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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 

patieŶts souffƌeŶt d’uŶe paƌalǇsie pƌogƌessive des ŵeŵďƌes 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’asseŵďlage. 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 ĐoŶŶus. Pouƌ eǆpliƋueƌ l’appaƌitioŶ et/ou la pƌogƌessioŶ de Đette pathologie, deuǆ 
mécanismes ont été proposés : une réduction du clivage dû à la ƌéduĐtioŶ de l’eǆpƌessioŶ de 
la spastiŶe ;haploiŶsuffisaŶĐeͿ, ou l’appaƌitioŶ d’uŶe 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 ŶeuƌoŶes de souƌis ŵiŵaŶt l’effet d’haploiŶsuffisaŶĐe, Ŷous avoŶs déŵoŶtƌé que 

l’aďseŶĐe de spastiŶe eŶtƌaîŶe uŶe augŵeŶtatioŶ séleĐtive de l’aĐétǇlatioŶ des ŵiĐƌotuďules 
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 croissanĐe aǆoŶale et l’eǆpaŶsioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe. Nos ƌésultats suggğƌeŶt 
Ƌue l’aĐétǇlatioŶ des ŵiĐƌotuďules joueƌait uŶ ƌôle critique dans la sélectivité du transport 

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

l’aĐétǇlatioŶ 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 suƌvie de l’aǆoŶe induiraient la dégéŶéƌesĐeŶĐe de l’afféƌeŶĐe 
neuronale. Dans un second temps, nous avons généré différentes constructions sauvages et 

mutées des formes loŶgue ;MϭͿ et Đouƌte ;MϴϳͿ de la spastiŶe afiŶ d’éĐlaiƌĐiƌ leuƌs 
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 noteƌ Ƌu’uŶe même mutation affecte de la même façon 

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

l’appaƌitioŶ ou la pƌogƌessioŶ de PSHs est encore méconnu. Nos données montrent que les 

isofoƌŵes Mϭ et Mϴϳ poƌteuses d’uŶe ŵġŵe mutation forment des fagots sur des sous-

ensembles distincts de microtubules. Elles ind uisent aussi une augmentation significative de 
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l’aĐétǇlatioŶ de la tuďuliŶe dépeŶdaŶte de l’eŶzǇŵe 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’augŵeŶtatioŶ de l’aĐétǇlatioŶ et la foƌŵatioŶ de fagots, les ŵutaŶts peƌtuƌďeŶt néanmoins 

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

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

décorés par la protéine M1 mutée. Ces doŶŶées ĐoŶfoƌteŶt l’hǇpothğse Ƌue les ŵutaŶts de 

Mϭ joueƌaieŶt uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs l’appaƌitioŶ des PSHs liées à la spastiŶe. 
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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 

ŵutaŶts’ foƌŵs of these pƌoteiŶs. IŶdeed, it has ďeeŶ shoǁŶ that soŵe ŵutatioŶs of SPGϰ 
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’assoĐieƌ ĐlaiƌeŵeŶt uŶ sǇŶdƌoŵe ĐliŶiƋue 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 

ŵaǆiŵuŵ jusƋu’au Ŷiveau de la moelle épinière thoracique), et, dans une moindre mesure, 

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

jusƋu’au Ŷiveau de la ƌégioŶ ĐeƌviĐaleͿ. Il est iŶtéƌessaŶt de Ŷoteƌ Ƌue tƌğs peu de ŵoƌt 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 peŶdaŶt l’eŶfaŶce (20% des PSHs sont dites juvéniles) 

soit à l’âge adulte ;ϴϬ% des Đas pathologiƋuesͿ. Le Ŷiveau d’haŶdiĐap du patient est corrélé 

uniquement au degƌé d’atteiŶte de la moelle épinière (pour les formes pures) ou couplé à la 

présence de troubles neurologiques cérébraux (les formes complexes s’assoĐieŶt avec des 

Đas d’ataǆie, d’épilepsie, de ƌetaƌd mental ou de dégradation cognitive). De plus, le degré de 

pƌogƌessioŶ pathologiƋue d’uŶ ŵutaŶt vaƌie seloŶ la ƌésistaŶĐe Ŷatuƌelle des patieŶts ;de 
faiblesse musculaire à paralysie progressive). Tout ceci contribue à définir un cadre 

complexe dans lequel il Ŷ’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 Ŷ’eǆiste aujouƌd’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 favoƌiseƌ l’eŶtƌée du chlore et 

l’eǆtiŶĐtioŶ de la ƌépoŶse ŵusĐulaiƌe ;agoŶiste du ƌéĐepteuƌ GABAďͿ ou enfin d’aĐtiveƌ uŶe 
cascade cellulaire couplée auǆ pƌotéiŶes G, ƌéduisaŶt l’aĐtivité du sǇstğŵe Ŷeƌveuǆ ĐeŶtƌal 
(agoniste 2-adrénergique). Dans certains cas, une injection locale de toxine botulique 

permet d’iŶhiďeƌ la liďéƌatioŶ d’aĐétǇlĐholiŶe 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), Đ’est la pƌincipale 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’iŶfoƌŵatioŶs 
peƌŵetteŶt à Đe jouƌ d’éĐlaiƌeƌ 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 eŶĐoƌe si Đ’est la ƌéduĐtioŶ de pƌoduĐtioŶ de 
protéines ;effet d’haploiŶsuffisaŶĐeͿ ou bien la présence du mutant lui-même par un « gain 

de fonction » Ƌui seƌait à l’oƌigiŶe des effets neurotoxiques. 

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

l’éƋuipe du pƌofesseuƌ Melki (Tarrade et al. 2006). EŶ s’appuǇaŶt ŶotaŵŵeŶt suƌ ce modèle 

murin, cette thèse vise à évaluer l’iŵpaĐt sur le transport axonal de différents cargos de 

l’absence de spastine ou de l’eǆpƌessioŶ de mutants associés à la pathologie humaine. Nous 

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

et d’aŶalǇseƌ l’effet de pƌotéiŶes assoĐiées auǆ ŵiĐƌotuďules ;MAPͿ 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’aĐétǇlatioŶ des ŵicrotubules. Les cargos véhiculés par des moteurs moléculaires 

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

même, il apparait que l’eǆpƌessioŶ de ŵutaŶts induit uŶe augŵeŶtatioŶ d’aĐétǇlatioŶ 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’iŶsĐƌiveŶt daŶs uŶ ĐoŶteǆte où les doŶŶées de difféƌeŶtes souƌĐes suggèrent 

l’eǆisteŶĐe de lieŶs spéĐifiƋues eŶtƌe ŵutatioŶs de la spastiŶe et phéŶotǇpe défiŶies. Nos 

ƌésultats ĐoŶtƌiďueŶt à Đette dǇŶaŵiƋue eŶ teŶtaŶt d’assoĐieƌ des mécanismes cellulaires à 

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

effets cellulaires induit par une mutation peƌŵettƌa d’eŶƌiĐhiƌ les doŶŶées utiles à la 
recherche thérapeutique et au développement de traitements préventifs ou curatifs. 
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Etat de l’aƌt 
 

I. Le contrôle des mouvements par le cortex moteur  

Le contrôle de l’aĐtivité ŵusĐulaiƌe sƋuelettiƋue est sous la dépendance de l’aĐtivatioŶ 
cérébrale des aires du néocortex qui peƌŵetteŶt la plaŶifiĐatioŶ, le ĐoŶtƌôle et l’eǆéĐution 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 iŵpliƋué daŶs l’eǆéĐutioŶ du 
mouvement, mais d’autƌes aiƌes Đéƌéďƌales participent également à cette fonction. 

 L’aiƌe pƌĠŵotƌiĐe : iŶtégƌée daŶs l’aiƌe ϲ de Brodmann du cortex. Elle contribue à 

l’iŶtégƌatioŶ des iŶformations sensorielles dans la préparation et l’oƌieŶtatioŶ du 

ŵouveŵeŶt. L’aiƌe pƌéŵotƌiĐe est le plus souveŶt iŵpliƋuée daŶs le ĐoŶtƌôle des 

ŵusĐles pƌoĐhes de l’aǆe du Đoƌps. 
 L’aiƌe ŵotƌiĐe supplĠŵeŶtaiƌe : seĐoŶde paƌtie de l’aiƌe ϲ. Cette aiƌe est impliquée 

daŶs la plaŶifiĐatioŶ de ŵouveŵeŶts Đoŵpleǆes et la ĐooƌdiŶatioŶ d’aĐtioŶs 
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’hoŵoŶĐulus moteur (Penfield et al, 1957).  

Par stimulation corticale directe, il a été démontré un lien entre un mouvement spécifique et l’aĐtivatioŶ 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’iŶfoƌŵatioŶs. 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’aǆoŶe est le canal de transmission de 

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

axones, les neurones forment un réseau sophistiqué ƌedistƌiďuaŶt l’iŶfoƌŵatioŶ daŶs 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 ;Đoŵŵe les BMP, WŶt ou SHHͿ peƌŵetteŶt la difféƌeŶĐiatioŶ d’uŶe 
partie du tissue en neuro-eĐtodeƌŵe aussi appelé plaƋue Ŷeuƌale. DuƌaŶt 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’épithéliuŵ de la zoŶe ďoƌdaŶt les veŶtƌiĐules, 
la neurogenèse est ŵise eŶ plaĐe au tƌaveƌs d’uŶe pƌoliféƌatioŶ ŵassive des Đellules souĐhes 

et de la foƌŵatioŶ de pƌogéŶiteuƌs ŶeuƌoŶauǆ. La ŵigƌatioŶ de Đes pƌogéŶiteuƌs à l’eǆtéƌieuƌ 
de la zoŶe veŶtƌiĐulaiƌe peƌŵet l’asseŵďlage eŶ ϲ ĐouĐhes ĐoƌtiĐales supeƌposées du Đoƌteǆ 
cérébral (Angevine et al. 1961). La différentiation du progéniteur en neuƌoŶe s’effeĐtue uŶe 
fois l’iŵplaŶtatioŶ ƌéalisée au seiŶ d’uŶe ĐouĐhe ĐoƌtiĐale ;‘akiĐ et al. ϭϵϴϴͿ. L’atteiŶte des 
neurones corticaux et de leurs axones est un phénomène commun à de nombreuses 

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

ŶeuƌodégéŶéƌatives ;PSHs, sĐléƌose latéƌale aŵǇotƌophiƋue, ŵaladie d’Alzheiŵeƌ …Ϳ. Chez 
les mammifères, les axones les plus longs proviennent des neurones pyramidaux du cortex 

ŵoteuƌ et paƌtiĐipeŶt à l’élaďoƌatioŶ et au ĐoŶtƌôle 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’iŶfoƌŵatioŶ ŵotƌiĐe aux cellules musculaires. Le tractus corticospinal fait partie, tout 

Đoŵŵe le tƌaĐtus ĐoƌtiĐoďulďaiƌe, du faisĐeau pǇƌaŵidal Ƌui ĐoŶtƌôle l’eŶseŵďle de la 
ŵotƌiĐité voloŶtaiƌe. Chez l’Hoŵŵe, le tƌaĐtus ĐoƌtiĐospiŶal foƌŵe uŶe voie Ƌui ƌelie 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’eŶseŵďle de Đes 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 Đhez l’hoŵŵe. Le faible nombre 

d’iŶteƌŵédiaiƌes Ǉ assuƌe uŶe tƌaŶsŵissioŶ tƌğs ƌapide du sigŶal. La longueur des axones des 

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

Đoŵpleǆe et foŶĐtioŶŶelle afiŶ d’assuƌeƌ uŶe ďoŶŶe 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 daŶs la paƌtie de l’aǆoŶe pƌoĐhe de 
celle-ci. L’évolutioŶ de la ŵaladie ĐoƌƌespoŶd à la remontée progressive de cette altération 

le long de la moelle épinière. 
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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’eŶvoi d’uŶ stiŵulus paƌ uŶ gƌoupe de ŶeuƌoŶes situés au Ŷiveau du Đoƌteǆ ŵoteuƌ pƌiŵaiƌe 
induit la liďéƌatioŶ d’aĐétylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire (voir Figure 3, 

p.21). La liaison de ce neurotransmetteur aux récepteurs nicotiniques conduit à l’ouveƌtuƌe 
de caŶauǆ ioŶiƋues et la foƌŵatioŶ d’uŶ poteŶtiel d’aĐtioŶ ŵusĐulaiƌe. Cette dépolarisation 

de la membrane se transmet de proche en proĐhe jusƋu’au seiŶ des tuďules T, des 

extensions du réticulum qui pénètrent à l’iŶtéƌieuƌ de la Đellule 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 régulatioŶ de l’aĐtivité des ŶeuƌoŶes 
cholinergiques : l’iŶhiďitioŶ d’uŶe ƌépoŶse ŵusĐulaiƌe aŶtagoŶiste à l’aĐtioŶ désiƌée est aussi 
importante Ƌue l’aĐtivatioŶ d’uŶ ŵusĐle agoŶiste. 
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Figure 3 : Schéma récapitulatif de la contraction du muscle squelettique (livre de physiologie humaine, Sherwood, 2
ème

 
édition). 

L’iŶflux nerveux se traduit eŶ liďĠƌatioŶ d’aĐĠtǇlĐholiŶe gƌâĐe à l’iŶteƌŵĠdiaiƌe d’uŶ iŶteƌŶeuƌoŶe pĠƌiphĠƌiƋue, ce qui 
peƌŵet la stiŵulatioŶ de ƌĠĐepteuƌs spĠĐifiƋues et la foƌŵatioŶ d’uŶ poteŶtiel de ŵeŵďƌaŶe ;ϭͿ. Ce poteŶtiel d’aĐtioŶ 
atteint les tubules transverses et libère le calcium contenu dans le réticulum sarcoplasmique (2). Le calcium se lie à la 
tƌopoŶiŶe ;ϯͿ et peƌŵet la ĐoŶtƌaĐtioŶ ;ϰͿ. La hausse du ĐalĐiuŵ stiŵule des ŵĠĐaŶisŵes d’eǆtiŶĐtioŶ du sigŶal ;ϱͿ et de 
relaxation (6). 

 

La spéĐialisatioŶ de l’aǆoŶe daŶs la transmission de données a nécessité des adaptations 

ŵoƌphologiƋues spéĐifiƋues. EŶ paƌtiĐulieƌ l’uŶifoƌŵisatioŶ de l’oƌieŶtatioŶ des MTs aǆoŶauǆ 
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 

eǆtƌéŵités Ŷégatives. LoƌsƋu’uŶ ŵiĐƌotuďule ou uŶ de Đes doŵaiŶes 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 

ĐƌoissaŶĐe d’uŶ MT aǆoŶal est doŶĐ liŵité à l’alloŶgement de ces domaines stables (Baas et 

al. 2016). 

 



Page 22 sur 144 
 
 

III. Les microtubules 

a. Architecture et fonction 

AďseŶts Đhez les pƌoĐaƌǇotes, les ŵiĐƌotuďules ;MTsͿ soŶt des fiďƌes esseŶtielles à l’iŶtégƌité 
du ĐǇtosƋuelette des Đellules euĐaƌǇotes. Ce soŶt des tuďes Đƌeuǆ polaiƌes d’uŶ diaŵğtƌe 
d’eŶviƌoŶ Ϯϱ Ŷŵ (Appert-Rolland et al. 2015) et d’uŶe loŶgueuƌ vaƌiaďle eŶ foŶĐtioŶ de 
l’éƋuiliďƌe de polǇŵérisation - dépolymérisation. Ancrés sur le centrosome dans les cellules 

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

 L’oƌgaŶisatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe et le ŵaiŶtieŶ de l’iŶtĠgƌitĠ de la Đellule 

 La mitose via la ségrégation des chromosomes 

 La motilité des flagelles et des cils chez les eucaryotes 

 Le tƌaŶspoƌt iŶtƌaĐellulaiƌe d’oƌgaŶelles et de vĠsiĐules 

Les briques élémentaires des MTs sont les hétérodimères  et d’uŶe pƌotéiŶe gloďulaiƌe 
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’aligŶeŵeŶt et l’oƌieŶtatioŶ des pƌotofilaŵeŶts peƌŵetteŶt de polaƌiseƌ les MTs, et 
l’éĐaƌt iŶduit paƌ la ligŶe de stƌuĐture permet la formation de deux extrémités aux propriétés 

différentes : 

 L’eǆtƌĠŵitĠ positive expose les sous-types de tubuline. La dynamique 

d’asseŵďlage Ǉ est ƌapide 

 L’eǆtƌĠŵitĠ ŶĠgative 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 diŵğƌes de tuďuliŶe α et β s’asseŵďleŶt ŶatuƌelleŵeŶt pouƌ foƌŵeƌ des pƌotofilaŵeŶts loŶgitudiŶauǆ. L’iŶteƌaĐtioŶ 
latérale entre tubulines respecte le motif α-α ou β-β. C’est le ƌegƌoupeŵeŶt de ϭϯ pƌotofilaŵeŶts ĐoŶstitue le 
microtubule. 

 

b. Dynamique cellulaire liée aux MTs 

L’ajout d’hétéƌodiŵğƌes de tuďuliŶe est appelé polǇŵéƌisatioŶ, aloƌs Ƌue l’évéŶeŵeŶt 
contraire est nommé dépolymérisation. Les dimères de tubuline, de par leur activité 

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

ĐoŶsistaŶt à l’asseŵďlage d’oligoŵğƌes  et Dans une seconde phase nommée élongation, 

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

d’éloŶgatioŶ liée à la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ du stoĐk de tuďuliŶe liďƌe dispoŶiďle. L’état d’éƋuiliďƌe 
est une phase stationnaire intermédiaire dans laquelle les MTs sont « en pause », les étapes 

de polymérisation ou de dépolymérisation se compensant. Loƌs de la foƌŵatioŶ d’uŶ 
hétérodimère de tubuline la sous-unité α es toujours associée à une molécule de GTP. A 

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

concentrations locales de ces nucléotides. Lors de la polǇŵéƌisatioŶ, 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 Ŷiveau de l’eǆtƌéŵité d’uŶ ŵiĐƌotuďule eŶgeŶdƌe uŶe 
« coiffe » qui stabilise le complexe. Le retrait de celle-Đi paƌ l’aĐtioŶ d’hǇdƌolǇse 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 phéŶoŵğŶes de Đatastƌophes ;iŶduĐtioŶ d’uŶe dépolǇŵéƌisatioŶͿ ou de sauvetages 
;ƌéĐupéƌatioŶ de la polǇŵéƌisatioŶͿ voŶt joueƌ uŶ ƌôle daŶs l’éƋuiliďƌe des MTs. Ces 
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phénomènes ont des causes diverses comme : la variation de concentration locale de la 

tuďuliŶe liďƌe, la pƌéseŶĐe de MAPs ou de pƌotéiŶes déstaďilisatƌiĐes des MTs, l’aĐtioŶ de 
dƌogue, etĐ ... L’alteƌŶaŶĐe eŶtƌe ĐƌoissaŶĐe et effoŶdƌeŵeŶt 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’oƌgaŶisatioŶ dǇŶaŵiƋue des MTs aiŶsi Ƌue leuƌs polaƌités ĐoŶtƌiďuent 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 ŵiĐƌotuďule eŶ dehoƌs d’uŶe eǆtƌéŵité 

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

les MTs et d’iŶduiƌe des dépolǇŵéƌisatioŶs 

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

peƌŵetteŶt aussi de ƌéguleƌ loĐaleŵeŶt leuƌs dǇŶaŵiƋues. L’iŵpaĐt de ĐeƌtaiŶes 
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 peƌŵet l’ĠloŶgatioŶ du ŵiĐƌotuďule (A). Ici ancrés par leurs extrémités négatives, 
l’ajout d’hĠtĠƌodiŵğƌes se fait au Ŷiveau de l’eǆtƌĠŵitĠ 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, Ƌui affeĐteŶt les pƌopƌiétés d’uŶe pƌotéiŶe 
paƌ l’ajout ou la soustraction d’uŶ gƌoupeŵeŶt ou d’uŶe autƌe 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’heuƌe aĐtuelle. L’iŶĐoƌpoƌatioŶ de la tǇƌosiŶe se fait diƌeĐteŵeŶt au 
Đouƌs de la tƌaduĐtioŶ de l’A‘N de la tuďuliŶe. La plupaƌt des tuďuliŶes oŶt aiŶsi uŶe 
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 ƌéveƌsiďle aveĐ l’aĐtivité d’uŶe eŶzǇŵe TTL Ƌui peƌŵet à la Đellule de ƌajouteƌ uŶ 
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-tuďuliŶe paƌ uŶ ƌetƌait iƌƌéveƌsiďle d’uŶ ƌésidu glutaŵate situé suƌ la tuďuliŶe 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 ĐoŶtƌôleƌ l’aƌĐhiteĐtuƌe Đellulaiƌe et de ƌéguleƌ 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 comŵe esseŶtiel pouƌ l’iŶteƌaĐtioŶ de Đe doŵaiŶe 
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 daŶs l’aĐtivité de Đlivage de la spastiŶe, Ƌui Đlive plus 
spécifiquement les MTs détyrosinées (Roll-Mecak et al. 2008). 

 

 L’aĐĠtǇlatioŶ : l’aĐétǇlatioŶ affecte le réseau de MTs staďle ŵais Ŷ’est pas ĐoŶsidéƌé 
comme la cause de la stabilisation du MT (Palazzo et al. 2003). Le site d’aĐétǇlatioŶ 
de la tubuline est positionné dans la lumière du MTs au niveau de la Lys-40 sur la 

tuďuliŶe α (LeDizet et al. 1987; Nogales et al. 1998). Il est encore diffiĐile d’eǆpliƋueƌ 
le ƌôle de l’aĐétǇlatioŶ de la tuďuliŶe eŶ ĐoŶsidéƌaŶt Ƌue la plupaƌt des pƌotéiŶes 
associées aux MTs se localisent sur la face extérieur du tube. Cependant, de 

Ŷouveauǆ sites d’aĐétǇlatioŶ oŶt été ideŶtifiés ;ChoudhaƌǇ et al. ϮϬϬϵͿ, 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’uŶ 
gƌoupeŵeŶt aĐétǇle est opéƌé, suƌ la tuďuliŶe, paƌ l’aĐtivité d’eŶzǇŵes nommées α-

tubuline acétyle-transférase (αTaTͿ et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt paƌ l’αTaTϭ tƌğs 
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’iŶhiďitioŶ 
contribue à augmenter significativement les niveaux de MTs acétylées dans les 

neurones (Haggarty et al. 2003; Hubbert et al. 2003). L’aĐétǇlatioŶ des MTs pouƌƌait 
stimuler sélectivement certains transports intracellulaires via une hausse de l’affiŶité 
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 affeĐteƌait égaleŵeŶt l’aĐtivité de Đlivage de la kataŶiŶe ŵais pas Đelui de la 
spastine (Sudo et al. 2010; Valenstein et Roll-Mecak 2016). L’aĐétǇlatioŶ 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, 

étaieŶt Đapaďles de foƌŵeƌ uŶ Đoŵpleǆe et d’aĐétǇleƌ la tuďuliŶe (Park et al. 1992). 

Cette aĐétǇlatioŶ a été déŵoŶtƌée Đoŵŵe iŵpoƌtaŶte daŶs l’eǆteŶsioŶ et 
l’aƌďoƌisatioŶ du ƌéseau de Ŷeuƌites, tout Đoŵŵe daŶs la difféƌeŶtiatioŶ 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 foƌŵatioŶ d’uŶe seĐoŶde Ƌueue 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’eŶzǇŵe iŵpliƋué Ŷ’est 
actuellement pas connue. La complexité de la polyglutamylation des MTs et 

l’aĐĐessiďilité de Đes sites suggğƌeŶt Ƌue la polǇglutaŵǇlatioŶ est uŶ ŵéĐaŶisŵe 
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 

iŵpoƌtaŶte daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ 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 

plaĐe de ŵĠĐaŶisŵes spĠĐifiƋues. Seuls les phĠŶoŵğŶes d’aĐĠtǇlatioŶ affeĐteŶt la tuďuliŶe α, au niveau de la Lysine-K40 

ou du site intraluŵiŶale KϮϱϮ. Les effets de polǇaŵiŶatioŶ et de phosphoƌǇlatioŶ touĐheŶt la tuďuliŶe β ƌespeĐtiveŵeŶt 
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’évolutioŶ, ŵais leurs ratios varient en fonction de la maturité de la cellule (voir Figure 7, 

p.29). Dans les neurones en développement, les Ŷiveauǆ d’aĐétǇlatioŶ, de glutamylation et 
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de détǇƌosiŶatioŶ soŶt élevés daŶs l’aǆoŶe eŶ eǆteŶsioŶ, aloƌs Ƌu’ils soŶt réduits dans le 

ĐôŶe de ĐƌoissaŶĐe. L’aďseŶĐe ou le faiďle Ŷiveau d’aĐétǇlatioŶ au seiŶ 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’aĐétǇlatioŶ, paƌ eǆeŵple, est plus pƌéseŶte daŶs les ĐoŵpaƌtiŵeŶts 
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 

appaƌaît aiŶsi Ƌu’uŶe ĐooƌdiŶatioŶ 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 doŶĐ uŶ poiŶt iŵpoƌtaŶt daŶs le Đadƌe de Đette thğse. 

 

 

Figure 7 : Au seiŶ d’uŶ ŶeuƌoŶe doŶŶĠe, les MPTs varient selon la région considérée et la maturité du neurone (Song et 
al. 2015).  

La ŵatuƌatioŶ d’uŶ ŶeuƌoŶe est ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ la vaƌiatioŶ de Ŷiveauǆ de MPTs ĐlĠs Đoŵŵe l’aĐĠtǇlatioŶ, la 
glutamylation et la tyrosination. Celle-Đi peƌŵet le passage d’uŶ sǇstğŵe « dynamique » en expansion (élongation des 

Ŷeuƌites et de l’aǆoŶe, ŵouveŵeŶt 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 ŶéĐessité d’adƌessage des Đoŵposés faďƌiƋués paƌ le ƌéticulum 

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’aǆoŶe et de la sǇŶapse. 

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

continu de l’aǆoŶe et de sa teƌŵiŶaisoŶ et est assuƌé ŵajoƌitaiƌeŵeŶt paƌ les moteurs 

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

les ŵiĐƌotuďules eŶ pƌéseŶĐe d’ATP et suƌtout de lieƌ uŶ Đaƌgo peƌŵettaŶt soŶ tƌaŶspoƌt. 
Réparties dans 45 familles Đhez l’hoŵŵe, la famille des kinésine-1 est la plus étudiée (De Vos 

et al. 2008). Chez l’huŵaiŶ, les kiŶésiŶes soŶt des structures dimériques constituées de 673 

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

kDaͿ, d’uŶe paƌtie iŶteƌŵédiaiƌe de Đhaînes légères entremêlées et de chaînes lourdes (124 

kDa). Les chaînes lourdes sont les « têtes » de la kiŶésiŶe, peƌŵettaŶt l’aĐĐƌoĐhage auǆ MTs 
et l’aĐtioŶ ŵotƌiĐe via la dégƌadatioŶ de l’ATP. Il eǆiste uŶe 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 

ĐoŶsoŵŵatioŶ d’ATP, doŶt l’hǇdrolyse projette la tġte d’uŶ des ŵoŶoŵğƌes et anime une 

semi-ƌotatioŶ à l’oƌigiŶe d’uŶe ŵaƌĐhe « pas à pas ». La vitesse de mouvement varie selon la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’ATP ŵais aussi de la Đhaƌge poƌtée paƌ la kiŶésiŶe. Ces deuǆ paƌaŵğtƌes 
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 

pƌotéiƋues, d’eŶviƌoŶ Ϯ 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 » ƌespoŶsaďle de la fiǆatioŶ auǆ MTs et de l’aĐtivité ŵotƌiĐe paƌ ĐoŶsoŵŵatioŶ d’uŶ 
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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fiǆatioŶ du Đaƌgo et est doŶĐ uŶ poiŶt ŵajeuƌ daŶs la ƌégulatioŶ d’aĐtivité de la dǇŶéiŶe. Les 

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

Ƌui, Đoŵŵe pouƌ les kiŶésiŶes, assuƌe seloŶ l’eǆpƌessioŶ uŶ tƌaŶspoƌt spéĐifiƋue. 

 

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

Les kiŶĠsiŶes soŶt ƌespoŶsaďles du tƌaŶspoƌt aŶtĠƌogƌade d’uŶ laƌge paŶel de ŵolĠĐules. L’hǇdƌolǇse de l’ATP pƌojette la 
tête d’uŶ des ŵoŶoŵğƌes et aŶiŵe uŶe seŵi-ƌotatioŶ à l’oƌigiŶe 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 suƌ l’eŶseŵďle du ĐǇtoplasŵe (voir Figure 9, p.32). Vital dans la 

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

calciques aiŶsi Ƌue daŶs la sǇŶthğse et le tƌaŶspoƌt des lipides. C’est doŶĐ uŶ oƌgaŶe 
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 adaptĠe depuis le site de l’uŶiveƌsitĠ de l’Ġtat 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) seƌt pouƌ le ĐoŶditioŶŶeŵeŶt et l’eŶvoi 
de protéines au Golgi. 

 

Deux types de réticulum existent :  

 le RE rugueux est ĐoŶstitué d’uŶ eŵpileŵeŶt d’eŶveloppes aplaties ĐaƌaĐtéƌisé paƌ la 
présence de ribosomes qui confèrent cet aspect granuleux. Les ribosomes assurent, 

via des Đoŵpleǆes de pƌotéiŶes et d’A‘N, la sǇŶthğse de pƌotéiŶes destinées à la 

sécrétion ou possédant des domaines hydrophobes. 

 le RE lisse seƌt de lieu de ĐoŶditioŶŶeŵeŶt et d’eǆpéditioŶ des pƌotéiŶes. La 
formation de vésicules de transport à partir de la membrane du réticulum permet 

aiŶsi l’eŶĐapsulage et l’adƌessage de protéines au Golgi (pour les étapes de 

maturation). 

Le ƌéseau de tuďules du ‘E lisse, d’uŶ diaŵğtƌe de ϯϬ à ϭϬϬ Ŷŵ, seŵďle iŶĐoƌpoƌeƌ des 
motifs en « plaques » d’uŶ diaŵğtƌe allaŶt de ϱϬ à ϭϬϬ Ŷŵ (Goyal et al. 2013). La formation 

des tubules peut passer par : 

 l’attaĐheŵeŶt à uŶ ŵiĐƌotuďule eŶ Đouƌs de polǇŵĠƌisatioŶ (TAC mechanism). Des 

complexes de protéines d’attaĐheŵeŶt ;TACͿ poussent le stock de tubuline libre à 

s’ajouteƌ au Ŷiveau 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’aĐĐƌoĐhage à un microtubule stable (sliding mechanism). Celui-ci sert de tuteur. 

L’eǆteŶsioŶ du tuďule est ƌégulée paƌ difféƌents 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 ƌétiĐuloŶs, paƌ eǆeŵple, est Đapaďle d’iŶteƌagiƌ aveĐ l’atlastiŶe et de foƌŵeƌ 
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’éƋuiliďƌe eŶtƌe plusieuƌs foƌŵes 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’iŶteƌaĐtioŶ de protéines et l’aĐtivatioŶ de difféƌeŶtes voies de signalisation cellulaires. Les 

plaques du réticulum sont notamment supposées être fortement chargées en protéines 

ŵédiatƌiĐes de Đette dǇŶaŵiƋue. L’iŵpaĐt de pƌotéiŶe Đoŵŵe la spastiŶe, Đapaďle 
d’iŶteƌagiƌ aveĐ des paƌteŶaiƌes au seiŶ du ‘E et d’iŶduiƌe le remodelage, est un élément 

d’iŶtéƌġt doŶt on ignore cependant l’iŵpaĐt daŶs 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 
foƌŵatioŶ et l’eǆteŶsioŶ du ƌĠtiĐuluŵ, aĐĐolĠ auǆ ŵiĐƌotuďules staďilisĠes (B). Les protéines de la famille des réticulons 
et l’atlastiŶe iŶteƌagisseŶt pouƌ foƌŵeƌ des ĐoŶŶeǆioŶs eŶtƌe les tuďules (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 

ĐeŶtƌauǆ et paƌ la ŵise eŶ plaĐe d’uŶe atteiŶte ŵusĐulaiƌe allaŶt de la ƌigidité à la paƌalǇsie. 
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’altéƌatioŶ d’uŶ gğŶe ĐodaŶt pouƌ uŶe pƌotéiŶe spéĐifiƋue. 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). BieŶ Ƌu’aǇaŶt uŶ lieŶ ĐoŵŵuŶ daŶs la dǇŶaŵiƋue du ƌétiĐuluŵ 
eŶdoplasŵiƋue, l’atteiŶte pathologiƋue de Đes pƌotéiŶe ŵoŶtƌe des difféƌeŶĐes daŶs 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’oŶ se ĐoŶĐeŶtƌe suƌ la spastiŶe, la pƌotéiŶe 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 Ŷ’eǆiste pas à l’heuƌe aĐtuelle de lieŶs eŶtƌe : 

 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 SPGϰ, ou poƌteuƌs d’uŶe ŵġŵe ŵutatioŶ 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 Ŷ’eǆiste ainsi que des traitements palliatifs visant à 

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

actes de kiŶésithéƌapie ou d’hǇdƌothéƌapie peƌŵet le ŵaiŶtieŶ de l’aĐtivité phǇsiƋue la plus 
fonctionnelle possible. Dans certains cas, une injection sélective de toxine botulique peut 

peƌŵettƌe d’iŶhiďeƌ loĐaleŵeŶt la liďéƌatioŶ d’aĐétǇlĐholiŶe 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 

 peƌŵettƌe l’eŶtƌĠe de Đhloƌe pour inhiber la réponse musculaire (agoniste du 

récepteur GABAb)  

 ƌĠduiƌe l’aĐtivitĠ du sǇstğŵe Ŷeƌveuǆ ĐeŶtƌal 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’Ġpissage; 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 foŶĐtioŶs des pƌotĠiŶes et de leuƌ iŵpoƌtaŶĐe daŶs l’hoŵĠostasie Đellulaiƌe, 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 

Notƌe tƌavail s’iŶtéƌesse à la spastiŶe, une protéine de la famille des AAA (activités associées 

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

d’uŶ doŵaiŶe Đapaďle de fiǆeƌ et d’hǇdƌolǇseƌ l’ATP, sont impliqués dans plusieurs fonctions 

cellulaires allant de la réplication de l’ADN au Đlivage des MTs, eŶ passaŶt par la dégradation 

de protéines. L’hǇdƌolǇse de l’ATP peƌŵet d’iŶduiƌe uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ, 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’iŶtéƌesse plus 

particulièrement aux mutants spastine dépourvus d’aĐtivité eŶzǇŵatiƋue. BeauĐoup 
d’éléŵeŶts restent encore à ĐoŵpƌeŶdƌe ĐoŶĐeƌŶaŶt l’iŵpoƌtaŶĐe de la localisation 

Đellulaiƌe, l’effet suƌ la fonction enzymatique, la ĐapaĐité 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 poiŶts d’iŶtéƌġts « majeurs » considérés 

actuellement dans le cadre des études relatives à la spastine. L’eŶseŵďle des aspeĐts ĐoŶŶus 
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’uŶe taille d’eŶviƌoŶ 90 kb, est localisé au niveau du chromosome 

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

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

L’épissage alteƌŶatif de l’eǆoŶ ϰ ĐoŶduiƌait à la pƌoduĐtioŶ de deuǆ autƌes isofoƌŵes ŵoiŶs 
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’uŶ poiŶt de vue stƌuĐtuƌal, Đ’est l’aďseŶĐe des ϴϲ pƌeŵieƌs 
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’eǆpƌessioŶ 
tissulaire Đhez l’Hoŵŵe à l’âge adulte où l’isofoƌŵe Mϴϳ est ƌetƌouvée daŶs l’eŶseŵďle de 

l’oƌgaŶisme. Au ĐoŶtƌaiƌe de la foƌŵe Mϭ, Ƌue l’oŶ estiŵerai plus concentrée dans la moelle 

épinière (Solowska et al. 2008) ou au moins plus abondante daŶs l’eŶseŵďle du sǇstğŵe 
nerveux central (Claudiani et al. 2005). 

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

peu eŶtƌe l’âge eŵďƌǇoŶŶaiƌe et l’adulte (Solowska et al. 2008). A l’inverse, le niveau 

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

foƌteŵeŶt au Đouƌs du développeŵeŶt jusƋu’à passeƌ sous les valeuƌs de la spastiŶe ƌeŶdaŶt 
Đette deƌŶiğƌe AAATPase ŵajoƌitaiƌe Đhez 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 foƌŵatioŶ d’uŶ heǆaŵğƌe (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 » paƌ la spastiŶe Đe Ƌui peƌŵet l’ajout de Ŷouveauǆ 
hétéƌodiŵğƌes de tuďuliŶe et eŶtƌaiŶe uŶe Ŷouvelle dǇŶaŵiƋue d’eǆteŶsioŶ (Roll-Mecak et 

al. 2010). Bien que les deux isofoƌŵes soieŶt Đapaďles d’assuƌeƌ Đette 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’aďseŶĐe de Đes ϴϲ premiers acides aminés semble donc suffisant pour induire des 

difféƌeŶĐes iŵpoƌtaŶtes eŶtƌe les isofoƌŵes Mϭ et Mϴϳ taŶt paƌ le ĐoŶtƌôle de l’eǆpƌessioŶ 
tissulaire, que par la spécificité de localisation cellulaire ou par l’iŵpaĐt suƌ l’aĐtivité 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 : Structuƌe ϯD d’uŶe pƌotĠiŶe spastiŶe et d’uŶ heǆaŵğƌe (Roll-Mecak et al. 2008). 

A gauĐhe, la stƌuĐtuƌe ϯD d’uŶe pƌotĠiŶe. A dƌoite, uŶ heǆaŵğƌe foƌŵĠ de siǆ pƌotĠiŶes et doŶĐ les deuǆ faĐes soŶt 
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’heǆaŵğƌe (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 
;ϮͿ, l’iŶhiďitioŶ stĠƌiƋue via la pƌĠseŶĐe de pƌotĠiŶes assoĐiĠes auǆ MTs. 

 

 

Figure 13 : L’aĐtivitĠ de Đlivage de la spastiŶe et de la kataŶiŶe peƌŵet d’iŶduiƌe uŶe Ŷouvelle dǇŶaŵiƋue d’asseŵďlage 
et de désassemblage des microtubules (Roll-Mecak et al. 2010).  

Les ŵiĐƌotuďules soŶt ƌepƌĠseŶtĠs paƌ les pƌotofilaŵeŶts eŶ veƌt aveĐ l’ajout de tuďuliŶe liďƌe ;flèche noire) et la 
staďilisatioŶ de l’eǆtƌĠŵitĠ ŶĠgative paƌ uŶ ĐeŶtƌosoŵe ;eŶ ƌougeͿ. 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 plusieuƌs doŵaiŶes d’iŵpoƌtaŶĐes aujouƌd’hui toujouƌs tƌğs 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) Đapaďle d’adƌesser la protéine au niveau de la membrane du réticulum 

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

ĐoŶtƌiďueƌ à eǆpliƋueƌ la ƌéduĐtioŶ d’effet de Đlivage oďseƌveƌ paƌ ƌappoƌt à la foƌŵe 
M87. Cela permettrait aussi le remodelage de la membrane du RE (notamment via 

l’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ des pƌotéiŶes paƌteŶaiƌes Đomme 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 

difféƌeŶtes isofoƌŵes ŵais a aussi été déĐƌit suƌ d’autƌes pƌotéiŶes et est ĐoŶŶu pouƌ 
interagir avec un groupe de protéine appelé CHMPs (Hurley et al. 2008). Par 

l’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ des paƌteŶaiƌes, la spastine développe un large panel de capacités 

cellulaire. L’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ des pƌotéiŶes impliquées dans le complexe ESCRT-III, 

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

peƌŵettƌait à la spastiŶe d’eǆeƌĐeƌ uŶe foŶĐtioŶ ĐƌitiƋue suƌ ĐeƌtaiŶs pƌoĐessus 
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 

sĐellage de l’eŶveloppe ŶuĐléaiƌe (Vietri et al. 2015). 

 

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

l’iŶteƌaĐtioŶ de la spastiŶe aveĐ les ŵiĐƌotuďules et Đela de ŵaŶiğƌe iŶdépeŶdaŶte à 
l’ATP (White et al. 2007). C’est égaleŵeŶt l’uŶ des doŵaiŶes ŶéĐessaiƌes à l’aĐtivité 
physiologique de clivage de la protéine, conjointement avec la cassette AAA. Ces 

deuǆ doŵaiŶes voŶt peƌŵettƌe la foƌŵatioŶ de l’heǆaŵğƌe, la fiǆatioŶ auǆ 
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 liaisoŶ de l’ATP ;aussi appelé ŵotif de Walkeƌ A, séƋueŶĐe 
en acides aminés « GPPGNGKT », résidus 382 à 389), un domaine  d’hǇdƌolǇse de 
l’ATP ;aussi Ŷoŵŵé ŵotif de Walker B, séquence en acides aminés « IIFIDE », résidus 

437 à 442), et uŶe séƋueŶĐe ĐoŶseŶsus ŵiŶiŵale d’aĐtivité eŶzǇŵatiƋue ;ƌésidus ϰϴϬ 
à 498). Ce doŵaiŶe peƌŵet l’aĐtivité eŶzǇŵatiƋue de la pƌotéiŶe spastiŶe. 

 

 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’heuƌe 
actuelle, peu de choses sont connue sur la capacité des isoformes de spastine à se 

loĐaliseƌ à l’iŶtéƌieuƌ du ŶoǇau et suƌ l’effet développé paƌ Đette pƌotéiŶe. 

 

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

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

EŶ foŶĐtioŶ de l’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ les MTs ;MTBDͿ, de la pƌéseŶĐe de paƌteŶaiƌes ;MITͿ ou de 
l’iŶseƌtioŶ 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 foƌŵatioŶ de l’heǆaŵğƌe, sur la fonction de clivage, et sur l’iŵpaĐt du ƌeĐƌuteŵeŶt 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).  

SĠƋueŶĐe d’exons du gène SPG4 codant pour la protéine spastine (A). Représentation des différents domaines 
fonctionnels (B) : N-Term = domaine N-Terminal d’adƌessage à la ŵeŵďƌaŶe du ƌĠtiĐuluŵ, MIT = ŵiĐƌotuďule iŶteƌaĐtiŶg 
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’eǆoŶ ϰ Ƌui, s’il est retiré, permet la production des deux variants d’Ġpissage de Mϭ et de Mϴϳ.  

 

ii. Formation d’hexamère et accrochage aux MTS  

La foƌŵatioŶ de l’heǆaŵğƌe est un point clé du mécanisme de fonctionnement de la spastine 

toujours mal compris de nos jours. La spastiŶe étaŶt uŶe pƌotéiŶe Đoŵpleǆe, l’heǆaŵğƌe 
peut être constitué de plusieurs isoformes de protéines différentes, et ceci selon plusieurs 

types de conformation (Eckert et al. 2013). Il est iŵpoƌtaŶt de gaƌdeƌ Đela à l’espƌit, 
notamment loƌsƋue l’on considère les mutants spastine tels que ceux que nous verrons ci-

après, Đaƌ la ĐapaĐité de Đlivage de l’heǆaŵğƌe fiŶal peut ġtƌe iŵpaĐtée (Pantakani et al. 

2008). Une simulation informatique a analysé la dǇŶaŵiƋue d’asseŵďlage des ŵoŶoŵğƌes 

(voir Figure 15, ci-après) et pƌopose Ƌue l’heǆaŵğƌe se foƌŵe paƌ : 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 foƌŵatioŶ d’heǆaŵğƌe de spastiŶe (Eckert et al. 2013).  

L’heǆaŵğƌe peut iŶĐoƌpoƌeƌ uŶ ou plusieurs monomères différents (hélices jaune et rouge) selon plusieurs choix de 
conformations (I). L’asseŵďlage de ŵoŶoŵğƌes (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 ŵoléĐule d’ADP. L’éĐhaŶge d’ADP par un ATP augmente considérablement 

l’affiŶité de fiǆatioŶ de la spastiŶe pouƌ les ŵiĐƌotuďules (Wen et al. 2013). En retour, 

l’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ les ŵiĐƌotuďules favoƌise l’hǇdƌolǇse de l’ATP aiŶsi Ƌue le recrutement 

d’ADP. Le Đoŵpleǆe heǆaŵğƌe-ADP ŶouvelleŵeŶt ƌefoƌŵé diŵiŶue l’affiŶité 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 ƌeĐƌuteŵeŶt d’ATP paƌ l’heǆaŵğƌe de spastiŶe ĐoŶduiƌait à 

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

hǇdƌolǇse de l’ATP et uŶ détaĐheŵeŶt de la protéine. C’est loƌsƋue l’heǆaŵğƌe se détache 

des MTs que chaque partie va se désolidaƌiseƌ des autƌes pouƌ ƌetouƌŶeƌ 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 : uŶe étape iŶteƌŵédiaiƌe de l’heǆaŵğƌe vide Đapaďle de se fixer aux MTs 

puis de ƌeĐƌuteƌ l’ATP. DaŶs Đette ŵodélisatioŶ, la fiǆatioŶ de l’heǆaŵğƌe auǆ MTs 
ĐoŶtƌiďueƌait au ƌeĐƌuteŵeŶt de l’ATP et à l’autostaďilisatioŶ de l’iŶteƌaĐtioŶ MTs-hexamère. 

Celle-ci contribuerait toujours à entraîneƌ l’hǇdƌolǇse de l’ATP et le détachement de 

l’heǆaŵğƌe. Le teŵps d’iŶteƌaĐtioŶ pouƌ leƋuel 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 dissoĐiatioŶ et d’assoĐiatioŶ de Đes 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 pƌéseŶĐe d’uŶ ŵotif éleĐtƌopositif au sein du domaine enzymatique (Taylor et al. 

2012), ce qui pourrait être une piste pour ĐoŵpƌeŶdƌe les ŵéĐaŶisŵes d’iŶteƌaĐtioŶ de 
l’heǆaŵère avec les microtubules. 

 

 

Figure 16 : CǇĐle de l’heǆaŵğƌe de spastine et de la ĐoŶsoŵŵatioŶ d’ATP (Wen et al. 2013). 

L’heǆaŵğƌe de spastiŶe est ƌepƌĠseŶtĠ paƌ le ĐeƌĐle Ŷoiƌ, les ŵiĐƌotuďules paƌ les tƌaits Ŷoiƌs hoƌizoŶtauǆ. L’Ġpaisseuƌ du 
tƌait  des MTs ĐoƌƌespoŶd à sa spĠĐifiĐitĠ d’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ l’heǆaŵğƌe. Deux cycles ont été proposés dans cette étude.  

Le premier cycle est considéré comme majoritaire dans la cellule. A) La foƌŵatioŶ de l’heǆaŵğƌe eŶtƌaîŶe l’ĠĐhaŶge 
ADP/ATP ; B) Le complexe hexamère-ATP se lie aux microtubules eŶ ƌaisoŶ d’une augmentation de son affinité (trait 
horizontal noir épais) ; C) L’hǇdƌolǇse de l’ATP entraîne uŶe ƌĠduĐtioŶ de la foƌĐe d’adhĠsioŶ auǆ ŵiĐƌotubules (traits 
horizontal gris) ; D) L’heǆaŵğƌe se détache des microtubules pour revenir à la formation hexamère-ADP initiale.  

Un second cycle est proposé comme minoritaire. D) L’heǆaŵğƌe ƌelâĐhe ŶatuƌelleŵeŶt l’ADP ; E) L’heǆaŵğƌe eŶ Ġtat 
« libre » se fixe aux microtubules et entraîŶe le ƌeĐƌuteŵeŶt d’uŶ ATP ; B) La formation du complexe hexamère-ATP 
ĐoŶsolide l’iŶteƌaĐtioŶ avec les microtubules ŵais favoƌise la dĠgƌadatioŶ de l’ATP ; C) L’hǇdƌolǇse dĠtaĐhe l’hexamère et 
permet le retour au complexe hexamère-ADP initial. 

D) 

A) 

B) 

C) E) 
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iii. La fonction de clivage 

Coŵŵe Ŷous l’avoŶs vu, l’aĐtivité de Đlivage de la spastiŶe passe paƌ la foƌŵatioŶ d’uŶ 
heǆaŵğƌe, l’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ les ŵiĐƌotuďules, et l’hǇdƌolǇse de l’ATP. EŶĐoƌe de Ŷos jouƌs, 
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’esseŶtiel 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 foƌŵatioŶ de l’heǆaŵğƌe jusƋu’au détaĐheŵeŶt 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 etĐ …Ϳ doiveŶt ġtƌe responsables du recrutement de 

plusieuƌs ŵoŶoŵğƌes, de la foƌŵatioŶ de l’heǆaŵğƌe, et de l’aĐtivité fiŶale de Đlivage d’uŶ 
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’heǆaŵğƌe de spastine se lie aux MTs et insère la queue C-terminal de la tubuline au sein 

d’uŶe Đavité ĐeŶtƌale au seiŶ de l’heǆaŵğƌe (White et al. 2007). Loƌs de l’étape de Đlivage, la 

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

queue C-terminale de la tuďuliŶe au seiŶ de l’heǆaŵğƌe (Roll-Mecak et al. 2008). L’aĐtioŶ 
d’hǇdƌolǇse réduit l’affiŶité d’aĐĐƌoĐhage auǆ MTs, ce qui détache le complexe protéique et 

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

protofilament de tubuline. La dépolǇŵéƌisatioŶ d’uŶ seul « tube » suffit à propager un effet 

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

L’aĐtivité de Đlivage de la spastiŶe a été ĐaƌaĐtéƌisée in cellulo et in vitro (Evans et al. 2005). 

La difféƌeŶĐe d’effet eŶtƌe Mϭ et Mϴϳ ;voiƌ Figure 17, p.46Ϳ déŵoŶtƌe l’iŵpoƌtaŶĐe des 
autres domaines mais aussi l’iŵpaĐt foƌt que peut avoir une mutation sur une forme de 

spastiŶe plus Ƌu’uŶe autƌe. 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 Đoŵpleǆité des PSHs, la fƌoŶtiğƌe peƌŵettaŶt d’eŶgloďeƌ la ŵutatioŶ 
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 capaďle d’iŶteƌagiƌ et Ƌui peƌŵetteŶt à la pƌotéiŶe de dépasser sa simple 

fonction de clivage et d’affeĐteƌ 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’heuƌe aĐtuelle. 

 D’autƌes pƌotéiŶes iŵpliƋuées ŵajoƌitaiƌeŵeŶt dans le cadre des PSHs à transmission 

autosoŵiƋue doŵiŶaŶte, Đoŵŵe l’atlastiŶe-1 (SPG3A) et REEP-1 (SPG31) ou les 

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

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 

suƌ l’atlastiŶe (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’iŶteƌagiƌ 
aveĐ la spastiŶe et l’atlastiŶe (Connell et al. 2009; S. H. Park et al. 2010). L’iŶteƌaĐtioŶ 
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Đoŵpleǆe eŶtƌe les doŵaiŶes hǇdƌophoďes de la spastiŶe, de l’atlastiŶe et des ‘EEPs 
couplerait le remodelage du réticulum endoplasmique à la dynamique des 

microtubules. À l’aide d’eǆpéƌieŶĐe d’iŵŵuŶoprécipitations, 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’iŵpliĐatioŶ de Đes paƌteŶaiƌes daŶs le Đadƌe laƌge des PSHs est uŶ aƌguŵeŶt 
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 daŶs l’aďsĐissioŶ des Đellules 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’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe ISTϭ et la 
spastine jouerait également un rôle dans le désassemblage du fuseau mitotique et le 

sĐellage de l’eŶveloppe ŶuĐléaiƌe (Vietri et al. 2015). 

 

 La délétioŶ de la ƌégioŶ ƌeƋuise pouƌ l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe spastiŶe et NAϭϰ, uŶe 
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 

joueƌ uŶ ƌôle d’adaptateuƌ de la spastiŶe, ŶotaŵŵeŶt au Ŷiveau péƌiŶuĐléaiƌe, et va 
dans le seŶs de l’iŵpliĐatioŶ de la spastiŶe daŶs la dégéŶéƌesĐeŶĐe des aǆoŶes des 
neurones moteurs dans le cadre des PSHs. 

 

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

ĐapaĐités d’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ la spastiŶe (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’iŵpoƌtaŶĐe d’uŶe peƌtuƌďatioŶ du tƌafiĐ eŶdosoŵal, ŵéĐaŶisŵe 
pathologiƋue le plus fƌéƋueŵŵeŶt iŶĐƌiŵiŶé daŶs le Đadƌe des PSHs, et l’effet sur 
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l’eǆteŶsioŶ des Ŷeuƌites (Pantakani et al. 2011) contribuent ensemble à penser que 

l’iŶteƌaĐtioŶ spastiŶe-protrudine aurait un lien dans la mise en place de la pathologie. 

Toutes ces données complexifient le doŵaiŶe d’aĐtioŶ de la spastine au niveau cellulaire, et 

suggèrent l’implication de cette protéine daŶs la ƌégulatioŶ d’uŶ laƌge paŶel de ŵéĐaŶisŵes 
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’altéƌatioŶ 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’augŵeŶtatioŶ ĐƌoissaŶte 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. 

Coŵŵe il Ŷ’est pas possiďle d’étudieƌ toutes les ŵutatioŶs, Ŷotƌe étude se focalisera sur des 

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

motif de Walker B iŵpliƋué daŶs la dégƌadatioŶ 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 afiŶ de ĐoŵpƌeŶdƌe l’iŵpoƌtaŶĐe du doŵaiŶe AAA, Ŷous avons utilisé une 

construction M1 dépourvu de domaine enzymatique. 

Cette mutation a été étudiée par d’autƌes auteuƌs (Pantakani et al. 2008; Taylor et al. 2012; 

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

fonctionnelles entre isoformes de spastiŶe poƌteuses d’uŶe ŵġŵe ŵutatioŶ 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’éŵeƌgeŶĐe les PSHs-

SPG4. 

 L’haploinsuffisance. La ƌéduĐtioŶ d’aĐtivité de Đlivage des ŵiĐƌotuďules, lié à 

l’iŶaĐtivatioŶ d’uŶ allğle spastiŶe, est deveŶu l’hǇpothğse la plus ƌéĐuƌƌeŶte 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 

ŵiĐƌotuďules plus faĐileŵeŶt tƌaŶspoƌtaďles daŶs l’axone  (Wang et al. 2002; Baas et 

al. 2006) et aussi Đƌée uŶ plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe d’eǆtƌéŵités dǇŶaŵiƋues (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) 

suggğƌeŶt foƌteŵeŶt l’idée Ƌu’uŶe ƌéduĐtioŶ d’aĐtivité de Đlivage des ŵiĐƌotuďules 
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 plupaƌt ƌésulteŶt théoƌiƋueŵeŶt eŶ foƌŵes tƌoŶƋuée d’au ŵoiŶs 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). EŶ effet, auĐuŶe étude à l’heuƌe aĐtuelle Ŷ’a 
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peƌŵis de déteĐteƌ l’eǆpƌessioŶ de Đes pƌotéiŶes tronquées, ce qui va dans le sens 

d’uŶe haploiŶsuffisaŶĐe. 

 

 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 

ŶégativeŵeŶt l’aĐtivité de Đlivage de la spastiŶe sauvage. En effet, la traduction de 

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

ƌésulteƌait eŶ l’eǆpƌessioŶ de pƌotéiŶes ŵutées iŶaĐtives  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 

spastiŶe sauvage paƌ la foƌŵatioŶ d’hétérohexamères inactifs et donc réduire 

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

jours, aucunes ĐoƌƌélatioŶs Ŷ’oŶt été observées entre ce type des mutations et les 

différents phénotypes pathologiques répertoriés chez les patients. Enfin,  les 

protéines mutées Ŷ’oŶt pas été ideŶtifiées 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’uŶ A‘N iŶteƌféƌeŶt aŶti-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 miĐƌotuďules puisƋu’uŶe staďilisatioŶ aŶoƌŵale du 
ƌéseau de MTs a été oďseƌvée daŶs la paƌtie distale de l’aǆoŶe. Les laƌves dépouƌvues 
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 

staŶdaƌdͿ a peƌŵis d’augŵeŶteƌ le tauǆ d’éĐlosion 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 uŶe séƋueŶĐe d’oligoŶuĐléotide aŶtiseŶs touƌŶé contre le codon d’iŶitiatioŶ, le 

ŵodğle d’eŵďƌǇoŶs de poissoŶs zğďƌe 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 délétioŶ d’uŶe paƌtie du gğŶe ;EǆoŶ ϱ-7) conduit à la formation 

pƌéŵatuƌée d’uŶ ĐodoŶ STOP (Tarrade et al. 2006). Les animaux montrent une 

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

et Ƌui déďouĐhe suƌ uŶ défaut ŵoteuƌ taƌdif. L’appaƌitioŶ de goŶfleŵeŶts aǆoŶauǆ et 
l’aĐĐuŵulatioŶ d’oƌgaŶelles ĐaƌaĐtéƌise Đe ŵodğle et le fait entrer dans le cadre des 

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

mitochondries et d’autƌes oƌgaŶelles au niveau de ces gonflements. Un deuxième 

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

ŵutatioŶ suƌ uŶ site d’épissage ĐoŶŶu daŶs le Đadƌe des PSHs, ĐoŶduisaŶt à la peƌte 

de la pƌotéiŶe. L’appaƌitioŶ de tƌouďles de l’éƋuiliďƌe ĐoŵďiŶé à la pƌéseŶĐe de 
goŶfleŵeŶts aǆoŶauǆ et d’aĐĐuŵulatioŶ de pƌotéiŶes a peƌŵis de rattacher ce 

ŵodğle au Đadƌe pathologiƋue défiŶi pouƌ les SPGϰ. L’aŶalǇse du tƌaŶspoƌt aǆoŶal 
antérograde a démontré une réduction du mouvement des mitochondries et des 

vésiĐules ĐoŶteŶaŶt de l’APP ;aŵǇloid pƌeĐuƌsoƌ pƌoteiŶͿ. De plus, les tƌaŶspoƌts 
antérograde et rétrograde sont fortement diminués dans les neurones ayant formé 

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

pƌiŶĐipe d’haploiŶsuffisaŶĐe et de ƌéduĐtioŶ de pƌoduĐtioŶ de la spastiŶe, uŶ ŵodğle 
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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 

uŶ ƌésidu au Ŷiveau du ŵotif de Walkeƌ A, uŶe ďouĐle ŶéĐessaiƌe à la liaisoŶ de l’ATP, 
ce qui empêche la protéine de cliver les MTs. Les souris homozygotes âgées de 4 

ŵois ou d’ϭ aŶ ŵoŶtƌeŶt uŶ plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de défauts ŵoteuƌs ;loŶgueuƌ et 
durée de la foulée, natation) et une apparition des gonflements axonaux. Cependant, 

auĐuŶs effets Ŷ’oŶt été oďseƌvés Đhez les souƌis hétéƌozǇgotes.  

 

 A partir des Đellules d’uŶ patieŶt SPGϰ, 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 supposeƌ Ƌu’uŶ ŵéĐaŶisŵe 
d’haploiŶsuffisaŶĐe est ƌespoŶsaďle du phéŶotǇpe pathologiƋue. EŶ effet, 
l’appaƌitioŶ de goŶfleŵeŶts aǆoŶauǆ a été iĐi lié à la ƌéduĐtioŶ du Ŷiveau de spastiŶe 
dans le modèle de neurones dérivés de cellules souches de patients (cadre 

hétéƌozǇgoteͿ ŵais aussi à l’aďseŶĐe de Đette pƌotéiŶe daŶs uŶ ŵodğle de ŶeuƌoŶes 
déƌivés de Đellules souĐhes dépouƌvus de spastiŶe. Les Ŷiveauǆ d’aĐétǇlatioŶ soŶt 
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 

spastiŶe Mϭ seŵďle Ŷ’ġtƌe eǆpƌiŵée Ƌue daŶs les ŶeuƌoŶes et les pƌogéŶiteuƌs 
neuronaux, tandis que la forme M87 est plus largement produite. La mutation du 

gène SPG4 atteiŶt ŶotaŵŵeŶt l’iŶtégƌité Đellulaiƌe des ŶeuƌoŶes ŵais 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 Ŷiveau de la paƌtie distale de l’aǆoŶe, l’appaƌitioŶ de goŶfleŵeŶts aǆoŶauǆ daŶs 
les ŵodğles ŵaŵŵifğƌes, et l’atteiŶte du tƌaŶspoƌt aǆoŶal. 
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Modèle 
cellulaire et 

spastine 

Tubuline 
acétylée 

Dynamique des 
MTs (EB3) 

Trafic 
Membranaire  

Gonflements 
axonaux 

Référence 

Neurones issus 
d’iPS huŵaiŶes 

(p.R562X) 

Pas de 
variations 

- Augmentation 
du % 

antérograde 

Fort mais 
non quantifé 

(Havlicek et 
al. 2014) 

Neurones issus 
d’iPS huŵaiŶes 

(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 : RĠĐapitulatif des doŶŶĠes pƌĠseŶtes daŶs la littĠƌatuƌe suƌ l’effet de la ƌĠduĐtioŶ 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’aďseŶĐe de spastiŶe peƌtuƌďeŶt l’hoŵĠostasie du tƌaŶspoƌt aǆoŶal aiŶsi Ƌue la dǇnamique des MTs. Pris ensemble, 

Đes deuǆ paƌaŵğtƌes pouƌƌaieŶt ġtƌe eŶ lieŶ aveĐ l’appaƌitioŶ de goŶfleŵeŶts aǆoŶauǆ oďseƌvĠs daŶs Đes diffĠƌeŶts 
modèles. 

 

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

avec d’autres maladies neurodégénératives .  

La dilatation des extrémités axonales est l’uŶ des pƌiŶĐipauǆ phéŶotǇpes ĐoŶsidéƌés daŶs Đe 
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 

ƌéduĐtioŶ d’aĐtivité de la spastiŶe suffit à iŶduiƌe Đe phéŶoŵğŶe (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 seŵďle possiďle de ƌéduiƌe ou d’iŶhiďeƌ la foƌŵatioŶ de dilatatioŶs aǆoŶales suƌ 
des modèles de souris. Nous ne connaissons cependant aucun des mécanismes qui sous-

teŶdeŶt Đe tǇpe d’effet. Ces ŵoléĐules ;ŶotaŵŵeŶt le Taxol et le Nocodazole qui sont 

foƌteŵeŶt utilisées eŶ ĐaŶĐéƌologieͿ ƌepƌéseŶteŶt uŶe piste d’iŶtéƌġt pouƌ le développeŵeŶt 
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d’appliĐatioŶs à visée pƌéveŶtive ou Đuƌative, deuǆ aspeĐts Ƌui ŵaŶƋueŶt ĐƌuelleŵeŶt de Ŷos 
jours pour les personnes frappées de ces affections. 

Le lieŶ aveĐ d’autƌes Ŷeuƌopathologies est eŶĐoƌe ŵal défiŶi. UŶe gƌaŶde paƌt de pathologies 
ŶeuƌodégéŶéƌatives pƌéseŶteŶt égaleŵeŶt des foƌŵes Đoŵpleǆes iŵpliƋuaŶt d’autƌes 
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’augŵeŶtatioŶ de la polǇglutaŵǇlatioŶ daŶs ĐeƌtaiŶs Đas d’Alzheiŵeƌ (Zempel et al. 2015) et 

le lieŶ eŶtƌe Đette MPTs et l’augŵeŶtatioŶ d’aĐtivité de la spastiŶe (Lacroix et al. 2010; 

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

Đoŵpleǆes à étaďliƌ saŶs plus d’éléŵeŶts eǆpéƌiŵeŶtauǆ. 

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

daŶs d’autƌes ŵaladies ŶeuƌodégéŶéƌatives Đoŵŵe la ŵaladie de PaƌkiŶsoŶ, 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’aĐĐuŵulatioŶ 
d’oƌgaŶelles et de vésiĐules, les ŵéĐaŶisŵes iŵpliƋués daŶs l’appaƌitioŶ de Đes dilatatioŶs 
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 aǆoŶal. Le ďut est de voiƌ s’ils soŶt atteiŶts daŶs Ŷos difféƌeŶtes ĐoŶditioŶs 
expérimentales. 

 

 

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

Culture de neurones corticaux témoins ;A, C et C’Ϳ ou dĠpouƌvus de spastine (SPG4-KO, B, D et D’Ϳ. L’aďseŶĐe de pƌotĠiŶe 
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 appƌéheŶdeƌ l’iŵpoƌtaŶĐe de Đette protéine pour la régulation de la dynamique des MTs 

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

l’eŶtƌetieŶ du ‘E, pour l’aďsĐissioŶ etĐ … 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 foĐalisé ŵes 
travaux de thèse sur une série définie de questions dont la compréhension pourrait éclairer 

l’eŶseŵďle de la théŵatiƋue. Les différents points Ƌue j’ai développés concernent :  

 L’oppositioŶ eŶtƌe le pƌiŶĐipe d’haploinsuffisance et le gain de fonction de certaines 

mutations pathologiques  

 L’iŵpaĐt d’uŶe ŵutatioŶ suƌ la loĐalisatioŶ de deux isoformes (M1 et M85) 

 L’effet des ŵutaŶts ou de l’aďseŶĐe de spastine sur le transport axonal 

 L’appliĐatioŶ de tƌaiteŵeŶts phaƌŵacologiques pour tenter de corriger les 

phénotypes pathologiques constatés dans différentes conditions expérimentales 

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

montrer Ƌue l’aďseŶĐe de spastiŶe conduit à une perturbation du ratio de tubuline acétylée 

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

négativement le transport, réduisant leŶteŵeŶt l’adƌessage de Đoŵposés iŵpoƌtaŶts 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 ŵutaŶts peƌtuƌďeŶt foƌteŵeŶt l’aĐétǇlatioŶ des MTs daŶs Ŷotƌe ligŶée 
HeLa, effet conservé même après 48h. Nous avons aussi mis en avant que la régulation de 

cette acétylation était possiďle eŶ ŵodifiaŶt les Ŷiveauǆ d’αTaT ou d’HDACϲ, pƌouvaŶt Ƌue la 
ƌésistaŶĐe à teŵps loŶg de l’aĐétǇlatioŶ des MTs passe paƌ des ŵéĐaŶisŵes Đoŵpleǆes. Nous 

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

spastine (M1 et M85) poƌteuse d’uŶe ŵġŵe ŵutatioŶ ;CϰϰϱYͿ. Elles ƌéagisseŶt de plus 

différemment à certains traitements pharmacologiques ce qui suggère une dynamique de 

régulation différentes. Nous avoŶs aussi oďseƌvé Ƌue l’eǆpƌessioŶ de ĐoŶstƌuĐtioŶs mutées 

peut altérer le transport axonal de vésicules positives à VAMP7. 

DaŶs l’eŶseŵďle, 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’iŵpoƌtaŶĐe 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). 

 αTaTϭ-GFP, αTaTϭ 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 uŶ Đadeau d’AŶdƌé Soďel ;INSE‘M, Paƌis, FƌaŶĐeͿ 
 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 pouƌ l’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe soŶt 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 Đhoiǆ des sites de ƌestƌiĐtioŶ pouƌ le tƌaiteŵeŶt de l’iŶseƌt et du plasmide ont été 

réfléchit pouƌ ĐhaƋue ĐoŶstƌuĐtioŶ daŶs le ďut d’optiŵiseƌ les iŶseƌtioŶs des fƌagŵeŶts et 
leurs productions. Les inserts de spastine ont été produits en grande quantité par PCR puis 

purifiés suƌ gel. La ďaŶde ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’iŶseƌt a été isolée et puƌifiée eŶ utilisant le kit 

« GeneJet Extraction Kit » ;TheƌŵosĐieŶtifiĐͿ. L’iŶseƌt est eŶsuite digéƌé Ϯh à ϯϳ°C, grâce à 

l’usage d’eŶzǇŵes de ƌestƌiĐtioŶ spéĐifiƋues ;Fast digest eŶzǇŵes, FeƌŵeŶtasͿ et puƌifié suƌ 
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 

eŶzǇŵes de ƌestƌiĐtioŶ utilisées pouƌ l’iŶseƌt, puis puƌifiés aveĐ  le kit « GeneJet Extraction 

Kit » (Thermoscientific). Enfin, la ligation avec un kit T4 DNA ligase (2h à température 

aŵďiaŶte, TheƌŵosĐieŶtifiĐͿ a peƌŵis la fusioŶ de l’iŶseƌt daŶs le plasŵide ;voiƌ 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’iŶseƌtioŶ d’uŶ fƌagŵeŶt ADN au seiŶ d’uŶ plasŵide.  
Le plasŵide doŶŶeuƌ ĐoŵpƌeŶd la sĠƋueŶĐe d’ADN d’iŶtĠƌġt ;eŶ eǆeŵple iĐi YGOI eŶ jauŶeͿ. La digestioŶ paƌ des 
eŶzǇŵes de ƌestƌiĐtioŶs spĠĐifiƋues ;EĐoRϭ et NotϭͿ peƌŵet l’ouveƌtuƌe du plasŵide doŶŶeuƌ et l’isolatioŶ de l’ADN 
d’iŶtĠƌġt, ŵais Đoupe ĠgaleŵeŶt le plasŵide ƌeĐeveuƌ. L’Ġtape de ligatioŶ et la siŵilitude des sites de Đoupes utilisĠs 
peƌŵetteŶt l’iŶseƌtioŶ fiŶale daŶs le plasŵide Điďle. 
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ii. Amplification : Maxipréparation d’ADN plasmidique 

La transformation bactérienne est une technique couramment utilisée pour produire un 

gğŶe ou uŶe pƌotéiŶe d’iŶtéƌġt eŶ utilisaŶt uŶe populatioŶ de ďaĐtéƌies. L’iŶĐuďatioŶ des 
bactéries dans un milieu riche en cations, ainsi que le traitement au froid et le choc 

theƌŵiƋue, affeĐteŶt la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe pouƌ peƌŵettƌe l’eŶtƌée de l’ADN. La pƌéseŶĐe 
des cations permet de moduler la charge négative de la membrane bactérienne et 

d’eŶtƌaîŶeƌ l’aĐĐƌoĐhage de l’ADN, lui aussi Đhaƌgé ŶégativeŵeŶt. L’iŶĐuďatioŶ daŶs la glace 

peƌŵet de fƌagiliseƌ la stƌuĐtuƌe de la ŵeŵďƌaŶe, et doŶĐ poteŶtialiseƌ l’effet des ĐatioŶs. Le 
ĐhoĐ theƌŵiƋue foƌĐe l’eŶtƌée de l’ADN au tƌaveƌs de la ŵeŵďƌaŶe eŶdoŵŵagée. 

Dans un premier temps, nous avons réalisé une étape de transformation des ďaĐtéƌies DHϱα 

(Thermofischer), bactéries de clonage choisies pour leurs capacités à répliquer une grosse 

ƋuaŶtité 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 

agitatioŶ ;ϮϮϱ ƌpŵͿ à ϯϳ°C peŶdaŶt ϭ heuƌe. L’étape d’eŶseŵeŶĐeŵeŶt ĐoŶsiste à étaleƌ uŶe 
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’iŶĐuďeƌ ϭϲh 
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’aŵpiĐilliŶe, les ďactéries sont mises à croître pendant 16h à 

37°C. Les cultures sont ensuite centrifugées à 4000 x g à ϰ°C peŶdaŶt ϭϬ ŵiŶutes, 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 ligŶées épithéliales pƌoveŶaŶt d’uŶ ĐaƌĐiŶoŵe utéƌiŶ 
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 oŶt été Đultivées daŶs uŶ ŵilieu DulďeĐĐo’s ŵodified Eagle ;DMEM ϭX, Theƌŵofisher) 

supplémenté de 1% de Pénicilline-Streptavidine (100 unités/mL, Invitrogen) et de 10% de 

Séƌuŵ de veau fœtal ;SVF, IŶvitƌogeŶͿ, ŵaiŶteŶues daŶs uŶ iŶĐuďateuƌ aveĐ ϭϬϬ% 
d’huŵidité, ϱ% COϮ et à ϯϳ°C. Les passages sont réalisés régulièrement via un lavage au PBS 

1X (GIBCO) et une incubation ϱ’ à ϯϳ° daŶs ϭ mL de Trypsine (Tryplex de Thermofischer). La 

tƌǇpsiŶe est uŶe pƌotéase Đapaďle de Đliveƌ les pƌotéiŶes ŵeŵďƌaŶaiƌes d’adhésioŶ et doŶĐ 
d’iŶduiƌe le détaĐheŵeŶt des Đellules. 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 

Pouƌ les pƌotoĐoles d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐes et de vidéoŵiĐƌosĐopie, les Đellules HeLa oŶt été 
déposées sur des lamelles de verres (12 mm et 30 mmͿ pƌéalaďleŵeŶt ŶettoǇées à l’éthaŶol 
100%. Pouƌ les pƌotoĐoles de WesteƌŶ ďlot et d’iŵŵuŶopƌéĐipitatioŶ, les Đellules HeLa soŶt 
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 

ŵoiŶs à ϳϬ% de ĐoŶflueŶĐe, les tƌaŶsfeĐtioŶs oŶt été ƌéalisées à l’aide de LipofeĐtaŵiŶe 
ϮϬϬϬ ;Life TeĐhŶologiesͿ. C’est uŶ ageŶt de tƌaŶsfeĐtioŶ ĐatioŶiƋue Ƌui peƌŵet d’iŶĐoƌpoƌeƌ 
le plasmide conteŶaŶt l’ADN au seiŶ de liposoŵes. Le Đoŵpleǆe plasŵide-liposome est 

chargé positivement tandis que la membrane de la cellule est chargée négativement, ce qui 

entraîne l’eŶdoĐǇtose. UŶe fois Đe Đoŵpleǆe eŶtƌé à l’iŶtéƌieuƌ de la Đellule, 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 entraîŶeƌ uŶe suƌeǆpƌessioŶ de la pƌotéiŶe d’iŶtéƌġt. 
 

Expérience Voluŵe 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), ĐoŵplétaŶt l’effet ĐatioŶiƋue de la lipofeĐtaŵiŶe. SeloŶ le pƌotoĐole développé 
par le fabricant (voir Figure 23, p.62), la première étape est de séparer la lipofectamine et 

l’ADN  ĐhaĐuŶ daŶs uŶe ŵoitié de voluŵe fiŶal ;pouƌ les voluŵes voiƌ 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 

heuƌes d’iŶĐuďatioŶ à ϯϳ°C, Ŷous avoŶs ĐhaŶgé le ŵilieu de culture afin de permettre aux 

Đellules de ƌéĐupéƌeƌ peŶdaŶt ϭϲ heuƌes daŶs l’iŶĐuďateuƌ. 
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Figure 23 : Protocole de transfection des cellules avec la Lipofectamine2000 (Invitrogen). 

 

ii. Immunofluorescence  

Les cellules ont été fixées apƌğs Đe teŵps d’atteŶte paƌ 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 systèŵes eŶzǇŵatiƋues et aiŶsi d’éviteƌ toute ŵodifiĐatioŶ stƌuĐtuƌelle des 
cellules.  

 

Les cellules ont été lavées ϯ fois au PBS ϭX et peƌŵéaďilisées ϭϱ’ 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 

fƌagiliseƌ la ŵeŵďƌaŶe des Đellules, peƌŵettaŶt 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 ďloƋuées ϯϬ’ 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’aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe a été pƌépaƌé daŶs ϱϬ µL de tampon de PBS 1X contenant 0.125% de 

gélatine, et les cellules ont été iŶĐuďées suƌ des gouttes d’aŶtiĐoƌps suƌ uŶ parafilm dans un 

environnement humide pendant 16 heures à 4°C. Après 3 lavages au tampon de PBS 1X 

ĐoŶteŶaŶt Ϭ.ϭϮϱ% de gélatiŶe, l’iŶĐuďatioŶ seĐoŶdaiƌe 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’iŶhiďiteuƌ 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’iŶhiďeƌ l’aĐtivité des pƌotéases et doŶĐ de pƌotégeƌ les pƌotéiŶes Ƌue l’oŶ souhaite eǆtƌaiƌe 
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 ĐoloƌiŵétƌiƋue est ďasé suƌ le ĐhaŶgeŵeŶt d’aďsoƌďaŶĐe  du ďleu de Cooŵassie 
(qui compose le Dye Reagent utilisé dans nos expériences) après interaction avec des acides 

aminés basiques ;daŶs le Đas d’uŶ dosage d’ADN ou d’A‘NͿ et des ƌésidus hydrophobes 

;daŶs le Đas d’uŶ dosage pƌotéiƋueͿ. La gaŵŵe étaloŶ a été pƌépaƌée à paƌtiƌ de 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ĐƌoissaŶte d’alďuŵiŶe de séƌuŵ ďoviŶ ;BSA, SigŵaͿ, daŶs uŶ taŵpoŶ de DǇe 
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 afiŶ de sépaƌeƌ les pƌotéiŶes sous l’iŶflueŶĐe d’uŶ Đhaŵp éleĐtƌiƋue. Le 
pouƌĐeŶtage d’aĐƌǇlaŵide ĐoŶteŶu daŶs le gel iŶflue suƌ la taille des poƌes ;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 retenuesͿ. Loƌs d’uŶe éleĐtƌophoƌğse, la ŵigƌatioŶ des 
protéines se fait en fonction de leurs charges électriques mais aussi de leurs tailles. La 

pƌéseŶĐe d’uŶ déteƌgeŶt foƌt Đoŵŵe le SDS daŶs les difféƌeŶtes 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 ϭϮ% d’aĐƌǇlaŵide pƌépaƌés pouƌ Đes eǆpéƌieŶĐes ĐoŵpoƌteŶt deuǆ 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.Ϯϱ ŵl d’aĐƌǇlaŵide ϯϬ%, ϱ.ϴϮ ŵL d’eau 
démiŶéƌalisé, ϴϬ µL d’APS ϭϬ%, ϭϬ 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’aĐƌǇlaŵide ϯϬ%, ϯ ŵL d’eau déŵiŶéƌalisé, ϰϬ µL d’APS ϭϬ% et ϭϬ 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 ĐoloƌaŶt d’éĐhaŶtilloŶ (Thermoscientific) supplémenté 

eŶ dithiothƌéitol ;DTT,Ϳ. L’éďullitioŶ peƌŵet de déŶatuƌeƌ les pƌotéiŶes eŶ ďƌisaŶt les liaisoŶs 
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’aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe est iŶĐuďé toute la Ŷuit à ϰ°C daŶs uŶ taŵpoŶ de TBS ϭX 
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 aveĐ l’aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe avaŶt d’ġtƌe sĐaŶŶé pouƌ ƌévéler 

le signal fluorescent. 

 

iv. Extraction d’ARN .  

L’eǆtƌaĐtioŶ d’A‘N a été ƌéalisée 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’isopƌopaŶol. Apƌğs 
une nouvelle centrifugation à 12000 rpm, 10 minutes à 4°C, le culot est lavé avec une 

solutioŶ à fƌoid ĐoŶteŶaŶt ϳϱ% d’EthaŶol. UŶe 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 véƌifieƌ paƌ ŵigƌatioŶ suƌ gel d’aggaƌose ϭ% la Ƌualité de l’eǆtƌaĐtioŶ. 
 

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’uŶe séƋueŶĐe 
aďeƌƌaŶte de ϭ.ϴ kď ŶuĐléotides iŶaĐtivaŶt l’eǆpƌessioŶ géŶiƋue. 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 deuǆ fois aveĐ de l’eau stéƌile. Ces tissus oŶt eŶsuite été iŶĐuďés daŶs uŶ 
tampon kit KAPA (cliniscience), mit à lysés ϭϱ’ à ϳϱ°C suivit d’uŶe étape d’iŶaĐtivatioŶ des 
pƌotéases ϱ’ à ϵϱ°C. Les eǆtƌaits oŶt eŶsuite été voƌteǆés et ĐeŶtƌifugés afiŶ d’éliŵiŶeƌ 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 ϳF, Ϯ µL d’oligo ϳ‘ ;ĐoŵŵuŶ auǆ deuǆ gğŶesͿ, ϭ µl 

d’oligo  ϰFϮ, Ϭ.ϯϱ µL de MgCl2, 7.15 µL d’eau stéƌile, ϭ µg d’ADN. EŶ suivaŶt le pƌotoĐole 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’aĐtioŶ de l’éthaŶol suƌ la ĐaƌďoglaĐe. Apƌğs véƌifiĐatioŶ de l’aďseŶĐe de ƌéfleǆes, l’aďdoŵeŶ 

de l’aŶiŵal a été stérilisés à l’éthaŶol et les eŵďƌǇoŶs oŶt été dégagés et pƌélevés. 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 pouƌ ƌéaliseƌ uŶ géŶotǇpage des iŶdividus eŶ paƌallğle de l’eǆtƌaĐtioŶ des ŶeuƌoŶes 
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 : ϭϬ% d’HBSS ϭϬX, Ϭ.ϱ% 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 Ϭ.Ϯϱ% daŶs l’HBSS ;TheƌŵofisĐher) 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 deuǆ fois daŶs ϱ ŵl d’HBSS ϭX peŶdaŶt Ϯ 
minutes, en prenant soin de ne pas léser les tissus. L’iŶdividualisation des cortex a été 

réalisée en ajoutant 300 µL de DNAse 10 mg/mL (Roche) dans 3 mL d’HBSS ϭX peŶdaŶt ϱ 
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’aĐide 
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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 

diveƌge Ƌue paƌ la ŶéĐessité d’utiliseƌ des ƋuaŶtités plus faiďle 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’astƌoĐǇtes de souƌis. Ces Đellules de soutieŶ des ŶeuƌoŶes, pƌélevées 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 

peƌŵet d’oďteŶiƌ uŶ Ŷoŵďƌe suffisaŶt de Đellules tƌansfectées et qui ont été utilisées dans 

Ŷos études. Apƌğs uŶ teŵps d’iŶĐuďatioŶ de ϭϲ à ϮϬh, les ŶeuƌoŶes oŶt été utilisés pouƌ 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 aǆoŶauǆ, l’uŶ des ŵaƌƋueuƌs 
pathologiques rapportés pour ce type de pathologie, laisse penser à une perturbation du 

transport axonal. Nous souhaitons étudier l’iŵpaĐt Ƌue peut avoiƌ la suƌeǆpƌessioŶ 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 uŶ foƌŵidaďle outil d’iŶvestigatioŶ peƌŵettaŶt de 
se ƌappƌoĐheƌ d’uŶ Đadƌe pathologiƋue. MalheuƌeuseŵeŶt, le tauǆ de tƌaŶsfeĐtioŶ Ŷe 
peƌŵet pas d’étudieƌ ƌapideŵeŶt tous Ŷos poiŶts Đlés. Les Đellules HeLa oŶt peƌŵis, 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. MuŶi d’uŶ oďjeĐtif et d’uŶ oculaire, le dispositif 

gƌossis l’iŵage d’uŶ oďjet ;le tǇpe d’oďjeĐtif ĐaƌaĐtéƌise soŶ gƌossisseŵeŶtͿ et sépaƌe les 
détails de l’iŵage ;seloŶ le pouvoiƌ de ƌésolutioŶͿ. L’illuŵiŶatioŶ d’uŶe ŵoléĐule 
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’autƌes teĐhŶiƋues d’iŵageƌie. 
 

Nos ĐoŶstƌuĐtioŶs possédaŶt uŶ gƌoupeŵeŶt GFP, Ŷous Ŷ’avoŶs pas ďesoiŶ d’utiliseƌ 
d’aŶtiĐoƌps pouƌ les ƌévéleƌ. Le sigŶal veƌt Ŷous peƌŵet de visualiseƌ spéĐifiƋueŵeŶt la 
localisation de la protéine hexogène et le marquage de tuďuliŶe Ŷous a peƌŵit d’étudieƌ la 
capacité de clivage.  

 

 
Figure 26 : SĐhĠŵa d’uŶ ŵiĐƌosĐope à ĠpifluoƌesĐeŶĐe ;Đollğge ŶatioŶal des eŶseigŶaŶts et pƌatiĐieŶs de gĠŶĠtiƋue 
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’uŶ oďjeĐtif NikoŶ ϲϬX à iŵŵeƌsioŶ à huile, d’uŶe 
souƌĐe d’illuŵiŶatioŶ NikoŶ C-HGFI, d’uŶe Đhaŵďƌe ϭ.ϲX ;peƌŵettaŶt le gƌossisseŵeŶt 
d’iŵagesͿ, et d’uŶe Đaŵéƌa digitale Neo-sCMOS (ANDOR). Contrairement à 

l’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe, la pƌise d’iŵages successives  permet de visualiser certains effets 

biologiques du vivaŶt Đoŵŵe le tƌaŶspoƌt de vésiĐules le loŶg de l’aǆoŶe. 

 

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 Ŷ’oŶt pas été ďloƋués à la PFA. Après 16 à 24h, les lamelles de neurones ont 

été montées dans un milieu Krebs-Ringer-Hepes modifié et peƌŵettaŶt l’oďseƌvatioŶ : 135 

mM NaCl, 2,5 mM de KCl, 1,2 mM de MgCl, Ϯ ŵM de CaCl, ϮϬ ŵM d’HEPES 11,1 mM de 

glucose, le tout à pH 7,4. La teŵpéƌatuƌe est ĐoŶtƌôlée paƌ iŶjeĐtioŶ d’aiƌ Đhaud ;ϯϳ°CͿ. La 
puissaŶĐe de la souƌĐe d’eǆpositioŶ a été ƌéglée au plus bas pour réduire la phototoxicité.  

 

Après avoir isolé un ŶeuƌoŶe d’iŶtéƌġt, Ŷous avoŶs laŶĐé la pƌise d’iŵage suƌ uŶ uŶiƋue ĐaŶal 
(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 

ϱ ŵiŶutesͿ. Pouƌ l’étude de l’iŵpaĐt de l’eǆpƌessioŶ de la spastiŶe ŵutée suƌ le tƌaŶspoƌt 
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 

aveĐ uŶe pƌise d’iŵage toute les ϱ seĐoŶdes peŶdaŶt plusieuƌs heuƌes. Ce tǇpe de 
vidéomicroscopie a nécessité une traŶsfeĐtioŶ et uŶe pƌise d’iŵage 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’aǆoŶeͿ pouƌ uŶe 
longueur moyenne de 100 µm. 

Les fluorochromes des anticorps secondaires ont été choisi de sorte à ce que les spectres 

d’eǆĐitatioŶ et d’éŵissioŶ de ĐhaĐuŶ Ŷe se supeƌposeŶt pas. Il est aloƌs possiďle de lier 

l’iŶtensité de signal fluorescent au Ŷoŵďƌe d’aŶtiĐoƌps fiǆés suƌ l’éĐhaŶtilloŶ et de pƌoposeƌ 
uŶe ƋuaŶtifiĐatioŶ d’uŶ sigŶal pƌéĐis. CepeŶdaŶt, il faut ŵiŶiŵiseƌ les vaƌiaďles de 
fluoƌesĐeŶĐe loƌs de l’aĐƋuisitioŶ, eŶ utilisaŶt les ŵġŵes paƌaŵğtƌes d’aĐƋuisitioŶ et eŶ 
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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’iŵŵuŶofluorescence et de vidéomicroscopie : 

 Immunofluorescence, traitement sur le logiciel MetaMorph : les zoŶes d’iŶtéƌġts 
oŶt été défiŶies suƌ le ŵiĐƌosĐope loƌs de l’oďseƌvation. Pour chaque zone, plusieurs 

images ont été prises correspondantes aux différents canaux de fluorescences (voir 

Figure 27, ci-dessousͿ. L’étude de Đes iŵages passe paƌ le tƌaiteŵeŶt eŶ paƌallğle de 
chacun des canaux de fluorescence. Nous avons calibré le lien entre la distance en 

µm et la valeur en pixels du sigŶal de l’iŵage. Ce ratio évolue seloŶ l’oďjeĐtif et le 
microscope utilisé (exemple pour nos travaux : Nikon 60x = 0.11 µm par pixel ; Nikon 

60x15 = 0.07 µm par pixel). Le ĐoŶtouƌ de ĐhaƋue Đellule a été tƌaĐé aveĐ l’outil 
correspondant, et le logiciel a automatiquement extrait la valeur de fluorescence 

correspondante. Le tƌaŶsfeƌt des zoŶes dessiŶées d’uŶe iŵage à l’autƌe peƌŵet 
d’eǆtƌaiƌe la valeuƌ de fluoƌesĐeŶĐe de chaque canal en conservant des paramètres 

identiques. Une fois extraite, les données sont regroupées sur une feuille Excel et 

filtrées seloŶ l’eǆpƌessioŶ ;Đellules positives, P+Ϳ ou ŶoŶ ;Đellules 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 = 
௩��௘௨௥௦ �∗ଵ଴଴ெ௢�௘௡௡௘ ሺ௩��௘௨௥௦ ௗ௘ ேሻ. Les données 

sont enfin rassemblées dans un fichier GraphPad Prism et forment les différentes 

figures de cette thèse 
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Figure 27 : Eǆeŵple de ƋuaŶtifiĐatioŶ du sigŶal d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe. 
L’iŵage de gauĐhe ŵoŶtƌe les Đellules positives à la spastiŶe Mϴϱ-GFP, celle de droite le signal de la tubuline totale. La 
ƋuaŶtifiĐatioŶ Ŷous peƌŵet d’isoleƌ les valeuƌs 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 faiƌe uŶ ƌatio de l’iŶteŶsité de fluoƌesĐeŶĐe de la 
tubuline acétylée en fonction des autres MPTs. Après avoir soustrait le bruit de fond, 

l’iŶteŶsité de la tuďuliŶe a été ŵesuƌée depuis le Đoƌps Đellulaiƌe jusƋu’au ĐôŶe de 
ĐƌoissaŶĐe. Le Ŷoŵďƌe d’aǆoŶes 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’aďoƌd été calibrés sur MetaMorph 

de la même manière que décrites précédemment. Une ligne a été tracée le long de 

l’aǆoŶe 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’iŶĐliŶaisoŶ de la ƌepƌéseŶtatioŶ 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 Đoŵposés et d’eǆtƌaiƌe Đes valeuƌs. Les doŶŶées oŶt été ƌasseŵďlées daŶs uŶ 
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 ŶeuƌoŶes difféƌeŶtes. Les Ŷoŵďƌes de ŶeuƌoŶes aŶalǇsés ;NͿ et d’oďjets tƌaƋués 
(n) sont indiqués sur les figures. 

  

 

Figure 28 : Deux exemples de kymographe utilisés dans cette expérience. 

 

 QuaŶtifieƌ le Ŷiveau d’eǆpƌessioŶ 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 

sigŶal, et d’eǆtƌaiƌe la valeuƌ d’iŶteŶsité 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 ŶeuƌoŶes dépouƌvus de SPGϰ, l’aďseŶĐe 
de spastine a été corrélée à une réduction du nombre de MTs dynamiques (Fassier et al. 

2013) et à uŶe augŵeŶtatioŶ de l’aĐétǇlatioŶ 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 suƌ l’eŶƌiĐhisseŵeŶt 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 jusƋu’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 

tƌaŶspoƌt d’autƌes Đoŵposés. De plus, la grande taille des mitochondries complexifie leurs 

prises en charge par des moteurs moléculaires lors du transport axonal. Nous avons donc 

Đhoisi d’étudieƌ des pƌotéiŶes plus petites, dont le transport serait plus dynamique, comme 

les v-SNARE VAMP7 et VAMP2. Les protéines v-SNARE et t-SNA‘E soŶt Đapaďles d’iŶteƌagiƌ 
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’aǆoŶe (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’oďjeĐtif de la première partie de mes travaux a été d’éĐlaiƌĐiƌ l’iŵpaĐt d’uŶe ƌéduĐtioŶ 
d’aĐtivité 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 

transpoƌt de Đoŵposés le loŶg de l’aǆoŶe des ŶeuƌoŶes. Notƌe pƌeŵiğƌe aŶalǇse a été de 
vérifier les niveaux d’eǆpƌessioŶ 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’aĐétǇlatioŶ de la tubuline dans les neurones SPG4-KO comparé aux 

niveau mesuré dans les neurones témoins. À l’iŶveƌse, les niveaux de tubulines totales, de 

tubulines tyrosinées ou de tubulines détyrosinées Ŷe soŶt pas affeĐtés paƌ l’aďseŶĐe 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 (Ϳ. Il Ŷ’Ǉ a pas d’iŵpaĐt de l’aďseŶĐe de la spastiŶe 
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. 

 

AfiŶ d’évalueƌ et de ƋuaŶtifieƌ le degƌé d’aĐétǇlatioŶ des ŶeuƌoŶes SPGϰ-KO, nous avons 

traités des neurones témoins avec difféƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’iŶhiďiteuƌ de désaĐétǇlase 
(TSA). Ce tƌaiteŵeŶt est ĐoŶŶu pouƌ augŵeŶteƌ les Ŷiveauǆ d’aĐétǇlatioŶ de la tubuline dans 

différents modèles cellulaires y compris les neurones (Dompierre et al. 2007), modèle dans 

leƋuel l’aĐétǇlatioŶ est finement régulée. Même à la plus faible concentration (100 nM), le 

Ŷiveau d’aĐétǇlation 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’aĐétǇlatioŶ iŶduit 
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’aĐĠtǇlatioŶ de la tubuline observé dans des neurones SPKG4-KO est plus faiďle Ƌu’uŶe aĐĠtǇlatioŶ iŶduite 
par un traitement à la TSA. 

Le traitement à la TSA entraîne uŶe iŶhiďitioŶ de l’eŶseŵďle des enzymes HDAC de la cellule. Le Ŷiveau d’aĐĠtǇlation 
induit par ce traitement est plus élevé que celui lié à l’aďseŶĐe de spastiŶe, laissaŶt supposeƌ uŶ Ŷiveau iŶteƌŵĠdiaiƌe 
d’aĐĠtǇlatioŶ. 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’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐes et ƋuaŶtifié les ƌatios de MPTs. De façoŶ siŵilaiƌe, l’aĐétǇlatioŶ est 
spécifiquement augmentée comparée aux autres MPTs qui ne montrent pas de 

changements significatifs (voir Figure 31, p.77). 



Page 77 sur 144 
 
 

 

 

Figure 31 : Conformément à nos résultats obtenus en Western Blot, l’aďseŶĐe d’eǆpƌessioŶ de la spastiŶe augmente 
l’aĐĠtǇlatioŶ (échelle = 20 µm). 

La hausse du niveau d’aĐĠtǇlatioŶ daŶs l’aǆoŶe et la ƌepƌoduĐtiďilitĠ paƌ la TSA soŶt siŵilaiƌes 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’aďseŶĐe d’eǆpƌessioŶ de spastiŶe Ŷ’a pas d’effet suƌ l’eǆpƌessioŶ de pƌotéiŶe Đoŵŵe la 
stathmine ou la p60 katanine, alors que leurs niveaux sont altéƌés daŶs d’autƌes ŵodğles 
cellulaires (Abrahamsen et al. 2013; Havlicek et al. 2014). De ŵġŵe, l’haploiŶsuffisaŶĐe de 
spastiŶe Ŷ’affeĐte pas le Ŷiveau ďasal de ŵoteuƌ ŵoléĐulaiƌe 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 ƌégulatioŶ de l’aĐétǇlatioŶ de la 
tubuline qui peut être liée à une augmentation de la stabilité du réseau de microtubules 

daŶs l’aǆoŶe des ŶeuƌoŶes SPGϰ-KO.  

 

 

Figure 32 : L’aďseŶĐe de pƌoduĐtioŶ de la SpastiŶe Ŷe seŵďle pas iŶflueŶĐeƌ le Ŷiveau d’eǆpƌessioŶ d’autƌes pƌotĠiŶes 
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’augŵeŶtatioŶ d’aĐétǇlatioŶ de la tuďuliŶe-α a été ƌappoƌtée Đoŵŵe faĐteuƌ positif pouƌ 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 avoŶs égaleŵeŶt étudié le tƌaŶspoƌt des ŵitoĐhoŶdƌies, doŶt la vitesse Ŷ’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 Ŷous peƌŵetteŶt d’ideŶtifieƌ l’aǆoŶe et d’Ǉ tƌaĐeƌ uŶ 
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’aĐétǇlatioŶ 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, Ŷ’iŶfluent 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 paƌ le ďiais de l’augŵeŶtatioŶ 
de l’aĐĠtǇlatioŶ.  
Vitesse moyenne du transport antérograde ou rétrograde des neurones contrôles ou dépourvus de spastine (A). Le 
tƌaŶspoƌt aŶtĠƌogƌade est sĠleĐtiveŵeŶt augŵeŶtĠ paƌ l’aďseŶĐe de spastine dans les neurones SPG4-KO. L’aĐĠtǇlatioŶ 
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’aĐĠtǇlatioŶ iŶduite 
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 tƌaŶspoƌt aŶtéƌogƌade et ƌétƌogƌade de VAMPϮ Ŷ’est pas 
augmentée dans les neurones SPG4-KO comparés aux neurones témoins. Le traitement TSA 

Ŷ’augŵeŶte Ƌue le tƌaŶspoƌt ƌétƌogƌade (voir Figure 35a).  De plus, ni ce traitement ni 

l’aďseŶĐe de spastine ne modifient la proportion de vésicules positives à VAMP2 

tƌaŶspoƌtées daŶs uŶ seŶs ou daŶs l’autƌe (voir Figure 35b). 
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Figure 35 : Le tƌaŶspoƌt de VAMPϮ Ŷ’est pas affeĐtĠ paƌ l’aĐĠtǇlatioŶ iŶduite paƌ l’aďseŶĐe de spastiŶe.  
Moyenne de vitesse du transport antérograde et rétrograde de VAMP2 des neurones témoins et SPG4-KO (A). 
L’aĐĠtǇlatioŶ Ŷ’a auĐuŶ effet suƌ la vitesse de tƌaŶspoƌt de VAMPϮ. Pourcentage de vésicules activement transportées en 
antérograde ou en rétrograde (B). L’aĐĠtǇlatioŶ Ŷ’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 Ŷ’avons donc analysé que les mitochondries dont le mouvement était clair 

(voir Figure 36a, p.83). La vitesse moyenne de tƌaŶspoƌt des ŵitoĐhoŶdƌies Ŷ’est pas 
affeĐtée paƌ l’aďseŶĐe de spastine (voir Figure 36b et c) ni par le traitement TSA. En effet, il 
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Ŷ’Ǉ a auĐuŶe difféƌeŶĐe sigŶifiĐative eŶtƌe le tƌaŶspoƌt aŶtéƌogƌade ou ƌétƌogƌade des 

neurones SPG4-KO comparé aux valeurs obtenues dans les neurones témoins. Nous Ŷ’avoŶs 
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 

aŶtéƌogƌade/ƌétƌogƌade, ŵalheuƌeuseŵeŶt Ŷos ƌésultats Ŷe peƌŵetteŶt pas d’oďteŶiƌ uŶe 
valeur significative permettant de trancher clairement sur ce point. 

 

 

Figure 36 : La dĠplĠtioŶ de spastiŶe Ŷ’a pas d’effet suƌ le tƌaŶspoƌt 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 ƌĠtƌogƌade Ŷ’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 réduĐtioŶ d’eǆpƌessioŶ de la spastiŶe a uŶ effet spéĐifiƋue suƌ 
le transport antérograde de vésicules positives à VAMP7. Aucun effet Ŷ’a été ĐoŶstaté 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’aĐétǇlatioŶ paƌ ce biais accrois également le transport rétrograde de VAMP7 tout 

comme celui de VAMP2. 

 

c. Effets des drogues ciblant les MTs ȋMTAȌ sur l’homéos tasie 

neuronale et sur le transport axonal  

Le pƌiŶĐipal phéŶotǇpe pathologiƋue étudié est l’appaƌitioŶ 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 

Ŷoŵďƌe d’eǆtƌéŵité 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 
ŵiĐƌotuďules ;vitesse des Đoŵğtes EBϯͿ Ŷ’est pas affeĐtĠe paƌ l’aďseŶĐe de spastiŶe 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 loŶg de l’aǆoŶe. BieŶ Ƌu’agissaŶt paƌ des ŵéĐaŶisŵes ŵoléĐulaiƌes difféƌeŶts, ils 
contƌiďueŶt tous deuǆ à l’augŵeŶtatioŶ du ƌatio tuďuliŶe aĐétǇlée/tǇƌosiŶée via la ƌéduĐtioŶ 
du niveau de tubuline tyrosinée (voir Figure 40, p.88Ϳ. CepeŶdaŶt, l’augŵeŶtatioŶ du ƌatio 
tubuline acétylée/tyrosinée est bien plus importante avec le Taxol. DaŶs l’eŶseŵďle, Đes 
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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’ĠƋuiliďƌe des MPTs daŶs l’aǆoŶe. 
Immunofluorescence du signal  de tubuline acétylée et tyrosinée dans les axones des neurones témoins (A) et SPG4-KO 
(B). Le Taxol augŵeŶte l’aĐĠtǇlatioŶ et ƌĠduit la tǇƌosiŶatioŶ de la tuďuliŶe. Le Nocodazole réduit plus fortement le 
Ŷiveau de tǇƌosiŶatioŶ Ƌue Đelui d’aĐĠtǇlatioŶ, ĐoŶtƌiďuaŶt à l’augŵeŶtatioŶ du ƌatio. Quantification du ratio de tubuline 
acétylée/tyrosinée (C) des iŵages d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe. Expérience de Western Blot confirmant nos résultats obtenus 
en immunofluorescence (D). Quantification des ratios de tubuline acétylée/tyrosinée (E) ou de tubuline aĐĠtǇlĠe/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’iŵpaĐt de Đes 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 

Đoƌƌige doŶĐ pas l’augŵeŶtatioŶ de vitesse iŶduite paƌ l’aďseŶĐe de spastiŶe, ŵais pousse 
cet effet en augmentant le transport rétrograde, de la même manière que le traitement TSA 

induirait les deuǆ tǇpes d’augŵeŶtations. 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 doŶŶées Ŷ’oŶt ŵoŶtƌé 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 aŶtéƌogƌade/ƌétƌogƌade Ŷ’a été oďseƌvée avec 

ces agents. 
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Figure 41 : Le Taxol Ŷe ĐoŵpeŶse pas l’augŵeŶtatioŶ de vitesse de tƌaŶspoƌt de VAMPϳ iŶduite paƌ l’aďseŶĐe de 
spastine.  

Le Taxol augŵeŶte le tƌaŶspoƌt aŶtĠƌogƌade ;AͿ et ƌĠtƌogƌade ;BͿ ŵais Ŷe Đoƌƌige pas l’effet de l’aďseŶĐe de spastiŶe. Le 
Taxol réduit la distance moyenne parcouru en antérograde dans les neurones SPG4-KO ;DͿ ŵais Ŷ’a pas d’effet suƌ le 
transport rétrograde (D). La pƌopoƌtioŶ des vĠsiĐules eŶ aŶtĠƌogƌade et ƌĠtƌogƌade Ŷ’est pas affeĐtĠe 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 tƌaités Ŷ’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 pouƌ eǆpliƋueƌ l’appaƌitioŶ de phéŶotǇpe pathologiƋue est le gaiŶ 
de fonction « pathologique » lié à la présence de la protéine mutée. Des études ont montré 

Ƌue l’eǆpƌessioŶ de certains mutants spastine s’aĐĐoŵpagŶeƌait de la foƌŵatioŶ de fagots de 

MTs (Erricoet al. 2002; Orso et al. 2005; Solowska et al. 2010; Solowska et al. 2014). A 

l’heuƌe aĐtuelle, il est diffiĐile d’opteƌ pouƌ l’uŶ ou l’autƌe de Đes deuǆ sĐéŶaƌios ou de 

mettre en avant des voies moléculaires particulières qui seraient impliquées dans 

l’appaƌitioŶ de phéŶotǇpes pathologiƋues. Le but de la seconde partie de mes travaux a ainsi 

été : 

 D’Ġtudieƌ la diffĠƌeŶĐe de loĐalisatioŶ Đellulaiƌe eŶtƌe des ĐoŶstƌuĐtioŶs 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 spastiŶe poƌteuse d’uŶe ŵġŵe ŵutatioŶ 

 

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’iŵpoƌtaŶĐe des doŵaiŶes de la spastine et plus 

particulièrement les domaines N-Terminal et AAA-ATPase. 

 Construction N-Ter : Elle nous a permis de montrer l’iŵpoƌtaŶĐe du doŵaiŶe 
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’évalueƌ l’iŵpoƌtaŶĐe de la Đassette 
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 

Ŷ’avoŶs pas appƌofoŶdis les ƌaisoŶs de Đette loĐalisatioŶ.  
 

 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 ƌeŵplaĐeŵeŶt d’uŶe cystéine par une tyrosine en 

positioŶ ϰϰϴ, au seiŶ du ŵotif de Walkeƌ B daŶs la Đassette AAA, eŵpġĐhe l’hǇdƌolǇse 
de l’ATP et ŵaiŶtieŶs la spastiŶe suƌ 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). Plusieuƌs tƌavauǆ se soŶt iŶtéƌessés à d’autƌes 
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 eŶ veƌt l’ĠtiƋuette 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 Ƌu’uŶe difféƌeŶĐe 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 eǆpliƋueƌ Đette difféƌeŶĐe d’effet. La 

construction M85 est dépourvue du domaine N-terminal et s’éteŶd 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’aďseŶĐe de doŵaiŶe AAA ou la présence de mutation C445Y empêchent la dégradation de 

l’ATP et ĐoŶduiseŶt à l’aďseŶĐe d’aĐtivité 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 

laƌgeŵeŶt péƌiŶuĐléaiƌe et ŵoŶtƌe uŶ ƌéseau plus Đoŵpleǆe de fagots Ƌui teŶdeŶt à s’affiŶeƌ 
et dispaƌaîtƌe ƌapideŵeŶt eŶ s’éloigŶaŶt. La foƌŵe M1∆ diffuse de manière plus homogène 

suƌ l’eŶseŵďle du ƌéseau Đellulaiƌe et foƌŵe l’eŶtƌelaĐeŵeŶt de MTs le plus iŵpoƌtaŶt. 
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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 Ƌu’ils oŶt foƌŵĠ (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 
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différence de localisation des isoformes, nous avons réalisé un marquage calréticuline, 

spécifique du réseau du RE. Le domaine N-terminal isolé est suffisaŶt pouƌ s’iŶséƌeƌ suƌ 
l’eŶseŵďle du ‘E d’uŶe Đellule saŶs distiŶĐtioŶ de loĐalisatioŶ (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∆ Ƌui Ŷ’a pas la Đassette AAA est Đapaďle de 
s’étaleƌ plus laƌgeŵeŶt suƌ l’eŶseŵďle de la cellule. Nous Ŷe savoŶs pas à l’heuƌe aĐtuelle si 
un lien existe entre le domaine N-TeƌŵiŶal et la Đassette AAA Ƌui peƌŵettƌait d’eǆpliƋueƌ 
cette différence. 
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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, fiǆĠes à ϭϲh et iŶĐuďĠes aveĐ l’aŶtiĐoƌps aŶti-
calreticuline (échelle = 20 µm). Le domaine hydrophobe seul (N-Ter) se localise de façon homogène dans la cellule, en 
suivaŶt le ƌĠseau du RE. Les fagots foƌŵĠs paƌ les ŵutaŶts ĐoloĐaliseŶt à la fois aveĐ le RE et les MTs, attestaŶt d’uŶ 
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 Ŷ’avoŶs 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’évolutioŶ (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). 

 

CoŶtƌaiƌeŵeŶt à uŶe Đellule HeLa Ƌui Ŷ’est Đoŵposée Ƌue d’uŶ Đoƌps Đellulaiƌe, les 
dǇŶaŵiƋues d’éĐhaŶges, 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 seiŶ des ŶeuƌoŶes jusƋu’à l’eŶtƌée de l’aǆoŶe. Nous Ŷ’avoŶs pas 
investigué plus en détail ce point en raison du faible taux de transfection de cette 

construction. A la difféƌeŶĐe des Đellules HeLa, Ŷous Ŷ’avoŶs pas oďseƌvé la foƌŵatioŶ de 
vésicules de types gouttelettes lipidiques. 
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Les marquages immunofluorescent de neurones corticaux de souris montrent que M1 est 

tout autaŶt eǆpƌiŵée daŶs le soŵa Ƌu’au Ŷiveau pƌoǆiŵal des deŶdƌites et au Ŷiveau distal 
daŶs l’aǆoŶe, ĐoŶfiƌŵaŶt la loĐalisatioŶ plus étalée déĐƌite suƌ Ŷos 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’aǆoŶe et des deŶdƌites ŵais seŵďleŶt ĐepeŶdaŶt de plus eŶ plus ƌestƌeiŶts aveĐ 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, 

supposaŶt des ŵéĐaŶisŵes d’adƌessage spéĐifiƋue. 
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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 vĠsiĐules s’ĠĐoulaŶt à 
l’eŶtƌĠe de l’aǆoŶe et eŶ uŶ sigŶal plus diffus au Ŷiveau du soŵa. La foƌŵe MϭCY est tƌğs ĐoŶĐeŶtƌĠe au Ŷiveau du soŵa 
et foƌŵe des patĐhes plus spĠĐifiƋues loƌsƋue l’oŶ s’ĠloigŶe le loŶg de l’aǆoŶe et des deŶdrites. Pour la spastine M85CY, 

le sigŶal dĠďute uŶ peu apƌğs l’eŶtƌĠe de l’aǆoŶe et se ĐoŶĐeŶtƌe foƌteŵeŶt le loŶg de Đelui-ci. Enfin la forme M1 est 
fortement présente au niveau des dendrites tout comme elle est adressée suƌ l’eŶseŵďle de l’aǆoŶe ; 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’aŶtiĐoƌps 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 Ƌue M85CY puisse décorer des MTs 

formés au niveau du centrosome et transportés activement pour atteindre la périphérie. A 

ces temps court, nous n’avoŶs pas oďseƌvé de fagots positifs à MϭCY Đe Ƌui suggère, au-delà 

des mécanismes de régulations, des dynamiques de formation de fagots et/ou d’adƌessage 
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’uŶ des points communs de ces deux constructions M1CY et M85CY est la capacité de 

clivage et d’aĐĐƌoĐhage auǆ MTs (White et al. 2007). Certaines MPTs, comme la 

polyglutaŵǇlatioŶ, oŶt ŵoŶtƌé uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs la ƌégulatioŶ de l’aĐtivité de Đlivage et 

de l’accrochage aux MTs (Valenstein et al. 2016; Zempel et al. 2015). Cependant le lien entre 

Đlivage et fiǆatioŶ Ŷ’est pas eŶĐoƌe ĐlaiƌeŵeŶt défiŶi. La loĐalisatioŶ de la spastiŶe MϭCY 
suggère une préférence de fixation avec des MTs plus vieux et stabilisés, comme les MTs 

acétylés très abondants dans la zone périnucléaire. Des études oŶt ŵoŶtƌés Ƌue l’aĐétǇlatioŶ 
Ŷ’avait pas d’effet suƌ la ĐapaĐité de Đlivage de la spastiŶe (Valenstein et al. 2016; Sudo et al. 

2010) ŵais le ƌôle de l’aĐétǇlatioŶ daŶs l’aĐĐƌoĐhage de la spastiŶe Ŷ’est pas Đlaiƌ. Nous 

avoŶs supposé Ƌue l’aĐétǇlatioŶ pouvait ġtƌe uŶ ŵaƌƋueuƌ daŶs la loĐalisatioŶ de Ŷos 
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 Ŷ’Ǉ a doŶĐ pas 
de lien fort montrant que les mutants colocalisent spécifiquement avec la tubuline acétylée. 

De plus, nous Ŷ’avoŶs pas oďseƌvé uŶe affiŶité difféƌeŶte 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, fiǆĠes apƌğs ϭϲh et ŵaƌƋuĠes aveĐ l’aŶtiĐoƌps 
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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Pouƌ ĐoŶfiƌŵeƌ Ƌue l’aĐétǇlatioŶ Ŷe participe pas à la régulation de la localisation de nos 

constructions mutées, nous avons augmenté ou diminué les niveaux de cette MPTs. Les 

tƌaiteŵeŶts phaƌŵaĐologiƋues oŶt peƌŵis d’iŶhiďeƌ spéĐifiƋueŵeŶt HDACϲ ;aveĐ la 
TuďaĐiŶeͿ ou plus laƌgeŵeŶt de ďloƋueƌ l’aĐtivité de l’eŶseŵďle des HDAC ;paƌ la 
Trichostatine A, TSA), augŵeŶtaŶt daŶs les deuǆ Đas l’aĐétǇlatioŶ. Dans les cellules HeLa (voir 

Figure 50, p.104), les constructions M1CY et M85CY ne sont pas délocalisées. De même, 

l’eǆpƌessioŶ d’HDACϲ et de lǇsiŶe ŵutée ŶoŶ aĐétǇlaďle daŶs les Đellules HeLa et les 
ŶeuƌoŶes ĐoƌtiĐauǆ Ŷ’oŶt pas ŵoŶtƌé d’effets sigŶifiĐatifs ;voir Figure 50 p.104 et Figure 51 

p.105). EŶ ĐoŶĐlusioŶ, Ŷos eǆpéƌieŶĐes suggğƌeŶt Ƌue l’aĐétǇlatioŶ des MTs Ŷ’est pas 
impliquée daŶs la ƌégulatioŶ de la fiǆatioŶ des ŵutaŶts spastiŶe et Ŷ’est pas suffisaŶte pouƌ 
expliquer la différence de localisation que nous avons observée entre nos isoformes M1CY et 

M85CY. 
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Figure 50 : L’altĠƌatioŶ des Ŷiveauǆ de tubuline acétylée ne modifie pas la localisation des constructions mutées de la 
spastine (échelle = 20 µm).  

A) Les cellules HeLa ont été traitées ϲh aveĐ la TSA ou la tuďaĐiŶe, fiǆĠes et iŶĐuďĠes aveĐ l’aŶtiĐoƌps aŶti-tubuline 
acétylée. Aucune de nos obseƌvatioŶs Ŷ’a peƌŵis de visualiseƌ ĐlaiƌeŵeŶt uŶe ŵodifiĐatioŶ du sigŶal de MϭCY ou de 
M85CY ; B) Les cellules ont été cotransfectées avec les spastines-GFP et des constructions HDAC-Flag active ou non, fixées 
apƌğs ϭϲh et iŶĐuďĠes aveĐ l’aŶtiĐoƌps aŶti-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 Ŷ’altğƌe pas la loĐalisatioŶ 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. AuĐuŶ effet suƌ la loĐalisatioŶ des ŵutaŶts Ŷ’a ĠtĠ oďseƌvĠ iĐi (échelle = 20 µm). 
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c. Les mutants spastine augmentent significativement le niveau 

d’acétylation des MTs .  

Mġŵe si l’aĐétǇlatioŶ Ŷ’est pas ƌespoŶsaďle de la loĐalisatioŶ spéĐifiƋue des ŵutaŶts, 
l’aďseŶĐe 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’IŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe et 
de Western Blot (voir Figure 52, p.107) montrent que la surexpression de mutants (M1CY, 

M85CY et M1∆) entraîne uŶe augŵeŶtatioŶ spéĐifiƋue de l’iŶteŶsité de la tuďuliŶe aĐétǇlée 

(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) Ŷ’ont été observées. Comme attendu, les formes 

sauvages réduisent fortement les niveaux des deux MPTs. Aucunes augmentations de la 

détyrosination ou de la polyglutamylation Ŷ’oŶt été oďseƌvés eŶ pƌéseŶĐe de ŵutaŶts daŶs 
Ŷos Đellules HeLa, ŵalgƌé l’usage de plusieuƌs aŶtiĐoƌps. Le Ŷiveau ďasal de Đes MPTs est tƌğs 

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 augŵeŶtatioŶ de l’aĐĠtǇlatioŶ 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’aŶtiĐoƌps aŶti-tubuline acétylée (échelle = 20 µm) ; B) QuaŶtifiĐatioŶ de l’iŶteŶsitĠ de sigŶal de la tuďuliŶe. 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 spastiŶe Ŷ’affeĐteŶt pas le Ŷiveau de tuďuliŶe tǇƌosiŶĠe. 

Les cellules HeLa ont été transfectées avec les constructions Spastine-GFP, fiǆĠes apƌğs ϭϲh et iŶĐuďĠes aveĐ l’aŶtiĐoƌps 
anti-tubuline tyrosinée (échelle = 20 µm). Contrairement à notre observation avec la tubuline acétylée (voir Figure 52, 

p.107Ϳ, le Ŷiveau de tuďuliŶe tǇƌosiŶĠe Ŷ’est pas affeĐtĠ paƌ la pƌĠseŶĐe de ŵutaŶts de la spastiŶe. 

 

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’aĐétǇlatioŶ de la tuďuliŶe est toujouƌs tƌğs élevée. Le maintien de l’aĐétǇlatioŶ à uŶ Ŷiveau 
anormal à long terme et sans compensation cellulaire pourrait amener à un gain de fonction 

pathologique. Cependant, Ŷous Ŷ’avoŶs pas oďseƌvé d’augŵeŶtatioŶ du Ŷiveau de tuďuliŶe 
acétylée dans nos neurones corticaux positifs pour des mutants spastine. Ceci pourrait être 
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eǆpliƋué paƌ le tƌğs haut Ŷiveau d’aĐétǇlatioŶ déjà pƌéseŶt daŶs les ŶeuƌoŶes et paƌ 
différents mécanismes de régulations de cette MPTs. 

 

 

Figure 54 : Les mutants spastine maintienneŶt leuƌs loĐalisatioŶs spĠĐifiƋues et l’augŵeŶtatioŶ d’aĐĠtǇlatioŶ 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 
ŵaiŶteŶues daŶs le teŵps. Les Ŷiveauǆ d’aĐĠtǇlatioŶ soŶt ĠgaleŵeŶt toujouƌs tƌğs ĠlevĠs, laissaŶt supposeƌ à uŶe 
absence de compensation. 

 

Deux enzymes sont principalement impliquées dans la ƌégulatioŶ de l’aĐétǇlatioŶ : une 

aĐétǇlase αTaT, et uŶe désaĐétǇlase HDACϲ. Nous avons testé l’effet d’un SiRNA contre 

αTAT, doŶt les effets suƌ l’aĐétǇlatioŶ soŶt déĐƌit daŶs la littéƌatuƌe (Mackeh et al. 2014). 

LoƌsƋue l’oŶ Đoŵpaƌe les cellules traitées avec le SiRNA anti- αTaT auǆ Đellules téŵoiŶs, Ŷous 
oďseƌvoŶs uŶe ƌéduĐtioŶ sigŶifiĐative de l’augŵeŶtatioŶ d’aĐétǇlatioŶ de la tuďuliŶe iŶduite 

paƌ l’eǆpƌessioŶ de MϭCY ou MϴϱCY ;ϲϬ% et ϴϬ% ƌespeĐtiveŵeŶtͿ. Le ŵġŵe effet a été 
observé en confrontant les cellules traitées avec le SiRNA vide (SiRNA scramble) aux cellules 

traitées avec le SiRNA anti- αTaT. Nous Ŷ’avoŶs pas oďseƌvé d’effet suƌ la tubuline tyrosinée 

ou la tubuline totale (voir Figure 55, p.111). Nos résultats de Western Blot montrent une 

ƌéduĐtioŶ de l’aĐétǇlatioŶ iŶduite paƌ les ŵutaŶts (de 30% pour M1CY et de 60% pour 

M85CY) loƌs d’eǆpƌessioŶ d’HDAC6 active (voir Figure 55, p.111). L’eǆpƌessioŶ d’uŶe foƌŵe 



Page 110 sur 144 
 
 

iŶaĐtive déŵoŶtƌe Ƌue Đ’est bien l’aĐtivité eŶzǇŵatiƋue d’HDACϲ qui est requise et non la 

pƌéseŶĐe de l’eŶzǇŵe.  

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’aĐtivité eŶzǇŵatiƋue d’enzymes comme αTaT et HDAC6, qui une 

fois exprimée sont capables de corriger le phénotype observé. 
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Figure 55 : L’aĐĠtǇlatioŶ iŶduite paƌ les ŵutaŶts spastine dépend de l’aĐtivitĠ d’αTaT et d’HDACϲ. 
A) Les cellules HeLa ont été transfectées 24h avec un SiRNA anti- αTaT ou aveĐ uŶ SiRNA vide ;scramble), puis 
ĐotƌaŶsfeĐtĠes jusƋu’à ϰϴh aveĐ le ŵġŵe SiRNA et des ĐoŶstƌuĐtioŶs de SpastiŶe-GFP mutées (échelle = 20 µm). Les 
cellules ont été fixées après 72-96h de tƌaiteŵeŶt SiRNA, et ŵaƌƋuĠes aveĐ l’aŶtiĐoƌps aŶti-tubuline acétylée. Le SiRNA 
d’αTaT diŵiŶue l’aĐĠtǇlatioŶ iŶduite paƌ l’eǆpƌessioŶ de MϭCY ou de MϴϱCY ; BͿ ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’iŶteŶsitĠ 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 ŶoŶ ;ďlaŶĐͿ aveĐ des foƌŵes d’HDACϲ-GFP active 
(vert) ou inactive (rouge) et avec des constructions de Spastine-GFP mutées M1CY et M85CY. L’eǆpƌessioŶ d’HDACϲ 
active (en vert) réduit l’augŵeŶtatioŶ d’aĐĠtǇlatioŶ due à la surexpression de mutants spastine. EŶ ƌouge l’eǆpƌessioŶ 
d’HDACϲ iŶaĐtive Ŷ’affeĐte pas le Ŷiveau d’aĐĠtǇlatioŶ des MTs ; E) Quantification du panel D du ratio de tubuline 
acétylée sur la tubuline totale. L’eŶzǇŵe HDACϲ ƌĠduit l’aĐĠtǇlatioŶ iŶduite paƌ MϭCY d’eŶviƌoŶ ϲϬ% et Đelle liĠ à M85CY 
d’eŶviƌoŶ ϯϬ%. 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.  

Notƌe oďjeĐtif a été iĐi d’eǆaŵiŶeƌ l’effet de traitements qui déstabilisent le réseau de MTs 

ou l’hoŵéostasie ioŶiƋue Đellulaiƌe 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’eǆpƌessioŶ de ŵutaŶt eŶtƌaiŶait uŶe hausse des Ŷiveauǆ d’aĐétǇlatioŶ des MTs. Nous avoŶs 
d’aďoƌd tƌaités Ŷos Đellules HeLa tƌaŶsfeĐtées 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 moŶtƌeŶt Ƌu’uŶe paƌtie des fagots foƌŵés paƌ MϭCY soŶt plus ƌésistaŶts 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. 



Page 113 sur 144 
 
 

 

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 Ŷ’oŶt pas de MTs 
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résistants à ce type de traitement, l’incubation sur glace force donc la destruction du réseau 

suƌ l’eŶseŵďle de la Đellule (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 

Ƌu’aveĐ le tƌaiteŵeŶt Nocodazole. Les fagots formés par M1∆ sont également perdus et le 

signal est localisé dans le RE, suggérant que la protéine s’est siŵpleŵeŶt détachée des MTs 

mais reste insérée dans la membrane de cette organelle.  

Une étude in vitro a ŵoŶtƌé Ƌue les liaisoŶs ioŶiƋues paƌtiĐipeŶt au ŵéĐaŶisŵe d’aĐĐƌoĐhage 
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 

pƌopƌiété daŶs les Đellules HeLa et si l’oŶ pouvait s’eŶ seƌviƌ pouƌ déĐƌǇpteƌ les difféƌeŶĐes 
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 

Mϭ∆ appaƌait daŶs la ŵeŵďƌaŶe du ‘E et sous foƌŵe de sigŶauǆ poŶĐtifoƌŵes. 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 

tǇpe de fagots Ƌu’oďseƌvés daŶs les Đellules ĐoŶtƌôle ;voiƌ 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 ŵodifie l’aĐétǇlatioŶ des MTs (Mackeh et al. 2014). Apƌğs ϲϬ ŵiŶutes, l’éliŵiŶatioŶ du 
sel et l’iŶĐuďatioŶ à une température physiologique de 37°C permet le retour de 

l’aĐétǇlatioŶ à uŶ Ŷiveau ďasal. CepeŶdaŶt, Ŷos ŵutaŶts pƌeŶŶeŶt ϭϱϬ à ϭϴϬ ŵiŶutes pouƌ 
revenir dans des conditions de contrôles initiales (voir Figure 58, p.116). La quantification de 

l’iŶteŶsité de fluoƌesĐeŶĐe de la tuďuliŶe aĐétǇlée ;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 voŶt daŶs le seŶs d’uŶ 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 ƌésultats ƌejoigŶeŶt l’hǇpothğse d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ ioŶiƋue eŶtƌe 
la spastine et les MTs. 



Page 118 sur 144 
 
 

 

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 ĐoŶstƌuĐtioŶ est aussi plus ƌésistaŶte à l’iŶhiďitioŶ pƌovoƋuée paƌ une 

augmentation de la force ionique (traitements NaCl et sucrose). La présence conjointe du 

domaine N-teƌŵiŶale et de la Đassette AAA, ŶéĐessaiƌe ƌespeĐtiveŵeŶt pouƌ l’iŶseƌtioŶ au ‘E 
et la foƌŵatioŶ d’heǆaŵğƌe, seŵďle 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’uŶ des oďjeĐtifs de Đette thğse est d’étudieƌ Đet aspeĐt 
d’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe isofoƌŵes eŶ ĐotƌaŶsfeĐtaŶt uŶe spastiŶe sauvage Mϭ-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’isofoƌŵe MϭCY ;voiƌ Figure 61, p.119). Ces expériences suggèrent une interaction et/ou un 

recrutement de ces deux protéines au seiŶ de l’heǆaŵğƌe. À l’heuƌe aĐtuelle, Ŷous Ŷ’avoŶs 
pas oďseƌvé Đe ŵġŵe tǇpe d’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Mϭ et  MϴϱCY ou eŶtƌe Mϴϱ et MϴϱCY. Nos 
eǆpéƌieŶĐes pƌéliŵiŶaiƌes de WesteƌŶ Blot ;ŶoŶ ŵoŶtƌées iĐiͿ, Ŷ’oŶt pas peƌŵis de 
ĐoŵpƌeŶdƌe si Đe tǇpe d’iŶteƌaĐtioŶ entre M1 et M1CY pouvait avoir un effet réducteur sur 

la ĐapaĐité de Đlivage de l’heǆaŵğƌe. Bien que préliminaire, nos ƌésultats suppoƌteŶt l’idée 
d’uŶ possiďle gaiŶ de foŶĐtioŶs Ŷégatifs, ŶotaŵŵeŶt pouƌ les foƌŵes longues de spastine 

poƌteuses d’uŶe ŵutation 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 
iŶĐuďĠes aveĐ l’aŶtiĐoƌps aŶti-Flag (échelle = 20 µm). Certaines cellules montreŶt uŶe ƌĠduĐtioŶ de l’aĐtivitĠ de Đlivage de 
la spastine M1flag  et une colocalisation de la forme sauvage avec la spastine mutée M1CY. Aucun recrutement de 
Mϭflag Ŷ’a ĠtĠ 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 laƌgeŵeŶt assoĐié à uŶe ƌéduĐtioŶ d’aĐtivité de la 
spastine (Kasher et al. 2009; Denton et al. 2014; Havlicek et al. 2014; Plaud et al. 2017). 

CepeŶdaŶt, peu d’études s’iŶtéƌesseŶt à l’effet des ŵutaŶts spastiŶe suƌ le tƌaŶsport axonal 

ƌapide. DaŶs l’aǆoŶe géaŶt de Đalaŵaƌ et daŶs les Đellules SHSϱY, le tƌaŶspoƌt aǆoŶal est 
altéré par une M1 dépourvus de cassette AAA (Soloswka et al. 2008) mais aussi par une 

isofoƌŵe Mϭ poƌteuse d’uŶe ŵutatioŶ fauǆ seŶs (Leo et al. 2017). Dans ces modèles, les 

ŵutaŶts Mϴϳ Ŷ’altğƌeŶt 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).  

AfiŶ d’étudieƌ 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 

ƌespeĐtiveŵeŶt pouƌ GFP, Mϭ∆ et MϭCY) 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 ƌespeĐtiveŵeŶt pouƌ GFP, Mϭ∆ 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’eǆpƌessioŶ de ŵutaŶts Mϭ, paƌtiĐuliğƌeŵeŶt paƌ Mϭ∆.  

Ces données suggèrent un gain de fonction pathologique des isoformes spastine porteuses 

d’uŶe ŵutatioŶ fauǆ seŶs. La ĐapaĐité d’aĐĐƌoĐhage auǆ MTs et la foƌŵatioŶ de fagots 
pourrait perturber le transport axonal en modifiant le nombre de « routes » empruntable 

par les moteurs moléculaires. L’étape suivaŶte seƌait de voiƌ si uŶ tƌaiteŵeŶt 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 peƌŵis de ƌéaliseƌ Đe tǇpe d’eǆpéƌieŶĐe. 
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Figure 62 : L’eǆpƌessioŶ de MϭCY et de Mϭ 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 ; CͿ L’eǆpƌessioŶ des deuǆ ĐoŶstƌuĐtioŶs MϭCY et de Mϭ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 Mϭ∆. 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 

Malgƌé les ƌésultats pƌéseŶts daŶs la littéƌatuƌe suƌ l’iŵpliĐatioŶ de la spastiŶe daŶs la 
régulation de la dynamique des microtubules, son rôle sur le transport axonal est encore très 

loiŶ d’ġtƌe étaďli. Dans le modèle de neurone SPG4-KO utilisé ici, nous avons montré que le 

Ŷiveau d’aĐétǇlatioŶ est spéĐifiƋueŵeŶt augŵeŶté Đoŵpaƌé auǆ ŶeuƌoŶes témoins en 

accord avec des études préliminaires (Orso et al. 2005; Denton et al. 2014). Cet effet semble 

ġtƌe ƌestƌeiŶt à l’aĐétǇlatioŶ, puisƋu’auĐuŶe altéƌatioŶ Ŷ’a été oďseƌvée suƌ d’autƌes MPTs 
comme la tyrosination, la détyrosination et la polyglutamylation. De plus, aucun changement 

d’eǆpƌessioŶ Ŷ’a été ŵoŶtƌé suƌ des pƌotéiŶes iŵpliƋuées dans la dynamique des 

microtubules. Les travaux de A.Tarrade suggèrent que les renflements axonaux seraient 

enrichis eŶ tuďuliŶe détǇƌosiŶée saŶs l’avoiƌ ŵoŶtƌé foƌŵelleŵeŶt (Tarrade et al. 2006). 

AiŶsi, uŶe augŵeŶtatioŶ de l’aĐétǇlatioŶ de la tuďuliŶe pouƌƌait ƌepƌéseŶteƌ uŶe ƌépoŶse 
spéĐifiƋue à uŶe ƌéduĐtioŶ ou uŶ ŵaŶƋue d’aĐtivité de la spastine. Théoriquement, une 

faible concentration de spastine entraîne une augmentation du nombre de microtubules 

longs qui devraient ġtƌe uŶ ŵeilleuƌ suďstƌat pouƌ l’aĐtivité ĐatalǇtiƋue leŶte de l’α-tubuline 

acétyl-tƌasŶféƌase ;αTaTͿ. DevaŶt l’iŵpoƌtaŶĐe de la spastine dans des processus neuronaux 

comme la formation de branchement axonaux, des mécanismes moléculaires pourraient 

compenser le défaut d’eǆpƌessioŶ de la pƌotéiŶe. L’aĐtivité de la kataŶiŶe, uŶe autƌe 
protéine capable de cliver les MTs et fortement exprimée dans le système nerveux central, 

est ƌégulée paƌ l’état d’aĐétǇlatioŶ des ŵiĐƌotuďules. (Solowska et al. 2008; Sudo et al. 

2010). AiŶsi, l’augŵeŶtatioŶ du Ŷiveau d’aĐétǇlatioŶ daŶs les ŶeuƌoŶes SPGϰ-KO pourrait 

augŵeŶteƌ l’aĐtivité de Đlivage 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 

augŵeŶtatioŶ des Ŷiveauǆ d’aĐétǇlatioŶ 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 doŶŶées suggğƌeŶt Ƌu’uŶe 
ƌéduĐtioŶ de la spastiŶe Ŷ’auƌait pas d’effet suƌ les ŵoteuƌs ŵoléĐulaiƌes iŵpliƋués daŶs Đe 
type de transport. Nos données confirment ces hypothèses, puisque la vitesse de transport 

des ŵitoĐhoŶdƌies Ŷ’a pas été ŵodifiée daŶs les neurones dépourvus de spastine que nous 

avons étudié. De plus, la vitesse de transport antérograde de VAMP7 est significativement 
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augmeŶtée, suivaŶt l’idée d’uŶ ƌeŶfoƌĐeŵeŶt de l’aĐtivité des ŵoteuƌs ŵoléĐulaiƌes de tǇpe 
kinésine. Suite à l’effet ŵeŶtioŶŶé au-dessus suƌ l’effet de l’aĐétǇlatioŶ suƌ les ŵoteuƌs 
ŵoléĐulaiƌes, Ŷous peŶsoŶs Ƌue Đet effet taƌdif dépeŶd gƌaŶdeŵeŶt du Ŷiveau 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 VAMPϳ d’uŶe ŵaŶiğƌe 
similaire à ce que nous avons observé dans nos neurones sans spastine. Ceci rejoint de 

Ŷouveau l’idée d’uŶe aĐtivité aĐĐƌue des ŵoteuƌs ŵoléĐulaiƌes daŶs les ŶeuƌoŶes PSGϰ-KO 

ou traités pharmacologiquement. Au contraire, la vitesse de transport des vésicules 

ĐoŶteŶaŶt la pƌotéiŶe VAMPϮ Ŷ’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, 

ŶotaŵŵeŶt l’aĐétǇlatioŶ, aloƌs Ƌue les kiŶésiŶes-3 ne montrent pas ce type de sélectivité. 

CepeŶdaŶt, Đette pƌeŵiğƌe eǆpliĐatioŶ Ŷ’est pas suffisaŶte pouƌ eǆpliƋueƌ l’aďseŶĐe d’effet 
suƌ le tƌaŶspoƌt d’autƌes Đargos 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’autƌes paƌaŵğtƌes Đoŵŵe la taille des Đaƌgos, le Ŷoŵďƌe de 
moteurs moléculaires engagés, et probablement la présence de protéines adaptatrices 

seraient des éléments importants formant une seconde explication sur la régulation du 

tƌaŶspoƌt aǆoŶal daŶs uŶ Đadƌe d’aĐtivité de spastiŶe ƌéduite. 

Nous avons aussi observé, dans les neurones traités TSA, une hausse de la vitesse de 

transport ƌétƌogƌade de VAMPϳ et de VAMPϮ suggéƌaŶt uŶe augŵeŶtatioŶ d’aĐtivité des 
dǇŶéiŶes. Cet effet est Đoƌƌélaďle à l’augŵeŶtatioŶ foƌte d’aĐétǇlatioŶ induit par cette 

dƌogue Đoŵpaƌé à l’aĐétǇlatioŶ visible dans les neurones SPG4-KO. L’aĐétǇlatioŶ iŶduite paƌ 
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 lesƋuels les ŵoteuƌs ŵoléĐulaiƌes soŶt ƌeĐƌutés et aĐtivés paƌ l’aĐétǇlatioŶ 
de la tubuline sont largement incompris. Des expériences in vitro suggèrent que des 

mécanismes in vivo additionnels dépeŶdaŶt des Ŷiveauǆ d’aĐétǇlatioŶ, Đoŵŵe le 

recrutement de MAPs spécifiques ou des changements structurels dans la tubuline, 

augŵeŶteŶt l’affiŶité des ŵoteuƌs ŵoléĐulaiƌes et leuƌs ŵotilités. Le sĐéŶaƌio le plus 
pƌoďaďle est Ƌue l’iŵpoƌtaŶĐe d’aĐétǇlatioŶ peut affeĐteƌ difféƌeŵŵeŶt Đes ou d’autƌes 
paramètres et seul uŶ foƌt tauǆ d’aĐétǇlatioŶ accroîtƌait sigŶifiĐativeŵeŶt l’iŶteƌaĐtioŶ et 
l’aĐtivité des dǇŶéiŶes et/ou de ses pƌotéiŶes adaptatƌiĐes suƌ les ŵiĐƌotuďules. 

Les renflements axonaux sont un marqueur pathologique largement observés dans plusieurs 

types de neuƌopathologie Đhez l’hoŵŵe ou Đhez 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 

aďseŶĐe de spastiŶe. L’augŵeŶtatioŶ du Ŷiveau d’aĐétǇlatioŶ paƌ le Taxol, contrairement à 

l’effet dépolymérisant du Nocodazole, conduit à l’aĐĐƌoisseŵeŶt de la vitesse du tƌaŶspoƌt 
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 

aǆoŶal Ŷ’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’autƌes dƌogues augŵeŶtaŶt l’aĐétǇlatioŶ 
de la tubuline, contrebalançant le tƌaŶspoƌt aŶtéƌogƌade altéƌé paƌ l’augŵeŶtatioŶ 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’aďseŶĐe ou la 
réduction de la spastine entraîne une hausse du nombre de MTs longs et désorganise 

loĐaleŵeŶt le ƌéseau de MTs au seiŶ de l’aǆoŶe. Ces ĐoŶditioŶs anormales conduisent à 

l’augŵeŶtatioŶ du Ŷiveau d’aĐétǇlatioŶ Ƌui a peƌŵis, diƌeĐteŵeŶt ou ŶoŶ, d’augŵeŶteƌ 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 

ƌéduĐtioŶ d’eǆpƌessioŶ 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 

dépouƌvus de spastiŶe et l’altéƌatioŶ du tƌaŶspoƌt des vésiĐules 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’altéƌatioŶ du tƌaŶspoƌt de VAMPϳ puisse déĐleŶĐheƌ et/ou agiƌ suƌ la progression de la 

ŶeuƌodégéŶéƌatioŶ liée à l’aďseŶĐe de spastiŶe. UŶe ƌégulatioŶ fiŶe du tƌaŶspoƌt de VAMPϳ, 
doŶt le ƌôle est pƌiŵoƌdial daŶs le suppoƌt de l’eǆpaŶsioŶ de la ŵeŵďƌaŶe plasŵiƋue 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 ƌĠduĐtioŶ du Ŷoŵďƌe d’ĠvĠnements de clivage et à 
l’ĠloŶgatioŶ des MTs. Cette stabilisation poteŶtielle du ƌĠseau ĐoïŶĐide aveĐ uŶe faiďle hausse de l’aĐĠtǇlatioŶ de la 
tuďuliŶe, Ƌui peƌŵet d’augŵeŶteƌ la liaisoŶ et l’aĐtivitĠ des ŵoteuƌs ŵolĠĐulaiƌes de la faŵille des kiŶĠsiŶes-1. Ceci 
ĐoŶduit à l’augŵeŶtatioŶ du tƌaŶspoƌt aŶtĠƌogƌade des vĠsiĐules positives à VAMPϳ. De hauts Ŷiveauǆ d’aĐĠtǇlatioŶ, 
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 Ŷiveauǆ d’aĐĠtǇlatioŶ suƌ des ŵoteuƌs ŵolĠĐulaiƌes 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  

Mġŵe si l’haploiŶsuffisaŶĐe ƌeste le ŵéĐaŶisŵe pƌiŶĐipal pƌoposé pouƌ eǆpliƋueƌ le Đadƌe 
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 eŶ pƌéseŶĐe de ŵutaŶts Mϭ daŶs l’aǆoŶe géaŶt de Đalaŵaƌ (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 

ŵais iŶaĐtives Ƌui déĐoƌeŶt les MTs. L’hǇpothğse de gaiŶ de foŶĐtioŶ Ŷégative pƌopose la 
foƌŵatioŶ d’uŶ hétéƌo-hexamère de spastine incluant à la fois des protéines sauvages et 

mutées, ce qui diŵiŶueƌait l’aĐtivité de Đlivage 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 foƌŵe Đouƌte pose la ƋuestioŶ de l’iŵpliĐatioŶ des ŵutaŶts 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 souƌis daŶs lesƋuels MϭCY ĐoloŶise des MTs situés daŶs la ƌégioŶ pƌoǆiŵale de l’aǆoŶe 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’eŶseŵďle des Đellules HeLa. EŶĐoƌe uŶe fois, Đ’est eŶ aĐĐoƌd 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 

hoŵogğŶe suƌ l’eŶseŵďle des Đellules HeLa ou des ŶeuƌoŶes. Le doŵaiŶe N-terminal de la 

spastine mais aussi la forme M1∆, sans cassette AAA, se localise plus largement avec 

l’eŶseŵďle du ƌéseau du ‘E ;voir Figure 44, p.96). Le Ŷiveau d’aĐétǇlatioŶ des MTs, plus 

élevé en région périnucléaire, Ŷ’a pas pu ġtƌe directement impliqué dans la localisation de 

M1CY ou de M85CY puisƋu’auĐuŶs ĐhaŶgeŵeŶts aƌtifiĐiels de Đette MPTs Ŷ’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 

souligŶe Ƌue soŶ iŶteƌaĐtioŶ aveĐ les MTs doit ġtƌe ƌégulée paƌ d’autƌes paƌaŵğtƌes Ƌue 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’iŵpoƌtaŶĐe des partenaires moléculaires du RE, connus ou non, qui pourraient contribuer à 

la localisation de la spastine M1CY. 

UŶe hausse des Ŷiveauǆ d’aĐétǇlatioŶ de la tuďuliŶe a été pƌéalablement associée à une 

ƌéduĐtioŶ d’eǆpƌessioŶ de la spastiŶe daŶs les ŶeuƌoŶes (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 augŵeŶteƌ l’aĐétǇlatioŶ des MTs. Nos ƌésultats 
sont en accord avec de précédentes observations (Evans et al. 2005) et rappellent 

étƌoiteŵeŶt l’effet de suƌeǆpƌessioŶ d’autƌes pƌotéiŶes foƌŵaŶt des fagots Đoŵŵe MAPϮĐ et 
Tau (Takemura et al. 1992). La hausse d’aĐétǇlatioŶ 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’aĐtivatioŶ de voies de sigŶalisatioŶ iŵpliƋuaŶt αTaT et HDAC6 (voir Figure 55, p.111). Cette 

hausse d’aĐétǇlatioŶ est ĐoŶseƌvée ŵġŵe ϰϴh après, supposant une résistance aux 

mécanismes de compensation. L’aĐétǇlatioŶ de la tuďuliŶe a uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs de 
Ŷoŵďƌeuǆ pƌoĐessus Đellulaiƌe iŶĐluaŶt le tƌaŶspoƌt aǆoŶal. L’iŵpaĐt des ŵutaŶts suƌ Đette 
MPTs pourrait donc être important dans la compréhension du processus neurodégénératif. 

CepeŶdaŶt Ŷous Ŷ’avoŶs pas ĐoŶfiƌŵé d’effet siŵilaiƌe suƌ Ŷos Đultuƌe de ŶeuƌoŶes ĐoƌtiĐauǆ 
eǆpƌiŵaŶt MϭCY, ŵġŵe aveĐ uŶe tƌğs faiďle dilutioŶ d’aŶtiĐoƌps aŶti-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 

eŵpġĐhés de ƋuaŶtifieƌ l’iŶteŶsité de fluoƌesĐeŶĐe des MPTs suƌ uŶe laƌge populatioŶ 
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’aĐétǇlatioŶ 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 

peƌtuƌďatioŶ de l’iŶteƌaĐtioŶ 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’iŶteƌaĐtioŶ de la spastiŶe MϴϱCY ĐǇtosoliƋue aveĐ uŶe populatioŶ spéĐifiƋue de MTs faĐilite 
la foƌŵatioŶ d’oligo-hexamère (Eckert et al. 2012) et peƌŵet l’aĐĐƌoĐhage auǆ MTs. Au 

contraire, M1CY et M1∆ s’éteŶdeŶt au sein de la membrane du RE et interagissent 

simultanément avec les MTs. Elles peuvent ainsi rapprocher différents tubules du RE et 

foƌŵées des fagots de MTs. CoŶtƌaiƌeŵeŶt à MϭCY, Mϭ∆ Ŷe peut pas foƌŵeƌ d’heǆaŵğƌe et 

iŶteƌagiƌ aveĐ plus d’uŶ MT à la fois. Cette oďseƌvatioŶ suppose Ƌue les iŶteƌaĐtioŶs MTs-RE 

soŶt ŵoiŶs Đoŵpleǆes eŶ pƌéseŶĐe de Mϭ∆ Ƌue de MϭCY. La pƌéseŶĐe 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 apƌğs peƌtuƌďatioŶ de l’iŶteƌaĐtioŶ MTBD-Tubuline, M85CY existerait principalement 

sous foƌŵes de ŵoŶoŵğƌes ĐǇtosoliƋue. L’iŶseƌtioŶ de MϭCY daŶs la ŵeŵďƌaŶe du ‘E 
staďiliseƌait la stƌuĐtuƌe de l’heǆaŵğƌe ĐoŶduisaŶt à uŶe plus gƌaŶde ƌésistaŶĐe de Đette 
forme aux différents traitements. La différence de comportement de Mϭ∆ pouƌƌait ġtƌe liée 
aux nombres de MTs impliqués et de la complexité des interactions avec le RE. Il a été 

déŵoŶtƌé Ƌu’Ŷ tƌaiteŵeŶt au fƌoid suƌ uŶ ŵodğle de ŵouĐhe poƌteuses d’uŶe ŵutatioŶ 
K388R a montré une amélioration du phénotype embryonnaire et une récupération de la 

ŵotilité Đhez l’aŶiŵal 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 ĐoŵpleǆitĠ de l’iŶteƌaĐtioŶ 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∆ ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à MϴϱCY ;à gauĐheͿ soŶt iŶsĠƌĠes daŶs le RE et ƌappƌoĐheŶt l’oƌgaŶelle des 
MTs Đe Ƌui ĐoŶtƌiďue à l’iŶsĠƌeƌ daŶs la foƌŵatioŶ de fagots. CepeŶdaŶt, l’iŶĐapaĐitĠ de Mϭ∆ à former des hexamères 

entraine la formatioŶ d’uŶ fagot à paƌtiƌ d’uŶ uŶiƋue MTs de façoŶ opposĠe à MϭCY  et MϴϱCY Ƌui piğgeŶt plusieuƌs 
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 doŵiŶaŶt-négatif des mutants spastine est supposé dépendre de de leurs co-

asseŵďlage aveĐ des pƌotéiŶes sauvages au seiŶ de l’heǆaŵğƌe (Le et al. 2013) ce qui 

ĐoŶduiƌait à la ƌéduĐtioŶ de l’aĐtivité ĐatalǇtiƋue de l’eŶzǇŵe (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’heuƌe 
actuelle, nous Ŷ’avoŶs pas oďseƌvé la ŵġŵe ĐapaĐité de ƌeĐƌuteŵeŶt de Mϭ paƌ Mϴϱ mutée, 

suggéƌaŶt uŶe plus foƌte toǆiĐité de la spastiŶe ŵutée Mϭ Đoŵpaƌé à l’isofoƌŵe Đouƌte. Des 

études approfondies sur cette partie sont en cours. A Đe jouƌ, il Ŷ’est pas ĐlaiƌeŵeŶt étaďli si 
la toǆiĐité de Đes ŵutaŶts est liée à uŶe ƌéduĐtioŶ d’aĐtivité eŶzǇŵatiƋue de la spastiŶe 
sauvage. En effet, des études in vitro rapportent que la spastine M1 mutée inhibe à la fois 
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l’aĐtivité eŶzǇŵatiƋue et l’étape de « pre-severing » (l’étape de ŵise eŶ plaĐe de l’heǆaŵğƌe 
sur les MTs) mais pas la phase de clivage des MTs (Errico et al. 2002).  

De plus, les ŵutaŶts Mϭ ou Mϴϳ Ŷe pƌévieŶŶeŶt pas de l’aĐtivité de Đlivage de la foƌŵe 
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 

doŶŶées suggğƌeŶt Ƌue les effets oďseƌvés iĐi soŶt iŶdépeŶdaŶt de l’aĐtivité de Đlivage et en 

aĐĐoƌd aveĐ l’iŶhiďitioŶ du tƌaŶspoƌt aǆonal rapide daŶs l’aǆoŶe 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’aǆoŶe pƌoǆiŵal des ŵutaŶts spastiŶe, ŶotaŵŵeŶt la foƌŵe MϭCY, puisse ƌéguleƌ 
l’eŶseŵďle du ƌéseau de MTs de Đette zoŶe qui correspondent partiellement avec le 

segŵeŶt iŶitial aǆoŶal ;AISͿ. DaŶs 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 

ĐoŶditioŶs pathologiƋues, l’aĐĐuŵulatioŶ daŶs le teŵps de faiďles Ŷiveauǆ de spastiŶe Mϭ 
ŵutée daŶs l’AIS pouƌƌaieŶt altéƌer le réseau de MTs et sa capacité de régulation du 

transport axonal amenant à une condition pathologique. 

EŶ ĐoŶĐlusioŶ, Ŷos doŶŶées ƌejoigŶeŶt l’hǇpothğse d’uŶ ƌôle ŵajeuƌ joué paƌ les ŵutatioŶs 
de Mϭ daŶs l’appaƌitioŶ de la pathologie SPGϰ. Les difféƌeŶces de localisation, de résistance 

et de ĐapaĐité d’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ Mϭ sauvage eŶtƌe les deuǆ isofoƌŵes de spastiŶe poƌteuses 
de la mutation CY laissent penser à une plus grande toxicité de la spastine M1 mutée. 

Notamment, sa localisation proximale dans l’aǆoŶe et soŶ effet de ƌéduĐtioŶ du tƌaŶspoƌt 
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. CepeŶdaŶt, l’hǇpothğse d’uŶ 
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’heuƌe aĐtuelle. De plus, auĐuŶ lieŶ Ŷ’a été fait eŶtƌe la vaƌiatioŶ des aspeĐts ĐliŶiƋues de 
patieŶts poƌteuƌs d’uŶe ŵġŵe ŵutatioŶ et les oďseƌvatioŶs eǆpéƌiŵeŶtales oďteŶues suƌ 
ces mutants. Pour expliquer cette différence de sévérité pathologique entre individus une 

autre hypothèse seƌait l’eǆisteŶĐe d’uŶe « cohabitation » entre les effets de 

l’haploiŶsuffisaŶĐe et Đeuǆ déĐoulaŶt d’uŶ gaiŶ de foŶĐtioŶ. Cela ƌasseŵďle à la fois la 
ƌéduĐtioŶ possiďle du Đlivage et l’aĐĐuŵulatioŶ de spastiŶe ŵutées suƌ les MTs Đoŵŵe uŶ 
mécanisme négatif régulant le transport axonal avec une mise en place temporelle. 

L’iŶvestigatioŶ de plusieuƌs ŵutaŶts fauǆ-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



U
N
C
O
R
R
E
C
T
E
D
P
R
O
O
F

C. Plaud et al. BBA - Molecular Basis of Disease xxx (2017) xxx-xxx

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.

3
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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 tƌaŶsŵissioŶ de l’iŶfoƌŵatioŶ au seiŶ de l’aǆoŶe est 
Đoŵpaƌaďle au tƌafiĐ de voituƌes d’uŶe autoroute : les informations transitent dans plusieurs 

directions avec parfois des bouchons. LoƌsƋue les iŶfoƌŵatioŶs Ŷ’aƌƌiveŶt plus à tƌaŶsiteƌ, 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 ƌespoŶsaďle de l’eŶtƌetieŶ des autoƌoutes. Nos résultats 

montrent que l’eǆpƌessioŶ d’uŶe foƌŵe ŵutée ou l’aďseŶĐe 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. DaŶs l’eŶseŵďle, Ŷos ƌésultats aideŶt à défiŶiƌ 
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 ŵutaŶts, lead to a distuƌďaŶĐe of ďoth the iŶtegƌitǇ of these ͞ƌoad͟ aŶd the tƌaffiĐ 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.  

 


	
	
	


