal  de tubuline acétylée et tyrosinée dans les axones des neurones témoins (A) et SPG4-KO 
(B). Le Taxol aug e te l’a t latio  et duit la t osi atio  de la tu uli e. Le Nocodazole réduit plus fortement le 

iveau de t osi atio  ue elui d’a t latio , o t i ua t à l’aug e tatio  du atio. Quantification du ratio de tubuline 
acétylée/tyrosinée (C) des i ages d’i u ofluo es e e. Expérience de Western Blot confirmant nos résultats obtenus 
en immunofluorescence (D). Quantification des ratios de tubuline acétylée/tyrosinée (E) ou de tubuline a t l e/β-
tubuline (F). Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un test de la 
variance à un facteur, test de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001. ns, non significatif. 
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Comme dit ci-dessus, nous avons étudié l’i pa t de es drogues sur le transport axonal de 

VAMP7 (voir Figure 41, p.90). Le Taxol augmente le transport antérograde de manière 

similaire dans les neurones témoins et dépourvus de spastine. Il augmente également le 

transport rétrograde de VAMP7 dans les deux types de neurones. Le traitement Taxol ne 

o ige do  pas l’aug e tatio  de vitesse i duite pa  l’a se e de spasti e, ais pousse 
cet effet en augmentant le transport rétrograde, de la même manière que le traitement TSA 

induirait les deu  t pes d’aug e tations. Le Taxol a un effet sur la vitesse moyenne 

parcourue par les vésicules, en augmentant le transport rétrograde dans les deux types de 

neurones mais ne réduit sélectivement le transport antérograde que dans les neurones 

SPG4-KO. Nos do ées ’o t o t é aucunes différences significatives de vitesse de 

transport de VAMP7 ou de vitesse moyenne parcourue par les vésicules, en antérograde ou 

en rétrograde, dans les neurones témoins ou SPG4-KO traités avec le Nocodazole. Aucune 

perturbation du ratio du nombre de vésicules a té og ade/ ét og ade ’a été o se vée avec 

ces agents. 
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Figure 41 : Le Taxol e o pe se pas l’aug e tatio  de vitesse de t a spo t de VAMP  i duite pa  l’a se e de 
spastine.  

Le Taxol aug e te le t a spo t a t og ade A  et t og ade B  ais e o ige pas l’effet de l’a se e de spasti e. Le 
Taxol réduit la distance moyenne parcouru en antérograde dans les neurones SPG4-KO D  ais ’a pas d’effet su  le 
transport rétrograde (D). La p opo tio  des v si ules e  a t og ade et t og ade ’est pas affe t e par les traitements 
(E). Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un test de la variance à un 
facteur, test de Dunnett. **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001. ns, non significatif. 

 

Nos expériences montrent, conjointement avec les données présentes dans la littérature, 

que les traitements Taxol et Nocodazole influent tous deux sur la dynamique des 

microtubules, sur la morphologie neuronale et sur le niveau des MPTs par des mécanismes 

différents. Cependant, aucunes différences significatives entre les neurones témoins et les 

neurones SPG4-KO t aités ’a été mises en avant pour expliquer la correction des 

renflements axonaux observés sur ce modèle de souris. 
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II. Partie 2 : Des mécanismes de régulation affectent différemment  

les mutants faux sens de la spastine et suffisent à l’apparition de 
phénotypes pathologiques.  

Les PSHs liés à une altération du gène SPG4 sont des maladies monogéniques 

majoritairement dominantes. Les patients produisent ainsi 50% de protéines mutées et 50% 

de protéines actives, ce qui conduit à une réduction des événements de clivage des MTs. 

L’autre scénario proposé pou  e pli ue  l’appa itio  de phé ot pe pathologi ue est le gai  
de fonction « pathologique » lié à la présence de la protéine mutée. Des études ont montré 

ue l’e p essio  de certains mutants spastine s’a o pag e ait de la fo atio  de fagots de 

MTs (Erricoet al. 2002; Orso et al. 2005; Solowska et al. 2010; Solowska et al. 2014). A 

l’heu e a tuelle, il est diffi ile d’opte  pou  l’u  ou l’aut e de es deu  s é a ios ou de 

mettre en avant des voies moléculaires particulières qui seraient impliquées dans 

l’appa itio  de phé ot pes pathologi ues. Le but de la seconde partie de mes travaux a ainsi 

été : 

 D’ tudie  la diff e e de lo alisatio  ellulai e e t e des o st u tio s de 
protéines sauvages et mutées. 

 De mimer la surexpression de mutants spastine pour étudier un effet potentiel de 

gain de fonctions pathologique. 

 De comprendre les mécanismes moléculaires régulant la dynamique de localisation 

de spasti e po teuse d’u e e utatio  

 

a. Importance des domaines N-Terminal et AAA-ATPase dans la 

localisation de la protéine spastine et de ses mutants . 

Les domaines de la spastine sont impliqués dans la localisation de la protéine au sein de la 

cellule (Blackstone et al. 2010). Nous avons utilisé ici différentes constructions de spastine 

marquées par la GFP (voir Figure 42, p.92). Cette procédure nous as permis de suivre 

facilement le signal de chaque protéines. Les constructions que nous avons utilisé ont été 

conçues pour mettre en évidence l’i po ta e des do ai es de la spastine et plus 

particulièrement les domaines N-Terminal et AAA-ATPase. 

 Construction N-Ter : Elle nous a permis de montrer l’i po ta e du do ai e 
hydrophobe dans la localisation de la spastine M1, conformément aux données 

existantes (Blackstone et al. 2010). 
 

 Constructions sauvages. Les isoformes de spastine M1 et M85 sont capables de cliver 

les microtubules et comportent toutes deux les mêmes domaines décris plus haut 

(MIT, MTBD, AAA). La protéine M85 est cependant dépourvue du domaine N-

Terminal hydrophobe. 
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 Spastine déplétée de la cassette AAA. Afin d’évalue  l’i po ta e de la assette 
AAA, et en adéquations avec certaines mutations STOP contribuant à la perte de ce 

domaine, nous avons recréé deux constructions delta AAA. Seuls les travaux sur M1∆ 

vous seront présentés ici. La localisation de M85∆ est quelque peu confuse, puisque 

cette spastine est retrouvée dans le noyau des cellules. Dans cette étude nous 

’avo s pas app ofo dis les aiso s de ette lo alisatio .  
 

 Mutations ponctuels faux sens. Nous avons choisi de travailler sur une mutation 

connue chez les patients SPG4 (Bürger et al. 2000; Solowska et al. 2014; Errico et al. 

2002; White et al. 2007). Le e pla e e t d’u e cystéine par une tyrosine en 

positio  , au sei  du otif de Walke  B da s la assette AAA, e p he l’h d ol se 
de l’ATP et ai tie s la spasti e su  les MTs (White et al. 2007). Afin de voir si des 

mécanismes de régulation différents impactent les constructions M1-C445Y (notée 

M1CY) et M85-C445Y (notée M85CY). Plusieu s t avau  se so t i té essés à d’aut es 
mutations faux sens de la cassette AAA avec un comportement similaire aux 

mutations utilisées ici (Errico et al. 2002; McDermott et al. 2003; Roll-Mecak et al. 

2005; White et al. 2007). Ces données forment la base de connaissances qui nous ont 

aidées dans ce travail de thèse. 

 

 

Figure 42 : Schéma des constructions spastine utilisées dans nos travaux.  

En orange la partie N-Terminale (84 acides aminés) contenant le domaine hydrophobe, en jaune la cassette AAA 
responsable du clivage des MTs, et e  ve t l’ ti uette GFP. Les domaines MIT et MTBD ne sont pas représentés ici mais 
sont localisés dans la partie commune bleue.  
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Les constructions sauvages M1 et M85 clivent toutes deux les MTs. Comme précédemment 

démontré (Solowska et al. 2008), il semble u’u e diffé e e d’effet existe entre ces deux 

isoformes, la forme M85 clivant en effet plus fortement que la forme M1 (voir Figure 43, 

p.94). La différence de localisation observée pourrait e pli ue  ette diffé e e d’effet. La 

construction M85 est dépourvue du domaine N-terminal et s’éte d largement dans le 

cytosol. Elle est donc théoriquement libre de former des hexamères et de cliver toutes 

populations de MTs présente dans la cellule. Au contraire, M1 est localisée principalement 

en région périnucléaire (voir Figure 44, p.96) et sous forme de vésicules (Errico et al. 2002) 

ce qui pourrait contribuer à réduire sa capacité à former un hexamère ou à interagir 

facilement avec les microtubules. 

L’a se e de do ai e AAA ou la présence de mutation C445Y empêchent la dégradation de 

l’ATP et o duise t à l’a se e d’a tivité de clivage de la spastine. Les formes M1, M1CY et 

M85CY sont donc piégées (McDermott et al. 2003; Svenson et al. 2001; White et al. 2007; 

Roll-Mecak et al. 2005; Solowska et al. 2014) et participent à la formation des fagots de MTs 

(voir Figure 43, p.94). Dans nos cellules HeLa, M85CY se localise régulièrement en périphérie 

cellulaire sur des sous-types de MTs isolés très caractéristiques. La spastine M1CY est très 

la ge e t pé i u léai e et o t e u  éseau plus o ple e de fagots ui te de t à s’affi e  
et dispa aît e apide e t e  s’éloig a t. La fo e M1∆ diffuse de manière plus homogène 

su  l’e se le du éseau ellulai e et fo e l’e t ela e e t de MTs le plus i po ta t. 
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Figure 43 : Les mutants spastine décorent des sous-ensembles de MTs différents dans les cellules HeLa.  

Les cellules HeLa ont été transfectées avec les constructions spastine-GFP, fixées après 16h et incubées avec un anticorps 
anti β-tubuline. Les spastine sauvages clivent les MTs, bien que M1, du fait de sa séquestration au niveau du RE, montre 
une activité plus limitée. Les mutants et la forme tronquée M1∆ sont incapables de couper les MTs et restent piégés sur 
les fagots u’ils o t fo  (échelle = 20 µm). 

 

Le domaine N-terminal est présent sur M1CY mais pas sur M85CY, ce qui localise la forme 

longue dans la membrane du RE. Afin de vérifier si ce domaine est suffisant pour expliquer la 



Page 95 sur 144 
 
 

différence de localisation des isoformes, nous avons réalisé un marquage calréticuline, 

spécifique du réseau du RE. Le domaine N-terminal isolé est suffisa t pou  s’i sé e  su  
l’e se le du ‘E d’u e ellule sa s disti tio  de lo alisatio  (voir Figure 44, p.96). Toutes 

les constructions M1 sauvage ou mutée ont donc une part de localisation avec le RE, tandis 

que les constructions dérivées de M85 en sont indépendantes. La différence de localisation 

observée entre les deux mutants ne peut donc être expliquée simplement avec ce 

paramètre. La forme M1CY devrait être localisée aussi en périphérie et pas confinée en 

région périnucléaire. Il faut souligner que M1∆ ui ’a pas la assette AAA est apa le de 
s’étale  plus la ge e t su  l’e se le de la cellule. Nous e savo s pas à l’heu e a tuelle si 
un lien existe entre le domaine N-Te i al et la assette AAA ui pe ett ait d’e pli ue  
cette différence. 

  



Page 96 sur 144 
 
 

 

Figure 44 : Le domaine hydrophobe présent dans la partie N-Terminale force la localisation de la construction au sein de 
la membrane du RE. 

Les cellules HeLa ont été transfectées avec les constructions spastine-GFP, fi es à h et i u es ave  l’a ti o ps a ti-
calreticuline (échelle = 20 µm). Le domaine hydrophobe seul (N-Ter) se localise de façon homogène dans la cellule, en 
suiva t le seau du RE. Les fagots fo s pa  les uta ts olo alise t à la fois ave  le RE et les MTs, attesta t d’u  
rapprochement des deux structures. 

 

Il a été suggéré précédemment que la construction sauvage M1 se localise sur la membrane 

extérieure des gouttelettes lipidiques (Papadopoulos et al. 2015). Nos marquages avec le 

Bodipy ont permis de confirmer cette observation sur M1 (voir Figure 45). Nous ’avo s pas 
étudié plus en détails la nature et la composition de ces gouttelettes, malgré la présence de 

vésicules plus grandes caractéristiques de celles-ci. Les formes N-Ter, M1∆ et M1CY forment 

aussi ce type de vésicules (voir Figure 43, p.94). Cela laisse supposer que ces gouttelettes se 

formeraient à partir de la membrane du RE. Le signal ponctiforme pourrait correspondre à 

des gouttelettes lipidiques précoces en attente d’évolutio  (Papadopoulos et al. 2015), ce 
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qui serait une nouvelle piste de mécanismes impliquant spécifiquement des formes dérivées 

de la spastine M1. 

 

 

Figure 45 : La protéine sauvage M1, mais pas M85, se localise sur la membrane extérieure des gouttelettes lipidiques.  

Les cellules HeLa ont été transfectées avec M1-cherry ou M85-cherry et fixées après 16h. Les cellules HeLa ont été 
transfectées avec les constructions spastine-GFP, fixées à 16h et incubées Bodipy pendant 10 minutes (échelle = 20 µm). 

 

Co t ai e e t à u e ellule HeLa ui ’est o posée ue d’u  o ps ellulai e, les 
d a i ues d’é ha ges, de transport, ou de régulation varient fortement entre les 

compartiments cellulaires composant le neurone. Au sein de nos cultures de neurones, les 

constructions spastine semblent conserver la même différence de localisation observée dans 

les cellules HeLa (voir Figure 46, p.99).  

La surexpression des formes sauvages de la spastine (M1 ou M85) est toxique pour les 

cultures de neurones. Seule M1 a été rarement visualisée dans nos cultures (voir Figure 46, 

p.99). En cohérence avec nos données sur lignées immortelles, M1 forme des vésicules 

ponctiformes qui se concentrent au niveau périnucléaire dans le soma. Ces vésicules 

semblent transportées au sei  des eu o es jus u’à l’e t ée de l’a o e. Nous ’avo s pas 
investigué plus en détail ce point en raison du faible taux de transfection de cette 

construction. A la diffé e e des ellules HeLa, ous ’avo s pas o se vé la fo atio  de 
vésicules de types gouttelettes lipidiques. 
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Les marquages immunofluorescent de neurones corticaux de souris montrent que M1 est 

tout auta t e p i ée da s le so a u’au iveau p o i al des de d ites et au iveau distal 
da s l’a o e, o fi a t la lo alisatio  plus étalée dé ite su  os HeLa. Le signal de M1CY 

se concentre au niveau proximal des dendrites et axones, cohérent avec le signal 

périnucléaire observé dans les HeLa. Il forme de plus des patches qui se répètent tout le long 

de l’a o e et des de d ites ais se le t epe da t de plus e  plus est ei ts ave  la 
distance. Enfin, la spastine M85CY forme rarement des fagots dans les neurones. Cette 

construction a été retrouvée au niveau distal des axones sans toucher les dendrites, 

supposa t des é a is es d’ad essage spé ifi ue. 
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Figure 46 : Les isoformes de mutants spastine M1 mais pas de M85 décorent les MTs dans les neurones corticaux de 
souris.  

A) Les neurones corticaux à div-4 ont été transfectés avec les constructions spastine-GFP, fixés après 16h et marqués par 
la tubuline acétylée. La forme M1, toxique pour les neurones, apparaît sous forme de petites v si ules s’ oula t à 
l’e t e de l’a o e et e  u  sig al plus diffus au iveau du so a. La fo e M CY est t s o e t e au iveau du so a 
et fo e des pat hes plus sp ifi ues lo s ue l’o  s’ loig e le lo g de l’a o e et des de drites. Pour la spastine M85CY, 

le sig al d ute u  peu ap s l’e t e de l’a o e et se o e t e fo te e t le lo g de elui-ci. Enfin la forme M1 est 
fortement présente au niveau des dendrites tout comme elle est adressée su  l’e se le de l’a o e ; B) Les neurones 
corticaux ont été cotransfectés avec la GFP et une construction M1CY-Flag. La construction M1CY portant un marqueur 
Flag montre le même type de localisation que ce qui a été observé avec la construction GFP. La cotransfection avec la 
GFP cytosolique montre le réseau de neurites et permet de visualiser les patches de M1CY. 
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Afin de bien mettre en valeur la différence de localisation observée entre M1CY et M85CY, 

nous avons réalisé des expériences de cotransfection de nos deux types cellulaires (voir 

Figure 47 ci-après). Conformément à nos précédentes expériences, nos résultats confirment 

que ces deux isoformes se localisent dans deux zones cellulaires distinctes. 

 

 

Figure 47 : M1CY et M85CY décorent différentes sous-unités de MTs différentes dans les cellules HeLa et les neurones 
corticaux. 

Les cellules HeLa et les neurones à div-4 ont été transfectés avec M1CY-Flag et M85CY-GFP, fixé après 16h, et incubé avec 
l’a ti o ps anti-Flag. La majorité du signal des constructions M1CY et M85CY ne colocalisent pas dans les cellules HeLa et 
les neurones corticaux de souris. La forme M85CY se délocalise en périphérie alors que la spastine M1CY reste 
concentrée en périnucléaire. 

 

En conclusion, nous avons montré que les constructions développées dans notre laboratoire 

se localisaient sur les MTs de manière similaire aux résultats présents dans la littérature. 

Nous avons mis en évidence que pour une même mutation C445Y les deux isoformes de 

spastine se localisent dans deux régions de la cellule et semble décorer des populations de 

MTs différents ce qui laisse supposer des voies de signalisation et ou de régulation 

spécifiques.  
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b. L’acétylation des MTs ne régule pas la localisation des 
isoformes porteuses de la mutation C445Y. 

La nucléation des MTs est périnucléaire au niveau du centrosome (Yu et al. 1993; Keating et 

al. 1997; Keating et al. 1999; Piehl et al. 2004). Des études ont montré que des petits 

fragments de MTs peuvent être détachés du site de formation et transportés activement le 

long des MTs par des mécanismes dépendants de moteurs moléculaires. Il faut se demander 

si les fagots formés par M85CY sont transportés de cette manière dans la cellule ou formé 

directement en périphérie. Nous avons réalisé des transfections de courte durée, avec 

seulement 4h de repos post-transfection, et observé la formation des fagots de M1CY et 

M85CY. Dans ces expériences M85CY a un signal cytosolique largement diffus à 0 minutes 

puis se regroupe rapidement pour décorer des MTs périphérique et former des fagots (voir 

Figure 48, ci-dessous). Cette observation exclut l’idée ue M85CY puisse décorer des MTs 

formés au niveau du centrosome et transportés activement pour atteindre la périphérie. A 

ces temps court, nous n’avo s pas o se vé de fagots positifs à M CY e ui suggère, au-delà 

des mécanismes de régulations, des dynamiques de formation de fagots et/ou d’ad essage 
plus long pour cette isoforme. 

 

Figure 48 : La construction M85CY-GFP forme rapidement et sélectivement des fagots de MTs en périphérie de la cellule.  

Les cellules HeLa ont été transfectées avec les constructions M85CY-GFP, observées à 37°C après 4h de transfection 
(échelle = 20 µm). Les images ont été prises toutes les 5 minutes pendant 2 heures. Nos vidéos montrent que les fagots 
positifs à M85CY se forment directement en périphérie cellulaire, excluant une formation périnucléaire et un transport le 
long des MTs. 
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L’u  des points communs de ces deux constructions M1CY et M85CY est la capacité de 

clivage et d’a o hage au  MTs (White et al. 2007). Certaines MPTs, comme la 

polygluta latio , o t o t é u  ôle i po ta t da s la égulatio  de l’a tivité de livage et 

de l’accrochage aux MTs (Valenstein et al. 2016; Zempel et al. 2015). Cependant le lien entre 

livage et fi atio  ’est pas e o e lai e e t défi i. La lo alisatio  de la spasti e M CY 
suggère une préférence de fixation avec des MTs plus vieux et stabilisés, comme les MTs 

acétylés très abondants dans la zone périnucléaire. Des études o t o t és ue l’a ét latio  
’avait pas d’effet su  la apa ité de livage de la spasti e (Valenstein et al. 2016; Sudo et al. 

2010) ais le ôle de l’a ét latio  da s l’a o hage de la spasti e ’est pas lai . Nous 

avo s supposé ue l’a ét latio  pouvait t e u  a ueu  da s la lo alisatio  de os 
mutants. Dans le but de tester cette hypothèse, nous avons comparé le signal de nos 

mutants et celui de la tubuline acétylée dans des cellules HeLa (voir Figure 49, p.102). Les 

résultats montrent une colocalisation forte entre la tubuline acétylée et nos constructions 

incapables de cliver les MTs. Cependant, certains fagots de MTs décorés par un mutant et 

situés en périphérie ne colocalisent pas avec le signal de tubuline acétylée. Il ’  a do  pas 
de lien fort montrant que les mutants colocalisent spécifiquement avec la tubuline acétylée. 

De plus, nous ’avo s pas o se vé u e affi ité diffé e te en fonction des constructions. 

 

Figure 49 : Les constructions mutées spastine-GFP colocalisent partiellement avec la tubuline acétylée.  

Les cellules HeLa ont été transfectées avec les constructions mutées-GFP, fi es ap s h et a u es ave  l’a ti o ps 
anti-tubuline acétylée (échelle = 20 µm). Les MTs positives aux mutants colocalisent avec les fibres acétylées 
principalement au niveau périnucélaire. Les parties zoomées montrent des régions avec des MTs acétylé ou non et 
positifs à la spastine. 
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Pou  o fi e  ue l’a ét latio  e participe pas à la régulation de la localisation de nos 

constructions mutées, nous avons augmenté ou diminué les niveaux de cette MPTs. Les 

t aite e ts pha a ologi ues o t pe is d’i hi e  spé ifi ue e t HDAC  ave  la 
Tu a i e  ou plus la ge e t de lo ue  l’a tivité de l’e se le des HDAC pa  la 
Trichostatine A, TSA), aug e ta t da s les deu  as l’a ét latio . Dans les cellules HeLa (voir 

Figure 50, p.104), les constructions M1CY et M85CY ne sont pas délocalisées. De même, 

l’e p essio  d’HDAC  et de l si e utée o  a ét la le da s les ellules HeLa et les 
eu o es o ti au  ’o t pas o t é d’effets sig ifi atifs voir Figure 50 p.104 et Figure 51 

p.105). E  o lusio , os e pé ie es sugg e t ue l’a ét latio  des MTs ’est pas 
impliquée da s la égulatio  de la fi atio  des uta ts spasti e et ’est pas suffisa te pou  
expliquer la différence de localisation que nous avons observée entre nos isoformes M1CY et 

M85CY. 
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Figure 50 : L’alt atio  des iveau  de tubuline acétylée ne modifie pas la localisation des constructions mutées de la 
spastine (échelle = 20 µm).  

A) Les cellules HeLa ont été traitées h ave  la TSA ou la tu a i e, fi es et i u es ave  l’a ti o ps a ti-tubuline 
acétylée. Aucune de nos obse vatio s ’a pe is de visualise  lai e e t u e odifi atio  du sig al de M CY ou de 
M85CY ; B) Les cellules ont été cotransfectées avec les spastines-GFP et des constructions HDAC-Flag active ou non, fixées 
ap s h et i u es ave  l’a ti o ps a ti-Flag. Dans les deux cas, les constructions M1CY et M85CY maintiennent leurs 
localisations spécifiques. 
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Figure 51 : La surexpression de lysine non acétylable ’alt e pas la lo alisatio  des mutants spastine. 

A) Les cellules HeLa ont été cotransfectées avec les constructions spastine-GFP et une lysine mutée non acétylable 
marquées Cherry, puis fixées après 16h. Les trois constructions M1∆, M1CY et M85CY conservent leurs localisations 
spécifiques malgré la présence de lysine mutée. B) Les neurones montrent le même type de résultat négatif observé sur 
les HeLa. Au u  effet su  la lo alisatio  des uta ts ’a t  o se v  i i (échelle = 20 µm). 
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c. Les mutants spastine augmentent significativement le niveau 

d’acétylation des MTs .  

M e si l’a ét latio  ’est pas espo sa le de la lo alisatio  spé ifi ue des uta ts, 
l’a se e de clivage de nos constructions induit un nouvel équilibre de stabilité du réseau de 

MTs. Ainsi, une réduction du clivage devrait entraîner une augmentation du nombre de MTs 

« âgés » plus stables et plus acétylées. En effet, nos expériences d’I u ofluo es e e et 
de Western Blot (voir Figure 52, p.107) montrent que la surexpression de mutants (M1CY, 

M85CY et M1∆) entraîne u e aug e tatio  spé ifi ue de l’i te sité de la tu uli e a ét lée 

(respectivement de 59,3±4,7%, 100,4±8,3% et 46±5,1%). Cet effet semble être spécifique à 

cette MPTs car aucunes altérations de la tubuline tyrosinée (voir Figure 53, p.108) ou de la 

tubuline totale (voir Figure 55, p.111) ’ont été observées. Comme attendu, les formes 

sauvages réduisent fortement les niveaux des deux MPTs. Aucunes augmentations de la 

détyrosination ou de la polyglutamylation ’o t été o se vés e  p ése e de uta ts da s 
os ellules HeLa, alg é l’usage de plusieu s a ti o ps. Le iveau asal de es MPTs est t s 

faibles dans ce type de cellules (Lacroix et al. 2010). Ces résultats sont cohérents avec des 

données de la littérature qui montraient que des mutants similaires (avec une mutation faux 

sens dans le domaine AAA) augmentaient le niveau de tubuline détyrosinée dans des cellules 

COS-7 (Evans et al. 2005). 
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Figure 52 : La formation de fagots de MTs induit une aug e tatio  de l’a t latio  des MTs dans les cellules HeLa.  

A) Les cellules HeLa ont été transfectées avec les constructions Spastine-GFP, fixées après 16h et incubées avec 
l’a ti o ps a ti-tubuline acétylée (échelle = 20 µm) ; B) Qua tifi atio  de l’i te sit  de sig al de la tu uli e. Le taux de 
tubuline acétylée augmente significativement comparé au niveau de tubuline tyrosinée ; C) Le même effet spécifique a 
été observé par Western Blot. Les protéines ont été extraites après 16h depuis des cellules HeLa transfectées avec des 
constructions Spastine-GFP. Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un 
test de la variance à un facteur, test de Dunnett. **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001. ns, non significatif. 
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Figure 53 : Les mutants spasti e ’affe te t pas le iveau de tu uli e t osi e. 

Les cellules HeLa ont été transfectées avec les constructions Spastine-GFP, fi es ap s h et i u es ave  l’a ti o ps 
anti-tubuline tyrosinée (échelle = 20 µm). Contrairement à notre observation avec la tubuline acétylée (voir Figure 52, 

p.107 , le iveau de tu uli e t osi e ’est pas affe t  pa  la p se e de uta ts de la spasti e. 

 

Après 48 heures de transfection, les deux mutants « colonisent » plus de MTs et forment un 

réseau plus complexe (voir Figure 54, p.109). Néanmoins les différences de localisation 

périnucléaire et périphérique sont maintenues. Il est aussi intéressant de noter que 

l’a ét latio  de la tu uli e est toujou s t s élevée. Le maintien de l’a ét latio  à u  iveau 
anormal à long terme et sans compensation cellulaire pourrait amener à un gain de fonction 

pathologique. Cependant, ous ’avo s pas o se vé d’aug e tatio  du iveau de tu uli e 
acétylée dans nos neurones corticaux positifs pour des mutants spastine. Ceci pourrait être 
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e pli ué pa  le t s haut iveau d’a ét latio  déjà p ése t da s les eu o es et pa  
différents mécanismes de régulations de cette MPTs. 

 

 

Figure 54 : Les mutants spastine maintienne t leu s lo alisatio s sp ifi ues et l’aug e tatio  d’a t latio  des MTs 
même après 48h de transfection. 

Les cellules HeLa ont été transfectées avec M1CY ou M85CY-GFP, fixées après 48h et marquées avec un anticorps anti-
tubuline acétylée. Les localisations typiques à chaque construction mutée (périnucléaire et périphérique) sont 

ai te ues da s le te ps. Les iveau  d’a t latio  so t gale e t toujou s t s lev s, laissa t suppose  à u e 
absence de compensation. 

 

Deux enzymes sont principalement impliquées dans la égulatio  de l’a ét latio  : une 

a ét lase αTaT, et u e désa ét lase HDAC . Nous avons testé l’effet d’un SiRNA contre 

αTAT, do t les effets su  l’a ét latio  so t dé it da s la litté atu e (Mackeh et al. 2014). 

Lo s ue l’o  o pa e les cellules traitées avec le SiRNA anti- αTaT au  ellules té oi s, ous 
o se vo s u e édu tio  sig ifi ative de l’aug e tatio  d’a ét latio  de la tu uli e i duite 

pa  l’e p essio  de M CY ou M CY % et % espe tive e t . Le e effet a été 
observé en confrontant les cellules traitées avec le SiRNA vide (SiRNA scramble) aux cellules 

traitées avec le SiRNA anti- αTaT. Nous ’avo s pas o se vé d’effet su  la tubuline tyrosinée 

ou la tubuline totale (voir Figure 55, p.111). Nos résultats de Western Blot montrent une 

édu tio  de l’a ét latio  i duite pa  les uta ts (de 30% pour M1CY et de 60% pour 

M85CY) lo s d’e p essio  d’HDAC6 active (voir Figure 55, p.111). L’e p essio  d’u e fo e 
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i a tive dé o t e ue ’est bien l’a tivité e z ati ue d’HDAC  qui est requise et non la 

p ése e de l’e z e.  

Ces résultats démontrent que la surexpression de mutants spastine induit une hausse de 

l’acétylation de la tubuline qui se maintient à long terme. De plus, la régulation de cette 

élévation dépendrait de l’a tivité e z ati ue d’enzymes comme αTaT et HDAC6, qui une 

fois exprimée sont capables de corriger le phénotype observé. 
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Figure 55 : L’a t latio  i duite pa  les uta ts spastine dépend de l’a tivit  d’αTaT et d’HDAC . 
A) Les cellules HeLa ont été transfectées 24h avec un SiRNA anti- αTaT ou ave  u  SiRNA vide scramble), puis 
ot a sfe t es jus u’à h ave  le e SiRNA et des o st u tio s de Spasti e-GFP mutées (échelle = 20 µm). Les 

cellules ont été fixées après 72-96h de t aite e t SiRNA, et a u es ave  l’a ti o ps a ti-tubuline acétylée. Le SiRNA 
d’αTaT di i ue l’a t latio  i duite pa  l’e p essio  de M CY ou de M CY ; B  ua tifi atio  de l’i te sit  de 
fluorescence de la tubuline acétylée. Les données sont normalisées par rapport aux valeurs des cellules non traitées avec 
le SiRNA et non transfectées (100%) ; C) les quantifications des ratios de tubuline totale ou tyrosinée ne montrent pas de 
réduction significative ; D) Les cellules HEK ont été cotransfectées ou o  la  ave  des fo es d’HDAC -GFP active 
(vert) ou inactive (rouge) et avec des constructions de Spastine-GFP mutées M1CY et M85CY. L’e p essio  d’HDAC  
active (en vert) réduit l’aug e tatio  d’a t latio  due à la surexpression de mutants spastine. E  ouge l’e p essio  
d’HDAC  i a tive ’affe te pas le iveau d’a t latio  des MTs ; E) Quantification du panel D du ratio de tubuline 
acétylée sur la tubuline totale. L’e z e HDAC  duit l’a t latio  i duite pa  M CY d’e vi o  % et elle li  à M85CY 
d’e vi o  %. Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un test de la 
variance à un facteur, test de Dunnett. *p<0.05, ****p<0.001. ns, non significatif. 
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d. Les fagots induits par M1CY sont plus résistants à  différentes 

traitements pharmacologiques.  

Not e o je tif a été i i d’e a i e  l’effet de traitements qui déstabilisent le réseau de MTs 

ou l’ho éostasie io i ue ellulai e et qui peuvent affecter le comportement biophysique ou 

la localisation des isoformes M1CY ou M85CY. 

Les MTs acétylées et stabilisées sont plus résistantes à la polymérisation et à la 

dépolymérisation (Baxter et al. 2014; Solowska et al. 2014). Nos résultats ont montré que 

l’e p essio  de uta t e t ai ait u e hausse des iveau  d’a ét latio  des MTs. Nous avo s 
d’a o d t aités os ellules HeLa t a sfe tées avec un traitement au Nocodazole 6,6 µM 

pendant 15 minutes à 37°c, un agent connu pour dépolymériser les MTs à ces 

concentrations (voir Figure 56, p.113). Le marquage de tubuline totale nous as permis de 

vérifier cette effet cellulaire. Conformément aux données existantes (Solowska et al. 2014), 

nos résultats mo t e t u’u e pa tie des fagots fo és pa  M CY so t plus ésista ts à la 
dépolymérisation induite par le Nocodazole, notamment ceux présent en périnucléaire. Le 

signal de M85CY devient cytosolique. De plus, la dépolymérisation du réseau de MTs est 

réduite dans les cellules positives à M1CY comparé aux cellules non transfectées. Le retrait 

du Nocodazole est suffisant pour permettre la repolymérisation des MTs et le retour 

complet après 1 heure du signal de M1CY et de M85CY. 
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Figure 56 : Les MTs positives à la spastine M1CY sont plus résistant à la dépolymérisation induites par le Nocodazole.  

Les cellules ont été transfectées avec les constructions spastine-GFP, traitées avec le Nocodazole pendant 1h et fixées 
après 16h (échelle = 20 µm). 

 

Afin de confirmer cette différence de stabilité entre les deux isoformes mutées, nous avons 

dépolymérisé les MTs par une exposition au froid. Les cellules HeLa ’o t pas de MTs 
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résistants à ce type de traitement, l’incubation sur glace force donc la destruction du réseau 

su  l’e se le de la ellule (Ochoa et al. 2011). Comme observé pour le Nocodazole, les 

fagots positifs à M1CY, mais pas à M85CY, résistent mieux au traitement au froid (voir Figure 

59, p.117). Cependant, ces fagots apparaissent plus ponctiformes et moins conservés 

u’ave  le t aite e t Nocodazole. Les fagots formés par M1∆ sont également perdus et le 

signal est localisé dans le RE, suggérant que la protéine s’est si ple e t détachée des MTs 

mais reste insérée dans la membrane de cette organelle.  

Une étude in vitro a o t é ue les liaiso s io i ues pa ti ipe t au é a is e d’a o hage 
de la spastine aux MTs. Cette liaison a été déstabilisé en jouant sur la concentration de NaCl 

(Eckert et al. 2012). Nous avons souhaité vérifier si les mutants conservaient cette même 

p op iété da s les ellules HeLa et si l’o  pouvait s’e  se vi  pou  dé pte  les diffé e es 
entre chaque isoformes. A ces fins, nous avons traité les cellules avec le NaCl 0,25 M 

pendant 30 minutes (Mackeh et al. 2014) ou avec du sucrose 0,3 M pendant 2 heures 

(Stuible et al. 2008 ; Murakami et al. 2000). Nous avons observés dans ces conditions une 

délocalisation complète de M85CY et M1∆ (voir Figure 59, p.117). La localisation de ces deux 

constructions devient similaire à celles des protéines sauvages : M85CY est cytosolique, et 

M ∆ appa ait da s la e a e du ‘E et sous fo e de sig au  po tifo es. Au contraire, 

les fagots positifs pour M1CY sont résistants à ce traitement et toujours présents au niveau 

de la région périnucléaire. La résistance de M1CY au NaCl est similaire à ce qui a été observé 

avec les traitements au Nocodazole et au froid. 

Le traitement au froid et la variation de force ionique perturbent toutes deux la localisation 

des constructions mais les fagots positifs à la forme M1CY restent résistants. Nous avons 

étudié via la récupération de ces conditions les capacités de chaque spastine à recoloniser le 

réseau de MTs. La restauration de la température physiologique à 37°C permet aux MTs de 

repolymériser rapidement en 30 minutes. Les mutants reforment en 90 minutes le même 

t pe de fagots u’o se vés da s les ellules o t ôle voi  Figure 57, p.115). Contrairement 

aux autres constructions, la résistance de M1CY permet le retour un peu plus rapide du 

réseau de fagots de MTs de façon similaire à ce qui a été observé en condition basale. Le 

NaCl odifie l’a ét latio  des MTs (Mackeh et al. 2014). Ap s  i utes, l’éli i atio  du 
sel et l’i u atio  à une température physiologique de 37°C permet le retour de 

l’a ét latio  à u  iveau asal. Cepe da t, os uta ts p e e t  à  i utes pou  
revenir dans des conditions de contrôles initiales (voir Figure 58, p.116). La quantification de 

l’i te sité de fluo es e e de la tu uli e a ét lée voir Figure 59, p.117) confirme la capacité 

des mutants à recoloniser les microtubules. La résistance de la spastine M1CY (en vert) est 

également visible par le biais de nos résultats montrant une plus faible réduction des 

niveaux de tubuline acétylée. 
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Figure 57 : Les fagots positifs à M1CY récupèrent plus rapidement après un traitement au froid que ceux positifs à 
M85CY. 

Les cellules HeLa ont été transfectées avec des constructions Spastine-GFP mutées M1CY ou M85CY, traitées 20 minutes 
sur glace, puis fixées et incubées avec un anticorps anti-tubuline acétylée. Quelques fagots de M1CY mais pas de M85CY 
ou de M1∆ résistent à la dépolymérisation. Dès 30 minutes de récupération, les MTs se reforment et les mutants les 
réintègrent et reforment des fagots. 
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Figure 58 : Les fagots positifs à M1CY récupèrent plus rapidement après un traitement au NaCl que ceux positifs à 
M85CY. 

Les cellules HeLa ont été transfectées avec des constructions Spastine-GFP mutées M1CY ou M85CY, traitées 30 minutes 
avec du NaCl 0.25M, puis fixées et incubées avec un anticorps anti-tubuline acétylée. Le retour à un signal « témoin » a 
été observé à partir de 180 minutes. Au contraire, le signal de M1CY est plus résistant à ce type de traitement, bien que 
partiellement délocalisé au niveau du RE. La récupération via la formation de fagot semble également plus rapide 
puisque le réseau de fagots revient partiellement dès 90 minutes. 
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Figure 59 : Les fagots positifs à M1CY mais pas à M85CY ou à M1∆ sont résistants aux traitements NaCl et au froid. 

Les quantifications du signal de la tubuline acétylée dans les cellules traitées au froid (B) ou au NaCl (C) ont été réalisées 
sur Metamorph. Nos résultats vo t da s le se s d’u  effet de résistance de la spastine M1CY contrairement à M85CY. Les 
données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La significativité a été déterminé par un test de la variance à deux 
facteurs, test de Fisher. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001. ns, non significatif. 

 

En accord avec les résultats obtenus avec le NaCl, la variation de force ionique due au 

sucrose délocalise surtout le signal du mutant M85CY mais pas les fagots positifs à M1CY 

(voir Figure 60, p.118). Nos ésultats ejoig e t l’h poth se d’u e i te a tio  io i ue e t e 
la spastine et les MTs. 
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Figure 60 : La variation de force ionique induite par le sucrose délocalise fortement M85CY mais pas M1CY. 

Les cellules HeLa ont été transfectées avec des constructions Spastine-GFP mutées M1CY ou M85CY, 2 heures avec du 

Sucrose 400 nM, puis fixées et incubées avec un anticorps anti-tubuline acétylée. Conformément à ce qui été observé 

avec le NaCl, la spastine M1CY mais pas M85CY est résistante à ce type de traitement. 

 

Ces résultats montrent une plus grande stabilité des fagots de M1CY face à une 

déstabilisation du réseau de MTs, contrairement à ceux formés en présence de M85CY ou de 

M1∆. Cette o st u tio  est aussi plus ésista te à l’i hi itio  p ovo uée pa  une 

augmentation de la force ionique (traitements NaCl et sucrose). La présence conjointe du 

domaine N-te i ale et de la assette AAA, é essai e espe tive e t pou  l’i se tio  au ‘E 
et la fo atio  d’he a e, se le être une piste raisonnable pour expliquer cette 

résistance plus importante.  
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e. Formation de l’hexamère pathologique.  

Dans les cellules coexprimant les protéines M1 sauvage ou mutée, des structures en 

filaments caractéristiques ont été observés, remplaçant le signal ponctiforme (Errico et al. 

2002; Pantakani et al. 2008). L’u  des o je tifs de ette th se est d’étudie  et aspe t 
d’i te a tio  e t e isofo es e  ot a sfe ta t u e spasti e sauvage M -Flag et des 

constructions mutées-GFP. En cohérence avec les données existantes, nos résultats 

montrent que M1-Flag forme des filaments et colocalise avec des MTs décorés par 

l’isofo e M CY voi  Figure 61, p.119). Ces expériences suggèrent une interaction et/ou un 

recrutement de ces deux protéines au sei  de l’he a e. À l’heu e a tuelle, ous ’avo s 
pas o se vé e e t pe d’i te a tio  e t e M  et  M CY ou e t e M  et M CY. Nos 
e pé ie es p éli i ai es de Weste  Blot o  o t ées i i , ’o t pas pe is de 
o p e d e si e t pe d’i te a tio  entre M1 et M1CY pouvait avoir un effet réducteur sur 

la apa ité de livage de l’he a e. Bien que préliminaire, nos ésultats suppo te t l’idée 
d’u  possi le gai  de fo tio s égatifs, ota e t pou  les fo es longues de spastine 

po teuses d’u e utation faux sens (Solowska e al. 2015). 

 

Figure 61 : Le mutant M1CY seul est capable de recruter la forme sauvage M1.  

Les cellules HeLa ont été cotransfectées avec les constructions M1CY-GFP ou M85CYGFP et M1-Flag, fixées après 16h, et 
i u es ave  l’a ti o ps a ti-Flag (échelle = 20 µm). Certaines cellules montre t u e du tio  de l’a tivit  de livage de 
la spastine M1flag  et une colocalisation de la forme sauvage avec la spastine mutée M1CY. Aucun recrutement de 
M flag ’a t  observé sur les fagots positifs à M85CY.  
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f. La présence de mutants spastine à un effet fonctionnel néfaste 

sur le transport axonal.  

Le défaut de transport axonal a été la ge e t asso ié à u e édu tio  d’a tivité de la 
spastine (Kasher et al. 2009; Denton et al. 2014; Havlicek et al. 2014; Plaud et al. 2017). 

Cepe da t, peu d’études s’i té esse t à l’effet des uta ts spasti e su  le t a sport axonal 

apide. Da s l’a o e géa t de ala a  et da s les ellules SHS Y, le t a spo t a o al est 
altéré par une M1 dépourvus de cassette AAA (Soloswka et al. 2008) mais aussi par une 

isofo e M  po teuse d’u e utatio  fau  se s (Leo et al. 2017). Dans ces modèles, les 

uta ts M  ’alt e t pas le transport. Nous avons récemment démontré que le trafic de 

la v-SNARE VAMP7 était altéré dans des neurones SPG4-KO (Plaud et al. 2017).  

Afi  d’étudie  si la surexpression de spastine mutées M1 régulaient le trafic de VAMP7, nous 

avons cotransfectés nos neurones corticaux avec cette RFP-VAMP7 et des constructions 

M1CY ou M1∆. Les vitesses ont été relevées sur des zones positives aux mutants et d’au 
moins 100 µm de long. Nos résultats montrent que la présence des deux isoformes réduit la 

vitesse de transport antérograde (0.72±0.04 µm/s, 0.43±0.03 µm/s et 0.53±0.04 µm/s 

espe tive e t pou  GFP, M ∆ et M CY) mais aussi du mouvement rétrograde (0.71±0.02 

µm/s, 0.48±0.02 µm/s et de 0.5±0.03 µm/s espe tive e t pou  GFP, M ∆ et M1CY) des 

vésicules positives à VAMP7 par rapport aux cellules témoins (voir Figure 62, p.121). De plus, 

le nombre total de vésicules positives en mouvement a été significativement réduit par 

l’e p essio  de uta ts M , pa ti uli e e t pa  M ∆.  

Ces données suggèrent un gain de fonction pathologique des isoformes spastine porteuses 

d’u e utatio  fau  se s. La apa ité d’a o hage au  MTs et la fo atio  de fagots 
pourrait perturber le transport axonal en modifiant le nombre de « routes » empruntable 

par les moteurs moléculaires. L’étape suiva te se ait de voi  si u  t aite e t au NaCl, 
capable de décrocher les constructions mutées, permet une amélioration du trafic de 

VAMP7. Malheureusement, la toxicité du traitement NaCl pour les neurones corticaux ne 

nous as pas pe is de éalise  e t pe d’e pé ie e. 
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Figure 62 : L’e p essio  de M CY et de M  affecte le nombre et la vitesse de transport des vésicules positives à VAMP7. 

A) Les neurones ont été cotransfectés avec des constructions spastine-GFP M1CY ou M1∆ et VAMP7-RFP, montés sur 
lamelle et observés en vidéomicroscopie (échelle = 20 µm) ; B) exemple de kymographe réalisé au niveau des zones 

positives à la spastine ; C  L’e p essio  des deu  o st u tio s M CY et de M réduit significativement le transport 
antérograde et rétrograde des vésicules positives à VAMP7 ; D) Le nombre de vésicules positives à VAMP7 par µm est 
également impacté par les mutants M1 et en particulier par M ∆. Les données ont été exprimées en moyenne ± SEM. La 
significativité a été déterminé par un test de la variance à un facteur, test de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001. 
ns, non significatif.  
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Discussion et conclusions 
 

I. Absence d’activité  de la spastine : effet sur l’acétylation et  sur le 

transport axonal 

Malg é les ésultats p ése ts da s la litté atu e su  l’i pli atio  de la spasti e da s la 
régulation de la dynamique des microtubules, son rôle sur le transport axonal est encore très 

loi  d’ t e éta li. Dans le modèle de neurone SPG4-KO utilisé ici, nous avons montré que le 

iveau d’a ét latio  est spé ifi ue e t aug e té o pa é au  eu o es témoins en 

accord avec des études préliminaires (Orso et al. 2005; Denton et al. 2014). Cet effet semble 

t e est ei t à l’a ét latio , puis u’au u e alté atio  ’a été o se vée su  d’aut es MPTs 
comme la tyrosination, la détyrosination et la polyglutamylation. De plus, aucun changement 

d’e p essio  ’a été o t é su  des p otéi es i pli uées dans la dynamique des 

microtubules. Les travaux de A.Tarrade suggèrent que les renflements axonaux seraient 

enrichis e  tu uli e dét osi ée sa s l’avoi  o t é fo elle e t (Tarrade et al. 2006). 

Ai si, u e aug e tatio  de l’a ét latio  de la tu uli e pou ait ep ése te  u e épo se 
spé ifi ue à u e édu tio  ou u  a ue d’a tivité de la spastine. Théoriquement, une 

faible concentration de spastine entraîne une augmentation du nombre de microtubules 

longs qui devraient t e u  eilleu  su st at pou  l’a tivité atal ti ue le te de l’α-tubuline 

acétyl-t as fé ase αTaT . Deva t l’i po ta e de la spastine dans des processus neuronaux 

comme la formation de branchement axonaux, des mécanismes moléculaires pourraient 

compenser le défaut d’e p essio  de la p otéi e. L’a tivité de la kata i e, u e aut e 
protéine capable de cliver les MTs et fortement exprimée dans le système nerveux central, 

est égulée pa  l’état d’a ét latio  des i otu ules. (Solowska et al. 2008; Sudo et al. 

2010). Ai si, l’aug e tatio  du iveau d’a ét latio  da s les eu o es SPG -KO pourrait 

aug e te  l’a tivité de livage de la katanine sans requérir une augmentation de son 

expression. 

Plusieurs études ont montré que les moteurs moléculaires ont une plus grande affinité avec 

les microtubules stabilisées (Hammond et al. 2010; Reed et al. 2006). Particulièrement, une 

aug e tatio  des iveau  d’a ét latio  de l’α-tubuline augmente la motilité et le 

recrutement des dynéines et des kinésines-1 sur les microtubules (Dompierre et al. 2007) qui 

est directement en lien avec une augmentation du transport de vésicules au niveau de MTs 

stabilisés. Des études sur le transport axonal des mitochondries ont démontré que seule la 

motilité des mitochondries était altérée sans que la vitesse de transport ne soit affectée 

(Janke et al. 2014; Kasher et al. 2009; Havlicek et al. 2014). Ces do ées sugg e t u’u e 
édu tio  de la spasti e ’au ait pas d’effet su  les oteu s olé ulai es i pli ués da s e 

type de transport. Nos données confirment ces hypothèses, puisque la vitesse de transport 

des ito ho d ies ’a pas été odifiée da s les neurones dépourvus de spastine que nous 

avons étudié. De plus, la vitesse de transport antérograde de VAMP7 est significativement 
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augme tée, suiva t l’idée d’u  e fo e e t de l’a tivité des oteu s olé ulai es de t pe 
kinésine. Suite à l’effet e tio é au-dessus su  l’effet de l’a ét latio  su  les oteu s 

olé ulai es, ous pe so s ue et effet ta dif dépe d g a de e t du iveau d’acétylation 

de la tubuline observé dans les neurones SPG4-KO. De faibles doses de drogue comme la TSA 

ou le Taxol qui, par des mécanismes différents, accroissent la proportion de microtubules 

stables/dynamiques, augmentent aussi le transport antérograde de VAMP  d’u e a i e 
similaire à ce que nous avons observé dans nos neurones sans spastine. Ceci rejoint de 

ouveau l’idée d’u e a tivité a ue des oteu s olé ulai es da s les eu o es PSG -KO 

ou traités pharmacologiquement. Au contraire, la vitesse de transport des vésicules 

o te a t la p otéi e VAMP  ’est pas modifiée dans les neurones dépourvus de spastine 

ou traités à la TSA, suggérant que seulement le transport de cargos spécifiques est impacté 

par la réduction de spastine. Une première explication de ces résultats est que VAMP7 et 

VAMP2 sont largement prises en charge le long des microtubules par deux différentes 

familles de kinésines, respectivement une kinésine-1 Kif5A et une kinésine-3 Kif1A. De plus, 

seul les membres de la famille des kinésies-1 ont été associés à une préférence de MPTs, 

ota e t l’a ét latio , alo s ue les ki ési es-3 ne montrent pas ce type de sélectivité. 

Cepe da t, ette p e i e e pli atio  ’est pas suffisa te pou  e pli ue  l’a se e d’effet 
su  le t a spo t d’aut es argos régulés par des kinésines-1, comme les mitochondries ou les 

vésicules APP,  sur des neurones dépourvus de spastine (Denton et al. 2014; Kasher et al. 

2009; Havlicek et al. 2014). D’aut es pa a t es o e la taille des a gos, le o e de 
moteurs moléculaires engagés, et probablement la présence de protéines adaptatrices 

seraient des éléments importants formant une seconde explication sur la régulation du 

t a spo t a o al da s u  ad e d’a tivité de spasti e éduite. 

Nous avons aussi observé, dans les neurones traités TSA, une hausse de la vitesse de 

transport ét og ade de VAMP  et de VAMP  suggé a t u e aug e tatio  d’a tivité des 
d éi es. Cet effet est o éla le à l’aug e tatio  fo te d’a ét latio  induit par cette 

d ogue o pa é à l’a ét latio  visible dans les neurones SPG4-KO. L’a ét latio  i duite pa  
la TSA a déjà été démontré comme augmentant à la fois la vitesse antérograde et rétrograde 

du transport de vésicules contenant le BDNF (Dompierre et al. 2007). Dans les cellules les 

mécanismes par les uels les oteu s olé ulai es so t e utés et a tivés pa  l’a ét latio  
de la tubuline sont largement incompris. Des expériences in vitro suggèrent que des 

mécanismes in vivo additionnels dépe da t des iveau  d’a ét latio , o e le 

recrutement de MAPs spécifiques ou des changements structurels dans la tubuline, 

aug e te t l’affi ité des oteu s olé ulai es et leu s otilités. Le s é a io le plus 
p o a le est ue l’i po ta e d’a ét latio  peut affe te  diffé e e t es ou d’aut es 
paramètres et seul u  fo t tau  d’a ét latio  accroît ait sig ifi ative e t l’i te a tio  et 
l’a tivité des d éi es et/ou de ses p otéi es adaptat i es su  les i otu ules. 

Les renflements axonaux sont un marqueur pathologique largement observés dans plusieurs 

types de neu opathologie hez l’ho e ou hez des vertébrés non humains (Millecamps et 
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al. 2013; Tarrade et al. 2006; Denton et al. 2014). Ces structures sont souvent causées par 

une dérégulation du transport axonal rapide et souvent liées à un défaut sévère du transport 

de cargos axonaux, incluant les vésicules, les protéines de membranes ou les mitochondries. 

Les MTA sont une piste prometteuse de traitement pour les maladies neurodégénératives et 

permettent notamment de prévenir ou restaurer les renflements axonaux, même utilisées à 

faible concentration. Les mécanismes moléculaires impliqués sont cependant largement 

incompris. Dans cette thèse, nous avons démontré que le Taxol et le Nocodazole ne 

permettaient pas de corriger la vitesse de transport antérograde de VAMP7 observé en 

a se e de spasti e. L’aug e tatio  du iveau d’a ét latio  pa  le Taxol, contrairement à 

l’effet dépolymérisant du Nocodazole, conduit à l’a oisse e t de la vitesse du t a spo t 
rétrograde de VAMP7, de façon similaire à ce qui a été observé avec un traitement TSA. 

Même si un lien direct entre la formation de renflement axonal et la perturbation du trafic 

a o al ’a pas pu être établit, nos résultats suggèrent que les MTA pourrait corriger ce 

phénotype pathologique non pas simplement en ramenant les propriétés du trafic à des 

valeurs basales, mais plutôt, comme le Taxol ou d’aut es d ogues aug e ta t l’a ét latio  
de la tubuline, contrebalançant le t a spo t a té og ade alté é pa  l’aug e tatio  de la 
vitesse de transport rétrograde de cargos spécifique, comme VAMP7 ici. 

En conclusion sur cette première partie, nos résultats sont cohérents avec ceux présent dans 

la littérature et cohérant avec le modèle proposé en Figure 63 (voir p.125). L’a se e ou la 
réduction de la spastine entraîne une hausse du nombre de MTs longs et désorganise 

lo ale e t le éseau de MTs au sei  de l’a o e. Ces o ditio s anormales conduisent à 

l’aug e tatio  du iveau d’a ét latio  ui a pe is, di e te e t ou o , d’aug e te  la 
vitesse antérograde de petits cargos conduis par la kinésine-1 comme les vésicules positives 

à VAMP7. En conséquence, la dérégulation du transport axonal pourrait induire un défaut 

axonal comme un renflement local.  

Nos résultats ne peuvent pas définitivement conclure si VAMP7 est directement impliqué 

dans la pathologie lié à un déficit de SPG4. Cependant, une étude récente a montré que la 

édu tio  d’e p essio  de la spastine augmente la taille des lysosomes dans différents 

modèles cellulaires (Allison et al 2017). On sait aussi que VAMP7 est impliquée dans les 

mécanismes de fusions entre endosomes et lysosomes (Advani et al 1999) mais aussi dans la 

fusion homotypique entre lysosomes (Ward et al. 2000). Ces résultats pourraient suggérer 

un lien intéressant entre la modification de la taille des lysosomes dans des cellules 

dépou vus de spasti e et l’alté atio  du t a spo t des vési ules VAMP7 observée chez la 

souris SPG4-KO. De plus, le fait que les dynamiques de transport de VAMP2 ou des 

mitochondries ne soient pas affectées dans nos neurones SPG4-KO suggèrent fortement que 

l’alté atio  du t a spo t de VAMP  puisse dé le he  et/ou agi  su  la progression de la 

eu odégé é atio  liée à l’a se e de spasti e. U e égulatio  fi e du t a spo t de VAMP , 
do t le ôle est p i o dial da s le suppo t de l’e pa sio  de la e a e plas i ue et le 
remodelage des neurones lors du développement embryonnaire, est sûrement nécessaire 
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pour le maintien de la stabilité et de la viabilité des axones longs des neurones du système 

moteur volontaire. 

 

 

Figure 63 : Schéma récapitulatif et  modèle appuyé par les résultats de nos travaux.  

Par sa fonction de clivage, la spastine contrôle la longueur des MTs (Sp +/+). En conditions pathologiques (Sp ), la 
réduction du niveau de spastine fonctionnelles conduit à une du tio  du o e d’ v nements de clivage et à 
l’ lo gatio  des MTs. Cette stabilisation pote tielle du seau oï ide ave  u e fai le hausse de l’a t latio  de la 
tu uli e, ui pe et d’aug e te  la liaiso  et l’a tivit  des oteu s ol ulai es de la fa ille des ki si es-1. Ceci 
o duit à l’aug e tatio  du t a spo t a t og ade des v si ules positives à VAMP . De hauts iveau  d’a t latio , 

induit par exemple par les traitements avec la TSA ou avec le Taxol, activeraient les moteurs moléculaires de types 
dynéines et entraîneraient une augmentation du transport rétrograde des vésicules positives à VAMP7. La spécificité 
d’effet des iveau  d’a t latio  su  des oteu s ol ulai es particuliers permettraient de moduler sélectivement le 
transport de VAMP7 et non celui de VAMP2.  
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II. Gain de fonction pathologique : l’absence de clivage de la spastine 
perturbe l’homéostasie cellulaire  

M e si l’haploi suffisa e este le é a is e p i ipal p oposé pou  e pli ue  le ad e 
des PSHs-SPG4, un gain de fonction pathologique a été suggéré depuis quelques années. Les 

mutations de la spastine M1 sont considérées comme les plus impliquées dans le 

développement des PSHs de type SPG4. Cette hypothèse se base sur des observations de 

l’enrichissement de protéine M1 au sein de la moëlle épinière et sur la perturbation du 

transport axonal e  p ése e de uta ts M  da s l’a o e géa t de ala a  (Joanna M. 

Solowska et al. 2015). Plusieurs études ont mises en avant que des mutations faux sens des 

motifs de Walker A et B, situées dans la cassette AAA, génèrent des protéines M1 stables 

ais i a tives ui dé o e t les MTs. L’h poth se de gai  de fo tio  égative p opose la 
fo atio  d’u  hété o-hexamère de spastine incluant à la fois des protéines sauvages et 

mutées, ce qui di i ue ait l’a tivité de livage et conduire à la pathologie (Eckert et al. 2012; 

Le et al. 2013). Cependant, la forte expression ubiquitaire, la localisation non restreinte et la 

forte activité de clivage de la fo e ou te pose la uestio  de l’i pli atio  des uta ts de 
M87 dans le cadre pathologique. 

Dans cette étude et en accord avec les données existantes (Svenson et al. 2001; Errico et al. 

2002; McDermott et al. 2003; Evans et al. 2005; Roll-Mecak et al. 2005; White et al. 2007; 

Leo et al. 2017), nous avons confirmé que la spastine M1 arborant la mutation humaine 

C448Y (C445Y chez la souris) décore une sous-population de MTs périnucléaire dans un 

modèle de cellule HeLa. Une localisation similaire a été observée sur des neurones corticaux 

de sou is da s les uels M CY olo ise des MTs situés da s la égio  p o i ale de l’a o e ou 
dans les dendrites. Au contraire, la forme courte de la spastine M87 (M85 chez la souris) 

porteuse de la même mutation se localise sur un ensemble différent de MTs dans les HeLa et 

reste cytosolique dans les neurones. Ces fagots positifs à M85CY apparaissent plus épais que 

ceux formés par M1CY et souvent plus regroupé dans des régions périphériques de la cellule. 

Ces résultats sont partiellement en contraste avec de précédentes observations réalisées sur 

des fibroblastes RTL-6 et des cellules COS-7 (Errico et al. 2004; Solowska et al. 2014) où les 

spastine M87 -C448Y et -K388R étaient respectivement cytosolique. Nos résultats sont 

cependant en accord avec ceux obtenus sur des cellules S2 dans lesquels une D-spastine 

dépourvue de domaine N-Terminale, porteuse des mutations faux sens, décorent les MTs 

(Roll-Mecak et al. 2005). Enfin, nos expériences de cotransfections confirment que ces deux 

mutants spastine M1CY et M85CY se répartissent différemment et ont une localisation 

spécifique au type cellulaire dans lequel ils sont exprimés. La spastine M1 dépourvue de 

cassette AAA (M1∆) reste capable de décorer les MTs uniformément distribué sur 

l’e se le des ellules HeLa. E o e u e fois, ’est e  a o d avec des données 

préliminaires (Errico et al. 2002; White et al. 2007) mais en contraste avec les observations 

sur fibroblastes RTL-6 (Solowska et al. 2014). Dans les neurones, M1∆ apparait en long 

segments axonaux moins discontinu que ceux observés avec la spastine M1CY.  
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Même si, et cela était attendu, les fagots positifs à M1CY colocalisent avec le RE 

contrairement à ceux positifs à M85CY, la simple insertion de M1CY dans le RE ne peut 

suffire à expliquer sa localisation périnucléaire. De plus, le RE est distribué de façon 

ho og e su  l’e se le des ellules HeLa ou des eu o es. Le do ai e N-terminal de la 

spastine mais aussi la forme M1∆, sans cassette AAA, se localise plus largement avec 

l’e se le du éseau du ‘E voir Figure 44, p.96). Le iveau d’a ét latio  des MTs, plus 

élevé en région périnucléaire, ’a pas pu t e directement impliqué dans la localisation de 

M1CY ou de M85CY puis u’au u s ha ge e ts a tifi iels de ette MPTs ’ont réussi à les 

modifier (voir Figure 50, p.104 et Figure 51, p.105). Il semble donc que la localisation 

périnucléaire de M1CY dépende de plusieurs facteurs comme la présence du domaine N-

Terminale, du MTBD et de la cassette AAA. La spastine M85CY, essentiellement cytosolique, 

devrait décorer toutes les MTs sans être restreinte à une simple portion périphérique, ce qui 

soulig e ue so  i te a tio  ave  les MTs doit t e égulée pa  d’aut es pa a t es ue la 
simple affinité du MTBD (White et al. 2007). Des études complémentaires sont nécessaires 

pour investiguer en détails ces mécanismes moléculaires et envisager en particulier 

l’i po ta e des partenaires moléculaires du RE, connus ou non, qui pourraient contribuer à 

la localisation de la spastine M1CY. 

U e hausse des iveau  d’a ét latio  de la tu uli e a été p éalablement associée à une 

édu tio  d’e p essio  de la spasti e da s les eu o es (Orso et al. 2005; Denton et al. 

2014; Plaud et al. 2017). Dans nos cellules HeLa, toutes les spastine mutées formant des 

fagots contribuent à stabiliser le réseau et à aug e te  l’a ét latio  des MTs. Nos ésultats 
sont en accord avec de précédentes observations (Evans et al. 2005) et rappellent 

ét oite e t l’effet de su e p essio  d’aut es p otéi es fo a t des fagots o e MAP  et 
Tau (Takemura et al. 1992). La hausse d’a ét latio  de la tubuline est aussi observée sur des 

MTs qui ne sont pas décorés par des mutants spastine (voir Figure 52, p.107) suggérant 

l’a tivatio  de voies de sig alisatio  i pli ua t αTaT et HDAC6 (voir Figure 55, p.111). Cette 

hausse d’a ét latio  est o se vée e h après, supposant une résistance aux 

mécanismes de compensation. L’a ét latio  de la tu uli e a u  ôle i po ta t da s de 
o eu  p o essus ellulai e i lua t le t a spo t a o al. L’i pa t des uta ts su  ette 

MPTs pourrait donc être important dans la compréhension du processus neurodégénératif. 

Cepe da t ous ’avo s pas o fi é d’effet si ilai e su  os ultu e de eu o es o ti au  
e p i a t M CY, e ave  u e t s fai le dilutio  d’a ti o ps a ti-tubuline acétylée 

(1 :40000). Cette absence de résultats pourrait être expliquée aux niveaux très élevés de 

tubuline acétylée dans les neurones ou à des mécanismes de régulation différents dans ces 

cellules comparées aux cellules endothéliales. La forte densité cellulaire nécessaire pour 

obtenir un fort taux de transfection et le faible ratio de neurones transfectées nous a 

e p hés de ua tifie  l’i te sité de fluo es e e des MPTs su  u e la ge populatio  
neuronale comme réalisé précédemment (Plaud et al. 2017). 
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Bien que tous les mutants analysés ici soient associés à une augmentation du niveau 

d’a ét latio  des MTs, seul les fagots positifs à M1CY ont montrés une résistance aux 

traitements de dépolymérisation des MTs (Nocodazole et traitement au froid) et de 

pe tu atio  de l’i te a tio  MTBD-MTs (variation de force ionique avec le NaCl et le 

sucrose) contrairement à ceux positifs pour M85CY ou M1∆. Pour récapituler ces résultats, 

l’i te a tio  de la spasti e M CY tosoli ue ave  u e populatio  spé ifi ue de MTs fa ilite 
la fo atio  d’oligo-hexamère (Eckert et al. 2012) et pe et l’a o hage au  MTs. Au 

contraire, M1CY et M1∆ s’éte de t au sein de la membrane du RE et interagissent 

simultanément avec les MTs. Elles peuvent ainsi rapprocher différents tubules du RE et 

fo ées des fagots de MTs. Co t ai e e t à M CY, M ∆ e peut pas fo e  d’he a e et 

i te agi  ave  plus d’u  MT à la fois. Cette o se vatio  suppose ue les i te a tio s MTs-RE 

so t oi s o ple es e  p ése e de M ∆ ue de M CY. La p ése e du ‘E et la 
complexité de son interaction avec les MTs au sein des fagots joueraient un rôle dans la 

différence de stabilité des isoformes de spastine (voir Figure 64, p.129). Ainsi, en absence de 

MTs ou ap s pe tu atio  de l’i te a tio  MTBD-Tubuline, M85CY existerait principalement 

sous fo es de o o es tosoli ue. L’i se tio  de M CY da s la e a e du ‘E 
sta ilise ait la st u tu e de l’he a e o duisa t à u e plus g a de ésista e de ette 
forme aux différents traitements. La différence de comportement de M ∆ pou ait t e liée 
aux nombres de MTs impliqués et de la complexité des interactions avec le RE. Il a été 

dé o t é u’  t aite e t au f oid su  u  od le de ou he po teuses d’u e utatio  
K388R a montré une amélioration du phénotype embryonnaire et une récupération de la 

otilité hez l’a i al adulte (Baxter et al. 2014). La réduction de la présence de mutants 

spastine sur les MTs pourrait être suffisante pour relancer une dynamique du transport 

axonal. Cependant, nos expériences ont montrées que la résistance de M1CY entraine une 

capacité de récupération plus rapide que celui observé pour M85CY (voir Figure 59, p.117) 

suggérant que ce type de traitement est inefficace pour une correction à long terme.  
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Figure 64 : La o ple it  de l’i te a tio  RE-MTs  au sein des fagots positifs aux mutants joue un rôle dans la différence 
de résistance. 

Afin de simplifier le modèle, les hexamères de spastine ont été représentés par le dessin de 3 monomères. Les 

constructions M1CY et M1∆ o t ai e e t à M CY à gau he  so t i s es da s le RE et app o he t l’o ga elle des 
MTs e ui o t i ue à l’i s e  da s la fo atio  de fagots. Cepe da t, l’i apa it  de M ∆ à former des hexamères 

entraine la formatio  d’u  fagot à pa ti  d’u  u i ue MTs de faço  oppos e à M CY  et M CY ui pi ge t plusieu s 
MTs. La résistance aux différents traitements (à droite) de M1CY découlerait la présence du RE et de la complexité de son 

interaction avec un grand nombre de MTs. 

 

L’effet do i a t-négatif des mutants spastine est supposé dépendre de de leurs co-

asse lage ave  des p otéi es sauvages au sei  de l’he a e (Le et al. 2013) ce qui 

o dui ait à la édu tio  de l’a tivité atal ti ue de l’e z e (Eckert et al. 2012). Plusieurs 

études (Errico et al. 2002; Pantakani et al. 2008), incluant nos résultats, démontrent que la 

spastine sauvage M1 est relocalisé sur des MTs décorés par la protéine M1 mutée. A l’heu e 
actuelle, nous ’avo s pas o se vé la e apa ité de e ute e t de M  pa  M  mutée, 

suggé a t u e plus fo te to i ité de la spasti e utée M  o pa é à l’isofo e ou te. Des 

études approfondies sur cette partie sont en cours. A e jou , il ’est pas lai e e t éta li si 
la to i ité de es uta ts est liée à u e édu tio  d’a tivité e z ati ue de la spasti e 
sauvage. En effet, des études in vitro rapportent que la spastine M1 mutée inhibe à la fois 
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l’a tivité e z ati ue et l’étape de « pre-severing » (l’étape de ise e  pla e de l’he a e 
sur les MTs) mais pas la phase de clivage des MTs (Errico et al. 2002).  

De plus, les uta ts M  ou M  e p évie e t pas de l’a tivité de livage de la fo e 
sauvage M87 dans les fibroblastes (Solowska et al. 2014). Une hypothèse alternative est que 

les MTs décorés par des mutants spastine acquièrent des propriétés biophysique 

« pathologiques », comme un degré différent de stabilisation, qui toucheraient la fonction 

de transport axonal. Nos résultats montrent que le trafic des vésicules positives à VAMP7 est 

fortement affecté le long des MTs décorés par M1CY et M1∆ (voir Figure 62, p.121). Ces 

do ées sugg e t ue les effets o se vés i i so t i dépe da t de l’a tivité de livage et en 

a o d ave  l’i hi itio  du t a spo t a onal rapide da s l’a o e géant de calamars et dans 

les neurones corticaux de souris exprimant une protéine M1 dépourvue de domaine AAA 

(Solowska et al. 2008; Leo et al. 2017). Nous pourrions spéculer que la localisation dans 

l’a o e p o i al des uta ts spasti e, ota e t la fo e M CY, puisse égule  
l’e se le du éseau de MTs de ette zo e qui correspondent partiellement avec le 

seg e t i itial a o al AIS . Da s l’AIS, les MTs sont très rapprochés et assurent une 

fonction de filtre en formant un rail orienté pour le transport vésiculaire actif. Dans des 

o ditio s pathologi ues, l’a u ulatio  da s le te ps de fai les iveau  de spasti e M  
utée da s l’AIS pou aie t alté er le réseau de MTs et sa capacité de régulation du 

transport axonal amenant à une condition pathologique. 

E  o lusio , os do ées ejoig e t l’h poth se d’u  ôle ajeu  joué pa  les utatio s 
de M  da s l’appa itio  de la pathologie SPG . Les diffé e ces de localisation, de résistance 

et de apa ité d’i te a tio  ave  M  sauvage e t e les deu  isofo es de spasti e po teuses 
de la mutation CY laissent penser à une plus grande toxicité de la spastine M1 mutée. 

Notamment, sa localisation proximale dans l’a o e et so  effet de édu tio  du t a spo t 
axonal suggèrent que M1CY serait capable de réguler négativement en amont le transport 

de composés. Cet effet agirait probablement par une réorganisation du cytosquelette dans 

cette région et indépendamment de sa fonction de clivage. Cepe da t, l’h poth se d’u  
gain de fonction négative est limitée par la difficulté à observer les mutants chez la plupart 

des patients PSHs-SPG4. Les chances de validation de cette hypothèse sont donc réduites à 

l’heu e a tuelle. De plus, au u  lie  ’a été fait e t e la va iatio  des aspe ts li i ues de 
patie ts po teu s d’u e e utatio  et les o se vatio s e pé i e tales o te ues su  
ces mutants. Pour expliquer cette différence de sévérité pathologique entre individus une 

autre hypothèse se ait l’e iste e d’u e « cohabitation » entre les effets de 

l’haploi suffisa e et eu  dé oula t d’u  gai  de fo tio . Cela asse le à la fois la 
édu tio  possi le du livage et l’a u ulatio  de spasti e utées su  les MTs o e u  

mécanisme négatif régulant le transport axonal avec une mise en place temporelle. 

L’i vestigatio  de plusieu s uta ts fau -sens permettrait de comprendre ces aspects plus 

en profondeur et serait une nouvelle étape dans le combat contre les PSHs et la classification 

des différents cas pathologiques.  
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A B S T R A C T

Alteration of axonal transport has emerged as a common precipitating factor in several neurodegenerative dis-
orders including Human Spastic Paraplegia (HSP). Mutations of the SPAST (SPG4) gene coding for the spastin
protein account for 40% of all autosomal dominant uncomplicated HSP. By cleaving microtubules, spastin reg-
ulates several cellular processes depending on microtubule dynamics including intracellular membrane trafick-
ing. Axonal transport is fundamental for the viability of motor neurons which often have very long axons and
thus require eficient communication between the cell body and its periphery. Here we found that the antero-
grade velocity of VAMP7 vesicles, but not that of VAMP2, two vesicular-SNARE proteins implicated in neuronal
development, is enhanced in SPG4-KO neurons. We showed that this effect is associated with a slight increase of
the level of acetylated tubulin in SPG4-KO neurons and correlates with an enhanced activity of kinesin-1 motors.
Interestingly, we demonstrated that an artiicial increase of acetylated tubulin by drugs reproduces the effect
of Spastin KO on VAMP7 axonal dynamics but also increased its retrograde velocity. Finally, we investigated
the effect of microtubule targeting agents which rescue axonal swellings, on VAMP7 and microtubule dynamics.
Our results suggest that microtubule stabilizing agents, such as taxol, may prevent the morphological defects
observed in SPG4-KO neurons not simplyby restoring the altered anterograde transport to basal levels but rather
by increasing the retrograde velocity of axonal cargoes.

1. Introduction

Hereditary spastic paraplegias (HSPs) constitute a group of hetero-
geneous inherited diseases characterized by a progressive degeneration
of the corticospinal tract axons and fasciculus gracilis ibers [1]. HSPs
have a prevalence of 1–5:100,000 in most populations [2], and to date

> 70 loci and 59 genes (spastic paraplegia genes, SPG) have been iden-
tiied in HSP patients. Progressive lower limb spasticity and weakness
are the predominant but not the only characteristics of this group of
neurological syndrome [3]. Only symptomatic treatments partially im-
proving spasticity are available for HSP patients, and no preventive or
curative measures are yet available [4].

Mutations in the SPAST (SPG4 in mice) gene, encoding spastin, ac-
count for approximately 40% of the familial and 20% of the sporadic
cases within autosomal dominant HSP [5,6]. Spastin is a member of
the ATPases Associated with diverse cellular Activities (AAA) protein
family [7,8] involved in microtubule severing through an ATP-depen-
dent mechanism [9,10]. By breaking long microtubules into shorter

fragments, spastin regulates microtubule dynamics [11–14] and its ac-

tivity has been implicated in the control of different microtubule-de-
pendent cellular processes including axonal transport, endosomal re-
cycling, cytokinesis and ER shaping (Reviewed in [8,15]). In neurons,
spastin is involved in axonal branching [16] and regeneration [17],
synaptic bouton formation [18], neurotransmission [19] and axonal
growth receptor-mediated BMP signaling [20]. Studies in SPAST/SPG4
defective neuronal model demonstrated that a reduced expression of
spastin may be associated with a lower number of dynamic micro-
tubules [12–14] and an increase of the level of acetylated α-tubulin

[21,22], a posttranslational modiication (PTM) of tubulin generally
associated with stable microtubules [23,24]. Axonal membrane trafic
is also affected with a decreased and imbalanced motility of axonal
cargoes, mainly mitochondria, but not of their velocities [22,25,26].
Axonal swelling, the prominent axonal abnormality observed in dif-
ferent SPAST/SPG4 neuronal models and in SPAST human patients
[22,25–27], has been linked to microtubule dynamics and axonal trans-

port defects. This was based on the fact that different organelles are
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found enriched in these structures [12,25,27] in particular disorga-
nized microtubule network [12,26] and on the observation that mi-
crotubule-targeting agents (MTA), such as taxol, vinblastine and noco-
dazole, at low concentration prevent/rescue such axonal swellings
[12,21,22].

Data published up to now suggested that spastin regulates the ax-
onal transport of mitochondria but little is known about the role of
this protein in other axonal compartment implicated in the delivery
and recycling of membrane, lipids and other cytoplasmic material crit-
ical for neuronal development and integrity. The vesicular (v-) Solu-
ble N-ethylmaleimide sensitive factor Attachment Receptors (SNARE)
through the interaction with their target (t-) SNAREs, form the so-called
trans-SNARE complex which mediates the inal step of fusion between
two membranes, a process needed for all of biology, from cell division
to synaptic transmission [28,29]. Between them, VAMP7 (also called
TI-VAMP), is a ubiquitously expressed v-SNARE involved in numerous
cellular functions including mitosis, autophagy and membrane home-
ostasis (for reviews see [30,31]). In neurons, VAMP7 was shown to lo-
calize in axons and dendrites and concentrate in the growth cone and
has an important role in axonogenesis [32], neurite growth [33–35],

pathinding [36] and it may later be involved in neurotransmitter re-
lease [37,38] and higher brain function [39]. Interestingly, the trafic of
VAMP7 vesicles has been related to the molecular motor kinesin1 Kif5A
[40] and to the cell-cell adhesion molecule L1-CAM [35] two genes
linked to HSP, SPG10 [41] and SPG1 [42] respectively. Particularly, the
interaction with Kif5A allows VAMP7 positive secretory vesicles formed
in the somatic Golgi-apparatus to move along microtubule tracks out of
the cell body towards the terminal [40].

Here we demonstrated that the anterograde velocity of VAMP7 con-
taining vesicles is enhanced in cortical neurons derived from SPG4-KO
mice. This correlates with a significant increase of the level of acetylated
tubulin but no other PTMs of tubulin and is also observed when neu-
ronal cells were treated with drugs that induce an increase of acetylated
tubulin. These results suggest that the lack or impairment of spastin ex-
pression induces a moderate increased level of acetylated tubulin which
enhances the activity of molecular motors of kinesin-1 family and the
consequent anterograde velocity of axonal cargoes such as VAMP7 vesi-
cles. Finally, we analyzed the effects of MTA, such as taxol and noco-
dazole which prevent axonal swellings in SPG4-KO neurons, on micro-
tubule dynamics and membrane trafic. The results support the fact that
the rescue of a normal phenotype is not simply due to the restoration of
the anterograde transport to basal levels.

2. Materials and methods

2.1. Antibodies

Mouse monoclonal Ab (mAb) anti-acetylated tubulin (clone6-11B-1)
and anti-GAPDH were from Sigma-Aldrich. Mouse mAb anti-KIF5B
(KN-01), rabbit polyclonal antibody (pAb) anti-detyrosinated tubulin
and rat mAb anti-tyrosinated tubulin (YL 1/2) were from Millipore. Rab-
bit pAb anti-Polyglutamate chain (polyE) was from Adipogen. Mouse
mAb anti-EB1 was from BD Bioscience. Mouse mAb anti β-III tubu-

lin (TUJ1) was from Covance. Mouse mAb anti-spastin (Sp 3G11/1),
mouse mAb anti-katanin p60 and goat pAb anti-TAU (C-17) were from
Santa Cruz. Rabbit polyclonal anti-stathmin was a kind gift from André
Sobel (INSERM, Paris, France). Mouse mAb anti-β-tubulin was pro-

duced from the ATCC E7 hybridoma clone. Secondary antibodies for im-
munoluorescence Alexa Fluor 488- or 594-conjugated goat anti-rabbit,
anti-mouse, anti-rat or donkey anti-goat were from Molecular Probes
(Carlsbad, CA). Secondary antibodies for immunoblot IRDye 800CW or
IRDye 680CW conjugated goat anti-rabbit, anti-mouse or anti-rat were
from LI-COR Bioscience (Lincoln, Nebraska, USA).

2.2. cDNA, reagents and drug treatments

mRFP-VAMP7 and GFP-VAMP2 was previously described [43,44].
EB3-GFP was previously described [12]. Mitotracker orange CM-H2
TMROS was from Molecular Probes (Invitrogen). Paclitaxel (Taxol;
Sigma-Aldrich), Nocodazole (Sigma-Aldrich) or Trichostatin A (TSA;
Tocris) were added to culture medium at the different inal concentra-
tions. Taxol and nocodazole were incubated for 14–16 h whereas TSA

for 4 h at 37 °C in 5% CO2 and maintained during the time-lapse imag-

ing experiment. Drugs were kept as stock solution in DMSO and work-
ing dilution were prepared freshly at each day of the experiment. When
transfected, neurons were treated with drugs after suficient rest once
the Lipofectamine-containing medium was replaced.

2.3. Primary culture of cortical neurons and genotyping

Primary culture of cortical neurons was prepared from embryonic
mice (E17) as described previously [45]. Briely, brains were dissected
in HBSS with Hepes (Invitrogen) and incubated with 0.25% trypsin
(Invitrogen) for 15 min at 37 °C. Cells were than dissociated through

a ire-constricted Pasteur pipette in presence of DNase (0.1 mg/mL;
Sigma-Adrich). Neurons were plated on poly-dl-ornithine-coated
(Sigma-Aldrich) glass coverslips or petri dishes at the density of
25,000–50,000, 500,000 or 4,000,000 cells respectively for 12-mm,

30-mm and 100-mm coverslip/dish in minimal essential medium
(Gibco, Invitrogen) supplemented with 10% horse serum, 0.6% glucose,
2 mM glutamine, and 10 IU/mL penicillin–streptomycin. Embryo geno-

types (Fig. S1) were identiied during the preparation of culture using
the KAPA Mouse Genotyping Kit (Kapabiosystems, Boston, USA). Sp+

and SpΔ alleles were detected by PCR using the primers spin7F or spin 4F
and spin7R as described previously [27]. Neurons were grown and main-
tained in Neurobasal medium without phenol red (Invitrogen), supple-
mented with 2% B27 and 2 mM l-glutamax (Invitrogen) for 4 to 7 days
and then processed for analysis.

2.4. Immunoluorescence and integrated luorescence analysis

For PTMs of tubulin analysis, cortical neurons were ixed with 4%
PFA-sucrose for 20 min at RT while for EB1 staining, neurons were
ixed with methanol for 5 min at − 20 °C followed by 4% PFA-sucrose

and then processed for immunoluorescence. For PTMs tubulin ratio
analysis, the integrated luorescence intensity was measured after back-
ground subtraction for each PTM from the cell body to the growth-cone
of the axons by using the Metamorph software (Roper Scientiic, Evry,
France). The number of axons analyzed for the ratio of acetylated ver-
sus tyrosinated tubulin range from 40 to 140 depending on the exper-
imental condition. Data were normalized to the acetylated/tyrosinated
ratio of Sp+/+ untreated cortical neurons cultured the same experi-
mental day. For the ratio of detyrosinated versus tyrosinated tubulin a
minimum of 20 axons were considered. Each experiment was repeated
at least 3 times. Statistical significance was determined by using the
GraphPad PRISM software.

2.5. Immunoblot assays and densitometry analysis

Neurons were lysed at 7-DIV in TSE (50 mM TrisHCl pH 8.0,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA) added of 1% Triton × 100 and protease in-

hibitors cocktail (Complete ULTRA Tablets, EDTA-Free, Roche) on ice.
Between 4 and 10 μg of lysates for PTMs of tubulin analysis and 25 μg

for other proteins were separated by SDS-PAGE by using 10% acry-
lamide gels and then the proteins were transferred onto nitrocellulose
membrane (Amersham Protran, GE Healthcare Life Sciences). After in

2
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cubation in 5% nonfat dry milk in Tris-bufered saline containing Tween
(TBS-T; 200 mM Tris, 0.15 M NaCl (TBS), 0.1% Tween 20, pH 7.3)
membranes were incubated with speciic primary antibodies overnight.
After washing in TBS-T, the membranes were blotted with secondary
antibodies (IR dye 680- or IR dye 800- conjugated). Detection was car-
ried out by the Odyssey infrared imaging system (LI-COR Biosciences,
Lincoln, NE, USA). For PTMs of tubulin studies, the integrated area of
each band was quantiied by densitometry analysis using the ImageJ
software (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA, http://imagej.nih.gov/ij/). The ratio of acetylated,
tyrosinated or detyrosinated versus β-tubulin or tyrosinated tubulin as

indicated in the igures was then calculated for each sample. Data was
normalized to the acetylated/tyrosinated or β-tubulin ratio value ob-

tained from Sp+/+ or SpΔ/Δ untreated cortical neurons examined on the
same experimental day.

2.6. Time-lapse imaging and tracking analysis

Neurons were transfected between 4-DIV and 6-DIV by using 1.5 μg

of selected cDNA and 3 μL of Lipofectamine2000 (Life technologies) ac-

cording to manufacturer's instructions. Medium was replaced after 3 h
by astrocyte-conditioned Neurobasal completed medium to reduce the
toxicity of Lipofectamine2000. After suficient resting, neurons were
treated or not with drugs as described above. Time-lapse experiments
were performed between 16 and 24 h after transfection using an in-
verted microscope Nikon Eclipse Ti equipped with Intensilight C-HGFI
iber source, a 60 ×/1.4 NA Plan-Apochromat oil-immersion Nikon ob-

jective, a 1.6 × tube lens and a Neo-sCMOS digital camera (ANDOR,

Belfast, Northern Ireland). Neurons were imaged every 1 s over a time
period of 3 min for FP tagged-v-SNARE vesicles or EGFP-EB3 and every
5 s over a time period of minimum 5 min for Mitotracker Orange. Imag-
ing was conducted in modiied Krebs-Ringer-HEPES bufer (135 mM
NaCl, 2.5 mM KCl, 1.2 mM MgCl, 2 mM CaCl2, 20 mM HEPES, 11.1 mM
glucose and pH 7.4). Temperature was controlled by warmed air
(37 °C). The power source and exposure time were the lowest possi-

ble to avoid phototoxicity. FP tagged-v-SNARE vesicles, microtubule
plus-ends or mitotracker were tracked within the proximal region of the
longest neurite (i.e. the axon) for an average length of 100 μm by kymo-

graph plugins of the Metamorph software (Roper Scientiic). Speed and
direction of v-SNARE vesicles, mitochondria and microtubule plus-ends
were quantiied by measuring the slope of the projection of the max-
imum intensity of luorescence over the time obtained by kymograph
while their number was measured manually. Run length of the individ-
ual moving object was calculated by measuring its displacement (over
5 μm) between two pauses. Selected videos were also analyzed with

the Manual Tracking plugin, available on the ImageJ website (http://
rsb.info.nih.gov/ij/plugins/track/track.html). Data were collected from
3 to 8 different neuronal cultures obtained from different Sp+/+ or
SpΔ/Δ embryos. Number of neurons analyzed (N) and number of objects
tracked (n) are indicated in the igures. Statistical significance was de-
termined by using GraphPad PRISM software.

3. Results

To study the role of spastin in microtubule dynamics and axonal
membrane trafic, we used cortical neurons from homozygous SPG4
mice (SpΔ/Δ; Fig. S1 for characterization) which show strong patholog-
ical phenotype compared to heterozygous mice [12,27]. Neurons were
cultured between 5 and 7 days in vitro (DIV), thus after the onset of ax-
onal swelling [27].

3.1. Tubulin acetylation is increased in SPG4-KO neurons

We irst analyzed whether or not the levels of PTMs of tubulin, par-
ticularly acetylation, were modiied in the present SPG4 mutant neu-
ronal model. As shown in Fig. 1A, western blot analysis showed that
the levels of acetylated tubulin were slightly increased in 7-DIV SpΔ/Δ

neurons compared to control neurons (Sp+/+) whereas the levels of to-
tal β-tubulin or that of tyrosinated tubulin, a marker of dynamic micro-

tubules, were not significant affected (see also Figs. S2A–B). To evaluate

and quantify the degree of tubulin acetylation observed in SpΔ/Δ neu-
rons, we treated Sp+/+ neurons with the deacetylase inhibitor tricho-
statin A (TSA) which increases the level of acetylated tubulin in neu-
rons (Fig. 1B) [46–48] and measured the ratio of both acetylated ver-

sus β-tubulin and tyrosinated tubulin by western blotting. The acety-

lated/β-tubulin ratio was increased by 22.4 ± 2.3% in SpΔ/Δ compared

to Sp+/+ neurons and by 39.4 ± 6.9% and 38 ± 1.4% in Sp+/+ neurons

treated with 100 nM or 500 nM TSA respectively (Fig. 1C). Similarly,
the acetylated/tyrosinated ratio was increased by 20.1 ± 3.2% in SpΔ/Δ

compared to Sp+/+ neurons and by 42.3 ± 7.2% and 50.7 ± 13.7% in

Sp+/+ neurons treated with 100 nM or 500 nM TSA (Fig. 1D). To con-
irm the results obtained by WB, we quantiied the integrated intensity
of acetylated versus tyrosinated tubulin staining within the axons (Fig.
1E–F). Strikingly, we observed a similar and significant increase of this

index by 27.0 ± 5% in SpΔ/Δ neurons compared to control. On the other

hand, TSA induced an increase of 44.0 ± 12% and 60 ± 9% respectively

at 100 nM and 500 nM. We next investigated the effects of SpΔ/Δ on oth-
ers PTMs of tubulin known to be associated with stable microtubules
such as detyrosination and polyglutamylation. We did not observe any
significant changes in the levels of these PTMs in SpΔ/Δ neurons (Fig. S2)
conirming previous results [26,27]. Particularly, the detyrosinated to
tyrosinated tubulin ratio appeared similar in SpΔ/Δ and control neurons.
Finally, we found no effect of the lack of spastin on the expression level
of proteins implicated in the dynamic of the microtubule network such
as p60 katanin and stathmin, which were found altered in other spastin
mutated cell models [26,49] or of other proteins such as the molecular
motor Kif5B and β-tubulin isotype III both implicated in the regulation

of microtubule dynamics [50,51] (Fig. S3).
Taken together these results demonstrate a speciic imbalanced reg-

ulation of the extent of tubulin acetylation likely associated with an in-
crease of microtubule stability within the axon in SpΔ/Δ neurons.

3.2. The anterograde velocity of VAMP7, but not that of VAMP2,
-containing vesicles is increased in SPG4-KO neurons

Increased acetylation levels of α-tubulin have been reported to en-

hance the recruitment and motility of the molecular motors of both the
kinesin-1 subfamily and dynein which drive cargoes along the micro-
tubule networks respectively in anterograde and retrograde direction
[46,52–54]. In order to explore the role of spastin on axonal transport

we analyzed the motility of two similar but distinct membrane com-
partments identiied by the v-SNAREs, VAMP7 and VAMP2 [55]. Un-
like VAMP7, VAMP2 (also named Syb2), the main v-SNARE of mature
synaptic vesicles, does not seem to be directly involved in axonal ex-
tension [56,57] and it is also transported into the growth cones in neu-
rons [58]. Interesting, VAMP7 and VAMP2 vesicles seem to be driven by
two different families of kinesin motors, respectively the kinesin-1 Kif5A
[40] and the kinesin-3 Kif1A [59]. We also analyzed the axonal trans-
port of mitochondria whose velocities are not altered in other SPG4-HSP
neuronal models.
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Fig. 1. Acetylated tubulin is increased in SpΔ/Δ neurons. A, Representative immunoblot analysis for acetylated, tyrosinated and β-tubulin performed on proteins extracted from ive differ-

ent Sp+/+ and SpΔ/Δ neuronal cultures at DIV7.Note that for acetylated and tyrosinated tubulin the signals come from the same area of the same membrane (overlay). B, Representative
immunoblot of proteins from Sp+/+ cultured neurons treated with 100 nM or 500 nM TSA for 4 h. Quantiication of the acetylated/β-tubulin (C) and acetylated/tyrosinated tubulin ratio

(D) based on the integrated luorescence intensity of the respective WB bands and normalized for the value measured in control Sp+/+ cells. Each point represents diferent embryos.
E, SpΔ/Δ and Sp+/+ cortical neurons at 4-DIV were ixed and co-labelled for acetylated and tyrosinated tubulin. Sp+/+ cortical neurons were also treated with 100 nM (not shown) or
500 nM TSA for 4 h to reproduce the treatment applied for immunoblot analyses. F, Quantiication of the acetylated/tyrosinated tubulin ratio within the axon. The integrated luorescence
intensity of the two PTMs of tubulin was measured within the longest neurite (i.e. axon) from cell body to the growth cone and the acetylated/tyrosinated tubulin ratio was calculated
and normalized to the value obtained in Sp+/+ untreated neurons. Data are shown as mean ± SEM. Signiicance was determined by one-way ANOVA, Dunnett's posttest. *p < 0.05,

**p < 0.01, ***p < 0.005, ****p < 0.001. ns, not signiicant. Scale bars, 20 μm.

The dynamics of VAMP7 or VAMP2 vesicles were followed live in
cortical neurons after transfection of respectively RFP-tagged VAMP7
(Fig. 2A and Movie S1) and GFP-tagged VAMP2 (Fig. 3A and Movie
S2), as previously described [40,43,44]. The mean (kymograph analy

sis) or the maximum (manual tracking, not shown) anterograde and ret-
rograde velocities were then measured within the axon.

Quantiication of VAMP7-vesicles velocities showed that in SpΔ/Δ

neurons, the anterograde speed was significantly higher than in
Sp+/+ neurons (Fig. 2B and Table 1) whereas the retrograde velocity
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Fig. 2. The anterograde velocity of VAMP7-vesicles is increased in SpΔ/Δ neurons. A, Cortical neurons derived from control (Sp+/+) and spastin knock-out (SpΔ/Δ) mice were transfected
at DIV4 with RFP-VAMP7. Neurons were also treated or not with 500 nM TSA for 4 h. The dynamics of VAMP7-vesicles within the axon was analyzed 16 h after transfection and their
speed and directionality were quantiied by kymograph (A). Arrow dot lines indicate the regions analyzed to build the kymograph showed below the microphotograph and the orientation
of the axon from the cell body to the periphery. B–C, Quantiication of the anterograde and retrograde velocity of VAMP7-vesicles. D, Quantiication VAMP7 vesicles anterograde and

retrograde run length (distance between two pauses over 5 μm) in Sp+/+ and SpΔ/Δ untreated and TSA treated neurons. E, Proportion between VAMP7 transport events in the anterograde

and retrograde direction. N and n, number of axons and VAMP7-vesicles respectively analyzed in the panels B-E. Data are shown as mean ± SEM. Significance is determined by one-way

ANOVA, Dunnett's posttest. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.005; ns, not significant. Scale bars, 20 μm.

of such vesicles was not affected (Fig. 2C). In order to investigate
whether higher level of acetylated tubulin may by itself enhance the
anterograde motility of VAMP7-positive vesicles, we treated Sp+/+ and
SpΔ/Δ neurons with 500 nM TSA as described above. Interestingly, we

found an increased VAMP7 anterograde velocity in TSA-treated
Sp+/+ neurons (Fig. 2B) similar to what we observed in the absence
of spastin (0.99 ± 0.04 μm/s and 0.95 ± 0.05 μm/s respectively for un-

treated SpΔ/Δ and TSA treated Sp+/+ neurons, see also Table 1). Even
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Fig. 3. Spastin does not regulate the anterograde velocity of VAMP2 vesicles. A, Cortical neurons derived from control (Sp+/+) and spastin knock-out (SpΔ/Δ) mice were transfected at
DIV4 with GFP-VAMP2. Neurons were also treated or not with 500 nM TSA for 4 h. The dynamics of VAMP2-vesicles within the axon was analyzed 16 h after transfection and their speed
and directionality were quantiied by kymograph (A). Arrow dot lines indicate the regions analyzed to build the kymograph showed below the microphotograph and the orientation of
the axon from the cell body to the periphery. B–C, Quantiication of the anterograde and retrograde velocity of VAMP2-vesicles. D, Proportion between VAMP2 transport events in the

anterograde and retrograde direction. N and n, number of axons and VAMP2-vesicles respectively analyzed in the panels B–D. Data are shown as mean ± SEM. Significance is determined

by one-way ANOVA, Dunnett's posttest. *p < 0.05; ns, not significant. Scale bars, 20 μm.

Table 1
VAMP7 mean velocities and run length.Data are shown as mean ± SEM.

VAMP7 mean velocity (μm/s) VAMP7 mean run length (μm)

Anterograde Retrograde Anterograde Retrograde

Sp+/+ SpΔ/Δ Sp+/+ SpΔ/Δ Sp+/+ SpΔ/Δ Sp+/+ SpΔ/Δ

Untreated 0.77 ± 0.04 0.99 ± 0.04 0.63 ± 0.02 0.65 ± 0.02 14.2 ± 0.8 19.3 ± 1.3 10.0 ± 0.3 10.8 ± 0.4

TSA 500 nM 0.95 ± 0.05 0.91 ± 0.07 0.75 ± 0.02 0.71 ± 0.03 17.1 ± 1.3 18.0 ± 1.4 11.8 ± 0.4 11.1 ± 0.6

Taxol 10 nM 0.98 ± 0.06 1.00 ± 0.05 0.83 ± 0.04 0.78 ± 0.03 15.2 ± 1.4 13.8 ± 1.1 13.2 ± 0.7 12.3 ± 0.6

Nocodazole 100 nM 0.87 ± 0.11 0.96 ± 0.07 0.64 ± 0.04 0.67 ± 0.02 14.7 ± 2.7 19.0 ± 1.7 10.3 ± 0.8 11.0 ± 0.4

though TSA induces an increase of the acetylated to tyrosinated tubu-
lin ratio higher than what is observed in SpΔ/Δ neurons (2 fold, Fig.
1), this did not result in an additive effect on VAMP7 anterograde
speed in SpΔ/Δ neurons (0.91 ± 0.07 μm/s for SpΔ/Δ neurons treated

with 500 nM TSA). On the other hand, TSA enhanced retrograde ve-
locity of VAMP7-vesicles (Fig. 2C) compared to Sp+/+ and SpΔ/Δ un-
treated neurons (0.63 ± 0.02 μm/s, 0.65 ± 0.02 μm/s for Sp+/+ and

SpΔ/Δ untreated neurons and 0.75 ± 0.02 μm/s, 0.71 ± 0.03 μm/s for

Sp+/+ and SpΔ/Δ neurons treated with 500 nM TSA, see also Table 1).
The mean run length (up to 5 μm, measured between two pauses) of

anterograde, but not retrograde, VAMP7 vesicles was also increased in

SpΔ/Δ neurons and TSA affected this parameter in a similar way as what
it does for velocities (Fig. 2D). Finally, we did not ind any significant
difference in directionality (anterograde versus retrograde) of VAMP7
vesicles between control and SpΔ/Δ neurons both untreated or treated
with TSA (Fig. 2E).

On the contrary both the anterograde and retrograde velocity of
VAMP2 containing vesicles (Fig. 3 and Movie S2) were not altered
in SpΔ/Δ neurons compare to control neurons (anterograde,
0.42 ± 0.03 μm/s vs 0.4 ± 0.04 μm/s and retrograde, 0.39 ± 0.02 μm/

s vs 0.43 ± 0.03 μm/s, respectively in control and SpΔ/Δ neurons). TSA

treatment did not upregulate their anterograde velocity (Fig. 3B;
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0.42 ± 0.03 μm/s and 0.38 ± 0.03 μm/s, respectively in control and

SpΔ/Δ TSA-treated neurons) but again induces a significant increase of
their retrograde velocity (Fig. 3C; 0.5 ± 0.04 μm/s and 0.51 ± 0.03 μm/

s, respectively in control and SpΔ/Δ TSA-treated neurons) similar to what
observed for VAMP7 vesicles. Both the lack of spastin activity and TSA
treatment did not inluence significantly the proportion of VAMP2 vesi-
cles moving in anterograde or retrograde direction (Fig. 3D).

Finally we analyzed mitochondrial trafic by tracking mitochondria
labelled with Mitotracker in Sp+/+ and SpΔ/Δ neurons (Fig. S4A and
Movie S3). Mitochondria mean velocities (excluding pauses) were not
significantly different in Sp+/+ and SpΔ/Δ neurons treated or not with
TSA (Fig. S4B–C). We did not observe differences in the total amount of

actively transported mitochondria between SpΔ/Δ and control neurons
but we measured an imbalance, even though not significant, between
anterograde and retrograde transport events in neurons (Fig. S4D).

These data show that VAMP7 anterograde transport, but not that of
VAMP2 vesicles, is enhanced in a similar manner by SPG4-KO and TSA.
In addition, TSA treatment induces an increase of retrograde velocity of
both VAMP7 and VAMP2 vesicles. Mitochondria velocities seemed not
to be affected by both spastin depletion and low doses of TSA in agree-
ment with previous reports [22,25,26,60].

3.3. Efects of MTA on microtubule dynamics and VAMP7 membrane
traic in SpΔ/Δ cortical neurons

Axonal swelling is the main histological hallmark of SPAST-HSP
[21,22,27]. This morphological feature is likely caused by a dereg-
ulation of fast axonal transport [61–63]. Interestingly, MTA such as

taxol and nocodazole at nanomolar concentration prevent/rescue ax-
onal swelling in neurons from SpΔ/Δ mice [12]. In order to investigate
whether the MTA-dependent recovery of the normal phenotype of SpΔ/Δ

neurons may be related to a modiication of VAMP7 vesicles' trafic, we
treated neurons with taxol or nocodazole at doses previously shown to
rescue the pathological phenotype in SpΔ/Δ neurons [12].

3.3.1. MTAs afect similarly the morphology and the PTMs of tubulin in
SpΔ/Δ and control neurons

Although, when used at substoichiometric concentrations these
drugs alter the dynamic instability of microtubules without a signif-
icant impact on microtubule mass [64–66], different studies in iso-

lated neurons demonstrated that they induce significant changes at the
morphological level [47,48] and on PTMs of tubulin, including acety-
lation [47,48,67]. Thus, we irst analyzed whether these drugs affect
in different manner these features in SpΔ/Δ and control neurons. As
shown in Fig. 4A we conirmed that 10 nM taxol and 100 nM noco-
dazole drastically reduced the number of active microtubule plus-ends
both in SpΔ/Δ and control neurons (not shown) in agreement with a re-
duction of microtubule dynamics. Nocodazole completely abolished the
active microtubule plus-end [68,69] while after taxol treatment they
appeared less abundant, shorter and tend to accumulate in the distal
part of neurites [48,70]. Live imaging analysis of EB3-GFP, a plus-end
marker of microtubule [68], in Sp+/+ and SpΔ/Δ neurons treated or not
with the drugs conirmed that taxol did not completely abolish active
microtubule plus-ends (Fig. S5 and Movie S4). Quantiication of the
speed of EB3-GFP comets along the axon did not reveal differences
in the polymerization rate in Sp+/+ and SpΔ/Δ neurons treated or not
with taxol [12,70] (Fig. S5B). Conirming immunoluorescence exper-
iments, EB3 lifetime was reduced by taxol treatment (Fig. S5C). Then
we showed (Fig. 4B–C) that most taxol-treated (10 nM) neurons have

straighter long neurites characterized by fewer branches [48] whereas
nocodazole-treated neurons (100 nM) developed just one or two long

processes with a strong reduction of minor neurites [48] associated with
an important disorganization of the microtubule network particularly
revealed by tyrosinated tubulin staining. The effects of taxol and noco-
dazole are dose-dependent (Figs. S6 and S7). Finally we analyzed the
effects of these drugs on the level of PTMs of tubulin. As expected,
taxol-treated neurons showed high ratio of acetylated versus tyrosinated
microtubules within the axon both in Sp+/+ and SpΔ/Δ neurons (Fig.
4D). Interestingly, this index was also significantly increased in nocoda-
zole-treated neurons. WB analysis (Fig. 4E–G) revealed that taxol signif-

icantly increased acetylated tubulin (by 32.3 ± 8.3% and 15.5 ± 4.4%

in taxol-treated Sp+/+ and SpΔ/Δ neurons respectively; Fig. 4G) and
strongly reduced the amount of tyrosinated tubulin [71] which resulted
in a high acetylated to tyrosinated tubulin ratio. Nocodazole-treated
neurons showed also an increase of this index likely due to the depoly-
merization of the dynamic-tyrosinated microtubules. In agreement with
previous observations the microtubule mass was not altered by these
drugs (Fig. 4E, β-tubulin).

These results demonstrate that the effects of taxol or nocodazole on
microtubule dynamics, neuronal morphology and the level of PTMs of
tubulin are not significant different between control and SpΔ/Δ neurons.

3.3.2. MTA did not restore altered VAMP7 anterograde speed to basal level
We then examined whether these drugs alter the transport of VAMP7

vesicles in SpΔ/Δ and control neurons. Taxol significantly increased the
anterograde mean speed of VAMP7 vesicles in Sp+/+ neurons up to a
level close to what is measured in untreated SpΔ/Δ neurons but it did
not modify this velocity when added in SpΔ/Δ neurons (Fig. 5A and
Table 1). On the other hand, taxol increased the VAMP7 retrograde
mean speed both in Sp+/+ and SpΔ/Δ neurons (0.83 ± 0.04 μm/s ver-

sus 0.79 ± 0.03 μm/s for Sp+/+ and SpΔ/Δ neurons respectively; Fig. 5B

and Table 1). On the contrary, nocodazole did not affect VAMP7 antero-
grade or retrograde velocities. Run length showed a similar proile than
velocities with the exception of taxol treatment which did not increase
this parameter in Sp+/+ neurons and reduced it in SpΔ/Δ neurons (Fig.
5C–D). Again, these drugs did not modify the proportion of VAMP7 vesi-

cles moving in anterograde or retrograde direction (Fig. 5E and see also
Fig. 2E).

Taken together these data suggest that nocodazole and taxol did not
restore the altered anterograde axonal transport of VAMP7 vesicles ob-
served in SpΔ/Δ cortical neurons. However taxol increases VAMP7 retro-
grade velocity similar to TSA treatment.

4. Discussion

Despite a documented implication of spastin in the regulation of mi-
crotubule dynamics, its role on microtubule-based membrane axonal
transport is not well established so far. Moreover, previous studies in
spastin deicient neuronal models failed to ind any correlation between
an increased level of acetylated tubulin, generally associated with a re-
duced activity of spastin, and the dynamics of axonal membrane car-
goes.

4.1. The level of acetylated tubulin, but no that of other PTMs of tubulin, is
increased in SPG4-KO neurons

In the SpΔ/Δ neuronal model used here, we showed that the acety-
lation level of tubulin was slightly but significant increased compared
to control neurons in agreement with previous observation in oth-
ers SPG4-HSP neuronal model [19,21,22]. This effect seems to be re-
stricted to acetylation since we neither observe the alteration of others
PTMs of tubulin such as tyrosination, de-tyrosination and polyglutamy-
lation (Fig. S2) nor changing in the expression of others proteins impli
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Fig. 4. Effect of MTA on microtubule dynamics, neuronal morphology and the levels of PTMs of tubulin in cortical neurons. A, SpΔ/Δ cortical neurons were treated or not with 10 nM
taxol or 100 nM Nocodazole for 14–16 h, ixed and labelled for the microtubule plus-ends marker EB1 (arrowheads). Nocodazole completely abolished the active microtubule plus-end

while taxol did not. Control (B) and SpΔ/Δ (C) cortical neurons were treated or not with 10 nM taxol or 100 nM Nocodazole for 14–16 h, ixed and stained for acetylated and tyrosinated

tubulin. D, Quantiication of the acetylated/tyrosinated tubulin ratio within the axon. The integrated luorescence intensity of the two PTMs of tubulin was measured within the longest
neurite (i.e. axon) from cell body to the growth cone and the acetylated/tyrosinated tubulin ratio was calculated and normalized to the value obtained in Sp+/+ or SpΔ/Δ untreated
neurons. Data are shown as mean ± SEM. Significance was determined by one-way ANOVA, Dunnett's posttest. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.001. E, Representative Immunoblot of
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proteins from 7-DIV cultured neurons treated with the drugs. Quantiication of the acetylated versus tyrosinated (F) or β-tubulin (G) ratio based on the integrated luorescence intensity of

the respective WB bands and normalized for the value measured in Sp+/+ or SpΔ/Δ untreated cells. Data are shown as mean ± SD. Scale bars, 20 μm.

Fig. 5. Taxol increases retrograde velocity of VAMP7 vesicles in SpΔ/Δ neurons. Sp+/+ and SpΔ/Δ cortical neurons were transfected with RFP-VAMP7 and then treated or not with 10 nM
taxol or 100 nM Nocodazole for 14-16 h. Dynamics of moving VAMP7-vesicles within the axon was analyzed 16 h after transfection and their speed and directionality were quantiied by
kymograph as shown in Fig. 2. A–B, Quantiication of anterograde (A) or retrograde (B) velocity of VAMP7 moving vesicles within the axon treated or not with the drugs. C, Quantiication

of run length (distance between two pauses over 5 μm) of anterograde and retrograde moving VAMP7 vesicles in Sp+/+ and SpΔ/Δ untreated and drugs-treated neurons. D, Proportion of

VAMP7 transport events in anterograde or retrograde direction in drugs treated neurons. N and n, number of axons and VAMP7-vesicles respectively analyzed in the panels A–E. Data are

shown as mean ± SEM. Significance is determined by one-way ANOVA, Dunnett's posttest. **p < 0.01; ***p < 0.005;****p < 0.001. ns, not significant.

cated in microtubule dynamics (Fig. S3). Tarrade and coworkers sug-
gested that de-tyrosinated tubulin is enriched in axonal swelling but
they did not observe a general increase of this PTM as in this work [27].
Thus, an increased level of acetylated tubulin may represent a speciic
response to a reduced or a lacked activity of spastin in neurons. Indeed,
theoretically, a lower concentration of spastin results in longer micro-
tubules which should be a better substrate for the slow catalytic activ-
ity of the α-tubulin acetyl transferase (TAT) [72,73]. Given the impor-

tance of spastin in several neuronal processes such as branch formation
[16], alternative molecular mechanisms can compensate for the lack of
expression of this protein. Interesting, the activity of katanin, the other
microtubules severing protein highly expressed in the CNS [74], is reg-
ulated by the acetylation state of microtubules [75]. Therefore the in-
creased level of acetylation observed in SpΔ/Δ cortical neurons may en-
hance the severing activity of katanin without necessarily requiring an
increase in its expression (Fig. S3).

4.2. Selective regulation of the VAMP7 anterograde velocity in SpΔ/Δ

neurons

It is worth noting that microtubule-dependent motor proteins show a
higher ainity towards stable microtubules [47,52,76]. Particularly, an
increased acetylation levels of α-tubulin enhances the motility and the

recruitment of both kinesin-1 and dynein to microtubules

[46,52–54] which is in line with an augmented vesicle transport on sta-

ble microtubules. Previous studies on the axonal transport of mitochon-
dria demonstrated that only their motility was altered while the veloc-
ities were unchanged suggesting that the activity of the molecular mo-
tors was unaffected by a reduction of spastin activity [22,25,26]. In-
deed, in the present SpΔ/Δ neuronal model, we conirm that mitochon-
dria velocities are unaffected (Fig. S4) but we found that the antero-
grade velocity of VAMP7 vesicles was significantly increased in agree-
ment with an enhanced activity of kinesin motors. Due to the above-
mentioned effects of acetylation on motors, we think that this later ef-
fect likely depends on the increased level of acetylated tubulin observed
in SpΔ/Δ neurons. Low doses of drugs such as TSA and taxol which
by different mechanisms increase the proportion of acetylated stable
versus dynamic microtubules [46–48] enhance the anterograde veloc-

ity of VAMP7 vesicles to an extent similar to what was observed in
SpΔ/Δ neurons. This again its well with an augmented activity of ki-
nesin motors in both SpΔ/Δ and drugs-treated neurons. On the contrary,
the anterograde velocity of vesicles containing the v-SNARE VAMP2
is unchanged in SpΔ/Δ and TSA treated neurons, suggesting that only
the transport of speciic axonal cargoes is altered by a reduction of
spastin activity. An easy explanation of these results is that VAMP7 and
VAMP2 vesicles are likely travelled along microtubules by two differ-
ent classes of kinesin motors, respectively the kinesin-1 Kif5A [40] and
the kinesin-3 Kif1A [59]. Indeed, only the members of kinesin-1 family
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associate preferentially with PTM-marked microtubules in cells, par-
ticularly acetylation, whereas kinesin-3 motors show no selectivity for
PTM-marked tracks [53]. However, this conclusion is likely too simplis-
tic since the transport of other axonal cargoes driven at least by a ki-
nesin-1 motor such as mitochondria [77,78] and APP vesicles [79,80]
are not affected in the same manner in spastin defective neurons
[22,25,26]. Other parameters such as the size of the cargo, the number
of motor engaged and probably the presence of speciic adaptor proteins
[81–83] may have an important role in the outcome of axonal cargo

transport due to the SPG4 reduced activity.

4.3. Higher increase of tubulin acetylation enhances the activity of dynein
motor

In TSA-treated neurons we observed also an increase of the retro-
grade velocity of both VAMP7 and VAMP2 vesicles which suggest an in-
creased activity of dynein motors. This effect correlates with the higher
increase of tubulin acetylation induced by this drug compare to that ob-
served in SpΔ/Δ neurons (Fig. 1). TSA-induced tubulin acetylation has
been already shown to enhance the velocities both in anterograde and
retrograde direction of the BDNF-containing vesicles in neurons [46]. In
cells the mechanism by which the molecular motors are recruited and
activated by tubulin acetylation is not fully understood. In vitro exper-
iments [84,85] suggest that additional in vivo mechanisms depending
on tubulin acetylation, such as the binding to microtubules of speciic
MAPs [86] or structural changes that occur in the microtubule lattice,
enhance the ainity of molecular motors for microtubule tracks and
their motility. The most likely scenario is that the magnitude of tubulin
acetylation may affect differently these or other unknown parameters
and only higher level of tubulin acetylation significantly enhances the
interaction and the activity of dynein motor and/or its adaptor proteins
to microtubules.

4.4. Altered anterograde transport is not restored to basal level by MTA

Axonal swelling is a feature of a variety of motor neuron diseases in
humans and other vertebrates [87,88] including SPAST-HSP [21,22,27].
These pathological structures are likely caused by a deregulation of fast
axonal transport and are often illed with several axonal cargoes includ-
ing vesicles, synaptic membrane proteins and mitochondria [61–63].

MTA hold promise as potential therapeutic treatments for several neu-
rodegenerative diseases [89,90] and, interestingly, drugs such as taxol
and nocodazole used at nanomolar concentration prevent/rescue axonal
swelling in cortical neurons from SpΔ/Δ mice [12]. However to date, the
molecular and cellular mechanisms by which these drugs rescue the nor-
mal phenotype of SpΔ/Δ neurons are not fully understood. In this work
we show that taxol and nocodazole did not rescue the altered antero-
grade velocity of VAMP7-vesicles observed in SpΔ/Δ neurons (Fig. 5).
However, VAMP7 vesicles retrograde velocity was increased by taxol,
but not nocodazole, in control and SpΔ/Δ neurons, similarly to what ob-
served with TSA (see Table 1) and in correlation with the increased level
of acetylated tubulin of taxol-treated neurons (Fig. 4D-G). Although a di-
rect link between axonal swelling formation and perturbation of axonal
trafic has not been clearly established so far, the present results suggest
that MTA may rescue axonal swelling in SPG4-KO model not simply by
returning the membrane trafic properties to basal level but rather that
taxol, and likely other drugs that increase acetylated tubulin, may coun-
terbalance the altered anterograde trafic by increasing the retrograde
velocity of axonal cargoes, as it is the case for VAMP7 vesicles.

4.5. Conclusion

In conclusion, these and previous results are consistent with a model
(Fig. 6) in which the absence or the reduced expression of spastin likely
results in longer and locally disorganized microtubule arrays within
the axons [12,26]. This pathological condition leads to an increased
level of acetylated tubulin which enhances, directly or indirectly, the
anterograde speed of small axonal cargoes driven by kinesin-1 motors
such as VAMP7 vesicles. The consequent deregulation of axonal trans-
port might induce axonal defect such as axonal swelling. Our results
could not deinitively state whether VAMP7 is directly involved in the
SPG4-linked disease and this assumption likely requires further inves-
tigation. However, the fact that the dynamics of VAMP2 vesicles and
mitochondria are not affected in SPG4-KO neurons strongly suggests
that an altered transport of VAMP7-positive compartment may trigger
the onset and/or progression of the SPG4-linked neurodegeneration. In-
deed, a ine regulation of VAMP7 transport, whose role is pivotal to sup-
port plasma membrane expansion and remodeling during neuronal de-
velopment [32,33,40], is surely needed to maintain the stability and vi-
ability of the longest neurons of the CNS.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bbadis.2017.04.007.
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Résumé et Abstract 

 

Titre : Mécanismes moléculaires et cellulaires des paraplégies spastiques héréditaires liées 

aux mutations du gène SPG4 : haploinsuffisance VS gain de fonction pathologique 

Mots-clés : spastine, paraplégie spastique héréditaire, transport axonal, acétylation des 

microtubules, mutants spastine, neurones moteurs corticaux 

Résumé : Les neurones sont des cellules spécialisées dans différentes fonctions, comme le 

contrôle des mouvements. La t a s issio  de l’i fo atio  au sei  de l’a o e est 
o pa a le au t afi  de voitu es d’u e autoroute : les informations transitent dans plusieurs 

directions avec parfois des bouchons. Lo s ue les i fo atio s ’a ive t plus à t a site , les 
patients peuvent souffrir de paraplégies spastiques à caractère héréditaire (PSHs), des 

maladies neurodégénératives. Cette thèse étudie le rôle joué par la spastine, une protéine 

impliquée dans certaines PSHs, et espo sa le de l’e t etie  des auto outes. Nos résultats 

montrent que l’e p essio  d’u e fo e utée ou l’a se e de production de la spastine, 

entraîne une perturbation spécifique des routes de transport et du trafic de certains 

composés essentiels à la survie des neurones. Da s l’e se le, os ésultats aide t à défi i  
les effets pathophysiologies de la spastine afin de développer de nouvelles pistes de 

traitements. 

 

Title: Cellular and molecular mechanisms of hereditary spastic paraplegia linked to SPG4-

mutations: haploinsufficiency VS gain of function. 

Keywords: spastin, hereditary spastic paraplegia, axonal transport, acetylation of 

microtubules, spastin mutants, cortical motor neurons 

Abstract: Central motor neurons are specialized cells involved in the control of voluntary 

movements in human. The transmission of information along the axon of these neurons is 

comparable to car trafficking in a highway: information travel in both direction and 

sometimes traffic jam events occur. When the transit of information are slowed or impaired, 

patients may suffer of neurodegenerative diseases as hereditary spastic paraplegia (HSPs). In 

this thesis we investigated the role of spastin, a protein implicated in HSP and the 

maintenance of these highways. Our results showed that depletion of spastin, or expression 

of its uta ts, lead to a distu a e of oth the i teg it  of these oad  a d the t affi  of 
cellular components primary involved in axonal survival and growth. These results would 

help to elucidate the pathophysiological mechanisms implicated in the onset of this 

pathology and maybe in developing proficient therapeutic strategy for HSP patients.  

 


	
	
	


