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Résumé

La croissance des axones est une ¢tape clef dans I'assemblage des circuits neuronaux. L'axone
commence par grandir grace a la migration de son cone de croissance en réponse a des
signaux moléculaires présents dans les tissus de I'embryon. Apres la formation d'un contact
synaptique entre 'axone et la cellule-cible, la distance qui sépare le corps cellulaire de la
synapse continue d'augmenter au méme rythme que la croissance de l'organisme. Cette
seconde phase d'élongation, universelle et cruciale puisqu'elle est reponsable d'une part
importante de la taille finale des axones, a été historiquement qualifiée de croissance "par
¢tirement". Il est en effet vraisemblable d'imaginer qu'elle résulte d'une tension mécanique
générée par la croissance des tissus de l'organisme, mais les mécanismes sous-jacents restent
encore mal caractérisés. Dans cette revue nous présentons les études expérimentales de ce
processus, analysé principalement sur des neurones en culture. Le développement récent de
techniques d'imagerie in vivo et d'outils de mesure et de perturbation des forces mécaniques
au sein des embryons permettra de mieux comprendre ce mode universel de croissance
axonale. Ces connaissances pourraient étre exploitées pour développer de nouvelles stratégies
d'ingénierie tissulaire dédices a la réparation des 1ésions du systeéme nerveux.

Mots-clés: Circuits neuronaux, axone, croissance axonale, forces mécaniques,
mécanostransduction

Abstract : Stretch-induced axon growth : a universal, yet poorly explored process

The growth of axons is a key step in neuronal circuit assembly. The axon starts elongating
with the migration of its growth cone in response to molecular signals present in the
surrounding embryonic tissues. Following the formation of a synapse between the axon and
the target cell, the distance which separates the cell body from the synapse continues to
increase to accommodate the growth of the organism. This second phase of elongation, which
is universal and crucial since it contributes to an important proportion of the final axon size,
has been historically referred to as "stretch-induced axon growth". It is indeed likely to result
from a mechanical tension generated by the growth of the body, but the underlying
mechanisms remain poorly characterized. This article reviews the experimental studies of this
process, mainly analysed on cultured neurons so far. The recent development of in vivo
imaging techniques and tools to probe and perturb mechanical forces within embryos will
shed new light on this universal mode of axonal growth. This knowledge may inspire the
design of novel tissue engineering strategies dedicated to brain and spinal cord repair.
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Introduction

Les circuits neuronaux sont les briques fonctionnelles du systéme nerveux. Ils sont constitués
de neurones occupant des positions précises dans le tissu nerveux, connectés entre eux par des
prolongements cytoplasmiques polarisés, dendrites et axones, qui regoivent et transmettent
l'information au sein du circuit. Dans l'embryon, les connexions entre les différentes régions
du systéme nerveux sont établies par la croissance des axones: l'axone émerge du corps
cellulaire et navigue, grace a l'activité locomotrice de son extrémité, le cone de croissance, en
direction de sa cellule cible pour former avec elle une synapse fonctionnelle (Figure 1A).
Cette phase initiale de croissance axonale a fait ’objet de nombreuses €tudes, qui ont mis en
¢vidence le role de molécules attractives ou répulsives guidant la progression du cone de
croissance dans les tissus de l'embryon (Lowery & Van Vactor, 2009; Kolodkin & Teissier-
Lavigne, 2011).

Une fois les contacts synaptiques €tablis, les axones continuent de s'allonger pour s’adapter a
la croissance de l'organisme: c'est la croissance axonale dite "par étirement" (Figure 1B)
(Harrison, 1935; Weiss, 1941). Sans activité du cone de croissance ni guide moléculaire, la
distance entre les corps cellulaires et les synapses augmente progressivement. Les axones
peuvent ainsi s'allonger sur plusieurs centimetres ou metres, a une vitesse atteignant 4 cm/jour
pour les animaux géants comme la baleine bleue (Smith, 2009). Les mécanismes qui régulent
cette seconde phase d'¢longation axonale, pourtant universelle et cruciale, restent jusqu'ici trés
peu explorés. Cet article de revue a pour objectif de présenter les études expérimentales de ce
phénoméne, qui suggerent que l'allongement des axones résulte de contraintes mécaniques
exercées par les tissus environnants. Les techniques d’imagerie sur embryon vivant et
d’analyse des forces mécaniques a I'ceuvre au cours du développement embryonnaire donnent
un nouvel essor a I’étude de ce processus essentiel et mal compris d’élongation axonale.

Etudes in vitro

La croissance axonale par étirement a initialement été analysée sur des neurones en culture.
Les premieres expériences ont consisté a attacher l'extrémité de 1'axone d'un neurone a un
capillaire en verre, lui-méme reli¢ a un micromanipulateur permettant de tirer sur l'axone
(Bray, 1984; Lamoureux et al., 1989; Dennerll et al., 1989; Zheng et al., 1991; Heidemann et
al., 1995; Chada et al., 1997; Lamoureux ef al., 2010). En réponse a cette traction, et lorsque
I'application de cette force est lente et progressive, les axones s'allongent a une vitesse
proportionnelle a la tension appliquée. Pour rendre compte de ce résultat, deux hypothéses
sont envisageables: l'axone peut s'allonger comme un ¢lastique, ou bien 1'élongation fait
intervenir un apport de matériel au sein de 1'axone. Dans le cas d'un comportement élastique,
'axone s'amincit au fur et a mesure qu'il s'allonge, puis finit par se rompre quand le seuil de
I'¢lasticité est dépassé. Or ce n'est pas ce qui est observé expérimentalement in vitro: les
axones ¢étirés, s'ils peuvent s'amincir dans les premiéres minutes (Dennerll et al., 1989;
Lamoureux ef al., 2010), récuperent ensuite un diametre normal ou méme plus grand que les
axones controles (Bray, 1984; Lamoureux et al., 2010). Les neurones sont donc capables de
détecter une tension mécanique externe et d'y répondre en ajoutant du matériel, membranes et
composants du cytosquelette, a I'extrémité ou le long de 'axone, augmentant ainsi le volume
cellulaire. Il s'agit donc bien d'un phénoméne de croissance axonale en réponse a un
¢tirement. Cette 1dée est renforcée par le fait que 1'élongation en réponse a la traction externe
n'a plus lieu en présence de drogues perturbant la polymérisation des microtubules,
constituants majeurs du cytosquelette axonal (Bray, 1984; Dennerll ef al., 1989).



Plus récemment, le laboratoire de Douglas H. Smith a mis au point un systéeme de culture qui
permet d'augmenter la distance corps cellulaire-synapse sur des populations de neurones.
Dans une chambre de culture, deux populations de neurones sont cultivées de maniere a ce
qu'elles se rejoignent par des faisceaux compacts et bidirectionels d'axones (Figure 2). Dans
cette situation, les axones sont dits "intégrés" car ils forment trés probablement des synapses
avec les corps cellulaires de la population de neurones opposée. Les axones sont ensuite
allongés en ¢loignant progressivement des deux groupes de corps cellulaires (Figure 2).
Pendant cet étirement, ils sont libres de tout attachement au substrat (Smith et al., 2001;
Pfister et al., 2004, 2006a, 2006b ; pour une version plus récente du systeme, voir Loverde ef
al., 2011). Ces axones peuvent s'allonger ainsi jusqu'a 10 cm, a une vitesse de 8 mm/jour, ce
qui est bien plus rapide que les vitesses connues d'élongation axonale "classique" par
migration du cone de croissance, qui sont de l'ordre de 1 mm/jour (Bray et al., 1991;
Lamoureux et al., 1992; Buettner et al., 1994). Ici aussi, le diametre des axones étirés
augmente (de l'ordre de 35%), et 1'étirement n'affecte pas la structure du cytosquelette ni la
physiologie des neurones qui, bien qu'avec une densité plus forte de canaux Na' et K',
gardent le méme potentiel de repos et restent capables de propager des potentiels d'action
(Pfister et al., 2004; Pfister ef al., 2006a; Loverde et al., 2015). Ainsi, une traction exercée sur
des axones "intégrés" in vitro stimule également la croissance axonale.

Etudes in vivo

L'existence du phénomene de croissance axonale par étirement in vivo est le plus souvent
déduite de la simple observation de la croissance importante des organismes au cours de leur
développement (Harrison, 1935; Weiss, 1941). Des observations indirectes de ce processus
ont par exemple été réalisées dans le cervelet de souris, par des mesures de distances entre les
corps cellulaires et leurs extrémités axonales, sur des échantillons fixés a différents stades de
développement (Rossi ef al., 2007). Chez le rat, I'¢longation de la patte (I mm/jour) par un
dispositif mécanique provoque une augmentation de la distance entre les noeuds de Ranvier du
nerf sciatique, qui sont les zones d'interruption de la gaine de my¢line le long de I'axone. Cela
suggere un ¢étirement de la structure axonale qui aurait lieu 14 aussi sans amincissement des
axones (Abe et al., 2002, 2004), mais ce résultat pourrait aussi provenir de réarrangements
des cellules de Schwann formant la gaine de my¢éline qui entoure les axones.

Récemment, notre laboratoire a découvert que la croissance axonale par étirement peut dans
certains contextes avoir lieu deés 1'émergence des axones, au cours des phases précoces du
développement embryonnaire (Breau et al., 2017). En étudiant la dynamique de formation du
circuit olfactif chez le poisson-zebre par imagerie in vivo en temps réel, nous avons découvert
que les axones sensoriels olfactifs, qui établissent des connexions avec le cerveau, se forment
et s'allongent initialement par un mécanisme original: ce sont les corps cellulaires qui se
déplacent et s'éloignent des extrémités de leurs axones qui, elles, restent fixes, ancrées a la
surface du cerveau (Figure 1C). Cette stratégie differe de ce qui est habituellement observé au
cours des premiers instants de la vie d'un axone: le plus souvent, le cone de croissance émerge
d'un corps cellulaire statique et navigue vers sa cible en réponse a des molécules présentes
dans l'environnement (Figure 1A). Ici, c'est le mouvement du corps cellulaire qui déclenche la
croissance de l'axone alors que 1'extrémité de I'axone est fixée a la surface du cerveau. Dans
un second temps, le cone de croissance de 1'axone pénétre a l'intérieur du cerveau et navigue
vers sa cible finale, le bulbe olfactif, par un mécanisme "classique" de croissance axonale
controlée par des signaux moléculaires en partie identifiés (Miyasaka et al., 2005, 2007,
Lakhina et al., 2012).



Pour comprendre quel est le moteur du mouvement des corps cellulaires qui allonge les
axones olfactifs, nous avons étudié le role des composants du cytosquelette, microtubules et
actomyosine, essentiels a la migration cellulaire dans d'autres contextes. Ces analyses ont
abouti a un résultat inattendu: le déplacement des corps cellulaires est indépendant du
cytosquelette intracellulaire. Il s'agit donc d'un processus passif, qui ne semble pas requérir de
« moteur » interne. Nous avons alors émis 1'hypothese selon laquelle des forces mécaniques
externes aux neurones olfactifs poussent ou tirent les corps cellulaires, les obligeant ainsi a
s'¢loigner de leurs terminaisons axonales, une situation qui s'apparente a la croissance par
¢tirement (Figure 1B, 1C). Pour caractériser les forces mécaniques en jeu, nous avons établi
une carte des tensions membranaires dans le circuit neuronal en développement, par la
technique d'ablation laser de contacts intercellulaires, utilisée chez la Drosophile pour
mesurer la tension au sein de monocouches de cellules épithéliales (Rauzi et al., 2008, 2010;
Bosveld ef al., 2012; Sugimura ef al., 2016). Nous avons mesuré une tension maximale pour
des contacts intercellulaires orientés perpendiculairement a la surface du cerveau, ce qui
correspond a la direction des mouvements passifs des corps cellulaires pendant I'¢longation
axonale (Breau et al., 2017). Cette carte renforce donc l'idée que les corps cellulaires des
neurones olfactifs subissent des contraintes de compression ou de traction en provenance de
leur environnement, a l'origine de leurs déplacements (Figure 1C). Il faudra a l'avenir
déterminer d’ou proviennent ces forces mécaniques. Des neurones avoisinants ? Des
mouvements de morphogenese ou de la croissance des tissus adjacents ? L’intérét de notre
systtme est qu’il permet d'étudier dans un contexte in vivo les mécanismes tissulaires,
cellulaires et moléculaires de la croissance axonale par étirement.

Mécanismes de la croissance par étirement

La plupart des modeles de croissance axonale classique suggere que l'ajout de matériel, et
notamment la polymérisation des microtubules, a lieu préférentiellement derriere le cone de
croissance (Bray, 1970; Gallo & Letourneau, 2000; Dent & Gertler, 2003; Conde & Caceres,
2009; Lowery & Van Vactor, 2009; Lamoureux et al., 2010). Ou a lieu I’incorporation de
matiere au cours de la croissance axonale par étirement ? Il est possible de répondre a cette
question en suivant au cours du temps des reperes internes aux axones, comme les
mitochondries ancrées au cytosquelette ou les points de branchement des axones, ou des
microbilles de polystyréne collées sur leur membrane. Ces analyses ont été réalisées in vitro,
et ont montré que la distance qui sépare ces reperes augmente pendant 1'extension, indiquant
que l'addition de matériel se fait par intercalation le long des axones quand ils sont étirés
artificiellement (Zheng et al., 1991; O’Toole et al., 2008; Lamoureux et al., 2010; O’Toole et
al., 2015). Dans ces expériences, la croissance intercalaire n’est pas uniforme le long de
'axone: c'est surtout la région distale qui s'allonge (Lamoureux ef al., 2010). Curieusement,
lorsque 1'axone est €tiré en agissant non pas sur son extrémité mais sur le corps cellulaire, la
croissance intercalaire est plus ¢levée dans la région proximale, prés du corps cellulaire
(Lamoureux et al., 2010). On a donc, au moins in vitro, une croissance intercalaire, mais avec
des disparités le long de I'axone, I'¢longation étant plus importante dans la région proche de la
source de traction.

Comment se fait l'apport de matiere le long de l'axone ? L'ajout de membrane pourrait
provenir du désassemblage des cavéoles (Purohit & Smith, 2016), des invaginations de la
membrane plasmique constituant des réservoirs de membrane et répondant a des variations de
la tension membranaire (Echarri et al., 2015; Lo et al., 2015; Cheng et al., 2015; Lim et al.,
2017). Des cellules non neuronales soumises a des forces de traction uniaxiale libérent ces
réservoirs, ramenant la tension membranaire a un état d'équilibre (Sinha et al., 2011). 11 serait



intéressant d'analyser si ces structures sont présentes a la surface des axones pendant la
croissance par €tirement, in vitro et in vivo, et si elles y jouent également ce rdle
mécanoprotecteur de réservoirs de membrane a mobiliser en réponse a une tension exercée
sur le neurone.

Quant a l'apport de composants du cytosquelette, implique-t-il le transport de protéines, sous
forme de monomeéres ou de polymeéres, par des moteurs moléculaires le long de I'axone ? Fait-
il intervenir la synthése (traduction) locale de protéines a partir d'ARNm transportés dans
I'axone ? L'¢longation par étirement peut atteindre une vitesse de 8 mm/jour, alors que le
transport axonal lent, qui est le mode de transport du cytosquelette (notamment la tubuline),
se fait a environ 1 mm/jour (Miller & Heideman, 2008). Il est donc possible qu'un autre mode
de transport de protéines, encore inconnu, intervienne, ou bien que la traduction locale joue
un role dans ce mode 1'élongation axonale (Love et al., 2017). Une mobilisation des fragments
courts et mobiles de microtubules et de neurofilaments, identifiés dans plusieurs études (pour
revue, voir Heidemann & Bray, 2015), pourrait étre déclenchée sous l'effet d'une traction
axiale. Enfin, 1'étirement de I'axone pourrait lui-méme contribuer, par déplacement passif, au
transport de la tubuline, comme le suggerent des modeles mathématiques (O'Toole & Miller,
2011). Ces hypotheses pourront bientdt €tre testées directement en mettant en ceuvre les
techniques récentes de visualisation du transport de protéines et d'ARNm et de la traduction
locale (Yamada et al., 2011; Butko et al., 2012; Baraban ef al., 2013) dans des axones étirés,
in vitro ou in vivo.

Mécanismes de la détection et de la transduction des forces

Comment les neurones détectent-ils les forces mécaniques externes et comment ces signaux
sont-ils transmis a la machinerie intracellulaire régulant la quantit¢ de membrane plasmique,
le cytosquelette, le transport de protéines et/ou d'ARNm, la traduction locale ? Il est
nécessaire d'envisager un processus de mécanotransduction, permettant la transformation des
forces mécaniques en signaux biochimiques a l'intérieur de la cellule (Zhang & Labouesse,
2012). Les voies de mécanotransduction impliquées dans la croissance axonale par étirement
sont pour l'instant inconnues, mais plusieurs candidats peuvent étre discutés ici (pour revue,
Suter & Miller, 2011).

Les canaux sensibles a 1'étirement sont connus pour changer de conformation, s'ouvrir et
générer un influx de cations lorsque la membrane plasmique est sous tension (Ranade et al.,
2015). Ils sont notamment importants pour la réponse au toucher, l'audition, la migration
cellulaire (Lee et al., 1999) et la croissance « classique » des axones, orchestrée par le cone de
croissance (Jacques-Fricke et al., 2006; Shibasaki et al., 2010; Kerstein et al., 2013). Leur
ouverture induit un influx de cations (principalement Ca*") dans le cytoplasme, activant & son
tour des voies de signalisation encore mal caractérisées. La stimulation mécanique du cone de
croissance de neurones isolés in vitro génére un influx immédiat d'ions Na" et Ca®" suivi de la
rétraction du neurite, deux réponses impliquant les canaux sensibles a I'é¢tirement (Franze et
al., 2009). Enfin, une ¢étude récente a décrit le role de ces derniers dans la réponse des axones
a des variations de rigidité¢ de leur environnement pendant la navigation des axones du nerf
optique dans le cerveau du Xénope (Koser et al., 2016). L'ensemble de ces données suggere
qu'une cascade similaire pourrait assurer une fonction de mécanotransduction dans un axone
étiré mécaniquement, mais cette hypotheése n'a pas encore été testée.

La détection des forces mécaniques peut aussi impliquer les éléments du cytosquelette eux-
mémes, car ils sont directement déplacés ou réarrangés lors d'une déformation cellulaire



induite par une force externe. De plus, les constituants du cytosquelette, en particulier
'actomyosine et la spectrine, sont suspectés d'€tre le support physique de la tension interne
aux axones, mise en ¢évidence dans de nombreux contextes (par exemple, Dennerll et al.,
1988, 1989; Siechen et al., 2009; Rajagopalan et al., 2010; Krieg et al., 2014; Smit et al.,
2017). Cette tension intra-axonale constitue un pré-stress mécanique qui sensibilise les
neurones a des variations mécaniques résultant de forces externes, en facilitant par exemple la
propagation du stimulus d'une région de l'axone a une autre (Krieg et al., 2014, 2015). Ainsi
la tension interne aux axones peut-elle étre considérée comme un "second messager"
mécanotransducteur, faisant le relais entre force externe et machinerie intracellulaire (Franze
et al., 2009). L'utilisation récente de la microscopie a super-résolution sur des neurones en
culture a révélé l'existence d'un réseau périodique d'actine et de spectrine situé juste sous la
membrane plasmique des axones, formant comme une bobine cylindrique autour des
faisceaux de microtubules (Xu et al., 2013; D’Este et al., 2015, 2016; He et al., 2016). Chez
C. elegans, des mesures par microscopie FRET (Férster Resonance Energy Transfer) de la
tension au sein de la molécule de spectrine montrent que la spectrine axonale est sous tension,
au moins dans certaines populations de neurones (Krieg et al., 2014). De plus, le réseau de
spectrine participe au maintien de la tension interne le long des axones, joue un rdle
mécanoprotecteur en stabilisant les axones lors des mouvements de locomotion du ver, et est
aussi impliqué dans la réponse au toucher (Hammarlund et al., 2007; Krieg et al., 2014,
2017). Toutes ces propriétés font de la spectrine un candidat idéal pour détecter et transmettre
le signal mécanique a la machinerie intracellulaire dans un axone étiré. Ce role potentiel de
mécanotransduction devra étre confirmé par des expériences fonctionnelles in vitro et in vivo.

Conclusions et perspectives thérapeutiques

Une tension mécanique externe au neurone, lorsqu'elle est appliquée progressivement et de
maniere contrélée, stimule donc la croissance axonale. Dans l'embryon, une fois les contacts
synaptiques établis par guidage moléculaire de 1'axone, ce mécanisme prend le relais et
permet l'ajustement progressif de la longueur de l'axone a la taille de I'organisme en
croissance. La tension mécanique pourrait constituer un stimulus universel de la croissance
axonale, agissant aussi au cours de la premiere phase d'é¢longation des axones en réponse a
des stimuli chimiques. En effet, 'activité locomotrice du cone de croissance produit sans
doute une tension interne dans la région distale de I'axone, stimulant a son tour 1'élongation
dans cette région, par des mécanismes proches de ceux de la croissance par étirement discutés
ict (Miller & Sheetz, 2006; O’Toole ef al., 2008; Lamoureux et al., 2010). En accord avec
cette idée, plusieurs études, exploitant notamment la microscopie de force de traction, ont
révélé que le cone de croissance exerce une traction sur son substrat et tire 1'axone qui est
derriere lui, dans des cas de croissance axonale "classique" in vitro (Lamoureux et al., 1989;
Miller & Sheetz, 2006; O'Toole et al., 2008; Franze et al., 2009; Suter & Miller, 2011;
Polackwitch et al., 2015). Pour explorer plus en détail les mécanismes de la croissance
axonale par étirement dans un environnement naturel, tridimensionnel, il faudra a l'avenir
combiner in vivo des techniques d'imagerie de la dynamique de la membrane et du
cytosquelette avec des approches physiques de mesure et de perturbation des forces, et des
analyses fonctionnelles de protéines candidates.

Comprendre les mécanismes de la croissance axonale par étirement a des implications
biomédicales. En effet, il n'existe pas aujourd'hui de méthode permettant de réparer
efficacement les 1ésions des systemes nerveux central et périphérique. Le but initial de
1'équipe de Douglas H. Smith, qui a mis au point le systeme d'étirement mécanique des axones
décrit plus haut (Figure 2), était de créer des cultures de neurones pouvant €tres directement



transplantées dans 'animal ou chez I'homme au niveau d'une blessure: les faisceaux d'axones
greffés constitueraient alors un substrat, un échafaudage sur lequel les axones endommagés
pourraient repousser et régénérer. Les préparations de neurones avec faisceaux d'axones étirés
peuvent €tre incorporées dans des gels biocompatibles et déplacées facilement, les neurones
survivent a la transplantation dans le tissu hdte, et les axones de I'animal greffé régéncrent au
moins partiellement le long du faisceau d'axones exogenes (Iwata et al. 2006; Pfister ef al.,
2006b; Chen et al., 2007; Huang et al., 2008, 2009; Cullen et al., 2012; Struzyna, et al. 2015).
Bien qu’une récupération de la mobilit¢ de l'animal n'ait pas encore €té observée, cette
stratégie est prometteuse et pourrait inspirer de nouvelles méthodes d'ingénierie tissulaire
dédiées a la réparation du cerveau et de la moelle épiniere (Pfister et al., 2007; Bueno &
Schah, 2008; Smith ez al., 2009; Chen et al., 2016).
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Légendes des figures

Figure 1 - Mécanismes de la croissance axonale

(A) Au cours de la premicre phase de croissance d'un axone, celui-ci s'allonge grace a
l'activité locomotrice de son extrémité (le cone de croissance), qui navigue vers sa cible en
répondant a des signaux moléculaires présents dans son environnement.

(B) Schéma illustrant la croissance axonale par étirement: apres la formation de la synapse
avec la cellule cible, 1'axone continue de grandir, possiblement sous l'effet de forces de
traction exercées par la croissance de l'organisme.

(C) Dans le circuit olfactif du poisson-zebre, les axones s'allongent par un mécanisme qui
s'apparente a la croissance par étirement. Dans ce tissu, l'axone, dont l'extrémité est fixe,
ancrée au cerveau, s'allonge par le mouvement passif du corps cellulaire, lui-méme provoqué
par des forces de traction ou de compression externes au neurone (Breau ef al., 2017).

Figure 2 - Dispositif d'étirement des axones intégrés in vitro

Ce schéma illustre le systeme de culture de neurones développé par 1'équipe de Douglas H.
Smith, qui permet la croissance par étirement d'axones intégrés, c'est a dire ayant formé une
synapse avec une cellule-cible (ici, un neurone de la population opposée). Un dispositif
mécanique ¢loigne progressivement les corps cellulaires des deux groupes de neurones,
allongeant ainsi les faisceaux d'axones qui les relient (Pfister et al., 2003).
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