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«	-Tu	sais	il	se	peut	que	l’on	ne	trouve	jamais	rien	?	
-Soulever	des	pierres	et	ne	rien	trouver	en	dessous,	c’est	progresser.»	

	
	

«	Moi	ce	que	je	préfère	de	cette	vie	de	rat	de	laboratoire,	c’est	que	parfois,	en	de	très	
rares	occasions,	on	découvre	réellement	quelque	chose.	Quand	on	se	couche	le	soir	
après	avoir	fait	une	découverte,	on	est	la	seule	personne	au	monde	à	connaître	cette	

vérité.	»	
	

I	Origins	
	
	
	
«	Il	ne	faut	pas	croire	que	les	autistes	ont	des	stéréotypies	et	que	les	non-autistes	n’en	

ont	pas.	Les	stéréotypies	des	personnes	non	autistes	passent	simplement	pour	
naturelles,	sont	mieux	acceptées	socialement.	»	

	
	

«	Je	me	méfie	des	théories	qui	voudraient	réduire	l’être	humain	à	un	mécanisme	
d’horlogerie.	Je	crois	que	l’être	humain	est	beaucoup	plus	composite,	en	mouvement.	Ne	
l’enfermons	pas,	ne	nous	enfermons	pas	dans	une	case.	Il	nous	en	manquerait	une.	»	

	
	

«	Nous	nous	acheminons	peu	à	peu	vers	la	question	qui	hante	la	scolarité	:	si	vous	ne	
savez	ni	jouer	au	cerceau,	ni	nouer	vos	lacets,	mais	que	vous	vous	passionnez	pour	le	
calcul	différentiel,	avez-vous	les	compétences	pour	passer	en	année	supérieure	de	

maternelle	?	»	
	
	

«	L'observation	m'en	a	été	faite	par	plusieurs	personnes	:	de	toutes	les	sociétés,	l'une	des	
plus	excluantes	pour	les	jeunes	autistes	ayant	des	déficiences	pourrait	bien	être	la	nôtre,	

l'occidentale.	»	
	

Je	suis	à	l’est	!	Josef	Schovanec	
	
	
	

«	La	science	n’a	pas	de	patrie,	parce	que	le	savoir	est	le	patrimoine	de	l’humanité.	»	
	

Louis	Pasteur	
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RESUME	

Les	Troubles	du	Spectre	Autistique	(TSA)	affectent	un	individu	sur	100	en	France	et	sont	

caractérisés	par	des	déficits	de	la	communication	et	des	interactions	sociales	ainsi	que	

par	 la	 présence	 d’intérêts	 restreints	 et	 de	 comportements	 répétitifs.	 Le	 laboratoire	 a	

démontré	 l’implication	de	protéines	synaptiques	dans	le	développement	des	TSA	et	en	

particulier	celle	des	protéines	SHANK.	Ces	protéines	sont	des	protéines	d’échafaudage	

présentes	au	niveau	de	la	densité	post-synaptique	(PSD)	des	neurones	glutamatergiques	

et	interagissant	avec	différents	partenaires.		

Dans	le	cadre	de	mon	projet	de	thèse,	nous	nous	sommes	particulièrement	intéressés	à	

la	 protéine	 SHANK3.	 Des	 mutations	 au	 sein	 du	 gène	 SHANK3	 ont	 été	 détectées	 chez	

environ	1	à	2%	des	patients,	selon	le	degré	de	sévérité	du	retard	mental.	Un	déficit	de	

SHANK3	 altère	 le	 fonctionnement	 synaptique.	 En	 effet,	 des	 analyses	 sur	 modèles	 de	

souris	 invalidées	 pour	 le	 gène	 SHANK3	 ont	montré	 une	 diminution	 de	 la	 densité	 des	

épines	 dendritiques,	 de	 la	 taille	 de	 la	 densité	 post-synaptique	 et	 de	 l’expression	 des	

partenaires	protéiques	de	SHANK3.	

Mon	modèle	 principal	 d’analyse	 a	 consisté	 en	 la	 reprogrammation	 de	 fibroblastes	 en	

cellules	pluripotentes	 induites	 (iPSC	«	induced	pluripotent	 stem	cells	»).	 Les	 iPSCs	ont	

ensuite	été	sélectivement	dérivées	en	neurones	corticaux.	Nos	études	se	sont	focalisées	

sur	 l’analyse	 des	 conséquences	 fonctionnelles	 de	mutations	 de	novo	 du	 gène	 SHANK3	

retrouvées	chez	4	patients	à	 l’état	hétérozygote	et	présentes	au	sein	de	 l’exon	21.	Ces	

mutations	conduisent	à	un	codon	stop	prématuré.	En	parallèle,	nous	avons	obtenu	des	

cellules	de	4	individus	témoins	ne	présentant	aucun	trouble	psychiatrique	identifié.	

L’analyse	 a	 porté	 d’une	 part	 sur	 des	 aspects	 morphologiques	 et	 d’autre	 part	 sur	 des	

aspects	 fonctionnels.	 Nous	 avons	 étudié	 l’effet	 des	mutations	 sur	 la	maturation	 et	 les	

caractéristiques	 morphologiques	 des	 épines	 dendritiques.	 Nous	 avons	 établi	 un	

protocole	 permettant	 une	 analyse	 détaillée	 de	 la	 morphologie	 en	 3D	 des	 épines	

dendritiques	 et	 suivi	 leur	 maturation.	 Un	 résultat	 majeur	 est	 l’observation	 d’une	

diminution	de	la	densité	des	épines	sur	les	dendrites	des	neurones	pyramidaux	issus	des	

patients	 par	 rapport	 aux	 témoins.	 Comme	attendu,	 la	maturation	des	 épines	n’est	 pas	

complètement	 achevée	 mais	 varie	 peu	 dans	 son	 évolution	 d’un	 individu	 à	 l’autre	

(témoins	 vs.	 patients).	 Nous	 avons	 poursuivi	 ces	 études	 par	 deux	 approches	

fonctionnelles	:	 l’imagerie	 calcique	 et	 des	 études	 d’électrophysiologie.	 Les	 données	

électrophysiologiques	sont	en	cours	d’analyse.		

En	 conclusion,	 nous	 avons	 pu	 obtenir	 des	 cultures	 de	 neurones	 corticaux	

glutamatergiques	et	les	maintenir	en	culture	durant	40	jours	pour	effectuer	différentes	

analyses	 à	 un	 stade	 de	maturation	 suffisant	 pour	 la	mise	 en	 évidence	 de	 phénotypes	

morphologiques	et	fonctionnels.	Nous	avons	principalement	observé	une	diminution	de	

des	densités	synaptiques	et	de	maturation	des	épines	dendritiques	au	sein	des	neurones	

issus	de	patients	liée	à	des	altérations	d’oscillations	calciques	spontanées.		 	
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I/	Troubles	du	spectre	autistique	(TSA)	

	

1/	Historique	

	

En	 1943,	 le	 Docteur	 Léo	 Kanner,	 un	 pédopsychiatre	 américain	 s’est	 intéressé	 aux	

enfants	atteints	d’autisme	précoce	et	a	décrit	pour	la	première	fois	des	patients	atteints	

de	ces	troubles	(Kanner	1943).	Son	étude	a	porté	sur	11	enfants	âgés	de	2	à	11	ans	(8	

garçons	 et	 3	 filles)	 présentant	 des	 «	troubles	 autistiques	 du	 contact	 affectif	»,		

correspondant	 à	 des	 perturbations	 comportementales	 et	 neurologiques.	 Plus	

précisément,	 ces	 enfants	 faisaient	 preuve	 d’une	 extrême	 solitude,	 évitant	 les	 regards,	

ignorant	les	interactions,	présentant	des	troubles	du	langage	ainsi	qu’un	comportement	

dicté	 par	 une	 obsession	de	 la	 similitude,	 évitant	 tout	 changement.	 Léo	Kanner	 a	 donc	

établi	 trois	 caractéristiques	comportementales	:	une	 incapacité	de	mettre	en	place	des	

relations	avec	autrui,	des	troubles	du	développement	du	langage	et	des	comportements	

obsessionnels	à	travers	le	déroulement	de	rituels.	

	

De	façon	indépendante,	peu	avant	la	seconde	guerre	mondiale,	le	psychiatre	autrichien	

Hans	 Asperger	 publia	 en	 1943	 la	 description	 de	 patients	 (4	 garçons)	 présentant	

certaines	 similitudes	 avec	 ceux	 de	 Kanner	 mais	 se	 distinguant	 par	 leur	 capacité	

intellectuelle	et	 leur	absence	de	troubles	du	langage.	 Il	a	donné	son	nom	au	Syndrome	

d’Asperger.	 Cependant,	 ces	 travaux	 ne	 furent	 diffusés	 au	 niveau	 international	 qu’au	

cours	des	années	1980,	par	la	psychiatre	anglaise	Lorna	Wing.	Cette	psychiatre	publia	en	

1981	un	compte-rendu	clinique	du	 syndrome	d’Asperger.	Ce	 syndrome	d’Asperger	 fut	

originellement	nommé	psychopathie	autistique	de	l’enfance.	Hans	Asperger	considérait	

ces	 troubles	 comme	 un	 spectre	 incluant	 des	 individus	 avec	 des	 retards	 intellectuels	
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sévères	et	des	troubles	du	comportement,	ainsi	que	des	enfants	démontrant	de	grandes	

capacités	 intellectuelles	 (Goldson	 2016).	 Contrairement	 à	 Kanner	 qui	 décrivait	 des	

troubles	aux	caractéristiques	bien	discernables,	Asperger	avait	la	vision	d’un	continuum	

autistique.	 Il	 ne	 considérait	 pas	 les	 individus	 comme	 des	 patients	 mais	 comme	 des	

personnes	avec	des	capacités	intellectuelles	et	des	potentiels	particuliers.	Il	développait	

l’idée	 qu’il	 ne	 fallait	 pas	 forcément	 corriger	 les	 différences,	mais	 aider	 les	 individus	 à	

développer	leurs	potentiels.	Pour	cela	il	a	contribué	à	la	mise	en	place	d’un	programme	

permettant	à	ces	individus	d’évoluer	dans	un	environnement	adapté.	

	

De	 façon	 préliminaire,	 Kanner	 soupçonnait	 une	 forte	 cause	 neurologique.	 Asperger	

quant	à	lui	considérait	qu’il	y	avait	une	forte	composante	génétique	(Goldson	2016).	

	

Il	 est	 à	 noter	 que	 les	 troubles	 autistiques	 ne	 datent	 pas	 seulement	 de	 cette	 première	

partie	 du	XXème	 siècle.	 En	 effet	 de	précédents	 écrits	 ont	 reporté	 l’existence	d’enfants	

présentant	des	symptômes	proches	de	ceux	décrits	par	Asperger	et	Kanner	mais	qui	à	

des	 périodes	 antérieures	 n’étaient	 pas	 diagnostiqués	 et	 probablement	 assimilés	 à	 des	

individus	déments	(Goldson	2016).	

	

Durant	une	trentaine	d’années,	l’autisme	fut	considéré	comme	une	forme	infantile	de	la	

schizophrénie	 (Eisenberg	 et	 Kanner	 1956).	 Ce	 trouble	 fut	 enfin	 reconnu	 en	 tant	 que	

syndrome	 distinct	 dans	 les	 années	 1980	 et	 caractérisé	 par	 un	 trouble	 de	 la	

communication,	 un	 manque	 d’interaction	 sociale	 avec	 autrui	 et	 des	 comportements	

atypiques	(DSMIII)	(American	Psychiatric	Association	1980).	
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Le	 syndrome	 d’Asperger	 quant	 à	 lui	 est	 caractérisé	 par	 des	 troubles	 des	 interactions	

sociales,	 des	 intérêts	 restreints,	 des	 comportements	 répétitifs	 mais	 avec	 absence	 de	

retard	mental	(Goldson	2016).	

	

	

2/Evaluation	clinique	

	

L’autisme	est	apparu	en	tant	que	catégorie	de	diagnostic	lors	de	la	troisième	édition	du		

DSM	 («	Diagnostic	 and	 Statistical	 Manual	 of	 Mental	 Disorders	»)	 en	 1980	 (American	

Psychiatric	 Association	 1980).	 Depuis,	 plusieurs	 remaniements	 de	 classification	 ont	

entrainé	la	publication	de	nouvelles	versions	de	ce	manuel.		

	

2-1/	DSM-IV	(1994)	

Le	DSM-IV	(American	Psychiatric	Association	1994)		présentait	la	catégorie	de	troubles	

envahissants	du	développement	 comportant	 cinq	 sous-types	de	 l’autisme:	 les	 troubles	

autistiques,	 le	 syndrome	 d’Asperger,	 le	 trouble	 désintégratif	 de	 l’enfance,	 les	 troubles	

envahissants	du	développement	non	spécifiés	(TED	non	spécifiés)	ainsi	que	le	syndrome	

de	Rett.	Trois	symptômes	y	définissaient	l’autisme,	appelés	«	triade	autistique	»	:	

- Troubles	des	interactions	sociales	

- Troubles	de	la	communication		

- Comportements	restreints	et	répétitifs	
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2-2/	DSM-V	(2013)	

Dans	 cette	 dernière	 version	 du	 manuel	 (American	 Psychiatric	 Association	 2013),	 les	

troubles	autistiques,	le	syndrome	d’Asperger,	le	trouble	désintégratif	de	l’enfance	et	les	

TED	 non	 spécifiés	 sont	 regroupés	 dans	 une	 même	 catégorie	 nommée	:	 Troubles	 du	

Spectre	 Autistique	 (TSA).	 Le	 syndrome	 de	 Rett	 ne	 fait	 désormais	 plus	 partie	 de	 cette	

catégorie.		

Les	symptômes	associés	sont	actuellement	:	

- Troubles	de	la	communication	et	de	l’interaction	sociales	(les	problèmes	sociaux	et	

de	communication	sont	combinés,	mais	le	retard	de	langage	n’en	fait	plus	partie)		

o Déficits	dans	la	réciprocité	socio-émotionnelle	

o Déficits	dans	les	comportements	de	communication	non-verbale	

o Déficits	dans	le	développement	et	la	maintenance	de	relations	

- 	Comportements	et	intérêts	restreints	et	répétitifs	(avec	l’apparition	de	la	sensibilité	

inhabituelle	aux	stimuli	sensoriels)	

o Mouvements	moteurs	stéréotypés	ou	répétitifs	

o Obstination	de	 similitude,	 adhésion	à	des	 routines	ou	 à	des	 comportements	

verbaux	ou	non	verbaux	ritualisés	

o Intérêts	fortement	restreints,	de	façon	anormale	dans	leur	intensité	

o Hyper-	ou	hypo-sensibilité	à	des	données	sensorielles	

	

De	 plus	 une	 notion	 de	 degré	 de	 sévérité	 est	 précisée	 avec	 trois	 niveaux	 différents,	

prenant	 ainsi	 en	 compte	 le	 concept	 de	 spectre.	 En	 effet,	 les	 TSA	 incluent	 des	 patients	

étant	 affectés	 à	 différentes	 intensités,	 allant	 d’individus	 plus	 légèrement	 atteints	 avec	

des	 capacités	 intellectuelles	 considérées	 «	normales	»	 à	 des	 patients	 plus	 sévèrement	
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affectés	intellectuellement.	

Ces	symptômes	doivent	s’observer	dès	la	petite	enfance	et	influencer	en	permanence	la	

vie	quotidienne	du	patient.	Lors	du	diagnostic,	il	doit	être	spécifié	si	l’individu	présente	

aussi	un	déficit	 intellectuel,	des	 troubles	du	 langage,	une	 catatonie	et	 si	une	 condition	

génétique	ou	environnementale	est	à	associer	au	phénotype.	

	

	

3/Diagnostic	

	

Différents	outils	ont	été	établis	afin	de	permettre	 la	mise	en	place	d’un	diagnostic.	Les	

deux	 évaluations	 les	 plus	 utilisées	 sont	 l’ADI-R	 et	 l’ADOS.	 D’autres	méthodes	 peuvent	

aussi	être	utilisées	tels	que	le	CARS	ou	le	SRS.	

	

- ADI-R	(«	Autism	Diagnostic	Interview	Revised	»)	:	consiste	en	un	entretien	semi-

structuré	avec	les	parents	de	l’enfant	à	l’aide	d’un	questionnaire.	

- ADOS	 («	Autism	 Diagnostic	 Observation	 Schedule	»)	:	 en	 complémentarité	 de	

l’ADI-R,	 consiste	 en	une	évaluation	mettant	 l’individu	en	 situation	d’interaction	

sociale,	de	communication	à	travers	des	jeux	ou	une	conversation	(en	fonction	du	

niveau	de	langage).	

- CARS	 («	Childhood	 Autism	 Rating	 Scale	»)	:	 entrevue	 traitant	 de	 15	 domaines	

différents	 couvrant	 entre	 autres	 les	 relations	 sociales,	 les	 réponses	

émotionnelles,	l’adaptation	aux	changements,	les	réponses	visuelles	et	auditives,	

la	 peur	 et	 l’anxiété,	 la	 communication	 verbale	 et	 non	 verbale	 et	 le	 niveau	

intellectuel,	permettant	ainsi	de	prendre	en	compte	des	symptômes	plus	larges.	
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- SRS	 («	Social	 Responsiveness	 Scale	»)	:	 questionnaire	 rempli	 par	 les	 parents	 ou	

professeurs,	dans	le	but	d’identifier	des	troubles	sociaux	associés	aux	TSA	et	de	

mesurer	leur	sévérité.		

	

D’autres	 évaluations	 peuvent	 être	 effectuées	 par	 des	 cliniciens	 tels	 que	 le	 DISCO	

(«	Diagnostic	Interview	for	Social	and	Communication	»),	 le	RBS	(«	Repetitive	Behavior	

Scale	»)	et	la	CCC	(«	Children	Communication	Checklist	»).				

En	plus	de	ces	évaluations	cliniques,	d’autres	tests	peuvent	être	utilisés	permettant	à	la	

population	générale	de	mesurer	leur	quotient	autistique	(AQ	:	Autism	Quotient,	(Baron-

Cohen	et	al.	2001))	et	leur	quotient	empathique	(EQ	:	Empathic	Quotient,	(Baron-Cohen	

et	 Wheelwright	 2004)).	 Ces	 tests	 sont	 accessibles	 en	 ligne	 (https://psychology-

tools.com/autism-spectrum-quotient/	 et	 https://psychology-tools.com/empathy-

quotient/)	

 

	

4/Comorbidités	

	

Plus	de	70%	des	patients	atteints	de	TSA	présentent	des	comorbidités	(Lai	et	al.	2014)	

(Tableau	1).	Les	patients	atteints	de	TSA	présentent	un	taux	plus	élevé	de	:	

- troubles	mentaux	:	 dépression,	 anxiété	 (Strang	et	 al.	 2012),	 troubles	bipolaires,	

Troubles	Obsessionnels	Compulsifs	(TOCs),	psychose	et	automutilation	(Singh	et	

al.	2006)	

- troubles	moteurs	:	problèmes	moteurs	tels	que	hypotonie	ou	retard	moteur	

- autres	 désordres	 physiopathologiques	:	 troubles	 du	 sommeil	 (Schreck	 2004),	

immunitaires,	 de	 l’alimentation	 et	 gastro-intestinaux	 (Martins	 et	 al.	 2008),	
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obésité,	hypertension,	convulsions	(Volkmar	et	Nelson	1990),	épilepsie,	accidents	

cérébro-vasculaires	et	maladie	de	Parkinson	(Croen	et	al.	2015).		

De	plus,	32%	de	ces	individus	avec	TSA	subissent	une	régression	(c’est	à	dire	une	perte	

ou	 retour	 en	 arrière	des	 acquis	 obtenus)	 (Barger	 et	 al.	 2013).	 Ces	 individus	 avec	TSA	

présentent	aussi	une	hyper	ou	hypo-sensibilité	aux	stimuli	sensoriels.		

La	 liste	 des	 comorbidités	 est	 exposée	 dans	 le	 Tableau	 1.	 Certaines	 comorbidités	 sont	

détaillées	ci-dessous.	

Tableau	1	:	Comorbidités	associées	aux	TSA.	Valeurs	issues	
de	Lai	et	al.	2014.	
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Troubles	mentaux	

Les	 individus	 atteints	 de	 TSA	 présentent	 un	 taux	 plus	 élevé	 de	 troubles	 de	 l’humeur,	

d’anxiété	(Murphy	et	al.	2011;	Hofvander	et	al.	2009;	Lugnegård	et	al.	2011),	de	TOCs	

(Russell	2005),	de	troubles	du	déficit	de	l’attention	avec	hyperactivité	(TDAH)	(Johnston	

et	al.	2013)	et	de	troubles	psychotiques.	Une	étude	a	montré	que	70%	des	patients	de	

cette	étude	(atteints	du	syndrome	d’Asperger)	avaient	présenté	au	moins	un	épisode	de	

dépression	majeure,	 50%	avaient	 des	périodes	 récurrentes	de	dépression	 et	 50%	des	

troubles	de	l’anxiété	(Lugnegård	et	al.	2011).	Une	revue	regroupant		plusieurs	études	a	

démontré	 que	 58%	 de	 patients	 TSA	 présentaient	 en	 parallèle	 un	 autre	 trouble	

psychiatrique	tels	que	anxiété,	TOCs,	dépression,	et	TDAH	(Russell	et	al.	2016).	

	

Epilepsie	

La	 fréquence	 est	 encore	 plus	 élevée	 chez	 des	 individus	 TSA	 avec	 retard	 mental	 ou	

atteints	 d’autisme	 syndromique	 (Lai	 et	 al.	 2014).	 En	 effet,	 plusieurs	 études	montrent	

une	augmentation	allant	de	2	à	46%	des	risques	d’épilepsie	chez	les	individus	atteints	de	

TSA	 (El	 Achkar	 et	 Spence	 2015)	 (cette	 forte	 variabilité	 est	 probablement	 due	 à	 des	

évaluations	 de	 diagnostic	 variables).	 Aucun	 type	 de	 crise	 épileptique	 n’est	

particulièrement	associé	aux	TSA.	

	

	

Sommeil		

Les	 individus	adultes	 atteints	 de	 TSA	 présentent	 des	 difficultés	 d’endormissement,	 de	

réglage	 du	 sommeil,	 des	 éveils	 nocturnes	 et	 des	 insomnies.	 Les	 enfants	 avec	 TSA	

présentent	en	plus	des	difficultés	de	mise	en	place	des	cycles	du	sommeil	(Cohen	et	al.	

2014;	 Richdale	 et	 Schreck	 2009;	 Baker	 et	 Richdale	 2015;	 Tani	 et	 al.	 2004;	 Limoges	
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2005).	 Il	 a	 été	 suggéré	 que	 des	 dérégulations	 dans	 la	 production	 de	 la	mélatonine	 et	

dans	 le	cycle	circadien	pouvaient	contribuer	à	ces	troubles.	Cependant,	 les	troubles	du	

sommeil	peuvent	aussi	être	induits	par	d’autres	comorbidités,	telles	que	l’anxiété	ou	la	

dépression	(Tani	et	al.	2004).		

	

Troubles	gastro-intestinaux	(TGI)	

Les	enfants	atteints	de	TSA	présentent	2	à	3	fois	plus	de	risque	de	développer	ce	type	de	

comorbidités	 (McElhanon	 et	 al.	 2014).	 Parmi	 les	 troubles	 gastro-intestinaux,	 on	

retrouve	des	 douleurs	 abdominales,	 des	 reflux	 gastro-oesophagiens,	 des	 constipations	

ou	diarrhées	chroniques	(Lai	et	al.	2014).	Des	troubles	de	l’alimentation	surviennent	5	

fois	plus	chez	des	enfants	atteints	de	TSA	par	rapport	aux	enfants	non	atteints	(Sharp	et	

al.	2013).		

	

Espérance	de	vie	

Une	méta-analyse	a	démontré	que	les	patients	TSA	ont	un	risque	de	mortalité	2,8	plus	

élevé	 que	 des	 individus	 non	 atteints	 du	 même	 âge	 et	 du	 même	 sexe.	 Ceci	 est	

probablement	causé	par	les	différentes	comorbidités	associées	aux	TSA	(Woolfenden	et	

al.	2012).	

	

	

5/Diverses	voies	de	traitement	des	TSA	

	

5-1/Traitements	Pharmacologiques	:	

Ces	 traitements	 ne	 traitent	 pas	 les	 TSA	 dans	 leur	 globalité	 mais	 soulagent	 certains	

symptômes	(McPheeters	et	al.	2011)	:	
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• Les	antipsychotiques	ont	un	effet	sur	la	réduction	des	comportements	répétitifs	

chez	les	enfants	atteints	de	TSA	(Lai	et	al.	2014),	mais	des	effets	secondaires	sont	

à	déplorer.	Ainsi,	la	rispéridone	est	prescrite	pour	les	comportements	agressifs	et	

répétitifs,	l’aripiprazole	(commercialisé	«	Abilify	»)	pour	réduire	l’irritabilité.	

• Les	inhibiteurs	de	la	recapture	de	la	sérotonine	(anti-dépresseurs	:	fluvoxamine,	

fluoxétine	(prozac),	citaloprame)	peuvent	être	prescrits	pour	réduire	l’anxiété	de	

ces	patients	et	les	comportements	répétitifs.	

• Les	 antidépresseurs	 tricycliques	 (clomipramine)	 sont	 administrés	 pour	 réduire	

les	dépressions,	stéréotypies	et	angoisses.	

• Les	stimulants	sont	utilisés	pour	traiter	l’hyperactivité	et	les	TDAH.	

	

Cependant	 certains	 traitements	 présentent	 une	 faible	 efficacité	 ainsi	 que	 des	 effets	

secondaires	(Lai	et	al.	2014;	McPheeters	et	al.	2011).	

	

La	mélatonine	peut	être	utilisée	pour	contrôler	les	troubles	du	sommeil.	Des	traitements	

à	la	mélatonine	sont	souvent	utilisés	par	tenter	de	traiter	les	insomnies.	En	cumulant	les	

résultats	de	plusieurs	études,	il	a	été	montré	que	la	mélatonine	avait	un	effet	positif	sur	

les	 troubles	du	 sommeil	 chez	des	patients	 avec	des	 troubles	neurodéveloppementaux,	

dont	 les	 TSA,	 principalement	 en	 favorisant	 l’initiation	 du	 sommeil	 (Hollway	 et	 Aman	

2011).	

	

5-2/Méthodes	Comportementales	:		

Différentes	 méthodes	 alternatives	 ont	 été	 développées	 dans	 le	 but	 de	 soulager	 les	

troubles	 du	 comportement	 mais	 celles-ci	 sont	 sujettes	 à	 controverses.	 Parmi	 ces	

méthodes	 nous	 pouvons	 citer	 les	 programmes	 ABA	 («	Applied	 Behavioral	 Analysis	»),	
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PRT	 («	Pivotal	Response	Treatment	»)	qui	 sont	des	méthodes	 comportementales,	 et	 le	

programme	de	Denver	(jeux,	 relations	entre	 individus)	qui	correspond	à	une	méthode	

développementale.	

	

	

6/Epidémiologie	

	

6-1/Prévalence	

La	prévalence	(nombre	d’individus	atteints	par	rapport	au	nombre	d’individus	dans	 la	

population	générale)	estimée	des	TSA	a	fortement	augmenté	au	cours	des	50	dernières	

années.	Ces	troubles	furent	tout	d’abord	considérés	comme	une	maladie	rare,	avec	une	

prévalence	 de	 4/10000	 (Murphy	 et	 al.	 2016).	 De	 nos	 jours	 celle-ci	 est	 estimée	 entre	

1/68	et	1/100	(Baird	et	al.	2006;	Brugha	et	al.	2011;	American	Psychiatric	Association	

2013;	 Center	 for	 Disease	 Control	 and	 Prevention	 (CDC)	 2014).	 Certaines	 estimations	

plus	 récentes	 indiquent	 une	 prévalence	 encore	 plus	 importante,	 jusqu’à	 environ	1/50	

(Center	 for	 Disease	 Control	 and	 Prevention	 2015).	 La	 figure	 1	 illustre	 une	

représentation	de	cette	évolution.	Cette	évolution	au	cours	du	siècle	est	probablement	

due	à	une	augmentation	de	la	prise	de	conscience	de	ces	troubles,	à	un	diagnostic	plus	

fréquent	 et	 plus	 précoce,	 à	 une	 amélioration	 des	 critères	 de	 diagnostic	 et	 pas	

nécessairement	 à	 l’augmentation	 de	 l’incidence	 (Fombonne	2009;	Hansen	 et	 al.	 2015;	

Lundstrom	 et	 al.	 2015).	 Cependant	 une	 augmentation	 sur	 une	 période	 plus	 récente	

(2012-2014)	 pourrait	 potentiellement	 être	 causée	 par	 certains	 facteurs	

environnementaux	actuels	(Center	for	Disease	Control	and	Prevention	2015).	
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6-2/«	Sex-Ratio	»	

Les	 TSA	 sont	 4	 fois	 plus	 présents	 chez	 les	 hommes	 que	 chez	 les	 femmes	 (Fombonne	

2009;	 Center	 for	 Disease	 Control	 and	 Prevention	 2012).	 Cependant,	 ce	 «	sex-ratio	»	

global	 se	 modifie	 en	 fonction	 de	 certaines	 caractéristiques	 tel	 qu’un	 retard	

d’apprentissage,	un	retard	mental	et/ou	des	dysmorphies	(Bourgeron	2016).	En	effet,	il	

est	de	2	:1	chez	les	individus	avec	un	retard	d’apprentissage	contre	6-8	:1	chez	ceux	n’en	

présentant	pas	(Murphy	et	al.	2016).	

Certaines	études	ont	montré	des	différences	de	 structure	du	cerveau	chez	 les	 femmes	

atteintes	de	TSA	et	qui	seraient	spécifiques	au	sexe	(Lai	et	al.	2013;	Schaer	et	al.	2015).	

D’autre	 part,	 certaines	 régions	 chromosomiques	 présentent	 des	 risques	 d’altérations	

génétiques	différents	entre	les	hommes	et	les	femmes,	pouvant	expliquer	les	différences	

observées	 entre	 les	 deux	 sexes	 dans	 le	 développement	 des	 TSA	 (Werling	 et	 al.	 2014;	

Tropeano	et	al.	2016).		

Figure	 1	:	 Prévalence	 des	 TSA	 au	 cours	 des	 deux	 dernières	 décennies.	 Une	
augmentation	de	la	prévalence	est	observée	au	cours	des	20	dernières	années	avec	une	

accélération	récente.	Figure	issue	de	Center	for	Disease	Control	and	Prevention	2015).	
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A	noter	que	les	filles	sont	moins	fréquemment	atteintes,	mais	celles	qui	le	sont	semblent	

présenter	 un	 niveau	 de	 gravité	 de	 troubles	 plus	 élevé.	 Une	 étude	 a	 montré	 que	 des	

formes	 d’autisme	 sévère	 chez	 des	 filles	 pouvaient	 être	 associées	 à	 des	 mutations	

affectant	 le	 gène	CTNND2	 («	delta	2	 catenin	 gene	»),	 gène	qui	 code	pour	une	protéine	

jouant	un	 rôle	 important	dans	 le	développement	neuronal.	 Cette	 observation	pourrait	

ainsi	 expliquer	 cette	 tendance	 à	 un	 phénotype	 plus	 sévère	 chez	 les	 femmes	 atteintes	

(Turner	et	al.	2015).		

D’autres	hypothèses	ont	été	posées	telles	que	la	présence	de	facteurs	de	protection	chez	

les	 femmes,	 un	 rôle	 du	 chromosome	 X	 ou	 des	 hormones	 ainsi	 qu’une	 exposition	 des	

hommes	à	des	facteurs	de	risque	plus	élevés.	Cependant,	actuellement,	aucune	donnée	

n’explique	de	façon	claire	la	différence	d’atteinte	entre	les	deux	sexes.	

	

	

7/Causes	

	

7-1/Génétiques	

Certains	psychanalystes	ont	longtemps	suggéré	que	ces	troubles	présentaient	une	cause	

psychologique	due	à	une	relation	parentale	peu	développée	et	à	une	absence	de	relation	

sociale.	Cette	hypothèse	accusait	particulièrement	la	mère,	usant	même	du	terme	«	mère	

frigidaire	»	(Murphy	et	al.	2016).	

Mais	 ces	 hypothèses	 (peu	 solides)	 ont	 été	 contrées	 par	 de	 nombreuses	 études	

démontrant	 une	 cause	 génétique	 dans	 le	 développement	 de	 ces	 troubles.	 Cette	 cause	

génétique	 a	 été	 révélée	 par	 des	 études	 de	 jumeaux	 et	 de	 fratries	 (Folstein	 et	 Rutter	

1977).	Depuis	les	années	1980,	 les	recherches	sur	les	causes	génétiques	ont	fortement	

augmenté.	
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7-1-1/Etude	de	jumeaux	

Les	premières	études	de	jumeaux	ont	montré	un	taux	de	concordance	de	90%	chez	les	

jumeaux	monozygotes	 et	de	10%	chez	 les	 jumeaux	dizygotes	 (Ziats	 et	Rennert	2016).	

L’absence	de	concordance	totale	entre	les	jumeaux	monozygotes	montre	l’existence	d’un	

rôle	 potentiel	 de	 facteurs	 épigénétiques	 et/ou	 environnementaux.	 Des	 études	 plus	

récentes	(Hallmayer	2011;	Bourgeron	2016)	ont	estimé	ce	taux	de	récurrence	à	environ	

20-30%	chez	 les	dizygotes.	Selon	une	étude	(Hallmayer	2011),	 les	 facteurs	génétiques	

seraient	responsables	de	35	à	40%	du	développement	des	TSA,	et	les	causes	prénatales,	

périnatales	et	environnementales	de	60-65%.	Il	faut	cependant	noter	que	les	valeurs	du	

pourcentage	d’implication	de	chaque	cause	varient	entre	les	diverses	études,	et	qu’à	ce	

jour	nous	ne	pouvons	les	définir	précisément.	Lorsque	l’on	prend	en	compte	toutes	les	

études	 réalisées	 à	 partir	 de	 jumeaux,	 le	 taux	 de	 concordance	 est	 de	 45%	 pour	 les	

jumeaux	monozygotes	et	de	16%	pour	les	jumeaux	dizygotes	(Bourgeron	2016).	

	

7-1-2/Récurrence	

Le	 risque	 qu’un	 enfant	 développe	 des	 TSA	 est	 augmenté	 de	 2	 à	 8%	 lorsqu’un	 autre	

enfant	de	 la	 fratrie	 est	 lui-même	atteint	 de	TSA	 idiopathiques	 (c’est	 à	 dire	 sans	 cause	

connue)	 (Murphy	 et	 al.	 2016).	 Ce	 risque	 est	 de	 50%	 lorsque	 la	 fratrie	 comprend	 un	

enfant	présentant	une	mutation	dominante	héritée	 et	de	25%	 lorsque	 la	mutation	est	

récessive	(Freitag	et	al.	2010).	Une	étude	plus	récente	a	démontré	que	le	risque	global	

de	récurrence	était	de	20%	(Ozonoff	et	al.	2011).	Le	risque	relatif	de	récurrence	(RRR)	

aux	TSA	a	été	mesuré		(RRR=	risque	relatif	qu’un	individu	soit	atteint	de	TSA	lorsqu’un	
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autre	membre	de	la	famille	est	atteint,	par	rapport	au	risque	qu’un	individu	soit	atteint	

lorsqu’aucun	membre	 de	 la	 famille	 ne	 l’est)	 :	 153	chez	 les	 jumeaux	monozygotes,	 8,2	

chez	les	jumeaux	dizygotes,	10,3	pour	les	frères	et	sœurs	non	jumeaux,	entre	2,9	et	3,3	

pour	 les	 demi-frères	 et	 sœurs	 et	 2	 pour	 les	 cousins	 (Sandin	 et	 al.	 2014).	 Dans	 cette	

dernière	 étude	 l’héritabilité	 est	 estimée	 à	 50%	 et	 l’environnement	 non	 partagé	

contribuerait	 à	 50%.	 Selon	 les	 études,	 l’héritabilité	 peut	 cependant	 varier.	 Elle	 serait	

comprise	entre	37%	et	95%	(Hallmayer	2011;	Gaugler	et	al.	2014;	Colvert	et	al.	2015;	

Bailey	et	al.	1995;	Folstein	et	Rutter	1977).		

Un	 point	 intéressant	 est	 l’observation	 d’un	 taux	 de	 récurrence	 légèrement	 plus	 élevé	

chez	 les	garçons	au	 sein	de	 familles	multiplexes	 (familles	dont	plus	de	deux	membres	

sont	atteints).	En	effet,	 ce	 taux	est	de	47,5%	chez	 les	garçons	et	44,3	%	chez	 les	 filles	

(Werling	et	Geschwind	2015).	

	

	

7-1-3/Détection	de	facteurs	génétiques	

Différentes	 méthodes	 ont	 permis	 de	 détecter	 diverses	 mutations	 chez	 les	 patients	

atteints	de	TSA	:	des	études	cytogénétiques,	des	études	de	liaison,	d’association	ainsi	que	

plusieurs	méthodes	de	séquençage.		

	

Actuellement,	 700	 loci	 ont	 été	 démontrés	 comme	 impliqués	 dans	 les	 TSA	 (Ziats	 et	

Rennert	 2016)	 et	 826	 gènes	 selon	 la	 SFARI	 («	Simons	 Foundation	 Autism	 Research	

Initiative	»).	 Un	 modèle	 statistique	 permet	 de	 prédire	 l’implication	 de	 1000	 à	 1500	

gènes	 dans	 ces	 troubles	 (Ziats	 et	 Rennert	 2016)	 et	 il	 est	 globalement	 estimé	 que	 les	

variations	génétiques	comptent	pour	50%	des	risques	à	développer	des	TSA	(Hallmayer	

2011).	



	
	

	 33	

Différents	types	de	mutations	sont	impliqués	dans	le	développement	de	TSA	:	

• Remaniements	 chromosomiques	 (remaniements	 du	 nombre	 ou	 de	 la	 structure	

des	chromosomes)	

• Variations	du	nombre	de	 copies	 (CNV	«	Copy	Number	Variation	»)	par	délétion	

ou	duplication	d’une	région	

• Mutations	 ponctuelles	:	 Variations	 d’un	 nucléotide	 (SNV	 «	 Single	 Nucleotide	

Variation	»)	ou	insertion/délétion	d’un	ou	quelques	nucléotides	

• Ces	mutations	peuvent	être	:	

- Héritées	(transmises	par	un	parent)/De	novo	(non	détectées	chez	les	parents,	

elles	 sont	 causées	 par	 des	mutations	 au	 niveau	 des	 cellules	 germinales	 des	

parents	ou	plus	rarement	au	sein	de	l’œuf	fécondé)	

- Rares	(présentes	 chez	 moins	 de	 1%	 de	 la	 population	

générale)/Communes	(présentes	chez	plus	de	1%	de	la	population	générale)	

	

a/Remaniements	chromosomiques	

Les	 premières	 études	 ont	 consisté	 en	 des	 analyses	 de	 cytogénétique	 permettant	 la	

détection	de	grandes	anomalies	génétiques,	qui	sont	actuellement	estimées	entre	2%	et	

5%	chez	les	patients	TSA	(Shen	et	al.	2010;	Marshall	et	al.	2008;	Devlin	et	Scherer	2012;	

Xu	et	al.	2004).	Ces	aberrations	chromosomiques	se	retrouvent	principalement	chez	les	

patients	présentant	des	dysmorphies.		

	

b/CNVs	(«	Copy	Number	Variation	»)	

Les	technologies	de	«	microarrays	»	(puces	à	ADN)	et	de	CGH	(«	Comparative	Genomic	

Hybridization	»)	ont	permis	une	analyse	des	CNVs	à	travers	l’ensemble	du	génome	chez	

l’homme.	Les	CNVs	sont	des	variations	du	nombre	de	copies	d’une	taille	minimale	de	1	
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kb,	par	duplication	ou	délétion.	Une	des	premières	analyses	par	ces	approches		a	montré	

qu’un	plus	grand	nombre	de	CNVs	était	retrouvé	chez	les	patients	avec	TSA	par	rapport	

aux	 individus	non	atteints	 (10	 fois	plus	pour	 les	 formes	d'autisme	sporadique,	c'est-à-

dire	 qu'aucun	 autre	 membre	 de	 la	 famille	 n'est	 atteint)	 (Sebat	 et	 al.	 2007).	 D’autres	

études	 ont	 suivi	 et	 ont	 aussi	 confirmé	 l’augmentation	 du	 nombre	 de	 CNVs	 chez	 les	

patients,	à	 la	 fois	rares	et	de	novo	 (Pinto	et	al.	2014;	Sanders	et	al.	2011;	Gilman	et	al.	

2011;	Cooper	et	al.	2011).	Selon	des	études	récentes,	il	est	estimé	que	chez	5	à	15%	de	

patients	atteints	de	TSA	des	CNVs	ont	été	détectés.	Plus	précisément,	des	CNVs	de	novo	

sont	présents	chez	4	à	7%	des	patients	(Pinto	et	al.	2014;	Huguet	et	al.	2013)	(contre	1%	

chez	les	individus	non	atteints)	et	la	totalité	des	CNVs	rares	hérités	et	des	CNVs	de	novo	

détectés	représente	environ	10%	des	patients	(Vijayakumar	et	Judy	2016).		

Les	 CNVs	de	novo	 semblent	 induire	 des	 effets	 délétères	 plus	marqués	 (retard	mental,	

dysmorphies).	 Parmi	 les	 CNVs	dits	 pathogéniques,	 les	 CNVs	de	novo	 représentent	 une	

part	plus	importante	que	les	CNVs	hérités	(Pinto	et	al.	2014).	Les	CNVs	présents	chez	les	

patients	TSA	sont	plus	 larges	et	 recouvrent	plus	de	gènes	que	ceux	observés	chez	des	

individus	contrôles	(Huguet	et	al.	2013).	De	plus,	il	a	été	démontré	que	les	larges	CNVs	

étaient	 associés	 à	 une	 diminution	 des	 capacités	 cognitives	 (Girirajan	 et	 al.	 2012).	 En	

effet,	de	larges	CNVs	(>	400kb)	sont	présents	chez	15%	des	patients	TSA	présentant	un	

retard	mental	ou	du	développement	(Bourgeron	2016).	Un	plus	grand	nombre	de	CNVs	

est	retrouvé	chez	les	hommes	(Pinto	et	al.	2014),	mais	les	femmes	atteintes	de	TSA	ont	

tendance	 à	 être	 porteuses	 de	 plus	 larges	 CNVs	 dans	 leur	 génome	 que	 les	 hommes	

atteints	(Sanders	et	al.	2011),	ce	qui	corrèle	aussi	avec	le	fait	que	les	femmes	atteintes	de	

TSA	présentent	des	formes	de	gravité	plus	importante.	A	noter	que	ce	résultat	n’est	pas	

retrouvé	 dans	 toutes	 les	 études.	 En	 effet,	 une	 étude	 effectuée	 par	 Pinto	 (Pinto	 et	 al.	

2014)	n’a	pas	détecté	de	différence	de	taille	des	CNVs	entre	les	hommes	et	les	femmes.	
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Cependant,	 cette	 même	 étude	 démontre	 que	 la	 proportion	 de	 femmes	 porteuses	 de	

CNVs	à	forte	pénétrance	est	plus	élevée	que	pour	l’ensemble	des	CNVs	(la	pénétrance	est	

la	 proportion	 d’individus	 porteurs	 de	 la	 mutation	 et	 présentant	 le	 phénotype	 de	 la	

maladie).		

Enfin,	 la	 plupart	 des	 CNVs	 détectés	 chez	 les	 patients	 avec	 TSA,	 sont	 majoritairement	

uniques,	 c’est	 à	 dire	 qu’ils	 ne	 sont	 retrouvés	 que	 chez	 un	 patient	 (Bourgeron	 2016).	

L’équipe	de	Pinto,	par	exemple,	a	identifié	102	CNVs	de	novo,	détectés	chez	99	patients	

(3	 des	 patients	 sont	 porteurs	 de	 2	 CNVs	 de	 novo).	 Néanmoins,	 certains	 CNVs	 sont	

communs	à	plusieurs	patients.	Ceci	s’observe	particulièrement	pour	des	CNVs	couvrant	

des	gènes	codant	pour	des	protéines	synaptiques.	Chez	les	patients	TSA,	il	y	a	un	excès	

de	CNVs	au	niveau	de	gènes	de	la	PSD	et	le	risque	de	développer	des	TSA	augmente	avec	

le	 nombre	 de	 gènes	 exprimés	 dans	 le	 cerveau	 et	 pour	 lesquels	 des	 délétions	 ont	 été	

mises	en	évidence	(Pinto	et	al.	2014).	

La	 détection	 de	 CNVs	 a	 permis	 l’identification	 de	 gènes	 candidats	 tels	 que	 SHANK3,	

CDH8,	NRXN1,	CNTNAP2,	et	de	différents	loci	à	risque	(Szatmari	et	al.	2007).		

	

c/«	Single	 Nucleotide	 Variants	»	 et	 indel	 par	 études	 de	 gènes	 candidats	 et	 analyses	 de	

séquençage	d’exome	ou	de	génome	entier	(whole	exome/genome	sequencing	:	WES/WGS)	

Les	SNVs	sont	des	variations	d’un	nucléotide,	les	indel	sont	des	insertions	ou	délétions	

d’un	à	plusieurs	nucléotides.	

Une	approche	basée	sur	la	sélection	de	gènes	candidats	de	par	leurs	fonctions	ou	par	des	

études	génétiques	a	permis	d’identifier	des	gènes	associés	aux	TSA,	dont	principalement	

des	gènes	synaptiques	tels	que	NLGN3,	NLGN4X	et	SHANK3	(Jamain	et	al.	2003;Durand	

et	al.	2007).	
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Chez	5	à	10%	des	patients	atteints	de	TSA,	des	gènes-candidats	fortement	pressentis	ont	

été	 associés	 aux	 TSA	 (Ziats	 et	 Rennert	 2016).	 Mais	 parmi	 ces	 résultats,	 peu	 ont	 été	

répliqués	 par	 d’autres	 études,	 suggérant	 que	 beaucoup	 de	 mutations	 causant	 ces	

troubles	sont	des	mutations	très	rares	voire	uniques	chez	certains	patients.		

La	mise	en	place	de	méthodes	de	NGS	(«	Next-Generation	Sequencing	»,	aussi	 connues	

sous	 le	 nom	 de	 «	High-Throughput	 Sequencing	»	:	 HTS),	 qui	 sont	 des	 méthodes	 de	

séquençage	 rapides	 et	moins	 onéreuses	 (par	 rapport	 à	 la	méthode	 de	 séquençage	 de	

Sanger),	 a	 révolutionné	 la	 recherche	 génétique.	 Avec	 ces	 nouvelles	 méthodes,	 des	

millions	 de	 petits	 segments	 d’ADN	 peuvent	 être	 séquencés	 simultanément,	 puis	 des	

outils	 bioinformatiques	 permettent	 d’associer	 les	 fragments	 entre	 eux.	 Chaque	 base	

d’ADN	est	séquencée	à	plusieurs	reprises,	limitant	ainsi	les	erreurs	d’analyse.	Il	est	ainsi	

possible	d’effectuer	des	séquençages	de	 l’exome	entier	 	(«Whole	Exome	Sequencing	»	:	

WES)	et	du	génome	entier	(«	Whole	Genome	Sequencing	»	:	WGS).	Plus	de	18	études	ont	

été	 effectuées	montrant	 que	 3,6	 à	 8,8%	 des	 patients	 TSA	 sont	 porteurs	 de	mutations	

ponctuelles	 causales	de	novo	 (Bourgeron	2016).	 Les	mutations	de	novo	 délétères	 (non	

sens,	site	d’épissage,	décalage	du	cadre	de	lecture)	sont	plus	fréquentes	chez	les	patients	

atteints	de	TSA	(Iossifov	et	al.	2014;	Iossifov	et	al.	2012).	De	plus,	ces	mutations	de	novo	

sont	plus	fréquentes	chez	des	individus	avec	TSA	présentant	un	faible	QI	non	verbal,	et	

affectent	des	gènes	impliqués	dans	le	remodelage	de	la	chromatine	et	les	gènes	régulés	

par	le	complexe	FMRP.	Un	autre	point	intéressant	est	que	ces	mutations	de	novo	de	type	

SNV	 ou	 indel	 dans	 la	 séquence	 codante	 sont	 en	 majorité	 d’origine	 paternelle	 et	

apparaissent	aussi	selon	l’âge	du	père	(Iossifov	et	al.	2012).	

	

	

	



	
	

	 37	

d/Mutations	héritées	

Quelques	études	se	sont	intéressées	au	rôle	des	mutations	héritées	et	ont	estimé	qu’elles	

étaient	impliquées	chez	3%	(CNVs)	et	8%	(SNVs	délétères)	des	patients	atteints	de	TSA	

(Krumm	et	al.	2015).		

En	parallèle,	 l’ensemble	 des	mutations	 	de	novo	 semble	 être	 représenté	 chez	 	 environ		

15%	des	patients	TSA.	 Les	mutations	 	 héritées	 auraient	un	 rôle	 reconnu	et	 important	

dans	les	TSA.		

	

De	 façon	 générale,	 plusieurs	 études	 génétiques	 ont	 identifié	 plus	 d’une	 centaine	 de	

gènes	portant	des	mutations	 rares,	pénétrantes	et	délétères	 chez	environ	10-25%	des	

patients	TSA	(Huguet	et	al.	2013;	Geschwind	et	State	2015).	

	

e/Variants	communs	

Les	 variants	 communs	 sont	 des	 variations	 de	 la	 séquence	 génomique	 présentes	 chez	

plus	de	1%	des	individus	de	la	population	générale	(les	variants	rares	sont	quant	à	eux	

présents	 chez	 moins	 de	 1%	 de	 la	 population).	 Ils	 correspondent	 à	 95%	 des	 variants	

détectés	chez	tout	individu.	

Des	études	ont	montré	que	ces	variants	communs	étaient	impliqués	chez	40	à	60%	des	

cas	de	TSA	selon	le	nombre	d’individus	atteints	dans	la	famille	(famille	simplex	:	un	seul	

membre	 atteint,	 famille	multiplexe	:	 plusieurs	membres	 atteints)	 (Geschwind	 et	 State	

2015;	Bourgeron	2016).	De	plus,	il	semblerait	que	l’héritabilité	soit	majoritairement	due	

à	ces	variants	communs,	avec	seulement	2,6%	associée	aux	variants	rares	(Gaugler	et	al.	

2014).	L’implication	des	variants	communs	dans	le	développement	des	TSA	semble	donc	

être	 importante,	 mais	 cet	 aspect	 est	 difficile	 à	 analyser	 à	 cause	 de	 leur	 nombre	

conséquent	et	du	fait	que	chacun	d’entre	eux	soit	associé	à	un	risque	faible.	
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Des	analyses	de	GWAS	(«	Genome	Wide	Association	Studies	»)	pourraient	permettre,	en	

incluant	 de	 larges	 cohortes,	 d’identifier	 un	 plus	 grand	 nombre	 de	 variants	 génétiques	

impliqués	 dans	 les	 TSA.	 Pour	 le	 moment	 ces	 GWAS	 n’ont	 pas	 réellement	 apporté	 la	

démonstration	d’une	association	de	variants	communs	aux	TSA.		Néanmoins,	ces	études	

ont	 	permis	 la	détection	de	nouveaux	gènes	tels	que	TRIM33,	MACROD2,	CDH9,	CDH10,	

SEMA5A	et	TAS2R1	(Goldani	et	al.	2014;	Vijayakumar	et	Judy	2016),	qui	codent	pour	des	

protéines	ayant	des	rôles	différents	:	ubiquitination,	guidage	axonal,	réparation	de	l’ADN	

ou	adhésion	cellulaire	dépendante	du	calcium.	Globalement	ces	résultats	de	GWAS	n’ont	

toutefois	pas	été	très	concluants,	ni	facilement	répliqués.	Une	augmentation	de	la	taille	

des	 cohortes	 étudiées	 jusqu’alors	 permettrait	 d’obtenir	 une	 fiabilité	 plus	 grande	 des	

analyses	par	GWAS.			

	

	

f/Modèles	génétiques	proposés	

Une	accumulation	de	variants	 communs	chez	un	même	patient	pourrait	 augmenter	 sa	

vulnérabilité	aux	TSA	(Klei	et	al.	2012).	Cette	hypothèse	est	en	accord	avec	le	modèle	du	

«	multiple	hit	».	Par	exemple,	 il	a	été	montré	que	10%	des	 individus	atteints	de	TSA	et	

présentant	 un	 retard	mental	 ainsi	 que	 des	 anomalies	 congénitales	 sont	 porteurs	 d’un	

second	CNV	de	taille	importante	(Girirajan	et	al.	2012).	

Ainsi,	il	semblerait	que	le	développement	de	troubles	autistiques	soit	à	la	fois	associé	à	

la	présence	dans	le	génome	de	mutations	rares	et	délétères	ainsi	qu’à	celle	de	variants	

communs	 à	 faible	 pénétrance.	 Plus	 précisément,	 une	 étude	 a	 estimé	 que	 les	 variants	

communs	hérités	contribuent	pour	environ	50%,	les	variants	rares	hérités	pour	3%	et	la	

totalité	des	variants	de	novo	pour	3%	(Gaugler	et	al.	2014)	(Figure	2).	Une	analyse	basée	

sur	 des	 études	 de	 GWAS	 (Ben-David	 et	 Shifman	 2012)	 a	 distingué	 deux	 modules	 de	
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gènes	 qui	 étaient	 à	 la	 fois	 affectés	 par	 des	 variants	 rares	 et	 des	 variants	 communs,	

démontrant	 que	 ces	 deux	 types	 de	 mutations	 convergent	 vers	 les	 mêmes	 voies	

moléculaires	 avec	 des	 effets	 additionnels.	 Ces	 deux	 modules	 regroupent	 des	 gènes	

impliqués	au	niveau	neuronal	et	plus	particulièrement	au	niveau	des	synapses.		

	

			

	

Chez	certains	individus	une	seule	mutation	de	novo	suffit	à	induire	le	développement	de	

TSA.	Cette	situation	correspond	à	un	modèle	de	gène	majeur	(un	gène	à	forte	pénétrance	

suffisant	 à	 lui	 seul	 pour	 causer	 les	 TSA);	 tandis	 que	 chez	 d’autres	 individus,	 c’est	

l’accumulation	de	 variants	 à	 risque	qui	 favorise	 et	 augmente	 la	 vulnérabilité	 aux	TSA.	

Dans	 ce	 dernier	 cas,	 on	 se	 retrouve	 dans	 une	 situation	 correspondant	 à	 un	 modèle	

polygénique	(présence	de	plusieurs	variants	hérités,	chacun	avec	un	faible	effet,	mais	en	

association	 entre	 eux	 et	 avec	 la	 contribution	 de	 risques	 environnementaux,	 le	 risque	

d’atteinte	de	TSA	est	augmenté).		

De	plus,	la	présence	de	mutations	de	novo	associée	à	des	variants	communs	au	sein	d’un	

même	 individu	 va	 influencer	 le	 phénotype	 développé	 et	 ainsi	 expliquer	 la	 variabilité	

phénotypique	observable	entre	différents	patients	(Figure	3).	Il	y	a	donc	une	interaction	

Figure	2	:	Proportions	relatives		de	facteurs	mis	en	cause	dans	le	développement	des	TSA.	A	
gauche	:	causes	diverses	;	à	droite	:	causes	génétiques	(ramenées	/	100%)		
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entre	les	variants	rares	et	communs	dans	le	développement	des	TSA	(Bourgeron	2015).	

Ces	variants	communs	pourraient	compenser	ou	augmenter	à	différents	degrés	les	effets	

associés	à	la	mutation	de	novo.	Ainsi,	la	présence	de	plusieurs	mutations	et/ou	d’allèles	à	

risque	ou	de	protection	chez	un	même	individu,	peut	induire	le	développement	de	TSA,	

et	expliquer	l’hétérogénéité	et	la	complexité	de	ces	troubles.	Certains	auteurs	ont	aussi	

suggéré	que	 l’existence	de	variants	hérités	pourrait	avoir	un	rôle	«	protecteur	»	contre	

des	mutations	 causant	 les	TSA,	 et	 ceci	 en	particulier	 chez	 les	 femmes	 (Robinson	et	 al.	

2013;	 Ziats	 et	 Rennert	 2016).	 Ces	 observations	 pourraient	 être	 en	 lien	 avec	 la	

prédominance	plus	 forte	des	TSA	chez	 les	garçons.	La	prise	en	compte	de	 la	mutation	

principale	causale,	ainsi	que	le	contexte	génétique	global	sont	des	éléments	importants	

dans	l’évaluation	de	la	gravité	des	troubles	et	peut	expliquer	la	complexité	des	TSA.	

	

	

	

Figure	 3:	 Implication	 des	 facteurs	 génétiques,	 épigénétiques	 et	 environnementaux.	
L’implication	 seule	 ou	 simultanée	 de	 ces	 facteurs	 va	 induire	 le	 développement	 de	 TSA	 et	
moduler	les	phénotypes	observés.	Figure	modifiée	selon	Bourgeron	et	al.	2015.	
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Globalement,	les	études	génétiques	montrent	qu’une	cause	génétique	est		identifiée	chez	

environ	20%	des	patients,	ceci	par	l’implication	de	nombreux	gènes	de	vulnérabilité	aux	

TSA,	 présentant	 différents	 types	 de	 mutations	 (de	 novo,	 héritées,	 CNVs,	 mutations	

ponctuelles).	 Ces	 observations	 permettent	 d’expliquer	 la	 difficulté	 rencontrée	 dans	

l’étude	et	la	compréhension	de	ces	troubles.	Cependant,	de	nombreuses	études	récentes	

ont	 clairement	 démontré	 une	 convergence	 de	 ces	 gènes	 mutés	 vers	 un	 nombre	 plus	

restreint	de	voies	biologiques	déjà	bien	identifiées.	

	

7-1-4/Gènes	et	réseaux	fonctionnels		

En	analysant	 les	 réseaux	d’interactions	protéiques	parmi	 les	 gènes	 impliqués	dans	 les	

TSA,	 il	 a	 été	 trouvé	que	 les	mutations	 chez	 les	patients	TSA	étaient	enrichies	pour	 les	

gènes	codant	pour	des	protéines	de	remodelage	de	la	chromatine	(O’Roak	et	al.	2012)	ou	

impliqués	dans	des	 évènements	neuronaux	primordiaux	 tels	 que	 le	 guidage	 axonal,	 la	

motilité	 neuronale	 et	 la	 synaptogénèse	 (Gilman	 et	 al.	 2011).	 Certaines	 études	 se	 sont	

intéressées	 aux	 différences	 et	 points	 communs	 des	 variants	 rares	 et	 des	 variants	

communs	(Ben-David	et	Shifman	2012;	Ben-David	et	Shifman	2013)	en	étudiant	leur	co-

expression.	 Ces	 auteurs	 ont	 aussi	 démontré	 que	 des	 gènes	 mutés	 pouvaient	 être	

impliqués	 dans	 la	 plasticité	 neuronale,	 la	 synaptogénèse,	 la	 régulation	 de	 la	

transcription	 et	 le	 remodelage	 de	 la	 chromatine.	 En	 accord	 avec	 ces	 données,	 il	 a	 été	

montré	qu’ils	 codent	pour	des	protéines	principalement	exprimés	dans	 les	 régions	du	

cerveau	associées	à	l’apprentissage,	la	mémoire	et	la	perception	sensorielle	(Ben-David	

et	Shifman	2012).	Parmi	les	gènes	associés	aux	TSA,	61%	sont	exprimés	dans	le	cerveau	

dont	14%	d’entre	eux	codent	pour	des	protéines	synaptiques	(Huguet	et	al.	2013).	A	la	

fois	des	mutations	ponctuelles	 rares	 et	des	CNVs	de	novo	 ont	 été	 identifiés	 au	 sein	de	

gènes	codant	pour	des	protéines	synaptiques	chez	des	individus	avec	TSA	(Huguet	et	al.	
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2013;	 Bourgeron	 2016).	 Ces	 mutations	 ne	 représentent	 à	 elles-seules	 qu’un	 faible	

pourcentage	 des	 cas	 de	 troubles	 autistiques,	 en	 accord	 avec	 le	 modèle	 polygénique.	

Néanmoins,	leur	existence	fournit	des	éclairages	précieux	sur	les	cascades	moléculaires	

importantes	dans	la	pathogénèse	de	ces	troubles.		

Des	 études	 fonctionnelles	 réalisées	 à	 partir	 de	 modèles	 expérimentaux	 ont	 montré	

l’impact	de	ces	mutations	sur	la	fonction	synaptique.		

Comme	on	pouvait	s’y	attendre,	une	grande	partie	des	gènes	identifiés	ont	un	rôle	dans	

le	développement	du	cerveau,	dans	 la	 formation	et	 le	 fonctionnement	des	 synapses	et	

dans	la	neurotransmission.	Cependant,	d’autres	voies	semblent	être	impliquées	(Figure	

4)	:	 synthèse	 protéique	 et	 métabolisme,	 modulation	 du	 processus	 de	 transcription,	

remodelage	de	 la	 chromatine,	 signalisation	calcique,	voies	mTOR	(«	mammalian	 target	

of	rapamycin	»)		et	voie	ocytocine	(Yoo	2015).	
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a/Voie	synaptique	:	Gènes	identifiés	

Plusieurs	centaines	de	gènes	ont	été	identifiés	comme	gènes	de	vulnérabilité	à	l’autisme,	

certains	étant	associés	de	part	 la	 fonction	de	 la	protéine	pour	 laquelle	 ils	 codent	à	un	

risque	 important.	 Cette	 catégorie	de	 gènes	 à	haut	 risque	 inclut	des	 gènes	 synaptiques	

tels	que	les	Neuroligines	et	SHANK3	dont	l’implication	dans	le	développement	des	TSA	a	

été	identifiée	au	laboratoire.	Les	TSA	font	partie	des	synaptopathies	qui	correspondent	à	

des	 troubles	 neuronaux	 causés	 par	 des	 dysfonctionnements	 synaptiques.	 De	

Figure	4	:	Voies	impliquées	dans	le	développement	de	TSA	et	pistes	de	traitements.	En	rouge	

sont	 représentées	 les	mutations	 ou	polymorphismes	 associées	 aux	TSA.	 Les	 flèches	 rouges	
correspondent	à	des	activations	tandis	que	les	flèches	bleues	correspondent	à	des	inhibitions.	

En	 rouge	 et	 en	 encadré	 jaune	 sont	 indiqués	 les	 traitements	 possibles	 et	 leurs	 cibles	

moléculaires.	Figure	issue	de	Won	et	al.	2013.	



	
	

	 44	

nombreuses	 études	 ont	 démontré	 l’implication	 majeure	 de	 ce	 type	 de	 perturbations	

dans	des	troubles	neurodéveloppementaux	(Lepeta	et	al.	2016).	La	figure	5	décrit	cette	

voie	synaptique	affectée	dans	les	TSA.	

	

	

Parmi	ces	gènes	impliqués,	sont	décrits	ci	dessous	certains	d’entre	eux	particulièrement	

importants	pour	leur	rôle	synaptique:		

- NLGN:	Les	neuroligines	sont	des	protéines	postsynaptiques	d’adhésion	cellulaire,	

elles	sont	transmembranaires	et	se	lient	aux	neurexines	qui	sont	présynaptiques.	

Cette	 interaction	 participe	 à	 la	 formation	 et	 au	 maintien	 des	 synapses.	 Le	

laboratoire	 a	 permis	 l’identification	 d’une	 mutation	 de	 novo	 de	 NLGN4X	

(Neuroligin	4,	«	X-linked	»)	chez	deux	frères	avec	une	sévérité	d’atteinte	aux	TSA	

différente	 (Jamain	 et	 al.	 2003).	 En	 effet,	 l’un	 des	 frères	 présente	 un	 autisme	

Figure	 5	:	 Gènes	 synaptiques	 impliqués	 dans	 les	 TSA.	 Les	 gènes	 au	 sein	 desquels	 des	
mutations	 ont	 été	détectées	 chez	 des	patients	TSA	 sont	 représentés	 en	 fond	beige.	 En	 vert	
sont	 exposés	 des	 molécules	 agissant	 sur	 les	 comportements	 des	 patients	 ou	 reversant	 les	
phénotypes	cellulaires.	Figure	issue	de	de	la	Torre-Ubieta	et	al.	2016.	
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typique	tandis	que		l’autre		un	syndrome	d’Asperger.	Ces	observations	reflètent	

bien	 le	modèle	multifactoriel	 influençant	 les	 phénotypes.	 Cette	mutation	 a	 été	

transmise	 par	 la	 mère	 et	 ne	 le	 fut	 pas	 au	 troisième	 fils	 non	 atteint.	 Ce	 fut	 le	

premier	gène	synaptique	associé	aux	TSA	mettant	en	évidence	un	déficit	possible	

de	 la	 voie	 synaptique	 dans	 les	 TSA.	 Il	 s’en	 est	 suivi,	 de	 nouveau	 au	 sein	 du	

laboratoire,	l’identification	d’une	mutation	au	sein	du	gène	NLGN3	(Jamain	et	al.	

2003)	chez	deux	frères	atteints	(l’un	d’autisme	typique	et	l’autre	d’un	syndrome	

d’Asperger).	Cette	mutation	fut	ici	aussi	transmise	par	la	mère.	La	prévalence	de	

ces	mutations	chez	les	TSA	est	de	0,6-3,3%	(Yoo	2015).	

- NRXN	:	Les	neurexines	sont	des	protéines	présynaptiques,	formant	un	complexe	

trans-synaptique	 impliqué	 dans	 la	 formation	 de	 contacts	 synaptiques	 par	

interaction	 avec	 les	 NLGNs.	 Les	 NRXNs	 sont	 nécessaires	 à	 l’efficacité	 de	 la	

neurotransmission	(Yoo	2015).	Des	mutations	chez	des	patients	atteints	de	TSA	

ont	été	détectées	au	sein	des	gènes	NRXN1	(Feng	et	al.	2006;	Zahir	et	al.	2007),	

NRXN2	(Gauthier	et	al.	2011),	NRXN3	(Vaags	et	al.	2012)	et	NRXN4	aussi	nommé	

CNTNAP2	(Alarcón	et	al.	2008).	

- SHANK:	 Ces	 gènes	 codent	 pour	 des	 protéines	 d’échafaudage	 synaptique.	 Des	

mutations	de	chacun	des	trois	gènes	de	cette	famille	ont	été	associées	aux	TSA.	Le	

laboratoire	a	fortement	contribué	à	ces	avancées.	Des	mutations	ont	tout	d’abord	

été	identifiées	au	sein	du	gène	SHANK3	(Durand	et	al.	2007)	:		

	

o délétion	de	la	fin	de	la	région	22q13	à	partir	de	l’intron	8	de	SHANK3	chez	

un	patient	autiste	présentant	une	absence	de	langage	et	un	retard	mental.	

o insertion	d’une	guanine	au	sein	de	l’exon	21	de	SHANK3	chez	deux	frères	

autistes	présentant	des	troubles	du	langage	et	un	retard	mental	sévère.	La	
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mutation	n’est	pas	présente	chez	 les	parents	et	 le	 frère	sains,	mais	 il	est	

probable	que	 la	mère	soit	porteuse	d’un	mosaïcisme	germinal	 (présence	

de	 cellules	 de	 génotypes	 différents	 au	 sein	 du	 pool	 germinal).	 Cette	

mutation	provoque	un	décalage	du	cadre	de	lecture	et	induit	l’expression	

d’une	protéine	tronquée.	

o délétion	de	la	partie	terminale	de	la	région	22q13	chez	une	fille	atteinte	de	

TSA	 présentant	 un	 retard	 de	 langage	 et	 une	 trisomie	 partielle	 de	 cette	

région	 chez	 son	 frère	 atteint	 du	 syndrome	 d’Asperger.	 La	 région	 en	

question	contient	25	gènes	dont	le	gène	SHANK3.	

o mutations	 rares	 non-synonymes	 chez	 7	 patients,	 non	 détectées	 chez	 les	

individus	contrôles,	mais	hérités	des	parents	sains.	

Depuis,	d’autres	mutations	SHANK3	ont	été	mises	en	évidence	chez	des	patients	TSA.	

Des	mutations	au	sein	du	gène	SHANK2	ont	été	détectées	chez	des	patients	atteints	de	

TSA	(Pinto	et	al.	2010;	Berkel	et	al.	2010).	Le	laboratoire	a	contribué	à	l’étude	de	cette	

association	(Leblond	et	al.	2012)	:	une	délétion	de	novo	de	421kb	a	été	identifiée	chez	un	

patient	 atteint	de	TSA	et	d’un	 retard	mental	modéré.	De	plus,	 il	 a	 été	montré	que	des	

variants	au	niveau	d’acides	aminés	conservés	se	trouvent		enrichis	chez	les	patients	par	

rapport	aux	individus	contrôles.	

Enfin,	il	a	aussi	été	détecté	des	mutations	au	niveau	du	gène	SHANK1	(Sato	et	al.	2012).	

	

- CNTN	:	Les	contactines	sont	des	molécules	neuronales	d’adhésion	cellulaire.	Elles	

ont	un	rôle	important	dans	le	développement	neuronal	tels	que	la	neuritogénèse,	

le	 ciblage	 dendritique	 et	 axonale,	 la	 formation	 des	 synapses	 et	 leur	 plasticité	

(Murai	et	al.	2002;	Shimoda	et	Watanabe	2009;	Stoeckli	2010).	Des	mutations	au	

sein	des	gènes	CNTN4	(Roohi	et	al.	2008;	Cottrell	et	al.	2011),	CNTN5	et	CNTN6	
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(Saus	et	al.	2010)	ont	été	détectées	chez	des	patients	atteints	de	TSA.	Au	sein	du	

laboratoire	 (Mercati	 et	 al.	 2016),	 plusieurs	 CNVs	 (tous	 transmis)	 ont	 été	

identifiés	 chez	 des	 patients	 atteints	 de	 TSA	:	 une	 délétion	 de	CNTN5	 transmise	

par	 la	 mère	 atteinte	 à	 sa	 fille,	 une	 duplication	 de	 CNTN5	 (5	 copies)	 chez	 une	

patiente	atteinte	de	TSA	et	de	TDAH,	et	une	délétion	de	CNTN6	chez	4	patients.	

Cette	étude	a	aussi	révélé	un	enrichissement	de	SNVs	rares	chez	les	patients	TSA,	

ainsi	 que	 la	 présence	 de	 variants	 délétères	 supplémentaires	 chez	 les	 patients	

porteurs	d’un	variant	CNTN6.	

	

b/Traduction	protéique	

Le	 glutamate	 et	 le	 BDNF	 induisent	 l’activation	 de	 la	 voie	mTOR	 avec	 pour	 effet	 	 une	

augmentation	de	la	traduction	protéique.	Des	défauts	de	cette	voie	induisent	des	défauts	

de	 traduction	 au	 sein	 des	 neurones	 et	 des	 synapses	 ainsi	 que	 des	modifications	 de	 la	

densité	synaptique	(Tang	et	al.	2014;	Bourgeron	2015).	C’est	aussi	une	voie	essentielle	

dans	la	croissance	et	la	prolifération	cellulaire	(Chen	et	al.	2015).	Différentes	études	ont	

suggéré	 des	 altérations	 dans	 la	 traduction	de	 protéines	 synaptiques	 (Kelleher	 et	 Bear	

2008).	En	effet,	des	mutations	affectant	des	gènes	codant	pour	des	protéines	inhibant	la	

traduction	ont	été	détectées	chez	des	patients	TSA	(TSC1,	TSC2,	NF1	et	PTEN)	(Huguet	et	

al.	2013).	Ces	protéines	agissent	en	inhibant	la	voie	PI3K-mTOR	(Figure	6).	En	parallèle,	

des	mutations	au	sein	de	gènes	codant	pour	des	protéines	qui	 inhibent	directement	 la	

traduction	(FMRP,	CYFIP1)	ont	été	identifiées	chez	des	patients	(Huguet	et	al.	2013).	
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7-1-5/Autisme	syndromique		

Ces	syndromes	comptent	pour	environ	10	à	20%	des	individus	avec	TSA	et	ces	patients	

présentent	 souvent	 des	 dysmorphies	 (Chen	 et	 al.	 2015).	 Le	 tableau	 2	 liste	 certaines	

formes	d’autisme	syndromique.	

Figure	 6	:	 Traduction	 protéique	 et	 TSA.	 Sur	 fond	 beige	 sont	 représentés	 les	 gènes	 pour	
lesquels	 des	 mutations	 ont	 été	 détectées	 chez	 les	 patients	 TSA.	 La	 rapamycine	 est	
représentée	 en	 vert.	 C’est	 une	molécule	 destinée	 au	 traitement	 et	 qui	 permet	 d’agir	 sur	 la	
voie	mTor.	Figure	issue	de	de	la	Torre-Ubieta	et	al.	2016.	



	
	

	 49	

Syndromes Mutation Symptomes	et	comorbidités Références

Neurofibromatose NF1 Neurofibrome,	troubles	cognitifs,	épilepsie,	TSA Garg	2013

Sclerose	Tubéreuse TSC1/TSC2

Désordres	dont	tumeurs	bénignes	de	plusieurs	organes	(rein,	poumons,	

cœur,	yeux,	peau),	troubles	de	l'apprentissage,	retard	mental,	

automutilation,	TOCs,	ADHD,	épilepsie,	TSA Curatolo	2004

Syndrome	d'Angelman Délétion	15q11-q13

Dysmorphies,	retard	développemental,	troubles	du	sommeil,	troubles	du	

langage,	ataxie,	problèmes	d'attention,	épilepsie,hyperactivité,	retard	

mental	sévère,	TSA

Smith	et	al.	1996;	

Bonati	et	al.	2007).

Syndrome	de	Cohen COH1 Troubles	oculaires,	obésité,	dysmorphie,	retard	mental,	épilepsie,	TSA Howlin	2005

Syndrome	de	Down	(Trisomie	21)

Trisomie	du	

chromosome	21 Dysmorphies,	retard	mental,	hypotonie,	obésité

Moss	2016;	Ji	et	al.	

2011

Syndrome	de	l'X-Fragile FMR1

Dysmorphies,	troubles	de	l'apprentissage,	troubles	de	la	coordination	

motrice,	retard	mental,	troubles	du	langage	retard	développemental,	

hyperactivité,	hypersensibilité	sensorielle	TSA

Koukoui	et	al.	2007;	

Bhakar	et	al.	2012

Syndrome	de	Phelan-McDermid Délétion	23q13.3

Dysmorphies,	problèmes	rénaux,	retard	développemental,	retard	mental,	

troubles	du	lanagage,	TSA

Phelan	et	McDermid	

2012

Syndrome	de	Potocki-Lupski Duplication	17p11.2

	Retard	développemental,	troubles	du	langage,	hypotonie	infantile,	troubles	

cardio-vasculaires,	retard	mental,	TSA Potocki	et	al.	2007

Syndrome	de	Prader-Willi Délétion	15q11-q13

Dysmorphies,	obésité,	TOCs,	troubles	de	l'humeur	et	du	comportement,	

retard	mental	léger,	TSA Lo	et	al.	2013

Syndrome	de	Rett MECP2

Microcéphalie,	troubles	moteurs	et	cognitifs,	épilepsie,	retard	mental,	TSA	

sévères

Hagberg	1995;	

Steffenburg	et	al.	

2001

Syndrome	de	Smith-Lemli-Opitz DHCR7 Dysmorphies,	troubles	du	sommeil,	automutilation	TSA Bukelis	et	al.	2007

Syndrome	de	Smith-Magenis Délétion	17p11.2

Dysmorphies,	retard	développemental,	troubles	du	langage,	auto-mutilation,	

troubles	du	sommeil,	obésite,	retard	mental,	TSA Ori-Laje	et	al.	2010.

Syndrome	de	Timothy CACN1C

Maladie	cardiaque	congénitale,	arythmie	cardiaque,	troubles	immunitaires,	

troubles	cognitifs,	TSA Splawski	et	al.	2006	

Syndrome	de	Williams-Beuren Délétion	7q11.23

Troubles	GI	et	cardiaques,	hyperacousie,	hypertonie,	retard	moteur,	retard	

mental,	absence	d'inhibition	sociale,	TSA Tordjman	et	al.	2012

Syndrome	DeGeorge Délétion	22q11.2

Troubles	de	plusieurs	organes	(cœur,	rein,	squelette,	tube	digestif),	

dysmorphie,	troubles	du	système	immunitaire,	retard	développemental,	

troubles	mentaux,	ADHD,	TSA Radoeva	et	al.	2014

	

	

a/Syndrome	de	Rett	

Ce	 syndrome	 est	 un	 trouble	 neurologique	 progressif	 lié	 à	 l’X	 affectant	 entre	 autres	 le	

développement	cognitif	et	les	interactions	sociales.	Les	symptômes	se	traduisent	par	un	

retard	neuro-développemental,	des	convulsions	et	des	TSA.	Ce	syndrome	est	causé	par	

une	mutation	 au	 sein	 du	 gène	MECP2	 («	Methyl	 CpG	binding	protein-2	»).	 La	 protéine	

codée	se	lie	à	des	CpG	méthylés	et	régule	ainsi	leur	expression.	Les	sujets	atteints	sont	

majoritairement	 des	 femmes	 et	 la	mutation	 est	 souvent	 létale	 au	 stade	 embryonnaire	

chez	les	hommes.	

Il	 est	 estimé	 qu’environ	 40	 à	 97%	 des	 patients	 atteints	 de	 ce	 syndrome	 développent	

également	des	TSA	(Ornoy	et	al.	2016).	

	

Tableau	2	:	Syndromes	génétiques	
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b/Syndrome	de	l’X-Fragile	(FXS)	

Des	 TSA	 surviennent	 chez	 environ	 21	 à	 50%	 des	 hommes	 atteints	 de	 FXS	 (Moss	 et	

Howlin	2009).	Ce	syndrome	est	causé	par	une	expansion	du	trinucléotide	CGG	dans	 la	

région	5’-UTR	du	gène	FMR1	(Fragile	Mental	Retardation	1)	situé	sur	le	chromosome	X.	

La	sévérité	est	plus	importante	chez	le	genre	masculin.	Cette	mutation	induit	une	hyper-

méthylation	 et	 ainsi	 l’extinction	de	 ce	 gène	 (Bell	 et	 al.	 1991).	 Le	 gène	FMR1	 code	une	

protéine	 d’interaction	 aux	 ARN,	 agissant	 ainsi	 le	 transport	 d’ARNm.	 Elle	 régule	 en	

particulier	l’expression	de	protéines	connues	comme	impliquées	dans	les	TSA	telles	que	

les	neuroligines,	les	neurexines	et	les	SHANKs	(Darnell	et	al.	2011)	.	Cette	protéine	joue	

ainsi	un	rôle	dans	la	maturation	dendritique	et	la	plasticité	synaptique.		

	

c/Syndrome	de	Timothy	

C’est	 une	 maladie	 très	 rare	 (moins	 de	 20	 cas	 au	 niveau	 mondial)	 dont	 les	 patients	

présentent	 des	 troubles	 neurodéveloppementaux	 (TSA,	 déficience	 intellectuelle	 et	

épilepsie).	Tous	 les	 cas	 connus	 sont	 causés	par	des	mutations	d’un	 seul	nucléotide	 au	

sein	du	gène	CACNA1C	codant	pour	le	canal	calcique	CaV1.2	(canal	calcique	de	type	L).	

Entre	60	et	70%	de	ces	patients	présentent	des	TSA	(Lai	et	al.	2014).	

	

d/Syndrome	de	Phelan-McDermid	(PMS)	

Ce	 syndrome	 est	 causé	 par	 une	 délétion	 de	 la	 partie	 terminale	 du	 locus	 22q13.	 Les	

symptômes	 consistent	 notamment	 en	 des	 dysmorphies,	 de	 l’hypotonie,	 un	 retard	

développemental,	 des	 troubles	 moteurs	 et	 un	 retard	 voire	 une	 absence	 de	 langage	

(Phelan	et	McDermid	2012).	Au	total,	600	individus	ont	été	diagnostiqués	atteints	de	ce	

syndrome.	Dans	la	plupart	des	cas	la	mutation	apparaît	de	novo.	La	région	délétée	varie	

en	taille	mais	est	en	moyenne	de	100kb	et	contient	entre	autres	les	gènes	ACR,	SHANK3,	
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and	RABL2B.	En	2001,	une	translocation	entre	les	chromosomes	12	et	22	a	été	détectée	

chez	 un	 patient	 atteint	 de	 PMS.	 Cette	 translocation	 impliquait	 seulement	 le	 gène	

SHANK3,	exposant	le	fait	que	ce	gène	soit	responsable	du	développement	de	la	maladie	

(Bonaglia	 et	 al.	 2001).	 Ceci	 a	 été	 confirmé	 ultérieurement	 par	 d’autres	 études		

démontrant	le	rôle	de	SHANK3	dans	ce	syndrome	(Wilson	et	al.	2003).	

	

e/Sclérose	Tubéreuse			

C’est	une	maladie	autosomale	dominante	qui	est	causée	par	des	mutations	au	sein	des	

gènes	TSC1	ou	TSC2.	Les	patients	atteints	présentent	pour	24	à	60%	d’entre	eux	des	TSA	

(Lai	 et	 al	 2014).	 Les	 protéines	 codées	 par	 ces	 gènes	 inhibent	 la	 protéine	Rheb	 («	Ras	

Homolog	Enriched	 in	Brain	»)	agissant	ainsi	négativement	 sur	 l’activation	de	mTORC1	

(«	Mammalian	 Target	 Of	 Rapamycin	 Complex	 1	»).	 Des	 déficits	 en	 protéines	 TSC	

induisent	une	suractivation	de	la	voie	mTOR,	entrainant	une	croissance	et	prolifération	

cellulaire,	perturbant	la	synthèse	de	protéines	dendritiques	et	entrainent	des	anomalies	

de	 la	 densité	 et	morphologie	 des	 épines	 dendritiques.	 Ces	mutations	 correspondent	 à	

l’une	des	voies	moléculaires	exposées	précédemment.	

	

f/Syndromes	de	Prader-Willi	et	d’Angelman	

Le	syndrome	de	Prader-Willi	(SPW)	est	causé	par	des	modifications	du	locus	15q11-13	

correspondant	 à	 une	 perte	 d’empreinte	 paternelle,	 une	 délétion,	 une	 translocation	 ou	

une	disomie	uniparentale	maternelle	(présence	de	deux	allèles	transmis	par	la	mère,	et	

donc	 absence	 de	 l’allèle	 paternel).	 La	 région	 en	 cause	 de	 ce	 syndrome	 comporte	 16	

gènes	dont	une	partie	est	 soumise	à	empreinte	parentale.	Les	patients	présentent	une	

hypotonie	 à	 la	 naissance,	 une	 obésité	 ainsi	 que	 des	 troubles	 de	 l’apprentissage	 et	 du	

comportement.	 Le	 syndrome	 d’Angelman	 (SA)	 est	 quant	 à	 lui	 causé	 par	 la	 perte	 de	



	
	

	 52	

l’allèle	maternel	de	ce	locus.	Le	gène	UBE3A	(«	E3	ubiquitin-protein	ligase	»)	présent	à	ce	

locus	n’est	exprimé	dans	le	cerveau	que	par	son	allèle	maternel	(Ornoy	et	al.	2016),	dont	

la	 perte	 va	 induire	 le	 SA.	 Les	 patients	 sont	 atteints	 de	 déficit	 intellectuel,	 de	 troubles	

moteurs,	d’absence	de	langage,	d’épilepsie	et	de	troubles	du	sommeil.	

	

	

7-2/Immunité	

Plusieurs	études	se	sont	intéressées	à	la	possible	contribution	du	système	immunitaire	

dans	 le	développement	des	TSA.	Une	étude	de	modèle	murin	a	montré	une	connexion	

physique	directe	entre	 les	vaisseaux	 lymphatiques	reliés	au	système	 immunitaire	et	 le	

cerveau,	 pouvant	 expliquer	 la	 présence	 de	 cellules	 immunitaires	 dans	 le	 cerveau.	 Ce	

résultat	 pose	 la	 question	 de	 l’existence	 d’un	 lien	 entre	 le	 système	 immunitaire	 et	 le	

développement	 de	 maladies	 neuronales	 (Louveau	 et	 al.	 2015;	 Vijayakumar	 et	 Judy	

2016).	 Des	 études	 chez	 des	 patients	 atteints	 de	 TSA	 ont	 démontré	 des	 différences	 de	

niveaux	 d’expression	 de	 gènes	 codant	 pour	 le	 complexe	 immunitaire	 inné	 (gènes	

principalement	 exprimés	 dans	 les	 lymphocytes	 NK)	 (Gregg	 et	 al.	 2008),	 et	 plus	

précisément	des	analyses	transcriptomiques		(par	RNA-seq)	sur	tissus	post-mortem	ont	

montré	une	augmentation	de	l’expression	de	gènes	du	système	immunitaire	(Voineagu	

et	al.	2011;	Gupta	et	al.	2014).	

De	plus,	les	patients	atteints	de	TSA	présentent	une	fréquence	plus	élevée	d’état	neuro-

inflammatoire	chronique,	corrélé	à	une	augmentation	de	cytokines	pro-inflammatoires	

dans	le	sérum	et	le	liquide	céphalo-rachidien	(Onore	et	al.	2012).	

Une	 des	 comorbidités	 des	 TSA	 sont	 les	 troubles	 gastro-intestinaux.	 Les	 voies	

d’inflammation	 intestinale	 semblent	 être	 plus	 fortement	 déclenchées	 chez	 les	 enfants	

atteints	de	TSA	et	de	TGI.	Ces	enfants	présentent	aussi	des	différences	de	composition	



	
	

	 53	

du	microbiote	(composition	qui	peut	être	altérée	par	un	dysfonctionnement	du	système	

immunitaire	(Dinan	et	al.	2015))	par	rapport	aux	individus	non	atteints	(Tomova	et	al.	

2015).	 Cet	 aspect	 est	 intéressant	 car	 certains	 postulats	 présentent	 le	 système	

immunitaire	 comme	 l’une	 des	 connexions	 entre	 l’intestin	 et	 le	 cerveau,	 corrélant	

directement	 les	 données	 obtenues	 à	 partir	 des	 vaisseaux	 lymphatiques	 et	 celles	 du		

cerveau	 chez	 des	 modèles	 murins	 (Louveau	 et	 al.	 2015).	 L’expression	 de	 gènes	

immunitaires	dans	 le	cerveau	pourrait	avoir	des	conséquences	dans	 le	développement	

du	cerveau.	Enfin	des	polymorphismes	de	plusieurs	gènes	associés	au	système	 immun	

ont	 été	 mis	 en	 cause	 dans	 les	 TSA	 :	 CD99L2	 (rôle	 dans	 l’extravasation	 de	 cellules	

immunitaires)(Ramos	 et	 al.	 2012),	 ainsi	 que	 des	 allèles	 HLA	 («	Human	 Leucocyte	

Antigens	»)	tels	que	HLA-DRB1	(Chien	et	al.	2012)	et	HLA-A2	(Torres	et	al.	2006).	

	

	

7-3/Autres	

	

7-3-1/Environnement	

Les	variants	génétiques	peuvent	pour	certains	 induire	à	eux	seuls	 les	TSA.	Cependant,	

d’autres	 variants	 vont	 conduire	 à	 la	 maladie	 en	 association	 avec	 des	 facteurs	

environnementaux	 (Vijayakumar	 et	 Judy	 2016).	 Des	 études	 sont	 réalisées	 pour	

déterminer	 d’éventuelles	 interactions	 entre	 des	 facteurs	 environnementaux	 et	 le	

génome,	qui	pourraient	ainsi	induire	le	développement	de	TSA.	

Des	données	épidémiologiques	ont	permis	de	distinguer	des	facteurs	environnementaux	

pouvant	 augmenter	 les	 risques	 de	 développement	 des	 TSA	 (Chaste	 et	 Leboyer	 2012).	

Certaines	 études	 ont	 associé	 aux	 TSA	 des	 risques	 environnementaux	 tels	 que	 des	
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complications	 prénatales,	 périnatales,	 au	 cours	 de	 l’accouchement	 et	 néonatales	

(Glasson	 et	 al.	 2004;	 Maramara	 et	 al.	 2014)	 (par	 exemple,	 un	 plus	 grand	 nombre	 de	

patients	TSA	ont	été	exposés	à	une	pré-éclampsie	par	rapport	aux	individus	non	atteints,	

cette	 association	 étant	 augmentée	 avec	 la	 sévérité	 de	 la	 pré-éclampsie	 (Walker	 et	 al.	

2015).	Les	résultats	à	ce	sujet	sont	cependant	controversés.	En	effet,	des	méta-analyses	

indiquent	qu’une	association	directe	entre	 les	TSA	et	des	complications	au	cours	de	 la	

grossesse	n’est	pas	évidente	même	s’il	semble	possible	que	ces	complications	puissent	

légèrement	 impacter	 le	 risque	 de	 développer	 des	 TSA.	 Il	 est	 à	 noter	 que	 ces	 méta-

analyses	 n’excluent	 pas	 une	 association	 mais	 révèlent	 une	 nécessité	 d’augmenter	 la	

taille	des	études	et	 l’amélioration	des	 inclusions	(Gardener	et	al.	2009;	Gardener	et	al.	

2011;	 Guinchat	 et	 al.	 2012).	 Certaines	 études	 ont	 associé	 l’exposition	 à	 des	 produits	

chimiques	 aux	TSA	 tel	 que	 le	 valproate	 (Roberts	 et	 al.	 2007;	Christensen	 et	 al.	 2013),	

mais	 ces	 études	 doivent	 aussi	 être	 amplifiées.	 En	 ce	 qui	 concerne	 les	 vaccins,	 aucune	

preuve	 n’a	 été	 démontré	 quant	 à	 leur	 potentielle	 responsabilité	 de	 cas	 d’autisme	

(DeStefano	et	al.	2013;	Madsen	et	al.	2002).	Certaines	études	ont	associé	le	diabète	chez	

la	mère	 (Li	 et	 al.	 2016)	 ou	 les	maladies	 autoimmunes	maternelles	 (Chen	 et	 al.	 2016),	

mais	 de	 la	même	 façon	 ces	 résultats	 n’ont	 pas	 forcément	 été	 répliqués	 dans	 d’autres	

études	(Hultman	et	al.	2002).	Les	 informations	exposées	sur	 l’identification	précise	de	

facteurs	extrinsèques	demandent	donc	vérifications	et	réplications	des	analyses.		

Un	autre	risque	associé	à	l’autisme	est	l’âge	du	père.	En	effet,	des	études	ont	démontré	

que	 les	 hommes	 entre	 40-50	 ans	 avaient	 2	 à	 5	 fois	 plus	 de	 risque	 d’avoir	 un	 enfant	

atteint	de	TSA	qu’un	homme	de	moins	de	30	ans	(Reichenberg	et	al.	2006;	Hultman	et	al.	

2011).	Il	a	été	suggéré	que	cet	aspect	pouvait	être	du	à	des	changements	épigénétiques	

associés	à	l’âge	au	sein	des	cellules	germinales,	tels	que	des	défauts	de	la	méthylation	de	

l’ADN	 (Hultman	et	 al.	 2011;	Feinberg	et	 al.	 2015).	L’âge	de	 la	mère	augmente	aussi	 le	
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risque	mais	sa	contribution	au	développement	de	TSA	est	plus	faible	(Sandin	et	al.	2012;	

Lee	et	McGrath	2015).	

	Des	 facteurs	 environnementaux	peuvent	 causer	 des	 stimuli	 qui	 vont	 ensuite	modifier	

l’expression	 de	 gènes	 au	 sein	 de	 neurones	 par	 des	 évènements	 épigénétiques	 (cf.	

chapitre	 suivant)	 et	 induire	 certains	 troubles	 neurodéveloppementaux.	 Ainsi	 des	

facteurs	environnementaux	et	génétiques	peuvent	être	liés	(Vijayakumar	et	Judy	2016).		

	

7-3-2/Epigénétique	

L’épigénétique	réfère	à	des	mécanismes	induisant	des	changements	de	l’activité	génique	

qui	sont	hérités	mais	qui	ne	sont	pas	causés	par	un	changement	de	la	séquence	d’ADN.	

Les	 changements	 épigénétiques	 associés	 aux	TSA	 correspondent	principalement	 à	des	

changements	 de	 la	 méthylation	 (Wong	 et	 al.	 2014),	 mais	 il	 est	 possible	 que	 des	

modifications	 d’histones,	 de	 remodelage	 de	 la	 chromatine,	 de	 rétrocontrôle	

transcriptionnel	 et	 	 d’extinction	 de	 gènes	 par	 siRNA	 soient	 aussi	 impliqués	 (Ma	 et	 al.	

2010).	

	

Il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 des	 modifications	 du	 processus	 de	 remodelage	 de	 la	

chromatine	peuvent	induire	des	mutations	de	novo	pouvant	potentiellement	causer	des	

TSA.	

Une	 douzaine	 de	 gènes	 de	 modification	 de	 la	 chromatine	 ont	 été	 associés	 aux	 TSA	

(LaSalle	 2013).	 Parmi	 eux,	 le	 gène	MECP2,	 dont	 les	 mutations	 sont	 responsables	 du	

syndrome	 de	 Rett,	 code	 pour	 une	 protéine	 qui	 se	 fixe	 à	 l’ADN	 méthylé,	 forme	 un	

complexe	avec	d’autres	protéines	et	éteint	l’expression	du	gène.	

Des	mutations	 au	 sein	du	gène	CHD8	 («	Chromodomain	Helicase	DNA	binding	protein	

8	»)	ont	été	régulièrement	associées	aux	TSA.	Ces	mutations	surviennent	chez	environ	



	
	

	 56	

0,4%	des	cas	(O’Roak	et	al.	2012)	et	semblent	présenter	une	forte	pénétrance.	Le	gène	

CHD8	 code	 pour	 une	 protéine	 de	 remodelage	 de	 la	 chromatine	 ciblant	 notamment	

plusieurs	gènes	associés	aux	TSA	tel	que	SCN2A	(code	pour	un	canal	sodique)	et	PTEN	

(Cotney	et	al.	2015).	

	

Le	mécanisme	de	méthylation	de	 l’ADN	est	un	mécanisme	épigénétique	 jouant	un	rôle	

important	dans	 le	développement	des	TSA.	En	effet,	une	étude	a	été	effectuée	 sur	des	

jumeaux	 monozygotes	 exposés	 aux	 mêmes	 facteurs	 environnementaux	 mais	 dont	 un	

seul	est	atteint	de	TSA.	Certaines	différences	de	méthylation	de	l’ADN	ont	été	observées	

au	sein	de	ces	paires	de	jumeaux	(Wong	et	al.	2014).	Des	analyses	de	tissus	post-mortem	

de	 patients	 et	 d’individus	 non	 atteints	 ont	 également	 montré	 des	 différences	 de	

méthylation	(Ladd-Acosta	et	al.	2014).	Une	étude	effectuée	sur	d’autres	échantillons	de	

cerveau	 a	 révélé	 une	 hypo-méthylation	 des	 régions	 impliquées	 dans	 le	 système	

immunitaire	et	une	hyper-méthylation	des	gènes	synaptiques	(Nardone	et	al.	2014),	ce	

qui	corrèle	avec	une	possible	sur-activation	du	système	immunitaire	en	cas	de	TSA	ainsi	

qu’une	inhibition		des	gènes	impliqués	dans	le	fonctionnement	des	synapses.	

Plusieurs	 études	 ont	 démontré	 des	 différences	 de	méthylation	 d’ADN	 à	 différents	 loci	

tels	 que	 GABRB3,	NLGN3,	NRXN1,	 UBE3A,	MECP2	et	 OXTR	 (le	 récepteur	 à	 l’ocytocine)	

dans	le	cortex	frontal	(Wong	et	al.	2014;	Gregory	et	al.	2009;	Nagarajan	et	al.	2006).	

Enfin,	 il	 est	 aussi	 possible	 que	 des	 interactions	 «	gène/environnement	»	 influencent	

l’expression	 génique.	 Les	 systèmes	 immunitaires	 parentaux	 ou	 des	 toxines	

environnementales	pourraient	agir	sur	le	stress	oxydatif	et	la	méthylation.	
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8/	Expression	génique	différentielle		

	

Comme	 exposé	 précédemment,	 les	 patients	 atteints	 de	 TSA	 présentent	 des	 variations	

génétiques	et	épigénétiques.	Il	n’est	donc	pas	étonnant	que	des	différences	d’expression	

puissent	être	observées.	En	effet,	une	étude	(Voineagu	et	al.	2011)	a	permis	de	détecter	

444	gènes	exprimés	différentiellement	dans	 le	cortex	entre	patients	et	contrôles,	et	de	

façon	 équivalente	 entre	 le	 cortex	 frontal	 et	 temporal,	 contre	 deux	 dans	 le	 cervelet,	

révélant	 que	 les	 changements	 d’expression	 génique	 au	 sein	 de	 TSA	 affectent	

principalement	le	cortex	et	ce	de	façon	uniforme	dans	les	différentes	régions	corticales.	

Aucune	différence	d’expression	n’est	observée	entre	ces	deux	régions	corticales	chez	les	

patients	TSA	(alors	que,	comme	attendu,	c’est	le	cas	chez	les	contrôles),	exposant	que	les	

différences	moléculaires	normales,	permettant	une	différenciation	de	ces	régions,	sont	

perturbées	chez	les	patients.	Ceci	pourrait	induire	des	anomalies	de	développement	du	

cortex.	 Parmi	 tous	 ces	 gènes	 différentiellement	 exprimés	 entre	 les	 patients	 et	 les	

contrôles,	 209	 sont	 moins	 fortement	 exprimés	 et	 ont	 un	 rôle	 dans	 les	 fonctions	

synaptiques,	 tandis	 que	 les	 235	 gènes	 surexprimés	 sont	 impliqués	 dans	 les	 réponses	

immunitaire	et	inflammatoire.	Ces	résultats	corrèlent	de	façon	intéressante	avec	ce	qui	a	

été	 exposé	 précédemment.	 Une	 analyse	 de	 co-expression	 de	 gènes	 présentant	 des	

différences	 entre	 les	 patients	 et	 les	 individus	 contrôles	 a	 permis	 de	 distinguer	 deux	

«	modules		fonctionnels	»:	le	premier	module	est	enrichi	en	marqueurs	neuronaux	dont	

des	gènes	synaptiques,	le	second	module	comporte	des	gènes	marqueurs	des	astrocytes	

et	de	la	microglie,	ainsi	que	des	réponses	immunitaires	et	inflammatoires.	En	associant	

ces	 	 données	 à	 celles	 de	 GWAS,	 les	 auteurs	 (Voineagu	 et	 al.	 2011)	 ont	 détecté	 une	

convergence	 pour	 les	 gènes	 synaptiques	 mais	 pas	 pour	 les	 gènes	 du	 système	

immunitaire,	leur	faisant	suggérer	que	les	modifications	d’expression	pour	ces	derniers	
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seraient	 secondaires	ou	 causées	par	des	 facteurs	environnementaux.	Ces	observations	

ont	été	reproduites	par	d’autres	auteurs	(Gupta	et	al.	2014).	

Une	 méta-analyse	 (Ch’ng	 et	 al.	 2015)	 de	 12	 études	 d’analyse	 transcriptomique	 a	 été	

réalisée,	avec	un	total	de	plus	de	1000	individus	dont	634	atteints	de	TSA,	comprenant	

des	 échantillons	 de	 cerveau	 et	 des	 échantillons	 sanguins.	 Au	 niveau	 du	 cerveau,	 une	

surexpression	de	30	gènes	et	un	déficit	d’expression	de	49	gènes	ont	été	simultanément	

détectés,	tandis	qu’au	niveau	sanguin	160	gènes	sont	surexprimés	et	95	sous-exprimés.	

	

	

9/Défauts	du	développement	du	cerveau	de	patients	TSA	

	

Des	 analyses	 neurobiologiques	 (électrophysiologie,	 neuro-imagerie	 fonctionnelle	 et	

structurale)	 ont	 identifié	 certaines	 anomalies	 dans	 le	 cerveau	 de	 patients	 atteints	 de	

TSA.	

Des	 études	 par	 imagerie	 de	 résonnance	 magnétique	 (IRM)	 ont	 démontré	 une	

augmentation	du	volume	global	du	cerveau	(Courchesne	2002;	Courchesne	et	al.	2001;	

Hazlett	et	al.	2011)	chez	les	enfants	de	moins	de	5	ans.	Cet	aspect	disparaît	à	des	âges	

plus	tardifs	(Courchesne	et	al.	2011).	Plus	précisément,	une	augmentation	du	volume	de	

l’amygdale	 est	 détectée	 chez	 des	 enfants	 (2	 à	 12	 ans)	 atteints	 de	 TSA	 (Nordahl	 et	 al.	

2012;	Schumann	et	al.	2004)	qui	ne	l’est	plus	à	l’adolescence	(12	à	18	ans)	(Schumann	et	

al.	2004)	(Figure	7).	De	même,	il	a	été	observé	une	accélération	de	l’extension	du	cortex	

chez	 les	 enfants	 atteints	de	TSA	 (Hazlett	 et	 al.	 2005;	 Schumann	et	 al.	 2010;	Carper	 et	

Courchesne	2005),	suivi	d’un	amincissement	au	cours	de	l’adolescence	et	de	l’âge	adulte	

(Zielinski	et	al.	2014;	Wallace	et	al.	2010).	L’âge	semble	donc	avoir	un	impact	dans	les	

modifications	de	développement	cérébral	chez	les	patients	TSA.	D’autres	analyses	d’IRM	



	
	

	 59	

ont	noté	une	formation	anormale	du	gyrus	cortical	(Wallace	et	al.	2013;	Yang	et	al.	2016;	

Ecker	et	al.	2016)	induisant	des	malformations	du	cortex	chez	les	patients	telles	qu’une	

augmentation	du	nombre	de	petits	plis	ou	de	la	taille	du	gyrus.	Ces	données	traitant	du	

cortex	mettent	l’accent	sur	l’implication	du	cortex	dans	les	TSA.	

	La	même	technique	a	démontré	une	diminution	du	volume	du	corps	calleux	qui	semble	

aussi	 corrélée	 au	 développement	 de	 TSA	 (Frazier	 et	 Hardan	 2009).	 Cependant,	 une	

méta-analyse	 (Lefebvre	 et	 al.	 2015)	 rapporte	 qu’aucune	 différence	 significative	 de	

volume	ne	peut	être	mise	en	évidence	en	ce	qui	concerne	le	volume	du	corps	calleux	et	

celui	 du	 cerveau	 entier.	 L’interprétation	 des	 données	 IRM	 n’est	 pas	 immédiate	 et		

comprend	certaines	limites.	

Des	 études	 post-mortem	 ont	 démontré	 une	 réduction	 du	 nombre	 de	 neurones	 de	

l’amygdale,	du	gyrus	fusiforme	et	du	cervelet	ainsi	qu’une	neuro-inflammation	(Lai	et	al.	

2014).	 Par	 contre,	 une	 étude	 réalisée	 sur	 des	 tissus	 cérébraux	 issus	 d’enfants	 et	

d’adolescents	 (2	à	16	ans)	a	révélé	une	augmentation	du	nombre	de	neurones	dans	 le	

cortex	 préfrontal	 et	 non	 pas	 une	 diminution	 (Courchesne	 et	 al.	 2011).	 Un	 point	

important	 à	 noter	 sur	 les	 études	 réalisées	 à	 partir	 de	 tissus	 post-mortem	 est	 que	 la	

majorité	 des	 ces	 tissus	 proviennent	 d’adultes,	 d’adolescents	 ou	 de	 pré-adolescents	 et	

que	donc	elles	ne	représentent	pas	 la	situation	du	développement	précoce.	De	plus,	 le	

délai	 post-mortem	 peut	 différer	 selon	 les	 individus	 analysés	 ainsi	 que	 les	 causes	 de	

décès.		

Enfin	 une	 malformation	 des	 mini-colonnes	 corticales	 (colonnes	 verticales	 de	 cellules	

pyramidales	qui	gravissent	radialement	à	travers	les	différentes	couches	du	cortex)	a	été	

observée	(diminution	de	la	taille,	augmentation	de	la	densité	neuronale	(Casanova	et	al.	

2006)	(Figure	7).	
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De	nombreuses	causes	et	voies	moléculaires	ont	été	associées	aux	TSA.	Parmi	elles,	 la	

voie	 synaptique	 semble	 avoir	 un	 impact	 important.	 Quelles	 sont	 les	 perturbations	

synaptiques	observées	dans	les	TSA	?	Quels	aspects	de	la	synapse	peuvent	influencer	sur	

le	développement	de	ces	troubles	?	

	

	

II/Synapses	

 

	

A	 l’issue	 de	 leur	 migration	 vers	 la	 région	 cible,	 les	 neurones	 émettent	 de	 leur	 corps	

cellulaire	 des	 prolongements	 cellulaires	 appelés	 neurites.	 Ces	 neurites	 forment	 les	

dendrites	et	un	axone	à	l’extrémité	duquel	se	trouve	un	cône	de	croissance.	Ce	cône	de	

croissance	interagit	avec	le	cytosquelette,	les	cellules	gliales	et	d’autres	neurones.	Il	est	

sensible	à	l’environnement	cellulaire,	agit	comme	un	senseur	et	oriente	l’élongation	des	

neurites	 de	 manière	 à	 ce	 que	 les	 neurones	 s’organisent	 en	 réseaux	 et	 forment	 des	

synapses	 avec	 des	 neurones	 pouvant	 être	 éloignés.	 Lorsqu’un	 contact	 est	 établi	 entre	

Figure	 7	:	 Défauts	 de	 croissance	 du	 cerveau	 et	 de	 l’organisation	 corticale	 chez	 les	 patients	
atteints	 de	 TSA.	 La	 taille	 du	 cerveau	 de	 patients	 TSA	 est	 plus	 importante	 durant	 l’enfance	
mais	 cette	 différence	 se	 résorbe	 à	 l’adolescence.	 Une	 désorganisation	 des	minicolonnes	 du	
cortex	est	observée	avec	une	diminution	de	 leur	 taille	et	une	augmentation	de	 leur	densité	
cellulaire.	Figure	issue	de	Chen	et	al.	2015.	
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deux	 neurones,	 l’axone	 va	 pouvoir	 transmettre	 des	 signaux	 à	 son	 partenaire	 post-

synaptique.	 Les	 dendrites,	 une	 fois	 développés,	 sont	 essentiels	 à	 la	 transmission	 de	

l’information	nerveuse	et	leur	morphologie	est	minutieusement	régulée.		

	

	

1/Développement	dendritique		

	Pendant	 le	 développement,	 l’arbre	 dendritique	 est	 dynamique,	 de	 nouveaux	

branchements	sont	formés,	d’autres	sont	supprimés	(Jan	et	Jan	2003).	Cette	dynamique	

démarre	 par	 une	 croissance	 dendritique	 lente	 suivie	 d’une	 phase	 rapide	 puis	 d’une	

longue	 phase	 de	 stabilisation	 (Williams	 et	 Truman	 2004).	 Dans	 le	 cortex	 préfrontal	

humain,	la	croissance	des	dendrites	du	pôle	basal	des	neurones	pyramidaux	débute	aux	

alentours	 de	 13	 à	 17	 semaines	 de	 gestation	 (en	 fonction	 de	 la	 couche	 corticale)	 et	

s’étend	durant	 la	première	 année.	Elle	 est	 suivie	d’une	phase	de	 croissance	plus	 lente	

(Mrzljak	 et	 al.	 1992;	 	 Koenderink	 et	 al.	 1994;	 Koenderink	 et	 Uylings	 1995).	 Pour	

certaines	 cellules	 pyramidales	 telles	 que	 celles	 de	 la	 couche	 IIIC	 et	 de	 la	 couche	V	 du	

cortex	humain,	la	dendritogénèse	se	poursuit,	au	delà	de	la	première	année,	entre	deux	

et	cinq	ans	(Koenderink	et	Uylings	1995;	Martínez-Cerdeño	2016;	Petanjek	et	al.	2008).	

Il	est	aussi	intéressant	de	noter	qu’en	parallèle,	dans	certaines	régions	tel	que	le	cortex	

préfrontal,	le	volume	du	corps	cellulaire	des	cellules	pyramidales	augmente.		

Cette	mise	en	place	de	l’arbre	dendritique	est	régulée	par	l’expression	de	certains	gènes	

ainsi	que	par	de	nombreux	signaux	extracellulaires	(Martínez-Cerdeño	2016).	Au	cours	

de	 ce	processus,	 les	 réseaux	d’actine	 et	 de	microtubules	ont	un	 rôle	primordial,	 et	 un	

déficit		à	ce	niveau	va	perturber	l’organisation	complexe	de	l’arbre	dendritique	ainsi	que	

sa	taille,	ceci	pouvant	être	à	l’origine	de	troubles	neuro-développementaux	tels	que	les	

TSA	(Urbanska	et	al.	2008).	
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1-1/	Rôles	des	protéines	d’échafaudage	

Des	protéines	d’échafaudage	connues	tels	que	PSD95,	SHANK	et	Densin-180	ont	un	rôle	

important,	non	seulement	dans	le	maintien	des	synapses,	mais	aussi	au	préalable	dans	

l’élaboration	et	la	croissance	des	neurites.	

1) Protéines	 SHANK	 (SH3	 and	 multiple	 ankyrin	 repeat	 domains)	:	 il	 s’agit	 d’une	

famille	 protéique	 de	 larges	 molécules	 qui	 interagissent	 avec	 de	 nombreux	

partenaires.	 L’expression	 de	 ces	 protéines	 augmente	 avec	 la	 maturation	

neuronale	 (Sala	 et	 al.	 2001).	 Elles	 sont	 exprimées	 dans	 tout	 le	 neurone	 (corps	

cellulaire,	 dendrites	 et	 synapses)	 et	 sont	 associées	 à	 la	 cortactine	 (protéine	

d’interaction	à	l’actine)	(Du	et	al.	1998).	Ces	protéines	pourraient	ainsi	intervenir	

dans	la	mise	en	place	du	cytosquelette	au	sein	des	dendrites	et	dans	l’élaboration	

de	l’arborisation	dendritique.	A	ce	niveau,	une	autre	interaction	protéique,	entre	

Shank	 et	 Densin-180	 intervient	 en	 modulant	 le	 réarrangement	 de	 filaments	

d’actine.	 La	 protéine	 Densin	 180	 favorise	 l’organisation	 du	 réseau	 d’actine,	 et	

Shank	 en	 se	 liant	 à	Densine-180	 régule	négativement	 son	 effet	 (Quitsch	2005).	

Une	perturbation	de	la	stœchiométrie	du	complexe	protéique	formé	induirait	un	

déséquilibre	 dans	 la	 dynamique	 des	 réseaux	 de	 microtubules	 et	 de	 filaments	

d’actine	et	perturberait	le	développement	des	dendrites.		

	

2) La	protéine	PSD95	(Post-Synaptic	Density-95)	:	lors	du	développement	neuronal,	

PSD95	 joue	 un	 rôle	 de	 régulateur	 négatif	 des	 branchements	 dendritiques	

(Charych	et	al.	2006).	La	surexpression	de	PSD95	dans	des	neurones	immatures	

réduit	 l’arborisation	 dendritique	 tandis	 que	 l’inhibition	 de	 son	 expression	

l’augmente.	Ces	données	tendent	à	montrer	que	PSD95	exerce	un	contrôle	négatif	

sur	 la	 dendritogenèse.	 Ce	 contrôle	 s’exercerait	 probablement	 par	 une	
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désorganisation	 des	 microtubules	 (Charych	 et	 al.	 2006).	 Cette	 protéine	

d’échafaudage	 exerce	 un	 premier	 rôle	 dans	 le	 développement	 de	 dendrites	 en	

agissant	 sur	 les	 réseaux	 d’actine	 et	 de	 microtubules,	 indépendamment	 de	 sa	

fonction	purement	 synaptique.	 La	 forme	non	 synaptique	de	PSD95	agit	 grâce	 à	

ses	 deux	 interacteurs	 protéiques	 Cypine	 et	 Snapine,	 réorganisant,	 par	 son	

interaction	 avec	 ces	 protéines,	 les	 microtubules	 et	 modifiant	 de	 ce	 fait	 la	

croissance	 et	 l’arborisation	 des	 dendrites.	 La	 Cypine	 se	 lie	 directement	 aux	

molécules	 de	 tubuline	 favorisant	 l’organisation	 des	microtubules	 tandis	 que	 la	

Snapine	agit	en	empêchant	cette	action	de	la	Cypine	(Akum	et	al.	2004;	Chen	et	al.	

2005;	Charych	et	al.	2006).	

3) La	 protéine	Homer	:	 Cette	 protéine	 s’exprime	 tout	 au	 cours	 du	 développement	

(Shiraishi	et	al.	2004).	Elle	joue	à	la	fois	un	rôle	important	dans	le	guidage	axonal	

(Foa	 et	 al.	 2001)	 et	 la	 mise	 en	 place	 de	 l’arborisation	 dendritique	 par	

l’intermédiaire	de	son	effet	de	régulation	des	flux	calciques	(Tanaka	et	al.	2006).	

4) La	 protéine	 GRIP1	:	 Cette	 protéine	 est	 impliquée	 dans	 la	 mise	 en	 place	 des	

dendrites.	 Une	 perte	 d’expression	 perturbe	 l’initiation	 de	 la	 formation	 des	

dendrites	et	réduit	leur	densité	(Hoogenraad	et	al.	2005).	

5) La	 protéine	 Neurabine	:	 Cette	 protéine	 se	 fixe	 à	 l’actine-F	 et	 par	 cette	 liaison	

permet	 la	 formation	 de	 dendrites	 (Terry-Lorenzo	 2002).	 L’inhibition	 de	 son	

expression	réduit	la	formation	de	neurites	(Nakanishi	et	al.	1997).	

	

1-2/	Rôles	des	Contactines	

En	 parallèle	 de	 ces	 protéines	 d’échafaudage,	 une	 autre	 famille	 protéique	 agit	 sur	 la	

neuritogénèse	:	 les	 contactines	 (CNTNs).	 Comme	 décrit	 précédemment,	 ce	 sont	 des	
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molécules	d’adhésion	cellulaire.	La	famille	CNTN	est	composée	de	6	membres	(CNTN1-

6)	et	 fait	partie	de	 la	 sous-famille	des	 Ig-CAM	(«	cell	 adhesion	molecule	»).	Les	CNTNs	

ont	 un	 rôle	 important	 dans	 le	 développement	 neuronal	 et	 particulièrement	 dans	 la	

formation	 des	 neurites	 (Shimoda	 et	 Watanabe	 2009).	 Les	 différentes	 CNTNs	 ont	 des	

propriétés	 cellulaires	 distinctes.	 Par	 exemple,	 la	 CNTN4	 joue	 un	 rôle	 dans	 le	 guidage	

axonal	dans	le	bulbe	olfactif	(Kaneko-Goto	et	al.	2008).	La	CNTN6,	quant	à	elle,		favorise	

la	croissance	des	dendrites	apicaux	du	cortex	(Ye	et	al.	2008).		

Au	 laboratoire,	 nous	 avons	 réalisé	 une	 étude	 comparative	 des	 contactines	 4-6	 sur	 la	

neuritogenèse	en	focalisant		sur	deux	propriétés	particulières	:	l’élongation	des	neurites	

et	l’arborisation	dendritique.	Nous	avons	plus	particulièrement	analysé	le	rôle	de	formes	

solubles	 de	 ces	 protéines	 extracellulaires	 exprimées	 par	 des	 cellules	 HEK	 («	Human	

Embryonic	 Kidney	»)	 co-cultivées	 avec	 des	 neurones	 corticaux	 de	 rat	 maintenus	 en	

culture.	Les	formes	solubles	des	CNTNs	sont	libérées	après	hydrolyse	d’un	groupement	

GPI	 qui	 les	 maintient	 initialement	 à	 la	 membrane.	 Nos	 observations	 démontrent	

l’existence	 d’effets	 variés	 d’une	 CNTN	 à	 l’autre	:	 les	 CNTN4	 et	 CNTN6	 favorisent	 la	

longueur	des	neurites	tandis	que	CNTN5	augmente	particulièrement	 l’arborisation	des	

dendrites	 et	 le	 nombre	 de	 branchements	 (Mercati	 et	 al.	 2013,	 article	 présenté	 en	

annexe).	

	

	

1-3/	Rôles	de	molécules	régulatrices	

La	formation	des	dendrites	est	également	rendue	possible	grâce	à	l’action	de	molécules	

régulatrices	 à	 des	 positions	 précises.	 Par	 exemple,	 la	 Kalirine7,	 qui	 est	 un	 facteur	

d’échange	de	Rac1,	permet	 	 l’augmentation	du	volume	des	épines	 lorsqu’il	 se	 situe	au	

niveau	de	la	PSD.	Mais	s’il	est	mal	localisé	au	sein	du	neurone	(comme	par	exemple	au	
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niveau	du	corps	cellulaire),	il	va	induire	une	formation	anormale	de	neurites	(Penzes	et	

al.	2001).	Le	positionnement	adéquat	de	ce	type	de	molécules	se	fait	par	l’interaction	de	

protéines	d’échafaudage	avec	des	protéines	motrices	(Kneussel	2005).	Notamment,	il	a	

été	démontré	une	interaction	entre	PSD95	et	KIF1Bα,	la	myosine	et	la	dynéine	(Mok	et	

al.	2002;	Naisbitt	et	al.	2000),	de	même	que	GRIP1	interagit	avec	KIF5	(Kinesin	related	

protein	5)	(Setou	et	al.	2002).	

	

	

2/Caractérisation	des	synapses	

	

Les	 synapses	 correspondent	 aux	lieux	de	 contact	 et	 de	 transmission	 de	 signaux	 entre	

deux	 neurones.	 Elles	 sont	 composées	 d’un	 compartiment	 pré-synaptique	 et	 d’un	

compartiment	post-synaptique	qui	se	juxtaposent.	Il	existe	deux	sortes	de	synapses	:		

• les	 synapses	 électriques,	 au	 sein	 desquelles	 s’effectuent	 des	 transferts	 d’ions	

chargés	et	de	petites	molécules.	

• 	les	 synapses	 chimiques	au	niveau	desquelles	 l’activité	électrique	est	 transférée	

dans	un	sens	unique,	d’un	neurone	(pré-synaptique)	à	un	autre	(post-synaptique)	

grâce	 à	 des	molécules	 chimiques.	 Suite	 à	 la	 propagation	 de	 potentiels	 d’action,	

une	 forte	 augmentation	 de	 la	 concentration	 en	 Ca2+	 intracellulaire	 au	 sein	 du	

bouton	 pré-synaptique,	 causée	 par	 l’activation	 de	 canaux	 calciques	 voltage-

dépendants	 (tels	 que	 Cav2.1	 et	 CaV2.2)	 est	 détectée	 par	 le	 senseur	 calcique	

synaptotagmine	1	(protéine	de	trafic	cellulaire).	La	synaptotagmine	1	induit	des	

modifications	 du	 complexe	 SNARE	 (SNAP	 =	 «	Soluble	 NSF	 Attachment	

Protein	»	Receptor)	 qui	 active	 la	 fusion	 des	 vésicules	 contenant	 des	

neurotransmetteurs	avec	la	membrane	plasmique.	Les	neurotransmetteurs	sont	
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ainsi	 libérés	dans	 la	 fente	 synaptique	 (espace	entre	 les	deux	protrusions)	 et	 se	

fixent	 ensuite	 aux	 récepteurs	 situés	 sur	 la	 membrane	 de	 la	 région	 post-

synaptique.	 Le	 compartiment	 post-synaptique	 est	 composé	 de	 récepteurs	 aux	

neurotransmetteurs,	de	canaux	et	de	molécules	de	signalisation.	Cette	liaison	aux	

récepteurs	va	induire	l’activation	des	molécules	de	signalisation	intracellulaires,	

l’ouverture	de	canaux	et	la	propagation	du	flux	nerveux.		

	

Au	 sein	 de	 synapses	 chimiques	 se	 trouvent	 deux	 sous-catégories:	 les	 synapses	

excitatrices	 dont	 le	 neurotransmetteur	 est	 le	 glutamate,	 ces	 synapses	 sont	 aussi	

nommées	 synapses	 glutamatergiques,	 et	 les	 synapses	 inhibitrices	 dont	 le	

neurotransmetteur	 est	 le	 GABA	 («	γ-aminobutryic	 acid	»	 ou	 acide	 gamma	

aminobutyrique),	ces	synapses	sont	appelées	synapses	GABAergiques.	Ces	deux	types	de	

synapses	présentent	des	différences	de	composition.	Dans	le	cadre	de	nos	études,	nous	

nous	nous	sommes	plus	particulièrement	intéressés	aux	synapses	glutamatergiques.		

	

	

2-1/Densité	Post-Synaptique	

La	microscopie	électronique	a	permis	de	visualiser	une	région	plus	dense	au	niveau	du	

compartiment	post-synaptique,	qui	 est	nommée	PSD	 («	Post-Synaptic	Density	»).	Cette	

densité	visible	(Figure	8)	est	due	à	une	forte	concentration	de	protéines.	La	PSD	serait	

constituée	de	300	à	400	protéines	différentes	(Peng	et	al.	2004;	Jordan	et	al.	2004).	Les	

protéines	 PSD95,	 GKAP,	 SHANK	 et	 Homer	 correspondraient	 à	 environ	 27%	 de	 la	

composition	 totale	 (Sugiyama	 et	 al.	 2005).	 Elle	 est	 organisée	 en	 un	 échafaudage	

protéique	 dense	 situé	 sous	 la	 membrane	 et	 interagissant	 avec	 les	 protéines	

intramembranaires	 tels	que	des	récepteurs	et	des	molécules	d’adhésion	(Figure	8).	En	
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plus	de	protéines	d’échafaudage	(telles	que	Homer1-3,	SHANK1-3	et	PSD95),	au	sein	de	

la	PSD	se	trouvent	aussi	des	molécules	de	signalisation	et	des	filaments	du	cytosquelette	

(Yoshihara	et	al.	2009;	Lepeta	et	al.	2016).		

		

2-1-1/Récepteurs	glutamatergiques	

Au	sein	de	la	catégorie	des	récepteurs	glutamatergiques,	il	existe	deux	sous-catégories	:	

- Les	 récepteurs	 ionotropiques	 (iGluRs),	 qui	 sont	 des	 tétramères	 protéiques	

intégrés	à	la	membrane,	composés	de	différentes	sous-unités	et	correspondant	à	

des	canaux	ioniques	dépendants	de	ligands,	parmi	lesquels	se	trouvent	:	

o les	 récepteurs	 AMPA	 (α-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole	

proprionique),	 hétérotétramères	de	 sous-unités	différentes	:	GluA1-4,	 ou		

homotétramères	 de	 GluA1	 perméables	 au	 Ca2+.	 La	 forme	majoritaire	 au	

sein	 des	 neurones	 est	 composée	 de	 GluA2	 et	 est	 imperméable	 au	 Ca2+	

(Isaac	 et	 al.	 2007).	 Les	 AMPARs	 permettent	 des	 courants	 de	

dépolarisation	 rapide.	 La	 dépolarisation	 qui	 suit	 l’activation	 de	AMPARs	

Figure	8	:	Densité	Post-synaptique.	A	gauche	:	PSD	visualisée	par	microscopie	électronique.	a)	
partie	 pré-synaptique,	 b)	 partie	 post-synaptique,	 c)	 matériel	 extracellulaire	 observé	 au	
niveau	de	la	clef	synaptique.	Figure	issue	de	Gray	1959.	A	droite	:	Schématisation	de	la	PSD	
comportant	 des	 récepteurs	 membranaires	 ainsi	 que	 des	 protéines	 d’échafaudage.	 Figure	
issue	de	Sheng	et	Kim	2000.	
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va	 pouvoir	 induire	 des	 flux	 calciques	 causés	 par	 l’activation	 de	 canaux	

calciques	 voltage-dépendants.	 Les	 courants	 permis	 par	 ces	 récepteurs	

sont	nécessaires	à	la	stabilisation	des	épines	(Ethell	et	Pasquale	2005).	De	

plus,	 leur	 activation,	 en	 augmentant	 modérément	 les	 concentrations	 de	

Ca2+,	va	permettre	de	modifier	 la	forme	des	épines	motiles	en	une	forme	

plus	régulière	avec	une	tête	d’épine,	agissant	donc	ainsi	sur	la	diminution	

de	la	motilité	de	ces	épines	et	leur	stabilisation	(Fischer	et	al.	2000).	

o Les	 récepteurs	 NMDA	 (N-méthyl-D-aspartate)	 sont	 composés	 de	 deux	

sous-unités	GluN1	et	deux	sous	unités	GluN2	ou	GluN3	(les	compositions	

majoritaires	sont	GluN1/GluN2A	et	GluN1	et	GluN2B	(Sanz-Clemente	et	al.	

2013).	 Les	 canaux	 s’ouvrent	 en	 fonction	 du	 voltage,	 ils	 présentent	 une	

plus	 forte	perméabilité	 au	 calcium	que	 les	AMPARs	et	 se	 couplent	 à	des	

effecteurs	 de	 signalisation	 intracellulaire	 tel	 que	 la	 CamKII,	

(«	Calcium/calmodulin-dependent	 protein	 kinase	 II	»)	 importante	 pour	

l’homéostasie	 calcique	 et	 l’activité	 du	 neurone.	 Les	 NMDARs	 ont	 donc	

principalement	un	rôle	dans	la	modulation	des	réponses	synaptiques.	Ces	

récepteurs	 agissent	 aussi	 sur	 la	 morphologie	 des	 épines.	 L’activité	 des	

NMDARs	 induit	 des	potentialisations	 à	 long	 terme	ou	LTP	 («	Long	Term	

Potentiation	»)	 qui	 vont	 conduire	 en	 la	 croissance	 de	 filopodes	 et	

d’épines),	ainsi	qu’en	l’augmentation	du	nombre	de	synapses	et	de	la	taille	

des	 épines	 (Ethell	 et	 Pasquale	 2005;	 Hosokawa	 et	 al.	 1995;	 Toni	 et	 al.	

1999).	Ces	mécanismes	participent	à	la	plasticité	 	des	circuits	neuronaux	

et	à	une	efficacité	durable	de	la	transmission	synaptique.	

- Les	 récepteurs	 métabotropiques	 (mGluRs)	 sont	 des	 récepteurs	 couplés	 aux	

protéines	 G.	 Ils	 initient	 une	 cascade	 de	 signalisation	 permettant	 l’activation	 de	
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canaux	 ioniques,	 dont	 ceux	 du	 réticulum	 endoplasmique	 (RE),	 entrainant	 la	

libération	de	Ca2+	des	stocks	intracellulaires	situés	au	sein	du	RE.	Ces	récepteurs	

agissent	 aussi	 sur	 la	 morphologie	 des	 épines	 dendritiques	 induisant	 une	

morphologie	associée	à	des	épines	moins	fonctionnelles	(élongation	des	épines)	

(Vanderklish	et	Edelman	2002).	

Il	est	intéressant	de	noter	que	la	stimulation	des	NMDARs	induit	des	changements	dans	

l’efficacité	 synaptique,	 tels	 que	 des	 LTP,	 LTD	 «	Long-term	 depression	»	 et	 permet	 le	

développement	 d’épines	 dendritiques.	 L’activation	 de	 AMPARs	 induit	 plutôt	 une	

stabilisation	 des	 synapses	 (Fischer	 et	 al.	 2000).	 Les	 NMDARs	 permettant	 les	 flux	

calciques	et	les	AMPARs	ne	les	permettant	que	de	façon	très	réduite,	la	mesure	du	ratio	

AMPA/NMDA	 indique	 ainsi	 une	mesure	 relative	 de	 l’expression	 de	 ces	 récepteurs.	 La	

comparaison	 entre	 deux	 situations	 permet	 de	 mesurer	 un	 changement	 dans	 la	

transmission	 par	 les	 AMPARs	 ou	 NMDARs,	 de	 leur	 relative	 contribution	 et	 de	

l’excitabilité.	

	

2-1-2/Protéines	d’échafaudage	de	la	PSD	

En	 résumé,	 PSD95	 se	 lie	 aux	 récepteurs	 glutamatergiques	 ionotropiques,	 Homer	 aux	

récepteurs	 glutamatergiques	 métabotropiques.	 Ces	 deux	 protéines	 se	 lient	 aussi	 aux	

Shank	et	vont	ainsi	former	cet	échafaudage	qui	peut	interagir	avec	les	filaments	d’actine.		

• SHANK	:	 Cette	 protéine	 est	 un	 élément	 clef	 de	 cet	 échafaudage.	 Cette	 famille	 sera	

détaillée	dans	un	chapitre	présenté	ultérieurement.		

• PSD95	:	 Cette	 protéine	 se	 fixe	 à	 la	 sous-unité	 NR2	 des	 NMDARs	 et	 de	 manière	

indirecte	permet	de	faire	le	lien	entre	la	PSD,	le	cytosquelette	d’actine	et	les	réserves	

de	Ca2+	(par	exemple	au	sein	du	réticulum	endoplasmique	situé	au	niveau	des	épines	
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dendritiques).	 Des	 études	 sur	 neurones	 d’hippocampe	 ont	 montré	 que	 PSD95	 est	

mobilisé	dans	les	compartiments	post-synaptiques	avant	les	NMDARs,	jouant	un	rôle	

éventuel	dans	le	recrutement	et	l’ancrage	de	ces	récepteurs	(Friedman	et	al.	2000).	

Des	 études	 utilisant	 des	 souris	 invalidées	 pour	 le	 gène	 de	 PSD95	 ont	 montré	

l’absence	d’anomalie	dans	la	localisation	des	récepteurs	NMDA	(Migaud	et	al.	1998).	

D’autres	protéines	de	la	PSD	sont	probablement	impliquées	dans	cet	adressage	des	

récepteurs	 à	 la	 membrane.	 Cependant,	 l’absence	 de	 PSD95	 induit	 des	 défauts	 de	

plasticité,	 et	 sa	 surexpression	 une	 augmentation	 à	 la	 fois	 du	 nombre	 d’épines	

dendritiques,	de	leur	volume	et	de	la	quantité	de	récepteurs	AMPA	(El-Husseini	et	al.	

2000;	 Migaud	 et	 al.	 1998).	 Les	 AMPARs	 peuvent	 être	 recrutés	 par	 PSD95	 via	 la	

protéine	Stargazine	(Schnell	et	al.	2002).		

• Homer	:	 Cette	 protéine	 se	 fixe	 aux	 mGluRs	 et	 aux	 récepteurs	 IP3	 («	Inositol	

trisphosphate»)	(Xiao	et	al.	2000).	Homer	est	 impliqué	dans	la	maturation	d’épines	

et	 l’augmentation	 de	 volume	 des	 épines	 (Sala	 et	 al.	 2001).	 Homer	 se	 fixe	 à	 ses	

partenaires	de	la	famille	SHANK	et	coopère	ainsi	pour	augmenter	l’accumulation	des	

protéines	de	 la	PSD	dans	 les	épines	ainsi	que	des	récepteurs	 IP3	(IP3R).	Les	 IP3Rs	

sont	des	récepteurs	à	canaux	calciques	principalement	situés	au	niveau	du	réticulum	

endoplasmique.	 Un	 variant	 d’Homer	 (Homer1a),	 ne	 possédant	 pas	 les	 domaines	

nécessaires	 pour	 former	 des	 multimères,	 est	 exprimé	 en	 fonction	 de	 l’activité	

neuronale	et	agit	en	tant	que	de	dominant	négatif,	entrainant	ainsi	une	diminution	de	

la	taille	et	du	nombre	d’épines	dendritiques.		

Ainsi,	 ces	 interactions	 protéiques	 relient	 indirectement	 différentes	 catégories	 de	

récepteurs,	et	permettent	entre	autres	des	inductions	de	relargage	de	Ca2+	des	réserves	

intracellulaires	via	l’activation	des	IP3R.	
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2-2/Formation	des	épines	

Le	 long	 des	 dendrites	 se	 forment	 des	 épines	 dendritiques	 qui	 sont	 des	 protrusions	

membranaires.	 Il	 existe	 deux	 catégories	 de	 protusions	:	 les	 filopodes	 et	 les	 épines	

(Figure	9).	

Différents	stimuli	vont	induire	la	formation	ou	la	modification	de	ces	épines	permettant	

ainsi	 la	 régulation	 de	 la	 transmission	 synaptique.	 Ces	 épines	 ne	 sont	 pas	 figées	mais	

peuvent	présenter	des	modifications	de	morphologie	qui	démontrent	leur	maturation	et		

leur	plasticité.		

	

	

2-2-1/Filopodes	

Au	 cours	de	 la	 synaptogénèse,	 des	 filopodes	dendritiques	 vont	 se	 former.	 Ce	 sont	des	

prolongements	fins	et	allongés,	sans	tête	et	la	plupart	d’entre	eux	sont	sans	PSD.	Ils	sont	

très	motiles	et	flexibles,	ce	qui	leur	permet	d’aller	chercher	des	partenaires	et	de	former	

des	 contacts.	 Ils	 n’ont	 pas	 à	 ce	 moment	 la	 machinerie	 nécessaire	 pour	 un	

fonctionnement	 synaptique.	 Chez	 la	 souris	 il	 a	 été	 estimé	 qu’environ	 10-20%	 des	

filopodes	 donnent	 lieu	 à	 des	 épines	 et	 que	 la	 majorité	 d’entre	 elles	 vont	 ensuite	

Figure	9	:	Catégories	des	protusions	dendritiques.	Deux	catégories	sont	décrites	:	les	épines	et	
les	 filopodes.	 Parmi	 les	 épines,	 se	 trouvent	 les	 épines	 dites	 «	stubby	»,	 «	thin	»	 et	
«	mushroom	».	Figure	issue	de	Yuste	et	Bonhoeffer	2004.		
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disparaître	 (Yoshihara	 et	 al.	 2009).	 Ces	 proportions	 restent	 variables	 au	 cours	 du	

développement.	 Une	 étude	 a	 démontré	 qu’une	 réduction	 de	 la	 motilité	 des	 filopodes	

diminue	la	synaptogenèse	à	des	stades	précoces	du	développement	(Kayser	et	al.	2008).	

Les	 protrusions	 sont	 essentielles	 à	 l’établissement	 de	 synapses	 matures	 et	

fonctionnelles	 et	 la	protéine	CamKII	 est	 importante	dans	 ces	 étapes	de	maturation	 en	

favorisant	la	formation	initiale	de	filopodes.		

Des	 protusions	 peuvent	 aussi	 directement	 se	 transformer	 en	 épines	 fonctionnelles	

(Engert	et	Bonhoeffer	1999;	Trachtenberg	et	al.	2002).	Ces	épines	ont	de	longs	«	cous	»	

et	 des	 petites	 têtes,	 permettant	 de	 les	 distinguer	 plus	 difficilement	 d’un	 point	 de	 vue	

morphologique	des	filopodes,	mais	leur	motilité	est	par	contre	réduite	(Yoshihara	et	al.	

2009).	

	

2-2-2/Epines	dendritiques	

Différentes	 catégories	 d’épines	 ont	 été	 établies	(figure	 9):	 «	thin,	 stubby,	 mushroom	»	

sur	 la	 base	 de	 critères	 spécifiques	 (Nimchinsky	 et	 al.	 2002;	 Peters	 et	 Kaiserman-

Abramof	 1970),	 ci-dessous	 sont	 données	 des	 valeurs	 caractéristiques	 obtenues	 sur	

neurones	pyramidaux	de	cortex	de	rat	:	

-«	mushroom	»	:	 large	 tête	et	cou	étroit,	en	 forme	de	champignon,	 représente	 la	

forme	 la	 plus	mature,	 longueur	moyenne	 5µm	;	 longueur	moyenne	 du	 cou	 0,8	

µm	et	dimension	moyenne	de	la	tête	1,4x0,6µm		

-«	stubby	»	:	 pas	 de	 constriction	 importante	 entre	 la	 tête	 et	 la	 base,	 longueur	

moyenne	1µm	

-«	thin	»	:	petite	tête	et	cou	étroit,	longueur	moyenne	1,6µm	;	longueur	moyenne	

du	cou	1,1µm	et	dimension	moyenne	de	la	tête	0,6µm	



	
	

	 73	

La	 densité	 des	 épines	 est	 plus	 faible	 au	 niveau	 des	 dendrites	 basaux	 (dendrites	

émergeant	 de	 la	 base	 du	 neurone	 pyramidal)	 par	 rapport	 aux	 dendrites	 apicaux	

(dendrite	émergeant	du	sommet	du	neurone	pyramidal),	 et	 cette	densité	varie	avec	 la	

distance	par	rapport	au	corps	cellulaire	(Benavides-Piccione	et	al.	2013).	

Chaque	 type	 d’épines	 a	 un	 fonctionnement	 différent	:	 les	 «	mushroom	»	 et	 «	stubby	»	

sont	stables	et	vont	former	des	synapses	persistantes	très	fonctionnelles,	tandis	que	les	

«	thin	»	sont	assez	instables,	motiles,	de	courte	durée	de	vie	et	moins	actives		(Rochefort	

et	Konnerth	2012;	Martínez-Cerdeño	2016).	

Au	sein	de	ces	épines,	un	enrichissement	en	actine	et	en	protéines	d’interaction	à	l’actine	

est	observé,	ce	qui	 induit	une	modulation	des	épines	selon	 le	dynamisme	de	 l’actine-F	

(mécanismes	de	polymérisation/dépolymérisation)	(Chazeau	et	Giannone	2016).		

	

2-2-3/Formation		et	maturation	des	synapses		

La	synapse	se	crée	lors	d’un	contact	s’établissant	entre	une	terminaison	pré-synaptique	

et	une	terminaison	post-synaptique.	Comme	évoqué	précédemment,	ceci	est	permis	par	

des	molécules	d’adhésion	cellulaires	(CAMs)	tels	que	les	neuroligines	(post-synaptiques)	

et	 les	neurexines	(pré-synaptiques)	qui	se	 lient	entre	elles	à	travers	 la	clef	synaptique.	

Elles	permettent	ainsi	de	maintenir	et	de	stabiliser	un	contact	synaptique.	Ces	CAMs	ont	

à	 la	 fois	 un	 rôle	 dans	 la	 formation	 de	 synapses	 et	 leur	 maintien.	 Pour	 rappel,	 il	 est	

intéressant	de	noter	que	parmi	 les	gènes	associés	aux	TSA	se	trouvent	NRXN	et	NLGN,	

exposant	ainsi	un	potentiel	défaut	au	niveau	de	la	formation	et	du	maintien	des	synapses	

chez	les	patients	TSA.	En	effet,	il	a	été	montré	qu’une	suppression	des	NLGNs	induisait	

une	diminution	du	nombre	de	synapses	(Dahlhaus	et	al.	2009;	Shipman	et	al.	2011).	

Une	 fois	 un	 contact	 établi,	 la	 morphologie	 des	 protusions	 change.	 Les	 différentes	

protéines	 nécessaires	 à	 l’établissement	 et	 au	 fonctionnement	 de	 la	 synapse	 vont	
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s’accumuler.	 Elles	 vont	 développer	 une	 PSD,	 ce	 qui	 va	 induire	 une	 augmentation	 du	

volume	 de	 la	 tête.	 La	 structure	 se	 stabilise	 et	 l’épine	 devient	 fonctionnelle	 (Zuo	 et	 al.	

2005).	 Cette	 augmentation	 de	 volume	 est	 parfaitement	 corrélée	 à	 l’accumulation	 de	

AMPARs	(Zito	et	al.	2009)	et	du	cytosquelette	d’actine	(Honkura	et	al.	2008).	De	plus,	il	y	

a	 aussi	 corrélation	 entre	 la	 taille	 de	 la	 tête	 de	 l’épine	 et	 la	 force	 du	 maintien	 de	 la	

synapse,	probablement	relié	à	la	quantité	des	AMPARs	(Kasai	et	al.	2003).		

	

	

2-3/Synaptogénèse	

La	synaptogénèse	se	déroule	en	différentes	phases	(Figure	10)	avec	en	premier	lieu	une	

importante	formation	de	synapses,	dont	une	grande	partie	ne	sera	plus	présente	à	l’âge	

adulte	 (beaucoup	 sont	 éliminées	 vers	 la	 puberté).	 Plusieurs	 vagues	 ont	 lieu.	 Cinq	

phases	chez	l’homme	se	distinguent	(Bourgeois	2008)	:	

• Phase1	:	dès	280	jours	de	gestation,	a	lieu	dans	le	protocortex		

• Phase	2	:	aux	alentours	de	12-17	semaines,	a	 lieu	dans	 le	cortex	embryonnaire	

qui	présente	déjà	une	activité	spontanée	

• 	Phase	3	:	vers	20-24	semaines	jusqu’à	la	petite	enfance	(2-3	ans),	consiste	en	la	

formation	d’une	grande	quantité	des	synapses	

• 	Phase	4	:	 a	 lieu	durant	 la	 suite	de	 l’enfance	et	 correspond	à	une	phase	durant	

laquelle	le	nombre	de	synapses	ne	varie	pas	et	reste	à	son	niveau	maximal,	avec	

une	forte	diminution	à	la	fin	de	cette	phase		

• 	Phase	5	:	a	lieu	durant	la	vie	adulte	et	correspond	à	une	phase	figée	du	nombre	

de	synapses.	
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Au	cours	du	développement,	la	formation	des	synapses	est	principalement	réalisée	par	

l’extension	de	nombreux	filopodes	dont	certains	vont	pouvoir	entrer	en	contact	avec	des	

cônes	 de	 croissance	 et	 ainsi	 créer	 des	 synapses.	 Les	 stimuli	 induisant	 des	 LTP	 vont	

permettre	 une	 augmentation	 de	 l’extension	 des	 filopodes	 et	 ainsi	 la	 formation	 de	

nouvelles	épines.	Ceci	est	permis	grâce	aux	NMDARs	et	à	la	présence	de	Ca2+.	CamKII	a	

aussi	un	rôle	dans	la	formation	de	nouvelles	épines	lors	de	l’induction	de	certains	LTP.	

	

Les	protusions	dendritiques	sont	donc	primordiales	dans	la	mise	en	place	des	synapses,	

leur	 morphologie	 est	 aussi	 essentielle	 et	 reflète	 leur	 rôle,	 stade	 de	 maturation	 et	

fonctionnalité.	 De	 plus,	 des	 défauts	 au	 niveau	 des	 densités	 par	 dendrite	 et	 des	

caractéristiques	de	ces	protusions,	peuvent	modifier	l’activité	synaptique	neuronale,	et	

expliquer	 certains	 troubles	 neurodéveloppementaux.	 L’analyse	 de	 ces	 aspects	 par	

imagerie	est	donc	un	point	essentiel.	

Figure	10	:	Différentes	phases	de	la	synaptogénèse	dans	le	cortex	cérébral	humain.	Les	traits	

bleus	 correspondent	 à	 l’aire	 visuelle	 primaire,	 les	 traits	 rouges	 à	 la	 région	 dorsolatérale	
préfrontale.	Figure	adaptée	de	Bourgeois	2008.	
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Un	autre	point	intéressant	à	noter	est	que	des	éléments	de	la	machinerie	de	traduction	

sont	 présents	 au	 sein	 de	 certaines	 épines	 dendritiques.	 Ainsi,	 une	 synthèse	 protéique	

peut	 avoir	 lieu	 localement,	 probablement	 pour	 répondre	 aux	 changements	 d’activité	

neuronale.	

	

2-4/Plasticité	synaptique		

Il	 est	 important	 que	 certaines	 synapses	 soient	 maintenues	 actives	 mais	 il	 est	 aussi	

nécessaire	que	 les	 synapses	puissent	présenter	une	 certaines	plasticité	 selon	 l’activité	

neuronale.	 Les	 épines	 sont	 des	 structures	 dynamiques	 et	 peuvent	 changer	 de	

morphologie.	Cette	plasticité	est	particulièrement	primordiale	pour	l’apprentissage	et	la	

mémoire	(Lepeta	et	al.	2016;	Bailey	et	al.	2015)	et	est	corrélée	à	des	changements	de	la	

morphologie	 des	 épines	 qui	 dépendent	 de	 l’activation	 des	 NMDARs.	 Elle	 peut	 être	

permise	 par	 une	 LTP	 («	Long-Term	 Potentiation	»	 ou	 potentialisation	 à	 long	 terme)	

résultant	 d’une	 activité	 synaptique	 répétée	 avec	 augmentation	 de	 l’efficacité	 de	 la	

transmission	 synaptique,	 et	 aussi	 par	 une	 LTD	 («	Long-Term	 Depression	»	 ou	

dépression	 à	 long-terme)	 induite	 par	 des	 stimulations	 de	 faible	 fréquence	 entrainant	

une	 diminution	 de	 cette	 efficacité.	 Ces	 changements	 vont	 provoquer	 une	modification	

des	composants	des	synapses	et	ainsi	permettre	une	certaine	plasticité.	Les	LTP	seraient	

plutôt	associés	à	une	synaptogénèse,	 induisant	 la	 formation	d’épines	et	 l’augmentation	

du	volume	d’épines	préexistantes	 et	 les	LTD	à	une	perte	de	 synapses	 en	 induisant	un	

rétrécissement	voire	une	rétractation	des	épines	(Nägerl	et	al.	2004)	(Figure	11).		

En	effet,	la	stimulation	induisant	des	LTP	augmente	la	polymérisation	d’actine	dans	les	

épines,	tandis	que	des	stimulations	à	faible	fréquence	induisant	des	LTD	vont	entrainer	



	
	

	 77	

une	dépolymérisation	de	l’actine.	Il	a	été	montré	que	les	petites	et	moins	fortes	épines	

étaient	impliquées	dans	les	LTP,	alors	que	les	épines	les	plus	larges	seraient	plus	stables	

et	moins	sujettes	à	la	plasticité	(Tada	et	Sheng	2006).		

La	 régulation	 de	 la	 dynamique	 de	 l’actine	 (polymérisation/dépolymérisation)	 a	 donc	

plusieurs	effets	tels	que	la	croissance,	la	forme	et	la	motilité.		

	

	

La	 plupart	 du	 temps	 les	 protéines	 qui	 permettent	 le	 remodelage	 des	 épines,	 sont	 les	

mêmes	que	celles	qui	permettent	 initialement	 leur	 formation.	Par	exemple,	 l’actine	au	

sein	des	épines	est	dynamique.	 Il	 a	 été	montré	que	 seulement	5%	de	 l’actine	dans	 les	

épines	était	stable	(Star	et	al.	2002).	

	

	

Figure	11	:	Changements	dans	la	structure	et	la	morphologie	des	épines	induits	par	des	LTP	
et	 LTD.	 (a)	 Les	 LTP	 induisent	 un	 élargissement	 des	 épines	 par	 une	 augmentation	 de	 la	
quantité	 de	 filaments	 d’actine	 et	 un	 recrutement	 de	 AMPARs.	 (b)	 Les	 LTD	 induisent	 une	
dépolymérisation	de	l’actine	entrainant	un	rétrécissement	voire	une	rétractation	des	épines.	
Figure	issue	de	Tada	et	Sheng	2006.	
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3/Calcium	

Le	 calcium	 intracellulaire	 est	 très	 important	 pour	 la	mise	 en	 place	 et	 la	 plasticité	 du	

cytosquelette	des	dendrites.	Son	action	passe	par	différentes	voies	(Figure	12)	dont	celle	

des	Rho	GTPases	(Konur	et	Ghosh	2005).	

La	 protéine	 CamKII	 (Calcium/Calmodulin-dependent	 protein	 kinase	 II),	 présente	 à	 la	

fois	 un	 rôle	 dans	 la	 plasticité	 synaptique	 mais	 aussi	 un	 rôle	 dans	 la	 croissance	

dendritique	 (Pattinson	 et	 al.	 2006).	 Son	 absence	 induit	 des	 modifications	 dans	

l’arborisation	 dendritique.	 Son	 activation	 quant	 à	 elle,	 est	 fonction	 de	 l’activité	

synaptique	et	de	l’entrée	de	Ca2+,	et	est	importante	pour	l’induction	de	LTP	et	donc	pour	

la	 plasticité	 synaptique.	 CamKII	 possède	 différents	 substrats	 tels	 que	 les	 AMPARs,	 les	

NMDARs	 et	 PSD95	 (Yoshimura	 et	 al.	 2000).	 Cette	 molécule	 joue	 un	 rôle	 dans	 la	

formation	 de	 filopodes	 et	 d’épines	 ainsi	 que	 de	 synapses	 en	 se	 fixant	 aux	 filaments	

d’actine	et	aux	protéines	de	la	PSD	(Jourdain	et	al.	2003;	Pratt	et	al.	2003).	
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Les	 concentrations	 de	 calcium	 (Ca2+)	 varient	 selon	 l’acticité	 cellulaire	 et	 les	

concentrations	 cellulaires	 sont	 la	 résultante	 d’activités	 de	 divers	 types	 neuronaux	 (la	

concentration	basale	est	comprise	entre	50	et	100nM,	elle	varie	en	fonction	de	l’activité	

neuronale	et	peut	augmenter	jusqu’à	1mM)	(Berridge	et	al.	2000).	Le	Ca2+	a	un	effet	sur	

l’organisation	 du	 cytosquelette	 d’actine.	 Le	 calcium	 peut	 entrer	 dans	 la	 cellule	 par	

l’intermédiaire	des	 récepteurs	de	neurotransmetteurs	canaux	 ioniques	 (NMDARs),	des	

sous-types	de	AMPARs	perméables	au	Ca2+	(peu	fréquents)	et	des	canaux	Ca2+	voltage-

dépendants	(Figure	13).	De	plus,	du	Ca2+	peut	être	stocké	dans	certaines	épines	au	sein	

d’éléments	 tel	 que	 le	 réticulum	 endoplasmique	 (RE),	 et	 être	 libéré	 en	 réponse	 à	 des	

signaux.	La	présence	de	ce	réticulum	pouvant	contenir	du	Ca2+	dépend	du	type	d’épines	:	

Figure	12	:	Voies	de	signalisation	induites	par	Ca2+	 et	 impliquant	CaMKII.	Des	 flux	calciques	
ont	lieu	à	travers	les	NMDARs.	Le	calcium	active	la	molécule	CamKII	qui	peut	directement	se	
lier	 à	 l’actine	 mais	 qui	 induit	 aussi	 plusieurs	 voies	 de	 signalisation	 agissant	 sur	 ce	
cytosquelette	d’actine.	Figure	issue	de	Okamoto	et	al.	2009.	
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la	majorité	des	épines	de	type	«	mushrooms	»	comportent	des	RE,	tandis	que	seulement	

20%	des	«	thin	»	en	contiennent	(Spacek	et	Harris	1997).	

	

	

L’augmentation	des	quantités	de	calcium	intracellulaire	peut	agir	sur	la	morphologie	des	

épines.	 Par	 exemple	 des	 augmentations	 transitoires	 et	 modérées	 au	 sein	 de	 l’épine	

pouvant	être	dues	à	une	activation	des	NMDARs	par	de	 faibles	quantités	de	glutamate	

entrainent	une	élongation	de	cette	épine	ainsi	que	la	formation	de	nouvelles	épines	;	des	

augmentations	massives	et	persistantes	de	concentration	en	Ca2+,	pouvant	être	causées	

par	une	forte	quantité	de	glutamate,	induisent	une	réduction	de	la	taille	des	épines	voire	

leur	 disparation.	 Réciproquement,	 la	 structure	 même	 de	 ces	 épines	 peut	 modifier	 le	

Figure	13	:	Différentes	voies	d’entrée	de	calcium.	Parmi	les	modes	d’entrée	du	Ca2+	on	trouve	
les	NMDARs,	les	formes	d’AMPARs	perméables	au	Ca2+	ainsi	que	les	IP3Rs	du	RE	activés	par	
les	 mGluRs	 qui	 permettent	 de	 relarguer	 le	 Ca2+	 stocké	 au	 sein	 du	 RE.	 Figure	 issue	 de	
Grienberger	et	Konnerth	2012.		
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transport	de	Ca2+(Korkotian	et	Segal	1999).	Par	exemple,	les	«	thin	»	ne	facilitent	pas	les	

passages	de	Ca2+	tandis	que	les	épines	avec	une	tête	large	tête	(«	mushroom	»)		sont	plus	

à	même	de	permettre	 la	 capture	 de	Ca2+.	 Cependant,	 les	 petites	 épines	 de	 type	 «	long	

thin	»	subiraient	moins	de	fuite	de	Ca2+	le	 long	de	leur	cou	fin	(Noguchi	et	al.	2005),	et	

pourraient	ainsi	permettre	des	LTP,	ce	qui	corrèlerait	avec	une	plasticité	plus	élevée	de	

ce	type	d’épines,	comparée	à	celle	des	«	mushrooms	»,	plus	stables.	

De	 façon	 intéressante,	 il	 semblerait	 que	 le	 Ca2+	 entrant	 par	 les	 NMDARs	 induise	 un	

ralentissement	 du	 renouvellement	 des	 filaments	 d’actine,	 possiblement	 par	 des	

protéines	 régulatrices	 de	 l’actine	 sensibles	 au	 Ca2+	 tel	 que	 la	 Gelsoline,	 mais	 aussi	

probablement	par	CamKII	(Ethell	et	Pasquale	2005).	

	

Le	passage	d’ions,	tels	que	le	Ca2+	est	primordial	dans	le	fonctionnement	du	neurones	:	

ces	 flux	 d’ions	 vont	 jouer	 sur	 le	 potentiel	 de	 repos	 et	 le	 potentiel	 d’action,	 sur	 la	

transmission	de	signaux	électriques	et	ainsi	 sur	 la	 libération	de	neurotransmetteur	en	

induisant	des	cascades	de	signalisation	intracellulaire.	Comme	exposé,	 le	Ca2+	présente	

un	 rôle	 dans	 la	 croissance	 neuronale,	 la	 différenciation,	 la	 plasticité	 synaptique.	 Des	

perturbations	 des	 quantités	 et	 des	 flux	 calciques	 peuvent	 induire	 des	 troubles	 du	

développement	 et	 du	 fonctionnement	 neuronal.	 C’est	 donc	 un	 aspect	 important	 à	

analyser	 lors	 de	 l’étude	 de	 maladies	 neurodéveloppementales,	 par	 exemple	 par	 des	

approches	d’imagerie	calcique.	

	

	

4/Astrocytes	

La	mise	en	place	et	la	fonctionnalité	des	synapses	nécessitent	d’autres	éléments	tels	que	

les	 cellules	 gliales	 et	 la	 matrice	 extracellulaire	 qui	 se	 trouvent	 autour	 des	 neurones	
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(Lepeta	 et	 al.	 2016).	 La	 communication	 entre	 les	 cellules	 gliales	 et	 les	 neurones	 est	

importante	 pour	 différents	 aspects	 tels	 que	 la	 synaptogénèse,	 la	 transmission	

synaptique	et	 la	plasticité	synaptique	(Chung	et	al.	2015;	Fields	2002).	Ces	deux	types	

de	 cellules	 communiquent	 à	 travers	 différents	 facteurs	 notamment	 des	

neurotransmetteurs	et	des	protéines	de	surface.	

Les	astrocytes	jouent	un	rôle	dans	le	contrôle	de	la	transmission	synaptique.	Ils	agissent	

sur	 l’activité	 neuronale	 en	 augmentant	 les	 quantités	 de	 Ca2+	 intracellulaire	 et	 en	

sécrétant	 diverses	 molécules	 (Chung	 et	 al.	 2015).	 Pour	 citer	 certains	 exemples,	 les	

astrocytes	vont	participer	à	la	synaptogénèse	en	sécrétant	de	la	trombospondine	qui	est	

une	protéine	nécessaire	 à	 la	 formation	de	 synapses	 (Christopherson	et	 al.	 2005)	 ainsi	

que	des	neurotrophines,	permettant	d’agir	sur	la	synaptogénèse	et	la	plasticité	(Ethell	et	

Pasquale	2005).	

Les	 astrocytes	vont	pouvoir	moduler	 l’activité	 synaptique	excitatrice	 en	 relargant	des	

«	gliotransmetteurs	»	tel	que	le	glutamate	ou	de	 la	D-sérine	qui	est	un	co-agoniste	des	

NMDARs,	favorisant	ainsi	la	transmission	glutamatergique	(Schell	et	al.	1995).	De	plus,	

ils	 peuvent	 moduler	 la	 quantité	 de	 glutamate	 en	 le	 capturant	 des	 compartiments	

extracellulaires	via	leurs	propres	transporteurs	(Pannasch	et	al.	2011).	Le	relargage	de	

glutamate	par	les	astrocytes	va	pouvoir	agir	sur	les	LTP	et	les	LTD	(Park	et	al.	2015).	

De	plus,	il	semblerait	que	les	cellules	gliales	puissent	participer	dans	le	développement	

des	TSA.	Une	activation	anormale	de	la	microglie	a	été	observée	chez	des	patients	TSA	

avec	 des	 anomalies	 se	 traduisant	 par	 une	 augmentation	 de	 la	 densité	 des	 cellules	

microgliales	(Morgan	et	al.	2010).	

	

En	conclusion,	les	astrocytes	ont	un	rôle	en	particulier	dans	la	formation,	la	stabilité		et	

la	 plasticité	 des	 synapses	 ainsi	 que	 sur	 leur	 fonctionnalité	 telle	 que	 l’excitabilité	
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neuronale,	 l’activité	 synaptique,	 la	 mise	 en	 place	 des	 réseaux	 neuronaux	 (Dallérac	 et	

Rouach	2016).	La	présence	et	la	prise	en	considération	de	ces	cellules	sont	importantes	

dans	la	mise	en	place	et	l’étude	de	cultures	neuronales.	

	

5/Troubles	neurodéveloppementaux	

De	nombreuses	études	génétiques	ou	modèles	animaux	ont	démontré	que	des	protéines	

impliquées	dans	le	développement	et	 le	 fonctionnement	de	synapses	glutamatergiques	

ont	un	rôle	dans	 le	développement	de	TSA	(Volk	et	al.	2015).	Des	mutations	dans	des	

gènes	 codant	 pour	 des	 protéines	 synaptiques	 induisent	 des	 défauts	 de	 fonction	 ou	de	

densité	 dans	 plusieurs	 troubles	 neurologiques.	 De	 plus,	 la	 période	 de	 développement	

des	 TSA	 corrèle	 avec	 la	 période	 critique	 de	 formation	 intensive	 de	 synapses	 et	 de	

maturation.	

De	nombreuses	maladies	neuro-développementales	présentent	des	défauts	de	dendrites	

ou	d’épines	(morphologie,	composition,	fonctionnalité).	Les	symptômes	de	ces	maladies	

pourraient	 être	 dus	 à	 des	 anomalies	 de	 formation	 ou	 de	maturation	 de	 ces	 éléments	

(Figure	14)	(Martínez-Cerdeño	2016).		
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5-1/Autisme	non	syndromique	

Quelques	 études	 réalisées	 à	 partir	 de	 tissus	 post-mortem	 de	 patients	 TSA	 et	 un	 plus	

grand	nombre	d’études	sur	modèles	animaux	ont	été	décrites.	Une	extrapolation	directe	

des	résultats	obtenus	à	partir	de	modèles	animaux	ne	peut	évidemment	être	applicable	

au	développement	du	cerveau	chez	l’homme.			

Pour	 l’autisme	 non	 syndromique,	 différentes	 études	 sur	 tissus	 post-mortem	 ont	

démontré	:	

1) une	diminution	de	la	densité	d’épines	dendritiques	de	neurones	pyramidaux	chez	

certains	 patients,	 la	 morphologie	 des	 épines	 quant	 à	 elle	 ne	 présentait	 pas	 de	

défaut	(Williams	et	al.	1980).	

2) une	augmentation	du	nombre	d’épines	des	dendrites	du	pôle	apical	des	neurones	

pyramidaux	dans	 la	 couche	 II	 du	 cortex	 et	 dans	 la	 couche	V	du	 lobe	 temporal.	

Cette	augmentation	de	densité	est	observée	à	partir	de	cerveaux	de	masse		plus	

faible	 et	 majoritairement	 issus	 de	 patients	 présentant	 des	 déficits	 cognitifs	

(Hutsler	et	Zhang	2010).	

Figure	14	:	Altérations	des	épines	dendritiques	dans	les	troubles	associés	à	l’autisme.	En	gris	
est	 représentée	 la	 situation	 d’individus	 non	 atteints.	 Les	 autres	 couleurs	 représentent	
chacune	un	syndrome	autistique	pour	lequel	on	peut	observer	des	variations	de	densité	ou	
de	la	distribution	relative	de	chaque	type	de	protusions	dendritiques.	Figure	issue	de	Phillips	
et	Pozzo-Miller	2015.		
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3) une	 diminution	 du	 nombre	 de	 dendrites	 des	 neurones	 du	 cortex	 préfrontal	

dorso-latéral	chez		certains	patients	(Mukaetova-Ladinska	et	al.	2004).	

4) une	diminution	de	 l’arborisation	dendritique	au	niveau	des	régions	CA1	et	CA4	

de	l’hippocampe		(Raymond	et	al.	1996;	Hutsler	et	Zhang	2010).	

L’ensemble	de	ces	observations	démontre	clairement	la	présence	d’anomalies	au	niveau	

des	 dendrites	 et	 de	 leurs	 épines	 chez	 des	 patients	 atteints	 de	 TSA.	 Cependant,	 des	

différences	 sont	perçues	d’une	étude	à	 l’autre,	pouvant	pointer	 le	 fait	que	ces	aspects	

peuvent	 être	dépendants	de	plusieurs	 facteurs	 tels	 que	 la	 région	 cérébrale,	 la	 couche	

corticale,	 l’âge	 et	 le	 nombre	 d’individus	 étudiés	 ainsi	 que	 le	 délai	 et	 le	 protocole	 de	

fixation.	

	

Au	 niveau	moléculaire,	 des	mutations	 ont	 été	 détectées	 chez	 des	 patients	 atteints	 de	

TSA	 au	 sein	 de	 gènes	 codant	 pour	 des	 protéines	 essentielles	 au	 fonctionnement	

synaptique	:	

- GRIN2B	 (Kenny	 et	 al.	 2014).	 Ce	 gène	 code	 pour	 la	 sous-unité	 GluN2B	 des	

récepteurs	NMDA.	 Un	 SNP	 (Single	Nuceotide	 Polymorphism)	 de	GRIN2A	 (code	

pour	la	sous-unité	GluN2A		des	NMDARs)	a	été	associée	aux	TSA	((Barnby	et	al.	

2005).	 Il	 est	 envisageable	 que	 des	modifications	 au	 niveau	 de	 ces	 sous-unités	

puissent	affecter	le	fonctionnement	de	ces	récepteurs.	

- GluA2	 ((Ramanathan	 et	 al.	 2004)	 et	 GluA3	 (Guilmatre	 et	 al.	 2009).	 Ces	 gènes	

codent	 pour	des	 sous-unités	 des	 récepteurs	AMPA,	 leurs	mutations	pourraient	

modifier	leur	fonctionnalité.	

- SHANK	 1-2-3	:	 Comme	 exposé	 précédemment,	 plusieurs	 mutations	 ont	 été	

détectées	au	niveau	de	ces	gènes.	Des	défauts	des	protéines	SHANK	entrainent	
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des	pertubations	au	niveau	de	la	PSD	et	donc	des	épines	dendritiques.	Ce	point	

sera	discuté	ultérieurement.	

- NLGN	 (Jamain	 et	 al.	 2003;	 Laumonnier	 et	 al.	 2004).	 Des	 modèles	 murins	 ont	

montré	 que	 des	mutations	 au	 sein	 du	 gène	NLGN3	 induisaient	 des	 défauts	 de	

transmission	 synaptique	 par	 les	 AMPARs	 (Etherton	 et	 al.	 2011)	 et	 que	 des	

mutations	au	sein	de	NLGN1	 induisaient	une	réduction	de	 la	 fonctionnalité	des	

NMDARs	(Blundell	et	al.	2010).	

- NRXN	:	Des	mutations	au	sein	des	gènes	de	la	famille	NRXN	induisent	des	défauts	

dans	 la	 transmission	 synaptique	 (Südhof	 2008).	 Plus	 particulièrement,	 NRXN3	

est	nécessaire	au	recrutement	de	AMPARs	en	réponse	au	LTP	(Aoto	et	al.	2013).	

	

5-2/Autisme	syndromique	

De	même	que	pour	 l’autisme	non	syndromique,	des	études	sur	 tissus	post-mortem	ont	

été	réalisées	chez	des	patients	atteints	de	formes	syndromiques	d’autisme.	

Chez	les	patients	atteints	du	syndrome	de	l’X	fragile,	les	études	ont	démontré	:	

1) une	 augmentation	 de	 la	 densité	 d’épines	 dendritiques	 de	 certaines	 régions	 du	

cortex	(Irwin	et	al.	2001)	

2) une	augmentation	de	 la	 longueur	des	épines	dendritiques	et	une	diminution	du	

nombre	 d’épines	 courtes	 dans	 certaines	 régions	 du	 cortex,	 reflétant	 des	

anomalies	de	la	morphologie	et	de	la	maturité	des	épines	dendritiques	(Irwin	et	

al.	2001;	Rudelli	et	al.	1985;	Hinton	et	al.	1991)	

Des	études	à	partir	de	modèles	animaux	dans	lesquels	le	gène	FMR1	est	délété	apportent	

les	 mêmes	 informations	:	 une	 augmentation	 de	 la	 densité	 en	 longues	 épines	
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dendritiques,	 une	 augmentation	 d’épines	 présentant	 une	 morphologie	 immature	

(McKinney	et	al.	2005;	Irwin	et	al.	2002;	Comery	et	al.	1997).	En	plus	de	ces	effets,	il	a	

été	montré	des	déficits	de	certaines	protéines	synaptiques	telles	que	PSD95	(Ifrim	et	al.		

2015).		

Ces	études	montrent	un	rôle	potentiel	de	FMRP	dans	la	mise	en	place	et	la	maturité	des	

épines	dendritiques.	

	

Des	 analyses	 sur	 tissus	 post-mortem	 de	 patients	 atteints	 du	 syndrome	 de	 Rett	 ont	

montré	:	

1) une	 diminution	 de	 l’arborisation	 dendritique	 des	 neurones	 pyramidaux	 des	

couches	III	et	V	dans	certaines	régions	du	cortex	(Armstrong	et	al.	1995)	

2) une	diminution	de	la	densité	d’épines	dendritiques	(Belichenko	et	al.	1994)	

	

Chez	 les	 modèles	 murins	 de	 TSA,	 il	 a	 été	 observé	 une	 diminution	 de	 l’arborisation	

dendritique,	de	la	densité	des	épines	dendritiques	et	une	altération	de	la	morphologie	

de	ces	épines	(Stuss	et	al.	2012;	Nguyen	et	al.	2012;	Belichenko	et	al.	2009).	

	

Des	 modèles	 murins	 mimant	 l’effet	 de	 facteurs	 environnementaux	 potentiellement	 à	

l’origine	de	TSA	ont	aussi	été	développés.	Le	modèle	de	l’acide	valproïque	montre	une	

altération	de	l’arborisation	dendritique	dans	l’hippocampe	et	dans	d’autres	régions	tel	

que	le	cortex	préfrontal	ainsi	qu’une	altération	de	la	densité	des	épines	dendritiques	en	

fonction	 de	 la	 région,	 telle	 qu’une	 diminution	 dans	 le	 cortex	 préfrontal	 et	 une	

augmentation	dans	l’hippocampe	ventral	(Bringas	et	al.	2013).		
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En	 conclusion,	 une	 altération	 significative	 des	 dendrites	 et	 des	 épines	 dendritiques	

s’observe	 dans	 les	 TSA.	 Elle	 se	 traduit	 en	 général	 plus	 particulièrement	 par	 une	

diminution	 du	 nombre	 d’épines	matures,	 suggérant	 un	 retard	 de	maturation	 chez	 les	

patients	atteints.	

	

5-3/Dérégulation	de	la	balance	excitation/inhibition	(E/I)	et	connectivité	neuronale	

Cet	 équilibre	 est	 essentiel	 à	 l’homéostasie	 du	 cerveau	 (Takahashi	 et	 al.	 2012),	 un	

déséquilibre	 pouvant	 induire	 le	 développement	 de	 troubles	 neuropsychiatriques.	 De	

façon	générale,	 les	 interneurones	 (neurones	GABAergiques)	 transmettent	des	 signaux	

inhibiteurs,	 les	 neurones	 glutamatergiques	 transmettent	 quant	 à	 eux	 des	 signaux	

excitateurs.	Un	déséquilibre	 au	 sein	de	 l’un	des	 types	de	neurones	va	perturber	 cette	

balance	 E/I.	 Il	 a	 surtout	 été	 suggéré	 une	 augmentation	 du	 ratio	 E/I	 chez	 les	 patients	

atteints	de	TSA	(Coghlan	et	al.	2012;	Rubenstein	et	Merzenich	2003).	Cette	théorie	de	la	

dominance	excitatrice	corrèle	avec	 la	comorbidité	 fréquente	qui	est	 l’épilepsie,	causée	

par	 une	 hyperactivité	 neuronale.	 Des	 études	 ont	montré	 que	 des	 patients	 atteints	 de	

TSA	présentaient	 des	 taux	 sanguins	 plus	 élevés	 de	 glutamate	 (Shimmura	 et	 al.	 2011)	

ainsi	 qu’une	 une	 diminution	 de	 la	 quantité	 de	 GABARs	 dans	 plusieurs	 régions	 du	

cerveau	dont	 le	cortex	(Blatt	et	Fatemi	2011).	De	plus,	des	études	d’optogénétique	au	

sein	du	cortex	de	souris,	induisant	une	augmentation	de	la	balance	E/I,	ont	entrainé	des	

troubles	dans	les	interactions	sociales	(Yizhar	et	al.	2011).	Néanmoins,	 la	situation	est	

assez	complexe	et	des	études	ont	montré	des	résultats	allant	plutôt	dans	le	sens	d’une	

augmentation	de	l’inhibition	(Gustafsson	1997;	Bertone	et	al.	2005).	
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Une	théorie	émet	l’hypothèse	d’une	connectivité	neuronale	anormale	chez	les	TSA.	Dans	

certains	 cas	 l’augmentation	 du	 nombre	 de	 synapses	 induirait	 une	 augmentation	 du	

nombre	de	connexions,	à	l’inverse	une	diminution	du	nombre	de	synapses	induirait	une	

réduction	de	 la	 connectivité	 (Bourgeron	2015).	Deux	aspects	de	 la	 connectivité	 sont	à	

prendre	 en	 compte	:	 la	 connectivité	 à	 longue	 distance,	 c’est	 à	 dire	 entre	 différentes	

régions	du	cerveau,	et	 la	connectivité	 locale	 (Belmonte	2004).	Une	 théorie	expose	une	

hyper-connectivité	 locale	 parallèlement	 à	 une	 hypo-connectivité	 à	 distance	 (Just	 et	 al.	

2004).	Ceci	corrèle	avec	les	résultats	de	Casanova	(Casanova	et	al.	2002)	qui	a	observé	

au	niveau	du	cortex	un	nombre	plus	 important	de	mini-colonnes,	de	plus	petite	 taille,	

entrainant	donc	une	domination	des	connexions	à	courte	distance	par	rapport	à	celles	

de	 longues	 distances.	 Des	 défauts	 de	 migration	 neuronale,	 de	 guidage	 axonale	 ou	 de	

synaptogénèse	peuvent	induire	des	perturbations	(importantes)	de	la	connectivité.	

	

Un	 certain	 nombre	 de	 défauts	 au	 niveau	 de	 la	 formation	 et	 du	 fonctionnement	 des	

synapses	est	observé	avec	les	TSA.	A	ce	niveau,	la	famille	SHANK	semble	essentielle.	Les	

données	 génétiques	 associées	 à	 des	 études	 fonctionnelles	 exposent	 que	 ces	 protéines	

peuvent	jouer	un	rôle	important	dans	le	développement	des	TSA.	

	

	

III/SHANK	

	

La	famille	protéique	SHANK/ProSAP	(SH3	and	multiple	ankyrin	(ANK)	repeat	domain)	

est	composée	de	trois	membres	(SHANK1/2/3).	Ces	trois	protéines	sont	exprimées	dans	
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différentes	régions	du	cerveau	(cf.	ultérieurement)	et	se	situent	au	niveau	de	la	densité	

post-synaptique	des	synapses	glutamatergiques.		

	

	

1/	Structure	protéique	

Les	 protéines	 SHANK	 sont	 composées	 de	 plusieurs	 domaines	 d’interaction	 protéine-

protéine	:	un	domaine	composé	de	6	répétitions	ANK	contigües,	un	domaine	SH3	(«	SRC	

Homology	3	»),	 un	domaine	PDZ	 («	PSD95/Discs	 large/Zona	occludens	»),	 un	domaine	

riche	en	proline	et	un	domaine	SAM	(«	Sterile	Alpha	Motif	»)	(Figure	15).	Ces	différents	

domaines	 présents	 dans	 la	 structure	 des	 protéines	 SHANK	 correspondent	 à	 des	 sites	

d’interaction	 avec	 différents	 acteurs	 de	 la	 PSD.	 De	 plus,	 de	 part	 leur	 important	 poids	

moléculaire	(155	à	225	kDa),	 les	différents	domaines	qui	les	constituent	et	leur	nature	

multimérique,	elles	peuvent	se	lier	à	plusieurs	protéines	à	la	fois,	ce	qui	leur	confère	un	

rôle	 primordial	 dans	 l’organisation	 du	 complexe	 multiprotéique	 de	 la	 PSD.	 Comme	

évoqué	précédemment,	le	complexe	ainsi	formé	permet	l’interaction	entre	des	protéines	

d’échafaudage	(SHANK,	Homer,	PSD95),	des	protéines	d’ancrage,	des	récepteurs	AMPA,	

NMDA	 et	 métabotropiques,	 des	 protéines	 de	 signalisation	 et	 des	 protéines	 du	

cytosquelette	 (Lim	et	al.	1999).	A	 titre	d’exemple,	 le	domaine	PDZ	de	SHANK	 interagit	

avec	SAPAP	(«	SAP90/PSD-95-Associated	Proteins	»),	 la	région	riche	en	proline	avec	la	

cortactine	 et	 Homer	 et	 le	 domaine	 SAM	 avec	 d’autres	 protéines	 SHANK	 (formation	

d’homomultimères	)	(Lim	et	al.	1999;	Du	et	al.	1998;	Naisbitt	et	al.	1999;	Schultz	et	al.	

2008).	Une	description	plus	précise	de	ces	interactions	est	développée	ci-dessous.		
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A	 travers	 leurs	 différents	 domaines	 d’interaction	 avec	 diverses	 protéines	 de	 la	 PSD	

(Figure	 16),	 les	 protéines	 SHANK	 sont	 impliquées	 à	 plusieurs	 niveaux	 au	 sein	 de	 la	

synapse.		

	

1-1/Ankyrine	

Ce	domaine	est	composé	de	6	répétitions	de	motifs	Ankyrine.	Il	permet	principalement	

l’interaction	avec	l’α-fodrine	qui	est	une	protéine	liant	l’actine.	Ce	qui	permet	ainsi	une	

liaison	 indirecte	 au	 cytosquelette	 d’actine.	 Ce	 domaine	 peut	 aussi	 fixer	 la	 Sharpine	

(«	SHANK	Associated	RH	Domain	Interactor	»)	dont	le	rôle	au	sein	des	neurones	est	mal	

connu	(Lim	et	al.	2001;	Bockers	et	al.	2001).	

	

1-2/SH3	:	

Ce	domaine	interagit	avec	la	protéine	GRIP	(«	Glutamate	Receptor-Interacting	Protein	»)	

qui	est	elle	aussi	une	protéine	d’échafaudage	possédant	des	domaines	PDZ.	Elle	se	fixe	

en	 particulier	 aux	 récepteurs	 AMPA	 (Sheng	 et	 Kim	 2000).	 Ce	 domaine	 permet	 une	

interaction	indirecte	avec	des	récepteurs	glutamatergiques.	 Il	se	fixe	aussi	à	 la	Densin-

180	 qui	 est	 une	 autre	 protéine	 d’échafaudage	 de	 la	 PSD	 et	 qui	 se	 lie	 à	 l’α-Actinine,	 à	

Figure	 15	:	 Schématisation	de	 la	 structure	 des	 protéines	 de	 la	 famille	 Shank.	 Ces	 protéines	
sont	constituées	d’un	domaine	Ankyrine,	d’un	domaine	SH3,	d’un	domaine	PDZ	ainsi	que	de	
sites	de	liaison	à	Homer	et	Cortactine.	
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CamkII	 et	 à	 la	 β-Catenine	 (Strack	 et	 al.	 2000;	 Walikonis	 et	 al.	 2001;	 Quitsch	 2005;	

Heikkilä	et	al.	2007). 

	

1-3/PDZ		

Le	 domaine	 PDZ	 interagit	 avec	 la	 protéine	 SAPAP	 qui	 elle-même	 se	 lie	 à	 d’autres	

protéines	d’échafaudage	telles	que	PSD95	et	S-SCAM	(«	Synaptic	Scaffolding	Molecule	»).		

• SAPAP	 lie	 le	 domaine	 PDZ	 via	 sa	 partie	 C-terminale.	 Cependant,	 le	 variant	

d’épissage	SAPAP1b	ne	possèdant	pas	de	domaine	C-terminal	ne	peut	pas	se	lier	

aux	 protéines	 SHANK	 et	 influence	 indirectement	 la	 formation	 de	 ce	 complexe	

protéique	 via	 SHANK.	 Cette	 forme	 de	 SAPAP1	 semble	 avoir	 un	 rôle	 important	

dans	le	recrutement	des	protéines	SHANK	aux	synapses.	En	effet,	des	études	ont	

démontré	qu’une	surexpression	de	SAPAP1b	inhibait	la	présence	des	SHANK	à	la	

synapse	(Naisbitt	et	al.	1999).	En	parallèle	de	sa	liaison	à	SHANK,	SAPAP	se	lie	à	

PSD95	(Boeckers	et	al.	1999)	et	permet	une	interaction	indirecte	entre	SHANK	et	

PSD95.	

• PSD95	va	pouvoir	 ensuite	 soit	 se	 fixer	directement	 aux	 récepteurs	NMDA,	 soit	

indirectement	aux	récepteurs	AMPA	via	la	protéine	Stargazine	(Chen	et	al.	2000;	

Kornau	et	al.	1995).	Sachant	que	l’activation	des	NMDARs	nécessite	la	présence	

de	AMPARs	à	proximité	(Carbonetto	2014),	 il	est	 important	que	ces	récepteurs	

soient	 correctement	 positionnés	 à	 la	membrane,	 conférant	 ainsi	 aux	 protéines	

d’échafaudage	un	rôle	primordial	dans	la	fonctionnalité	des	synapses.		

Il	est	intéressant	de	noter	que	SHANK	peut	aussi	se	lier	directement	aux	récepteurs	

glutamatergiques	 métabotropiques	 (Tu	 et	 al.	 1999)	 et	 à	 certaines	 formes	 de	

récepteurs	ionotropiques	(cependant	la	majorité	des	AMPARs	et	NMDARs	ne	le	font	

pas)	(Uemura	et	al.	2004).	
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De	plus,	PSD95	 interagit	avec	 les	Neuroligines.	Comme	exposé	précédemment,	 ces	

dernières	se	lient	aux	Neurexines	situées	au	niveau	pré-synaptique,	ce	qui	permet	la	

formation	 d’une	 fente	 synaptique	 (Irie	 et	 al.	 1997).	 Par	 ce	 fait,	 SHANK	 interagit	

indirectement	 avec	 ces	 protéines	 d’ancrage	 et	 permet	 un	 maintien	 des	 contacts	

synaptiques.	

En	parallèle	βPIX,	qui	est	un	facteur	d’échange	pour	les	RhoGTPases,	peut	se	fixer	à	ce	

domaine	de	SHANK	(Park	et	al.	2003).	Il	semblerait	donc	que	SHANK	soit	impliqué	dans	

la	signalisation	par	les	Rho	GTPases,	qui	elles-mêmes	ont	un	rôle	dans	la	modification	du	

cytosquelette	d’actine.	

	

1-4/Région	riche	en	proline	

C’est	 la	 région	 la	 plus	 longue	 de	 la	 protéine,	 elle	 représente	 plus	 de	 la	 moitié	 de	 la	

structure	de	SHANK.	Cette	région	interagit	avec	Homer	et	Cortactine	(Tu	et	al.	1999;	Du	

et	 al.	 1998),	 et	 plus	 généralement	 avec	 différents	 domaines	 protéiques	 de	 type	 SH3,	

EVH1	et	WW.	Il	est	donc	possible	que	les	protéines	SHANK	lient	d’autres	protéines	via	

cette	région	riche	en	proline.	

• Homer	:	 Cette	 molécule	 se	fixe	 aux	 protéines	 SHANK	 via	 son	 propre	 domaine	

EVH1	 (Tu	 et	 al.	 1999).	 En	 parallèle,	 Homer	 lie	 les	 mGluR	 à	 leur	 effecteur	:	 le	

récepteur	IP3.	C’est	une	protéine	importante	pour	une	signalisation	efficace	entre	

ces	 deux	 récepteurs,	 permettant	 ainsi	 un	 meilleur	 relargage	 du	 calcium	

intracellulaire	 en	 réponse	 à	 la	 stimulation	du	 récepteur.	Une	déstabilisation	de	

SHANK3	pourrait	induire	un	déficit	de	recrutement	d’Homer	à	la	synapse	et	donc	

une	perturbation	probable	de	la	signalisation	synaptique.	

• Cortactine	:	 Se	 lie	 à	 SHANK3	 via	 son	propre	 domaine	 SH3	 (Naisbitt	 1999).	 Elle	

interagit	 aussi	 avec	 l’actine	F	et	 est	présente	au	niveau	des	 lamellipodes	et	des	
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cônes	 de	 croissance	 des	 neurones	 (Du	 1998,	 Wu	 1993).	 Une	 stimulation	 des	

récepteurs	glutamatergiques	va	induire	son	recrutement	au	niveau	des	synapses	

(Naisbitt	 et	 al.	 1999).	 Il	 semblerait	 que	 cette	 protéine	 soit	 importante	 dans	 la	

modulation	du	cytosquelette	d’actine	en	réponse	à	un	signal	au	niveau	des	épines	

dendritiques	 (Sheng	 et	 Kim	 2000).	 Une	 anomalie	 au	 niveau	 de	 la	 protéine	

SHANK3	pourrait	modifier	 sa	 liaison	 à	 la	 cortactine	 et	 de	 ce	 fait	 déstabiliser	 la	

formation	et	le	maintien	des	épines	dendritiques.	Cependant,	une	étude	a	montré	

que	 la	 stimulation	 des	 récepteurs	 NMDA	 peut	 induire	 un	 déplacement	 de	

Cortactine	 des	 épines	 vers	 les	 dendrites	 (Hering	 et	 Sheng	 2003)	 et	 donc	 un	

remodelage	 du	 cytosquelette	 à	 ce	 niveau.	 Il	 semble	 pouvoir	 y	 avoir	 des	

changements	de	la	structure	de	l’épine	et	probablement	un	effet	sur	la	plasticité	

synaptique	en	fonction	de	l’activité.		

• Abi1	(«	Abelson	 tyrosine	 kinase	 interacting	 protein	 1	»):	 Une	 autre	 interaction	

intéressante	de	ce	domaine	est	celle	impliquant	la	protéine	Abi1.	Cette	protéine	a	

un	rôle	dans	la	signalisation	des	récepteurs	à	la	tyrosine	kinase	ainsi	que	dans	la	

modulation	du	cytosquelette	d’actine	(Kreienkamp	2008).	Après	une	stimulation	

des	 récepteurs	 NMDA,	 Abi	 est	 envoyé	 au	 noyau	 où	 il	 joue	 un	 rôle	 dans	 la	

régulation	transcriptionnelle	(Proepper	et	al.	2007)	et	il	peut	être	envisagé	qu’il	

agirait	à	ce	niveau	sur	l’expression	de	gènes	synaptiques.	

Ce	 domaine	 riche	 en	 proline	 peut	 aussi	 interagir	 avec	 d’autres	 protéines	 se	 liant	 à	

l’actine	 telles	 que	Abp1	 et	 agir	 ainsi	 sur	 le	 cytosquelette	 au	 sein	des	 épines.	Abp1	 est	

situé	au	sein	des	épines	après	stimulation	des	NMDARs,	et	peut	moduler	le	lien	entre	la	

PSD	et	le	cytosquelette	en	fonction	de	l’activité	neuronale	(Kreienkamp	2008).	
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1-5/Domaine	SAM	

Ce	domaine	se	situe	en	position	C-Terminale	de	la	protéine.	Les	motifs	SAM	peuvent	se	

lier	 entre	 eux	 et	 ainsi	 permettre	 la	 formation	 d’homodimères	 et	 d’hétérodimères	

(Schultz	 et	 al.	 2008;	 Sheng	 et	 Kim	 2000).	 D’autres	 domaines	 (Ank-SH3-PDZ)	 peuvent	

aussi	contribuer	à	cette	multimérisation,	mais	de	façon	moins	prononcée	(Kreienkamp	

2008).	 De	 plus,	 ce	 motif	 est	 nécessaire	 au	 recrutement	 adapté	 de	 Shank3	 au	 niveau	

synaptique	 (Boeckers	 et	 al.	 2005).	 Une	 perte	 de	 ce	 domaine	 pourrait	 induire	 un	

déséquilibre	de	la	matrice	protéique	de	la	PSD	en		ne	permettant	plus	la	formation	d’un	

socle	central.	

			

	

Figure	 16	:	 Schématisation	 des	 diverses	 interactions	 de	 Shank3.	 Shank3	 interagit	 avec	
plusieurs	autres	protéines	de	la	PSD,	lui	conférant	un	rôle	clef	d’échafaudage.	Ank	:	domaine	
Ankyrine,	B-cat	:	β-caténine,	RE	:	Réticulum	Endoplasmique		
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2/Caractéristiques	de	Shank3	

	

La	protéine	SHANK3	est	aussi	connue	sous	le	nom	de	ProSAP2	et	mesure	185kDa.	Chez	

l’homme,	son	gène	est	situé	sur	le	chromosome	22,	au	niveau	de	la	région	télomérique.	Il	

est	fortement	conservé	au	cours	de	l’évolution,	est	composé	de	22	exons	et	mesure	58kb	

(Sheng	et	Kim	2000;	Wang	et	al.	2011).	Des	études	précédentes	ont	suggéré	que	ce	gène	

pouvait	être	sujet	à	un	épissage	alternatif	(Lim	et	al.	1999).		

	

	

2-1/Génétique	

Différentes	 catégories	 de	 mutations	 ont	 été	 détectées	 au	 niveau	 de	 ce	 gène	:	 des	

délétions,	 des	 mutations	 non	 synonymes,	 des	 mutations	 faux	 sens	 et	 des	 insertions	

(Durand	 et	 al.	 2007;	 Moessner	 et	 al.	 2007;	 Gauthier	 et	 al.	 2009).	 Comme	 exposé	

précédemment,	en	plus	de	son	rôle	dans	le	développement	de	formes	non	syndromiques	

de	 l’autisme,	 le	 gène	 SHANK3	 est	 fortement	 impliqué	 dans	 le	 développement	 du	

syndrome	Phelan-McDermid	(Bonaglia	et	al.	2001;	Bonaglia	et	al.	2006).	Les	mutations	

au	 sein	 du	 gène	 SHANK3	 sont	 présentes	 chez	 0,5-0,7%	 des	 patients	 atteints	 de	 TSA	

(Uchino	et	Waga	2015;	Leblond	et	al.	2014).	Cette	prévalence	augmente	avec	la	sévérité	

du	syndrome.	En	effet,	elle	atteint	2,12%	chez	les	patients	atteints	de	TSA	présentant	un	

retard	mental	modéré	 à	 sévère	 (Leblond	 et	 al.	 2014).	 Les	 patients	 atteints	 de	 TSA	 et	

porteurs	 de	 mutations	 tronquantes	 de	 SHANK3	 présentent	 un	 QI	 moyen	 de	 30,	

démontrant	qu’une	altération	de	ce	gène	conduit	à	des	troubles	sévères	(Leblond	et	al.	

2014).	
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De	plus,	 la	pénétrance	des	mutations	SHANK3	est	élevée.	Aucune	mutation	tronquante	

n’a	été	détectée	chez	des	individus	contrôles	et	seulement	1,07%	de	mutations	avec	des	

effets	délétères	(Leblond	et	al.	2014).			

Il	 est	 aussi	 intéressant	 de	 noter	 un	 potentiel	 effet-dose	 de	 SHANK3.	 En	 effet,	 il	 a	 été	

observé	 au	 sein	 d’une	 famille	 d’un	 patient	 atteint	 de	 TSA	 présentant	 une	 délétion	 de	

Shank3,	 que	 le	 frère	 diagnostiqué	 atteint	 du	 syndrome	 d’Asperger	 est	 quant	 à	 lui	

porteur	d’une	duplication	de	ce	gène	(Durand	et	al.	2007).	

	

	

2-2/Implication	du	gène	SHANK3	dans	le	développement	d’autres	troubles	

Le	 gène	 SHANK3	 est	 impliqué	 dans	 le	 développement	 de	 formes	 d’autisme	 non	

syndromique	et	syndromique,	mais	aussi	d’autres	maladies	neuropsychiatriques.	

	

2-2-1/Schizophrénie	

Des	mutations	 SHANK3	 ont	 été	 détectées	 chez	 des	 patients	 atteints	 de	 schizophrénie.	

Parmi	ces	cas,	une	situation	est	particulièrement	intéressante	:	une	mutation	tronquante	

de	 novo	 a	 été	 trouvée	 chez	 3	 frères	 d’une	 même	 famille	 (probablement	 due	 à	 une	

mosaïque	 dans	 les	 cellules	 germinales	 du	 père)	 et	 ces	 trois	 individus	 ont	 été	

diagnostiqués	schizophrènes	(Gauthier	et	al.	2010).		

	

2-2-2/Bipolarité	

Quatre	 études,	 (7	 patients	 au	 total)	 ont	 exposé	 le	 développement	 d’un	 état	 bipolaire	

chez	 des	 patients	 PMS	 (Verhoeven	 et	 al.	 2012;	Willemsen	 et	 al.	 2012;	 Denayer	 et	 al.	

2012;	Vucurovic	 et	 al.	 2012).	 Parmi	 ces	 cas,	 deux	 frères	porteurs	d’une	délétion	de	 la	
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partie	 terminale	 de	 la	 région	 22q13,	 comprenant	 le	 gène	 SHANK3,	 et	 atteints	 par	 le	

syndrome	 de	 Phelan	 McDermid	 ont	 développé	 à	 17	 et	 27	 ans	 un	 comportement	

bipolaire	(Denayer	et	al.	2012).	

 

La	 raison	 pour	 laquelle	 des	 patients	 porteurs	 d’une	 mutation	 de	 SHANK3	 peuvent	

développer	différents	 troubles	 est	 inconnue.	 Il	 y	 a	probablement	d’autres	 facteurs	qui	

contribuent	 au	 développement	 de	 chacun	 de	 ces	 troubles	 qui	 ont	 un	 point	 commun,	

celui	 du	 développement	 de	 la	 synapse.	 En	 additionnant	 leurs	 effets,	 des	 troubles	

différents	vont	se	mettre	en	place	et	ainsi	induire	des	symptômes	variables	en	fonction	

de	la	combinaison	finale	de	ces	facteurs.	

	

	

2-3/Expression	

2-3-1/Expression	tissulaire		

SHANK3	est	exprimé	modérément	dans	le	cerveau	par	rapport	à	d’autres	tissus	tels	que	

le	 cœur	 (Lim	 et	 al.	 1999).	 Cette	 protéine	 est	 le	membre	de	 sa	 famille	 le	 plus	 exprimé	

dans	le	striatum	(Figure	17).	On	le	retrouve	aussi	au	niveau	du	thalamus	et	des	cellules	

granulaires	 du	 cervelet.	 Hors	 du	 système	 nerveux	 central,	 SHANK3	 est	 exprimé	

abondamment	dans	le	cœur,	et	modérément	dans	la	rate	(Peça	et	al.	2011;	Boeckers	et	

al.	1999;	Naisbitt	et	al.	1999;	Sheng	et	Kim	2000;	Lim	et	al.	1999).	L’expression	de	cette	

protéine	 dans	 d’autres	 tissus	 que	 le	 cerveau	 suggère	 un	 rôle	 de	 jonction	 cellulaire	 et	

probablement	de	régulateur	du	cytosquelette	(Sheng	et	Kim	2000;	Lim	et	al.	1999).	Ceci	

corrèle	avec	les	résultats	d’une	autre	étude	(Raab	et	al.	2010)	montrant	la	présence	de	

SHANK3	au	niveau	des	 jonctions	neuromusculaires	des	muscles	squelettiques	chez	 les	
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rongeurs	 suggérant	 que	 SHANK3	 permet	 l’ancrage	 adéquat	 des	 récepteurs	

glutamatergiques	au	niveau	des	synapses	du	système	nerveux	périphérique.	

	

	

	

	

2-3-2/Cinétique	d’expression		

La	protéine	SHANK3	fait	partie	des	premières	protéines	à	être	exprimées	lors	de	la	mise	

en	 place	 de	 la	 PSD	 (Boeckers	 et	 al.	 2002),	 après	 SHANK2.	 L’expression	 de	 SHANK3	

Figure	17	:	Expression	de	SHANK3	chez	la	souris	et	 l’humain.	A/	Expression	de	SHANK3	au	
sein	de	différents	organes	de	rat	(Northern-Blot).	Figure	issue	de	Lim	et	al.	1999.	B/	Tableau	
de	l’expression	de	SHANK3	dans	les	différentes	régions	du	cerveau	murin.	C/	Expression	des	
membres	de	la	famille	SHANK	dans	le	cerveau	murin	(Hybridation	in-situ).	B/	et	C/	Figures	
issues	 de	 Peça	 et	 al.	 2011.	 D/Expression	 de	 SHANK3	 au	 sein	 de	 différents	 organes	
humains	(Northern-Blot):	 a/	 hors	 système	 nerveux	 central,	 b/	 cerveau.	 Figure	 issue	 de	
Bonaglia	et	al.	2001.	
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évolue	 au	 cours	 du	 développement	 (Figure18).	 Dans	 le	 cas	 du	 cerveau,	 SHANK3	 est	

faiblement	exprimé	avant	la	naissance	et	son	expression	augmente	rapidement	au	stade	

postnatal	 précoce.	 A	 l’âge	 adulte	 son	 expression	 augmente	 par	 rapport	 au	 stade	

embryonnaire	 (Böckers	 et	 al.	 2004).	 La	 période	 d’augmentation	 de	 son	 expression	

semble	 corréler	 avec	 la	 maturation	 synaptique	 (Uchino	 et	 Waga	 2013).	 Dans	 les	

neurones	en	développement,	les	protéines	SHANK	sont	concentrées	au	niveau	de	cônes	

de	 croissance	 (Du	 et	 al.	 1998;	 Durand	 et	 al.	 2012)	 (ce	 qui	 serait	 en	 accord	 avec	 son	

éventuel	rôle	dans	l’extension	et	la	mobilité	de	ce	cône),	puis	s’accumulent	au	niveau	des	

synapses,	et	plus	précisément	au	niveau	de	la	PSD	où	se	trouve	un	pic	de	concentration	

dans	 la	 partie	 profonde	 (à	 environ	 25-30nm	 sur	 40-50nm	 de	 PSD)	 (microscopie	

électronique-immunogold)	 (Naisbitt	 et	 al.	 1999).	 Il	 a	 été	 estimé	 qu’environ	 300	

molécules	de	SHANK	seraient	présentes	par	complexe	de	PSD	(Sugiyama	et	al.	2005).	De	

plus,	la	surexpression	d’une	forme	de	SHANK3	sauvage	montre	un	positionnement	de	la	

protéine	aux	extrémités	des	filaments	d’actine	et	une	accumulation	au	niveau	des	épines	

dendritiques	(Durand	et	al.	2012),	exposant	ainsi	son	rôle	important	dans	l’interaction	

entre	 la	 PSD	 et	 le	 cytosquelette	 d’actine	 et	 probablement	 dans	 la	mise	 en	 place	 et	 la	

fonctionnalité	des	épines	dendritiques.	

	

Figure	 18	:	 Expression	 de	 SHANK3	 au	 cours	 des	 phases	 de	 développement	 chez	 l’homme.	
Source	:	Allen	Brain	Atlas	(http://www.brain-map.org/).	L’expression	de	Shank3	est	faible	en	
période	embryonnaire	et	augmente	en	fin	de	période	fœtale.	
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Un	 point	 intéressant	 à	 noter	 est	 que	 l’ARNm	 de	 SHANK3	 présente	 une	 localisation	

somatique	 et	 dendritique	 (Böckers	 et	 al.	 2004).	 On	 peut	 donc	 penser	 à	 une	 probable	

traduction	 dans	 le	 compartiment	 post-synaptique	 (en	 effet	 des	 ribosomes	 ont	 été	

détectés	au	niveau	basal	des	épines	dendritiques	(Steward	et	Levy	1982))	et	que	cette	

traduction	 peut	 être	 régulée	 localement.	 De	 plus,	 les	 protéines	 SHANK3	 peuvent	 être	

déplacées	 d’une	 PSD	 à	 une	 autre	 (Tsuriel	 et	 al.	 2006)	 indiquant	 une	 régulation	 post-

transcriptionnelle	de	la	présence	de	SHANK3	dans	les	épines	dendritiques.	En	parallèle,	

en	réponse	à	une	activité	synaptique,	les	protéines	SHANK	sont	détruites	par	le	système	

d’ubiquitination,	ce	qui	permet	probablement	une	modulation	et	plasticité	des	épines	en	

fonction	 de	 l’activité	 synaptique	 (Ehlers	 2003).	 Un	 autre	 niveau	 de	 contrôle	 de	

l’expression	 de	 SHANK3	 se	 fait	 au	 niveau	 épigénétique.	 En	 effet,	 l’activité	 des	 ses	

promoteurs	est	dépendante	de	 leur	méthylation	 (Ching	et	al.	2005).	 Il	 a	 été	démontré	

que	 cette	 méthylation	 permettait	 la	 régulation	 de	 l’expression	 tissu-spécifique	 de	

SHANK3	(Beri	et	al.	2007)	ainsi	que	de	ses	différents	isoformes	(Uchino	et	Waga	2013).	

De	 plus,	 le	 niveau	 de	méthylation	 diffère	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 TSA	 (Zhu	 et	 al.	

2014).	 Un	 aspect	 épigénétique	 au	 niveau	 de	 ce	 gène	 pourrait	 avoir	 un	 rôle	 dans	 le	

développement	de	ces	troubles.	

	

	

2-3-3/Epissage	alternatif	et	isoformes	

Peu	de	données	 sur	 les	 isoformes	de	SHANK3	 chez	 l’humain	 sont	 connues.	Un	 certain	

nombre	 d’informations	 sont	 issues	 d’une	 comparaison	 effectuée	 avec	 celles	 obtenues	

chez	les	modèles	murins.		
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Les	 différents	 isoformes	 sont	 obtenus	 par	 combinaison	 de	 promoteurs	 différents	 et	

d’épissage	alternatif	(Figure	19).	Le	gène	SHANK3	comportent	5	CpG	island	qui	sont	bien	

conservés	 chez	 l’homme	 et	 les	murins,	 suggérant	 que	 les	 isoformes	 détectés	 chez	 ces	

animaux,	existent	probablement	chez	l’humain	(Uchino	et	Waga	2013;	Uchino	et	Waga	

2015).		

	

		
	

	

	

Certaines	 études	 ont	 référencé	 différentes	 formes	 des	 isoformes	 exposées	 ci-dessus.	

Différentes	études	ont	révélé	des	formes	Shank3c-1,	Shank3c-2,	Shank3c-3	et	Shank3c-4	

Figure	19	:	Epissage	et	structure	des	isoformes	de	Shank3.	A/Les	exons	codant	pour	chaque	
domaine	 protéique	 ainsi	 que	 les	 promoteurs	 alternatifs	 sont	 indiqués.	 En	 rouge	 sont	
représentés	les	exons	pouvant	être	épissés.	Les	étoiles	bleues	correspondent	aux	CpG	island.	
Figure	 modifiée	 de	 Zhu	 et	 al.	 2014.	 B/	 Six	 isoformes	 de	 SHANK3	 sont	 exposées	 dans	 la	
littérature,	 présentant	 une	 composition	 différente	 des	 domaines.	 Figure	 issue	 de	 Jiang	 et	
Ehlers	2013.		
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(Waga	et	al.	2014).	Ces	deux	dernières	formes	ont	leur	promoteur	au	niveau	de	l’intron	

10,	 mais	 Shank3c-4	 ne	 présente	 pas	 d’exon	 21.	 L’étude	 de	 ces	 isoformes	 est	 assez	

complexe,	et	il	est	fortement	probable	que	des	isoformes	supplémentaires	ne	soient	pas	

encore	connues,	en	particulier	dans	le	cerveau	humain.	L’Allen	Brain	Atlas	donne	accès	à	

l’expression	 de	 chacun	 des	 exons	 à	 différents	 âges	 et	 selon	 différentes	 régions	

cérébrales.	

		

Les	différentes	 isoformes	de	SHANK3	peuvent	avoir	des	rôles	distincts	au	niveau	de	la	

mise	en	place	des	synapses	et	de	leur	fonctionnement,	et	donc	contribuer	différemment	

au	 développement	 des	 TSA.	 En	 effet,	 cet	 épissage	 alternatif	 va	 entrainer	 la	 présence	

d’isoformes	ne	possédant	pas	un	ou	plusieurs	domaines	;	et	la	présence	ou	l’absence	de	

certains	domaines	va	moduler	les	possibilités	d’interaction	avec	d’autres	protéines	de	la	

PSD	et	ainsi	entrainer	différentes	cascades	intracellulaires.	Par	exemple,	pour	rappel,	le	

domaine	 PDZ	 entre	 en	 interaction	 avec	 la	 cortactine	 qui	 elle-même	 se	 lie	 à	 l’actine.	

L’absence	du	domaine	PDZ	aura	pour	conséquence	de	réduire	les	interactions	du	cœur	

protéique	de	la	PSD	avec	le	cytosquelette	(Lim	et	al.	1999),	et	l’on	peut	suggérer	que	la	

stœchiométrie	d’isoformes	en	présence	ou	en	absence	de	PDZ	va	permettre	de	moduler	

l’action	du	cytosquelette	au	niveau	de	la	formation	et	de	la	morphologie	des	épines.	

De	 plus,	 ces	 différentes	 isoformes	 pourraient	 aussi	 avoir	 des	 localisations	 distinctes.	

C’est	 en	 effet	 le	 cas	 pour	 les	 formes	 Shank3c-3	 et	 Shank3c-4	 qui	 sont	 respectivement	

situées	au	niveau	des	épines	dendritiques	et	le	long	des	dendrites	et	axones	(Benthani	et	

al.	2015).	Pour	cela,	l’épigénétique	joue	probablement	un	rôle	important.	Comme	exposé	

précédemment,	des	études	post-mortem	ont	démontré	que	 les	CpG	 islands	de	SHANK3	

présentaient	une	méthylation	différente	en	 fonction	du	tissu	cellulaire	et	qu’ils	étaient	

ainsi	impliqués	dans	l’expression	tissu-spécifique	de	SHANK3	et	de	ses	isoformes	(Beri	
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et	al.	2007;	Ching	et	al.	2005;	Maunakea	et	al.	2010).	Il	a	été	observé	une	augmentation	

de	la	méthylation	de	l’ADN	des	CpG	intragéniques	de	SHANK3	ainsi	que	des	différences	

des	épissages	alternatifs	de	certains	exons	tels	que	l’exon	21	chez	les	patients	atteints	de	

TSA	et	présentant	une	méthylation	accrue	(Zhu	et	al.	2014).	

	

	

2-4/Rôles	cellulaires	de	SHANK3		

Comme	cela	a	été	exposé	précédemment,	SHANK3,	grâce	à	ses	différents	domaines,	peut	

interagir	indirectement	via	d’autres	interacteurs	intermédiaires	avec	différentes	classes	

de	 récepteurs	 glutamatergiques	 (NMDAR	 via	 PSD95/SAPAP,	 mGluR	 via	 Homer	 et	

AMPAR	 via	 GRIP).	 SHANK3	 participe	 ainsi	 à	 l’assemblage	 étroit	 des	 complexes	

protéiques	 de	 ces	 récepteurs	 et	 au	 maintien	 de	 leur	 équilibre,	 mais	 aussi	 à	

l’établissement	 d’un	 lien	 étroit	 entre	 les	 voies	 de	 signalisation	 de	 ces	 différents	

récepteurs.		

En	 parallèle,	 SHANK3	 interagit	 aussi	 avec	 Cortactine,	 qui	 elle	 même	 se	 lie	 à	 l’actine.	

SHANK3	 permet	 de	 mettre	 en	 liaison	 le	 cytosquelette	 d’actine	 et	 les	 récepteurs	

glutamatergiques	et	pourrait	 induire	 le	modelage	de	ce	cytosquelette	en	fonction	de	la	

signalisation	 de	 ces	 récepteurs.	 Cette	 protéine	 pourrait	 très	 certainement	 agir	 sur	 la	

mise	 en	 place,	 le	 maintien	 et	 la	 maturation	 des	 épines	 dendritiques.	 De	 plus,	 les	

protéines	Shank	et	Cortactine	co-localisent	au	niveau	des	cônes	de	croissance	(Du	et	al.	

1998;	Naisbitt	et	al.	1999),	suggérant	un	rôle	dans	la	croissance	des	neurites.	

Différents	 types	 d’études	 ont	 permis	 de	 comprendre	 de	 façon	 plus	 fine	 les	 rôles	 de	

SHANK3.	
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2-4-1/Etudes	in	vitro	(surexpression	et	invalidation	du	gène	=	«	knockdown	»)	

	Une	étude	(Roussignol	et	al.	2005)	a	démontré	que	 la	surexpression	de	SHANK3	dans	

des	neurones	dépourvus	d’épine	 induit	 la	 formation	de	protusions	dendritiques	 (75%	

des	protusions	 ainsi	 formées	présentent	 un	profil	 d’épines	matures,	 25%	un	profil	 de	

filopodes/d’épines	non	matures).	Une	 transfection	avec	d’autres	protéines	partenaires	

de	la	PSD	n’entraine	pas	l’apparition	de	protusions	(Roussignol	et	al.	2005).	Les	résultats	

de	 ces	 auteurs	 démontrent	 que	 la	 protéine	 SHANK3	 est	 essentielle	 à	 la	 formation	

d’épines	dendritiques.	De	plus,	 la	transfection	de	SHANK3	muté	au	niveau	du	domaine	

PDZ	 ou	 du	 site	 d’interaction	 avec	 Homer	 induit	 une	 forte	 localisation	 dans	 le	 corps	

cellulaire	et	très	peu	au	niveau	du	dendrite,	tandis	que	les	formes	mutées	au	niveau	du	

domaine	ankyrine	ou	du	site	d’interaction	avec	la	Cortactine	sont	localisées	à	la	fois	dans	

le	 corps	 cellulaire	 du	 neurone	 et	 dans	 le	 dendrite.	 Ainsi,	 les	 domaines	 PDZ	 et	 le	 site	

d’interaction	 avec	Homer	 jouent	un	 rôle	 crucial	 dans	 le	bon	adressage	de	 SHANK3	au	

niveau	des	dendrites.	Au	cours	de	cette	étude,	d’autres	expérimentations	ont	montré	un	

rôle	probable	de	la	partie	N-terminale	(comprenant	les	sites	d’interaction	avec	Homer	et	

Cortactine	et	 le	domaine	SAM)	dans	 l’induction	d’épines	et	du	domaine	PDZ	dans	 leur	

maturation	(Roussignol	et	al.	2005).	L’induction	de	la	formation	des	épines	est	réalisée	

via	 l’interaction	 entre	 SHANK	 et	 les	 complexes	 protéiques	 associés	 aux	 récepteurs	

glutamatergiques.	 Les	 effets	 de	 SHANK3	 sont	 réversés	 par	 des	 antagonistes	 de	 ces	

récepteurs.	Il	semblerait	aussi	que	la	surexpression	de	SHANK3	entraine	le	recrutement	

de	récepteurs	glutamatergiques	actifs.	Cette	étude	a	aussi	démontré	que	ce	recrutement	

se	 fait	par	 l’intermédiaire	de	sites	d’interaction	aux	récepteurs	 ionotropiques	AMPA	et	

NMDA	 (PDZ),	 et	 métabotropiques	 mGluR	 (Homer).	 La	 surexpression	 d’une	 forme	

SHANK	ne	présentant	pas	de	domaine	PDZ,	qui	comme	montré	précédemment	permet	

l’interaction	avec	ces	récepteurs,	réverse	les	effets	observés	lors	d’une	surexpression	de	
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SHANK3.	En	conclusion,	SHANK3	permet	la	formation	d‘épines	dendritiques	grâce	à	son	

interaction	par	le	domaine	PDZ	avec	les	récepteurs	des	synapses	excitatrices.	Enfin,	les	

épines	dendritiques	ainsi	induites	présentes	des	contacts	présynaptiques	(colocalisation	

avec	 la	 synaptophysine)	 et	 sont	 fonctionnelles	 (analyse	 des	 courants	 mEPSCs	:	

«	miniature	Excitatory	Postsynaptic	Currents	»)	(Roussignol	et	al.	2005).	En	parallèle	de	

cette	 étude,	 l’invalidation	 du	 gène	 SHANK3	 a	 été	 réalisée	 au	 sein	 de	 	 neurones	

d’hippocampe	 en	 culture	 par	 l’utilisation	 de	 siRNA.	 Les	 résultats	 de	 cette	 étude	 ont	

montré	 d’une	 part	 une	 diminution	 de	 la	 densité	 des	 épines	 et	 d’autre	 part	 une	

augmentation	de	la	longueur	de	ces	épines.	Un	défaut	de	protéine	SHANK3	induirait	de	

ce	fait	une	diminution	du	nombre	de	synapses	glutamatergiques.	 Il	est	à	noter	que	ces	

données	morphologiques	ne	permettent	pas	de	conclure	à	une	diminution	de	 l’activité	

fonctionnelle	des	neurones	(Roussignol	et	al.	2005).		

Une	étude	effectuée	au	sein	du	laboratoire	a	permis	de	compléter	les	connaissances	sur	

les	 rôles	 et	 le	 fonctionnement	 de	 SHANK3	 (Durand	 et	 al.	 2012).	 Des	 transfections	 de	

séquences	de	SHANK3	sauvage	et	mutées	ont	été	effectuées	sur	des	neurones	de	rat.	Ceci	

a	permis	à	 la	 fois	d’étudier	 les	 rôles	de	 cette	protéine	mais	aussi	 les	 conséquences	de	

l’expression	 de	 formes	 mutées	 (mutations	 qui	 ont	 été	 détectées	 chez	 des	 patients	

atteints	de	TSA	:	mutation	stop	et	mutations	non	synonymes).	Une	surexpression	de	la	

séquence	 sauvage	 induit	 une	 augmentation	 de	 la	 quantité	 d’actine	 F,	 du	 nombre	 de	

synapses	et	favorise	la	maturation	morphologique	(élargissement	des	têtes	d’épines	par	

une	 augmentation	 de	 la	 quantité	 d’actine).	 De	 plus,	 deux	 autres	 études	 ont	 démontré	

que	 l’action	de	SHANK3	passait	par	un	effet	 sur	 l’actine	et	qu’un	stabilisateur	d’actine	

pouvait	 réverser	 le	 phénotype	 causé	 par	 un	 déficit	 de	 SHANK3	 (Duffney	 et	 al.	 2013;	

Duffney	et	al.	2015).	Il	semble	y	avoir	un	rôle	important	de	cette	protéine	dans	la	bonne	

mise	 en	 place	 du	 cytosquelette	 d’actine,	 et	 que	 les	 anomalies	 synaptiques	 observées	
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puissent	être	causées	par	un	déséquilibre	de	l’organisation	du	cytosquelette	d’actine.	Au	

niveau	 fonctionnel,	 cette	 surexpression	 de	 SHANK3	 induit	 une	 augmentation	 de	 la	

fréquence	 des	 mEPSCs	 ainsi	 que	 de	 la	 motilité	 des	 cônes	 de	 croissance.	 La	 forme	

tronquée	 (mutation	 en	 amont	 du	 site	 de	 liaison	 à	Homer)	 quant	 à	 elle	 est	 quasiment	

absente	 au	 niveau	 des	 filaments	 d’actine.	 Elle	 est	 faiblement	 présente	 le	 long	 des	

dendrites	 et	 absente	 au	 niveau	 des	 épines,	 s’accumulant	 au	 niveau	 du	 noyau.	 En	

comparaison	à	 la	 surexpression	de	 la	 forme	sauvage,	 sa	 surexpression	n’induit	pas	de	

modification	 au	 niveau	 de	 la	 polymérisation	 d’actine,	 indiquant	 que	 la	 partie	 C-

Terminale	a	un	rôle	crucial	dans	 l’interaction	et	 le	modelage	du	cytosquelette	d’actine,		

mais	 entraîne	 une	 diminution	 du	 nombre	 de	 synapses	 et	 de	 la	 largeur	 des	 épines.	

Fonctionnellement,	 cela	 réduit	 la	 fréquence	 et	 l’amplitude	 des	 mEPSCs	 ainsi	 que	 la	

motilité	 des	 cônes	 de	 croissance.	 En	 résumé,	 l’expression	 d’une	 forme	 tronquante	 de	

SHANK3	affecte	donc	 la	mise	en	place	et	 la	morphologie	des	épines	dendritiques	ainsi	

que	la	motilité	du	cône	de	croissance	(Durand	et	al.	2012).	Cette	mutation	semble	avoir	

un	 effet	 dominant	 négatif,	 probablement	 causé	 par	 un	 défaut	 de	 recrutement	 à	 la	

synapse	ou	par	une	instabilité	protéique.	Les	autres	mutations	étudiées	dans	cet	article	

sont	des	mutations	non	tronquantes,	héritées	ou	non,	se	situant	au	niveau	du	domaine	

Ankyrine.	 Elles	 induisent	 globalement	 de	 plus	 faibles	 effets,	 avec	 un	 effet	 d’amplitude	

intermédiaire	pour	la	mutation	de	novo.	Cette	dernière	semble	avoir	principalement	un	

impact	 sur	 des	 évènements	 précoces	 puisque,	 de	 la	 même	 façon	 que	 la	 mutation	

tronquante,	elle	perturbe	 la	motilité	du	cône	de	croissance.	Cependant	 les	deux	autres	

mutations	héritées	induisent	tout	de	même	quelques	effets,	notamment	sur	la	formation	

des	épines.	

Une	étude	récente	(Cochoy	et	al.	2015)	s’est	intéressée	aux	différentes	conséquences	de	

mutations	situées	à	des	positions	distinctes	du	gène	:	mutations	induisant	un	codon	stop	
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au	niveau	du	domaine	SH3,	du	domaine	Proline	(en	amont	du	site	de	liaison	à	Homer)	ou	

au	 niveau	du	 domaine	 SAM	 (surexpression	par	 transfection	 sur	 neurones	 de	 rat).	 Les	

résultats	ont	 exposé	des	effets	délétères	 lorsque	 la	protéine	est	délétée	au	niveau	des	

domaines	 SH3	 et	 Proline	 affectant	 la	 localisation	 de	 la	 protéine,	 l’arborisation	

dendritique,	 la	 densité	 des	 épines	 et	 le	 nombre	 de	 synapses	 excitatrices.	 Aucun	 effet	

n’est	observé	pour	une	délétion	du	domaine	SAM.	

	

2-4-2/Modèles	murins	

Différentes	lignées	de	modèles	murins	ont	permis	l’étude	des	rôles	de	Shank3	:	

1/	Délétion	des	exons	4	à	9	(Souris	Shank3e4-9).	Plusieurs	travaux	ont	étudié	ce	type	de	

modèle	 (Bozdagi	 et	 al.	 2010;	Wang	 et	 al.	 2011;	 Jaramillo	 et	 al.	 2016).	 Cette	 délétion	

correspond	à	une	perte	du	domaine	Ankyrine.	 

	Au	 niveau	 comportemental,	 ces	 modèles	 de	 souris	 mutantes	 présentent	 des	 déficits	

dans	 les	 interactions	 sociales	 et	 dans	 les	 interactions	 vocales	 ainsi	 que	 des	

comportements	de	toilettage	intensif.	

Au	 niveau	 biochimique,	 ce	 modèle	 démontre	 en	 particulier	 une	 altération	 dans	

l	‘expression	 des	 protéines	 Homer	 1b/c,	 GluA1,	 GluN2A	 et	 de	 SAPAP	 au	 sein	 de	

l’hippocampe	(Wang	et	al.	2011)	et	de	Homer	1b/c,	PSD95,	GluA2	et	GluA3	au	sein	du	

striatum	(Jaramillo	et	al.	2016).		

Au	niveau	développemental,	 il	a	été	montré	que	des	neurones	d’hippocampe	de	souris	

âgées	 de	 4	 semaines	 présentent	 une	 diminution	 de	 leur	 densité	 synaptique	 et	 une	

augmentation	de	 la	 longueur	de	 leurs	épines,	 tandis	qu’à	10	semaines	 la	 longueur	des	

épines	diminue	(Wang	et	al.	2011).		

Au	 niveau	 fonctionnel,	 il	 a	 été	 observé	 une	 diminution	 des	 LTP	 et	 de	 l’amplitude	 des	

mEPSCs	et	une	augmentation	de	la	fréquence	de	ces	mEPSCs	et	du	ratio	AMPA/NMDA.	
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La	perte	du	domaine	Ankyrine	semble	induire	des	modifications	au	niveau	de	la	mise	en	

place	des	synapses	et	de	leur	fonctionnalité.	

	

2/	Délétion	de	l’exon	9	(Shank3Δ9)	correspondant	au	dernier	motif	d’ankyrine	(Lee	et	al.	

2015).	Ces	souris	ne	présentent	pas	de	troubles	du	comportement	ou	d’interaction	ni	de	

déficits	au	niveau	des	mEPSCs.	Cependant	une	augmentation	de	la	fréquence	des	mIPSCs	

(«	miniature	Inhibitory	Postsynaptic	Currents	»)	au	niveau	de	l’hippocampe	ainsi	qu’une	

diminution	dans	le	cortex	préfrontal	sont	observées.	

 

3/	Délétion	des	exons	13	à	16	(Shank3B-/-)	(Peça	et	al.	2011).	Cette	délétion	induit	une	

perte	de	la	région	codant	pour	le	domaine	PDZ.		

Au	 niveau	 comportemental,	 ces	 souris	 présentent	 un	 comportement	 répétitif	 de	

toilettage	 («	grooming	»),	 des	 lésions	 de	 la	 peau,	 des	 comportements	 anxieux	 ainsi	

qu’une	réduction	des	interactions	sociales.		

Au	 niveau	 biochimique,	 différentes	 altérations	 ont	 été	 décrites,	 telles	 qu’une	

perturbation	 de	 l’expression	 de	 certaines	 protéines	 de	 la	 PSD	 au	 niveau	 du	 striatum	

(diminution	 des	 niveaux	 de	 SAPAP3,	 Homer,	 PSD93,	 GluA2,	 GluN2A	 et	 GluN2B),	 une	

diminution	 de	 la	 densité	 des	 épines	 dendritiques	 et	 une	 augmentation	 de	 la	 longueur	

des	épines.	

Au	 niveau	 fonctionnel,	 une	 diminution	 de	 la	 fréquence	 et	 de	 l’amplitude	 des	mEPSCs	

associés	 aux	 AMPARs	 de	 cellules	 striatales	 chez	 ces	 souris	 Shank3B-/-	 a	 été	mise	 en	

évidence.	 Ces	 résultats	 pourraient	 résulter	 d’une	 diminution	 du	 nombre	 de	 synapses	

fonctionnelles	 (étant	 donné	 qu’aucune	 anomalie	 de	 la	 fonction	 présynaptique	 n’a	 été	

visualisée)	 ainsi	que	d’un	défaut	de	 fonctionnement	des	 synapses	 formées	 (Peça	et	 al.	

2011).		
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Au	 sein	de	 cette	même	étude,	 des	 souris	présentant	une	délétion	des	 exons	4	 à	7	 ont	

aussi	été	générées	(souris	Shank3A-/-)	(domaine	Ankyrine),	mais	peu	d’analyses	ont	été	

effectuées	 sur	 ce	 modèle	 car	 les	 déficits	 comportementaux	 et	 physiologiques	 étaient	

moins	 importants.	 Cependant,	 on	 peut	 noter	 une	 faible	 diminution	 des	 interactions	

sociales	ainsi	que	de	la	densité	de	synapses	cortico-striatales.	

Les	 travaux	 de	 Mei	 et	 al	 (2016)	 ont	 porté	 sur	 l’étude	 de	 la	 suppression	 et	 de	 la	

restauration	 (par	 une	méthode	 Cre-dépendante)	 du	 domaine	 PDZ	 (souris	 Shank3fx	/fx)	

(Mei	et	al.	2016).	Au	niveau	comportemental,	les	souris	mutées	présentent	de	l’anxiété,	

des	 troubles	 de	 la	 coordination	 motrice,	 un	 toilettage	 répétitif	 et	 des	 troubles	 des	

interactions	sociales.	Au	niveau	biochimique,	les	concentrations	de	SAPAP3,	Homer1b/c,	

NR2A,	NR2B	 et	GluA2	 sont	 réduites.	Une	 réduction	de	 la	 densité	 synaptique	 est	 aussi	

observée.	 Au	 niveau	 fonctionnel,	 les	 souris	 mutées	 présentent	 une	 diminution	 de	 la	

fréquence	des	mEPSCs.	Aux	alentours	de	 l’âge	de	3	mois,	du	 tamoxifène	 (qui	 active	 la	

Cre-recombinase)	est	administré	aux	souris,	permettant	la	restauration	du	domaine	PDZ	

manquant.	 Ceci	 rétablit	 les	 quantités	 des	 autres	 protéines	 synaptiques	 ainsi	 que	 la	

densité	synaptique.	De	plus,	cette	restauration	génétique	réduit	le	temps	de	toilettage	et	

restaure	un	comportement	social	similaire	à	celui	des	souris	sauvages,	mais	présentent	

peu	d’effets	sur	les	symptômes	d’anxiété	et	de	troubles	de	la	coordination	motrice.	Ces	

résultats	 démontrent	 de	 façon	 très	 intéressante,	 qu’une	 restauration	 génétique	 d’une	

forme	non	mutée	de	SHANK3	à	l’âge	adulte,	permet	de	supprimer	une	grande	partie	des	

phénotypes	induits	par	la	mutation.	

	

4/Délétion	 de	 l’exon	 11	 (Shank3αβ-/-)	 (Schmeisser	 et	 al.	 2012).	 Cette	 délétion	 induit	

une	perte	du	domaine	SH3.	Au	niveau	comportemental,	ces	souris	présentent,	à	3	mois,	

des	 lésions	au	niveau	de	 la	 tête	et/ou	du	cou,	probablement	 causées	par	un	 toilettage	
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intensif.	

Au	 niveau	 biochimique,	 aucune	 différence	 de	 l’épaisseur	 de	 la	 PSD	 et	 de	 la	 densité	

synaptique	n’a	été	observée.	Cependant,	une	réduction	du	nombre	de	récepteurs	GluA,	

ainsi	qu’une	augmentation	des	quantités	de	SHANK2	et	GluN2B	ont	été	reportées.	

	

5/Délétion	 de	 l’exon	 21	 (Shank3ΔC/ΔC	 )	 (Kouser	 et	 al.	 2013;	Duffney	 et	 al.	 2015).	 Cette	

délétion	 induit	 la	 suppression	 du	 domaine	 d’interaction	 de	 SHANK3	 à	 Homer	 et	

Cortactine.	

Au	niveau	comportemental,	ces	souris	présentent	des	troubles	au	niveau	du	traitement	

des	informations	spatiales,	de	la	coordination	motrice	et	des	interactions	sociales,	mais	

aussi	une	hypersensibilité	à	la	chaleur,	et	des	comportements	de	toilettage	intensif	chez	

les	souris	âgées	(10-13	mois).		

Au	niveau	biochimique,	il	n’y	a	pas	de	modification	des	niveaux	des	protéines	de	la	PSD	

mais	une	augmentation	du	récepteur	glutamatergique	de	type	GluR5	dans	les	fractions	

synaptiques	 (hippocampe)	est	observée.	De	plus,	 aucune	perturbation	au	niveau	de	 la	

densité	synaptique	n’a	été	mise	en	évidence.		

Au	niveau	 fonctionnel,	une	diminution	de	 la	 fréquence	de	mEPSCs	a	été	détectée	ainsi	

qu’une	augmentation	du	ratio	AMPA/NMDA.		

Un	modèle	hétérozygote	de	cette	délétion,	Shank3+/ΔC	a	été	étudié	(Duffney	et	al.	2015).	

Ces	souris	présentent	des	troubles	des	interactions	sociales.	Au	niveau	fonctionnel,	une	

diminution	 des	 NMDAR-mEPSCs	 a	 été	 observée,	 ainsi	 qu’une	 diminution	 du	 ratio	

NMDA/AMPA,	 des	 quantités	 de	 NR1	 et	 NR2A	 dans	 les	 fractions	 synaptosomales	 du	

cortex	frontal,	mais	pas	dans	le	lysat	total.	De	plus,	une	diminution	des	niveaux	de	β-PIX	

et	 d’actine	 ont	 été	 mis	 en	 évidence.	 Ces	 résultats	 montrent	 de	 façon	 importante	 que	

l’état	hétérozygote	de	la	mutation	est	suffisant	pour	induire	des	troubles	fonctionnels	et	
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comportementaux.	

	

6/Insertion	G	(Shank3G/G)	(Speed	et	al.	2015).	Un	autre	modèle	intéressant	a	été	généré	

en	insérant	un	nucléotide	G	au	sein	de	l’exon	21,	ce	qui	a	conduit	a	un	décalage	du	cadre	

de	 lecture	 et	 à	 un	 codon	 stop	 prématuré.	 Ces	 souris	 présentent	 des	 troubles	 de	

l’apprentissage	 moteur	 et	 de	 la	 coordination,	 mais	 ne	 présentent	 ni	 troubles	 des	

interactions	sociales	ni	comportements	anormaux	de	 toilettage.	Au	niveau	 fonctionnel,	

le	 ratio	 NMDA/AMPA	 est	 diminué	 ainsi	 que	 la	 fréquence	 des	 mEPSCs	 au	 niveau	 de	

l’hippocampe.	 Il	 semblerait	 que	 la	 transmission	 et	 la	 plasticité	 synaptique	 soient	

affectées	chez	ces	souris.	
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Mutations Phénotypes Références

Cultures

Ank Localisation	nucléaire	et	dendritique Roussignol	et	al.	2005

Ank îFormation	d'épines	 Durand	et	al.	2012

îMotilité	du	cône	de	croissance	(mutation	de	novo)

Rôle	adressage

Maturation	épines

SH3 Localisation	nucléaire,	faible	dans	les	dendrites Cochoy	et	al.	2015

îArborisation	dendritique

îDensité	des	épines

îNombre	de	synapses	excitatrices

Proline Localisation	nucléaire,	faible	dans	les	dendrites Cochoy	et	al.	2015

îArborisation	dendritique

îDensité	des	épines

îNombre	de	synapses	excitatrices

Nter îNR1	et	GluR1/2/3 Roussignol	et	al.	2005

îCourants	AMPA	et	NMDA

îDensité	et	taille	des	synapses

Nter Ø	au	niveau	des	filaments	d'actine	et	des	épines Durand	et	al.	2012

îNombre	de	synapses

îLargeur	des	épines

îFréquence	et	amplitude	des	mEPSCs

îMobilité	du	cône	de	croissance

Homer Localisation	nucléaire,	faible	dans	les	dendrites Roussignol	et	al.	2005

Rôle	adressage

Induction	épines

Cortactine Localisation	nucléaire	et	dendritique Roussignol	et	al.	2005

Induction	épines

SAM Pas	d'effet Cochoy	et	al.	2015

Modèles	Murins

Shank3e4-9
Ank	(délétion	

exon4-9) Troubles	des	interactions	sociales	et	vocales Bozdagi	et	al.	2010;	Wang	et	al.	2011;

Toilettage	intensif Jaramillo	et	al.	2015

îHomer,	GluA1,	GluN2A,	SAPAP	(Hippocampe)

îHomer,	PSD95,	GluaA2,	GluA3	(Striatum)

îDensité	synaptique

îLTP

îAmplitude	des	mEPSCs

ìFréquence	des	mEPSCs

ìRatio	AMPA/NMDA

Shank3Δ9
Dernier	Ank	

(délétion	exon	9)
îmIPSCs

Lee	et	al.	2015

Shank3αβ-/-
SH3	(délétion	

exon	11)
Lésions	cutanées

Schmeisser	et	al.	2012

îGluA2

ìShank2,	GluN2B

Shank3B-/-
PDZ	(délétion	

exon13-16) Toilettage	intensif Peça	et	al.	2011

Comportements	anxieux

îInteractions	sociales

îSAPAP3,	Homer,	PSD93,	GluA2,	GluN2A,	Glun2B

îDensité	des	épines

ìLongueur	des	épines

îFréquence	et	amplitude	des	AMPAR-mEPSCs

Shank3fx	/fx

PDZ	(délétion	

exon13-16) Comportements	anxieux Mei	et	al	2016

Troubles	de	la	coordination	motrice

Toilettage	intensif

Troubles	des	interactions	sociales

îSAPAP3,	Homer,	GluN2A,	GluN2B,	GluA2

îDensité	synaptique

îFréquence	des	mEPSCs

Shank3ΔC/ΔC	

Domaines	de	

liaison	à	Homer	et	

Cortactine	

(délétion	exon	21) Troubles	de	la	coordination	motrice Kouser	et	al.	2013,	Duffney	et	al.	2015

Troubles	des	interactions	sociales

Toilettage	intensif

ìGluR5

îFréquence	des	mEPSCs

ìAMPA/NMDA

Shank3+/ΔC	

Domaines	de	

liaison	à	Homer	et	

Cortactine	

(délétion	exon	21) Troubles	des	interactions	sociales Duffney	et	al.	2015

îNMDAR-mEPSCs

îNMDA/AMPA

îGluN1,	GluN2A,	actine,	β-Pix	

Shank3G/G
Insertion	dans	

exon	21 Troubles	de	l'apprentissage Speed	et	al.	2015

Troubles	moteurs

Troubles	de	la	coordination

îNMDA/AMPA

îFréquence	des	mEPSCs 	

Tableau	3	:	Résumé	des	modèles	cellulaires	ou	murins	des	TSA	
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A	travers	ces	modèles,	on	observe	différents	effets	causés	par	des	délétions	au	sein	de	

SHANK3	(tableau	3).	Ceci	peut	être	du	à	la	fois	à	une	altération	différentielle	de	chaque	

isoforme	de	 SHANK3	ainsi	 qu’à	des	 altérations	 sélectives	des	 interactions	de	 SHANK3	

avec	 les	 autres	 protéines	 de	 la	 PSD.	 Ces	 perturbations	 pourraient	 conduire	 à	 une	

réduction	de	 formation	d’épines	dendritiques	et	à	un	dysfonctionnement	des	synapses	

glutamatergiques.	 En	 effet,	 cette	 hypothèse	 corrèle	 avec	 les	 analyses	 fonctionnelles	

effectuées	 sur	 les	 modèles	 de	 souris,	 car	 on	 observe	 pour	 un	 certain	 nombre	 une	

altération	au	niveau	des	enregistrements	électrophysiologiques.	

Une	étude	a	utilisé	un	autre	modèle	récent	(iPSCs).	Ces	résultats	seront	décrits	dans	la	

partie	consacrée	à	ce	modèle.	

	

3/Autres	membres	de	la	famille	SHANK	

Les	différents	domaines	des	protéines	de	 la	 famille	 SHANK	présentent	une	homologie		

de	séquences	en	acides	aminés	de	63	à	87%.	

Chez	 l’homme,	 le	 gène	 SHANK1	 est	 situé	 en	 position	 19q13.3	 et	 mesure	 55kb.	 Il	 est	

composé	 de	 23	 exons.	 La	 protéine	 SHANK1	 mesure	 224kDa	 et	 est	 exprimée	

exclusivement	dans	le	cerveau.	Deux	promoteurs	alternatifs	(Guilmatre	et	al.	2014)	et	4	

sites	d’épissage	(Lim	et	al.	1999)	sont	connus.	Chez	la	souris,	 la	protéine	est	fortement	

exprimée	dans	le	cortex	et	l’hippocampe	(Lim	et	al.	1999;	Böckers	et	al.	2004).	

Le	 gène	 SHANK2	 est	 situé	 en	 position	 11q13.3	 chez	 l’humain,	 mesure	 621kb	 et	 est	

composé	de	25	exons	(Jiang	et	Ehlers	2013).	La	protéine	SHANK2	mesure	158kDa	et	est	

très	fortement	exprimée	dans	le	cerveau,	surtout	au	niveau	des	cellules	de	Purkinje	du	

cervelet	et	à	de	plus	faibles	niveaux	dans	le	foie	et	le	rein	(Boeckers	et	al.	1999;	Peça	et	

al.	2011;	Schmeisser	et	al.	2012).	Son	gène	présente	4	sites	d’épissage	(Lim	et	al.	1999).	
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Il	 est	 le	 premier	membre	 de	 la	 famille	 SHANK	 à	 être	 présent	 au	 niveau	 de	 la	 PSD.	 La	

forme	 majeure	 de	 SHANK2	 exprimée	 dans	 le	 cerveau	 ne	 présente	 aucun	 domaine	

Ankyrine	 (Kreienkamp	 2008;	 Sheng	 et	 Kim	 2000).	 La	 forme	 totale	 (SHANK2E)	 est	

surtout	exprimée	dans	les	cellules	épithéliales	(McWilliams	et	al.	2004). 	

Des	mutations	au	sein	du	gène	SHANK1	ont	été	détectées	chez	des	patients	atteints	de	

TSA	 et	 présentant	 un	 QI	 normal.	 Plus	 précisément,	 les	 mutations	 tronquantes	

hétérozygotes	de	SHANK1	sont	présentes	chez	environ	0,04%	des	patients	à	travers	 le	

spectre	autistique	(Leblond	et	al.	2014).	Des	mutations	au	sein	du	gène	SHANK2	ont	été	

détectées	 chez	 des	 patients	 atteints	 de	 TSA	 présentant	 un	 retard	mental	modéré.	 Les	

mutations	 tronquantes	 hétérozygotes	 de	 ce	 gène	 représentent	 0,17%	 des	 patients	

(Leblond	et	al.	2014).		

La	 pénétrance	 des	 mutations	 de	 ces	 deux	 gènes	 est	 plus	 faible	 que	 pour	 SHANK3.	 Il	

semblerait	que	ces	mutations	doivent	être	associées	à	d’autres	facteurs	pour	induire	le	

développement	des	TSA.	

Des	 modèles	 de	 souris	 existent	 aussi	 pour	 ces	 deux	 gènes.	 Les	 souris	 Shank1	 KO	

montrent	une	augmentation	de	l’anxiété,	une	diminution	de	la	communication	vocale,	de	

la	locomotion	et	de	la	mémoire	à	long	terme,	mais	une	augmentation	de	la	mémoire	de	

travail	(Silverman	et	al.	2011;	Hung	et	al.	2008;	Wöhr	et	al.	2011).	Les	souris	Shank2	KO	

présentent	 une	 hyperactivité,	 une	 augmentation	 de	 l’anxiété,	 des	 comportements	 de	

toilettage	répétitifs	et	des	troubles	dans	les	interactions	vocales	et	sociales	(Schmeisser	

et	al.	2012;	Won	et	al.	2012).	

	

Les	modèles	murins	ont	été	essentiels	pour	la	caractérisation	des	protéines	SHANK	ainsi	

que	 pour	 la	 compréhension	 des	 conséquences	 de	 mutations	 in	 vivo.	 Ces	 modèles	

peuvent	 ainsi	 permettre	 une	 certaine	 représentation	 de	 maladies	
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neurodéveloppementales.	 Cependant,	 un	 certain	 nombre	 de	 différences	 non	

négligeables	au	niveau	du	cerveau	séparent	l’humain	aux	modèles	animaux,	tant	par	la	

taille,	 la	 complexité	 et	 la	 cinétique	 de	 développement	 du	 cerveau,	 que	 par	 la	mise	 en	

place	et	la	connectivité	neuronale	(Figure	20).	En	particulier,	le	cortex	s’est	complexifié	

au	 cours	de	 l’évolution,	 et	 la	mise	 en	place	du	 cortex	humain	diffère	de	 celle	 d’autres	

espèces	:	 surface,	 augmentation	 du	 nombre	 et	 de	 la	 diversité	 des	 cellules	 corticales,	

régions	 corticales	 supplémentaires,	 augmentation	 des	 périodes	 de	 formation	 de	

progéniteurs	corticaux	et	de	neurogénèse	(Lui,	Hansen,	et	Kriegstein	2011).	Le	modèle	

murin	ne	peut	donc	pleinement	représenter	la	situation	d’individus	humains,	le	modèle	

d’iPSCs	permet	de	s’affranchir	de	certaines	de	ces	différences.	
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Figure	20	:	Différences	au	niveau	du	système	nerveux	central	entre	 l’humain	et	 les	 espèces	
animales.	En	haut:	arbre	phylogénique	présentant	les	variations	de	la	taille	et	de	la	forme	du	
cerveau	 au	 cours	 de	 l’évolution.	 En	 bas	 sont	 schématisées	 les	 différences	 dans	 le	
développement	 du	 néocortex	 entre	 l’humain	 et	 les	 rongeurs.	 On	 peut	 observer	 une	
augmentation	 de	 la	 complexité	 du	développement	 cortical	 chez	 l’humain.	 Images	 issues	 de	
Lui	et	al.	2011.	
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IV/	Modèle	d’étude	de	cellules	souches	pluripotentes	induites	

	

Les	cellules	pluripotentes	sont	des	cellules	ayant	 la	capacité	de	se	différencier	en	 tous	

types	cellulaires.	Dans	le	corps	humain,	les	seules	cellules	présentant	cette	capacité	sont	

les	 blastocystes	 de	 la	 masse	 de	 cellules	 interne	 (ICM),	 présents	 au	 cours	 du	 stade	

précoce	 du	 développement	 embryonnaire	 (De	 Vos	 et	 al.	 2016).	 En	 contrôlant	 les	

conditions	de	culture,	il	est	possible	de	maintenir	cette	caractéristique	de	pluripotence	

in	vitro.	 Ceci	 a	donc	permis,	 à	partir	de	blastocystes,	de	mettre	en	culture	des	 cellules	

souches	 embryonnaires	 (ESCs)	 (Martin	 1981;	 Evans	 et	 Kaufman	 1981).	 Les	 deux	

caractéristiques	 principales	 de	 ces	 ESCs	 sont	 l’immortalité	 (capacité	 de	 se	 renouveler	

indéfiniment)	 et	 la	 pluripotence	 (Martin	 1981;	 Evans	 et	 Kaufman	 1981).	 Ainsi	 il	 est	

possible	d’obtenir	en	grande	quantité,	différents	types	de	cellules	différenciées.	Ces	ESCs	

ont	permis	plusieurs	applications	telles	que	l’étude	du	développement	de	certains	types	

de	tissus	mais	aussi	la	différentiation	en	certains	types	cellulaires,	avec	l’espoir	de	faire	

avancer	 la	 médecine	 régénérative.	 Cependant,	 l’utilisation	 des	 ESCs	 en	 médecine	

régénérative	 présente	 certaines	 limites	:	 un	 rejet	 immunitaire	 après	 transplantation	

(antigènes	 différents	 de	 ceux	 des	 patients)	 ainsi	 qu’une	 limitation	 éthique	 pour	

l’utilisation	 de	 ces	 cellules.	 De	 plus,	 les	 cellules	 ainsi	 obtenues	 ne	 correspondent	 pas	

exactement	à	celles	des	patients,	de	part	 le	fait	que	leurs	génomes	sont	différents.	Une	

reprogrammation	 de	 cellules	 somatiques	 en	 un	 autre	 type	 cellulaire	 pourrait	 donc	

limiter	ces	inconvénients.	
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1/Avancées	antérieures	

1-1/«	Somatic	Cell	Nuclear	Transfer	»	(SCNT)	

Les	 premières	 expérimentations	 exposant	 la	 possibilité	 d’une	 reprogrammation	

cellulaire	furent	de	transférer	le	noyau	d’une	cellule	somatique	au	sein	d’un	«	œuf	»	non	

fécondé	 énucléé	 (Wakayama	 et	 al.	 2001;	 Gurdon	 1962).	 Cette	 cellule	 va	 ensuite	 se	

diviser	et	donner	un	embryon	génétiquement	identique	à	la	cellule	somatique	donneuse.	

Ces	cellules	présentent	 les	mêmes	antigènes	que	 les	donneurs	et	n’induisent	de	ce	 fait	

pas	de	rejet	après	transplantation	chez	ces	mêmes	individus	(Tanabe	et	al.	2014).	Ainsi	

une	cellule	pluripotente	possédant	un	matériel	génétique	choisi	tout	en	évitant	un	rejet	

immunitaire	 a	 pu	 être	 obtenue.	 L’un	 des	 premiers	 succès	 de	 cette	 technique	 fut	 le	

transfert	du	noyau	d’une	cellule	épithéliale	intestinale	de	grenouille	adulte	dans	un	œuf	

non	fécondé	énucléé	en	1962	par	John	Gurdon	(Gurdon	1962).	Cependant	chez	l’humain,	

lors	des	premiers	 tests,	 ces	 cellules	 arrêtaient	 leur	développement	 au	 stade	8	 cellules	

(Egli	et	al.	2011).	En	2013,	il	a	été	possible	d’établir	des	ntESCs	humaines	(transfert	de	

noyaux	de	fibroblastes	de	fœtus	humain	dans	des	ovocytes	énucléées)	(Tachibana	et	al.	

2013).	 Cette	méthode	 a	 démontré	 que	 l’état	 de	 pluripotence	 pouvait	 être	 rétabli	 chez	

des	cellules	différenciées	et	que	donc	ce	processus	était	réversible.		

	

1-2/Fusion	cellulaire	

Des	expérimentations	ont	permis	de	démontrer	 la	possibilité	de	reprogrammation	par	

fusion	entre	deux	types	cellulaires.	La	première	réussite	fut	la	fusion	entre	des	cellules	

musculaires	et	des	cellules	amniocytaires	entrainant	l’expression	de	gènes	musculaires	

dans	les	cellules	non	musculaires	(Blau	et	al.	1983).	La	fusion	de	cellules	ES	et	de	cellules	

somatiques,	 quant	 à	 elle,	 induit	 la	 reprogrammation	 de	 ces	 dernières	 en	 cellules	
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pluripotentes	(Tada	et	al.	2001;	Cowan	et	al.	2005),	montrant	ainsi	que,	tout	comme	les	

ovocytes,	 les	 cellules	pluripotentes	peuvent	 reprogrammer	un	noyau	somatique	en	un	

état	pluripotent.	Ceci	étant	probablement	permis	par	des	facteurs	de	reprogrammation	

présents	 dans	 la	 cellule	 pluripotente.	 Cette	 fusion	 entraine	 des	 modifications	

épigénétiques	 induisant	 l’expression	 de	 gènes	 de	 pluripotence	 (qui	 sont	 fortement	

exprimés	dans	des	cellules	pluripotentes	tels	que	les	gènes	Oct3/4).		

	

Les	SCNT	et	 les	expérimentations	de	 fusion	cellulaire	ont	montré	que	 les	«	œufs	»	non	

fécondés	et	 les	cellules	ES	contiennent	des	facteurs	pouvant	induire	la	pluripotence	au	

sein	de	cellules	somatiques.	

	

1-3/Clonage	

En	 1997,	 le	 transfert	 d’un	 noyau	 d’épithélium	mammaire	 dans	 un	 ovocyte	 énucléé	 a	

permis	 le	 clonage	 d’une	 brebis	 (Wilmut	 et	 al.	 1997).	 Il	 s’en	 est	 suivi	 le	 clonage	 de	

diverses	espèces	(souris,	lapins,	vaches,	chèvres	et	porcs)	(Tanabe	et	al.	2014).	

	

1-4/Facteurs	de	conversion	

L’expression	 de	 facteurs	 spécifiques	 de	 lignées	 permet	 de	 convertir	 directement	 une	

cellule	 somatique	 en	 un	 autre	 type	 cellulaire	 sans	 passer	 par	 un	 état	 pluripotent.	

Certaines	 protéines	 ont	 donc	 la	 capacité	 d’induire	 une	 reprogrammation	 cellulaire	

appelée	 trans-différenciation	 (reprogrammation	 d’une	 cellule	 somatique	 en	 une	 autre	

cellule	somatique).	Par	exemple	la	protéine	MYOD	(«	Myoblast	Determination	Protein	»)	

permet	la	conversion	de	fibroblastes	en	myoblastes	(Davis	et	al.	1987).	Sa	surexpression	

peut	 induire	 l’expression	 de	 gènes	 spécifiques	 du	 muscle	 squelettique	 dans	 d’autres	
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types	cellulaires,	telles	que	des	cellules	épithéliales	de	la	rétine	pigmentaire.	Cependant,	

MYOD	 ne	 permet	 pas	 l’extinction	 de	 l’expression	 de	 gènes	 spécifiques	 des	 lignées	

ectodermales	 et	 endodermales,	 elle	permet	 seulement	 la	 reprogrammation	de	 cellules	

du	 mésoderme.	 Ainsi	 un	 seul	 facteur	 ne	 semble	 pas	 suffire	 pour	 permettre	 la	

reprogrammation	 de	 tous	 types	 cellulaires.	 Un	 autre	 exemple	 est	 la	 surexpression	 de	

C/EBP	 induisant	 la	 conversion	directe	de	 cellules	B	 en	macrophages	 (Xie	 et	 al.	 2004).	

Ces	résultats	démontrent	que	l’expression	ectopique	de	certains	gènes	peut	induire	une	

conversion	du	type	cellulaire.		

	

	

Ceci	 expose	 que	 les	 cellules	 somatiques	 ont	 la	 capacité	 d’être	 converties	 en	 d’autres	

types	cellulaires,	même	après	différenciation	et	développement.	De	plus,	ces	méthodes	

de	SCNT	et	clonage	exposent	le	fait	que	les	ovocytes	possèdent	des	facteurs	capables	de	

réverser	 le	 statut	différencié	de	certaines	cellules	en	une	pluripotence.	Cependant,	 ces	

différentes	 techniques	 présentent	 certaines	 limitations	 inhérentes	 à	 l’utilisation	 de	

cellules	souches	embryonnaires	et	n’offrent	que	des	possibilités	limitées	d’obtention		de	

tous	types	de	cellules.	
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2/		«	induced	Pluripotent	Stem	Cells	»	(iPSCs)	

Pour	 se	 défaire	 des	 limitations	 attribuées	 aux	 ESCs,	 un	 nouveau	 type	 de	 cellules	

pluripotentes	 a	 été	 mis	 en	 place	 en	 se	 basant	 sur	 les	 données	 acquises	 des	

expérimentations	de	transferts	nucléaires	et	de	trans-différenciation.		

	

2-1/Obtention	d’iPSCs	

En	 2006	 le	 laboratoire	 du	 professeur	 Yamanaka	 a	 permis	 la	 reprogrammation	 de	

fibroblastes	de	 souris	en	cellules	 souches	pluripotentes	 induites	 (iPSCs)	 (Takahashi	et	

Yamanaka	2006).	Différentes	molécules	ont	été	démontrées	comme	étant	des	acteurs	de	

la	pluripotence	et	potentiellement	des	 facteurs	de	reprogrammation.	Dans	cette	étude,	

24	 facteurs	 ont	 été	 sélectionnés	 en	 fonction	 de	 leurs	 rôles	 ou	 de	 leur	 niveau	

d’importance	 d’expression	 dans	 les	 cellules	 ES.	 L’hypothèse	 fut	 que	 ces	 facteurs	

Figure	21	:	Avancées	ayant	permis	le	développement	d’iPSCs.	En	haut	:	Chronologie	des		
avancées	sur	la	reprogrammation	cellulaire.	En	bas	:	Représentation	des	premières	
techniques	de	reprogrammation.	Figures	modifiées	à	partir	de	Takahashi	et	Yamanaka	2016.	
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pouvaient	 intervenir	 dans	 la	maintenance	 de	 l’identité	 cellulaire	 des	 ES	 et	 qu’ainsi	 ils	

pouvaient	 être	 des	 gènes	 candidats	 importants	 pour	 l’induction	 d’un	 état	 de	

pluripotence	dans	des	cellules	somatiques.	Afin	d’identifier	avec	certitude	lesquelles	de	

ces	protéines	présentaient	ce	rôle	de	facteur	de	reprogrammation,	des	expérimentations	

de	 transduction	 rétrovirale	 ont	 été	 menées.	 Ces	 transductions	 ont	 tout	 d’abord	 été	

effectuées	 sur	 des	 fibroblastes	 embryonaires	de	 souris	 (MEFs	=	 «	Mouse	 Embryonic	

Fibroblasts	»)	 pour	 chacune	 des	 protéines	 et	 par	 combinaisons	 de	 plusieurs	 d’entre	

elles.	 Il	a	été	trouvé	qu’une	combinaison	des	 facteurs	OCT3/4,	SOX2	(SRY-box2),	KLF4	

(«	Krüppel-loke	factor	4	»)	et	C-MYC	(«	Myelocytomatosis	oncogene	»)	(facteurs	OSKM)	

induisait	 la	pluripotence	cellulaire.	Ces	4	 facteurs	ont	ensuite	été	 introduits	au	sein	de	

cultures	de	fibroblastes	de	souris	adultes	où	ils	ont	aussi	permis	la	reprogrammation	de	

ces	 cellules	 somatiques	non	embryonnaires.	 Les	 cellules	 ainsi	 obtenues	présentent	 les	

mêmes	 caractéristiques	 que	 les	 ESCs.	 A	 l’image	 des	 ESCs,	 elles	 sont	 pluripotentes	 et	

peuvent	 se	 différencier	 en	 cellules	 des	 trois	 feuillets	 embryonnaires.	 De	 même,	 elles	

induisent	 la	 formation	 de	 tératomes,	 de	 chimères	 et	 franchissent	 les	 tests	 de	

complémentation	 tétraploïde.	 De	 plus,	 cette	 reprogrammation	 cellulaire	 induit	 une	

reprogrammation	 épigénétique.	 En	 effet,	 il	 a	 été	 observé	 une	 déméthylation	 des	

promoteurs	de	gènes	de	pluripotence	(tels	que	Oct4	et	Nanog),	un	profil	de	méthylation	

des	histones	et	d’expression	de	gènes	très	proche	de	celui	des	cellules	ES	ainsi	qu’une	

réactivation	 du	 chromosome	 X	 éteint	 dans	 les	 lignées	 femelles.	 Au	 cours	 de	 la	

reprogrammation,	une	élongation	des	télomères	a	 lieu	(Takahashi	et	Yamanaka	2006).	

Ce	 protocole	 induit	 la	 formation	 de	 colonies	 d’iPSCs	 qui	 sont	 sélectionnées	 par	 leur	

expression	sélective	de	différents	marqueurs	endogènes	tels	que	OCT4,	Nanog,	Tra1-81	

et	SSEA4,	et	la	phosphatase	alkaline.	

En	2007,	l’équipe	de	Yamanaka	a	généré	des	iPSCs	humaines	suivant	le	même	protocole	
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(Takahashi	et	al.	2007).	En	parallèle,	une	autre	équipe	a	généré	des	iPSCs	humaines	avec	

une	 autre	 combinaison	 de	 facteurs	:	 Oct3/4,	 Sox2,	 Nanog	 et	 Lin28	 (Yu	 et	 al.	 2007).	 A	

noter	 que	 lors	 de	 la	 reprogrammation	 de	 cellules	 humaines,	 contrairement	 à	 la	

reprogrammation	 des	 cellules	murines,	 il	 n’y	 a	 pas	 de	 réactivation	 du	 chromosome	 X	

(Plath	et	Lowry	2011).	

	

2-2/Limitations	

	

2-2-1/ES	vs	iPSCs	

Les	cellules	ainsi	obtenues	présentaient	un	profil	proche	de	celui	des	ES	:	morphologie	

similaire	ainsi	que	l’expression	de	mêmes	marqueurs	de	pluripotence.	Certaines	études	

ont	 exposé	 des	 différences	 entre	 ces	 deux	 types	 cellulaires	 au	 niveau	 de	 leurs	

transcriptomes,	protéomes	et	épigénomes	(Liang	et	Zhang	2013;	Ruiz	et	al.	2012;	Chin	

et	al.	2009;	Ghosh	et	al.	2010).	Cependant,	d’autres	études	n’aboutissent	pas	aux	mêmes	

conclusions	 (Guenther	 et	 al.	 2010;	Bock	 et	 al.	 2011).	 Le	 nombre	de	 cellules	 analysées	

semble	 impacter	 les	 conclusions	 issues	 de	 chacune	 de	 ces	 études,	 il	 est	 aussi	

envisageable	que	les	conditions	de	culture	y	contribuent.	

	

2-2-2/Risque	tumoral		

Un	point	négatif	est	principalement	à	déplorer	:	des	tumeurs	se	sont	développées	au	sein	

des	souris	chimères,	probablement	induites	par	la	réactivation	du	gène	C-MYC	(Okita	et	

al.		2007).	Des	équipes	ont	développé	des	protocoles	permettant	l’obtention	d’iPSCs	sans	

utiliser	 C-MYC	 (Nakagawa	 et	 al.	 2007;	 Wernig	 et	 al.	 2008).	 Elles	 ont	 ainsi	 réduit	 les	



	
	

	 125	

risques	de	développement	de	tumeurs.	Cependant,	C-MYC	est	un	facteur	important	dans	

l’obtention	d’iPSCs	et	dans	 leur	 capacité	de	 transmission	aux	 cellules	 germinales	dans	

les	 chimères.	Un	protocole	 a	 ensuite	 été	mis	 en	place	pour	 contrer	 ce	désavantage	 en	

utilisant	le	facteur	L-MYC	à	la	place	de	C-MYC	réduisant	ainsi	le	risque	tumoral	mais	pas	

le	niveau	d’efficacité	(Nakagawa	et	al.	2010).	

	

2-2-3/Risques	de	modifications	génétiques	et	épigénétiques	

Comme	 décrit	 précédemment,	 la	 reprogrammation	 semble	 pouvoir	 entrainer	 des	

modifications	épigénétiques	qui	risquent	d’altérer	le	phénotype	des	cellules	étudiées.	De	

plus,	 des	 mutations	 telles	 que	 des	 CNVs	 peuvent	 avoir	 lieu	 au	 cours	 de	 la	

reprogrammation	 et	 après	 des	 repiquages	 des	 cellules	 en	 sous-cultures	 (passages)	

(Kang	et	al.	2015).	

	

2-2-4/Faible	taux	d’efficacité	et	durée	importante	

Le	taux	d’obtention	de	cellules	iPSCs	par	expérimentation	est	assez	faible.	Moins	de	1%	

des	fibroblastes	mis	en	présence	des	facteurs	OSKM	deviennent	des	iPSCs	(Tanabe	et	al.		

2014).	 D’autres	 études	 (Wernig	 et	 al.	 2007)	 ont	 à	 leur	 tour	 obtenu	 des	 iPSCs	 et	 ont	

réussi	 à	 augmenter	 la	 pluripotence	 de	 ces	 cellules.	 Un	 autre	 aspect	 négatif	 de	 cette	

technique	est	la	durée	nécessaire	à	l’obtention	d’iPSCs	qui	est	de	plusieurs	mois	à	partir	

du	moment	où	les	cellules	somatiques	donneuses	sont	accessibles.	

	

2-3/Processus	de	reprogrammation	

	Ce	processus	est	un	mécanisme	complexe	et	sa	caractérisation	n’est	pas	complétement	
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éclairée.	 Cependant,	 de	 nombreuses	 études	 ont	 permis	 des	 avancées	 dans	 sa	

compréhension.	

Le	mécanisme	 de	 reprogrammation	 s’effectue	 à	 travers	 plusieurs	 évènements	 qui	 ont	

lieu	soit	de	façon	séquentielle	soit	en	parallèle.	Différentes	hypothèses	sur	le	mécanisme	

de	 reprogrammation	 ont	 été	 émises	 mais	 plusieurs	 ont	 été	 contredites.	 L’hypothèse	

finale	serait	que	ce	processus	se	déroule	en	deux	étapes	:	tout	d’abord	stochastique	puis	

déterministe,	 expliquant	 ainsi	 le	 faible	 nombre	 de	 cellules	 reprogrammées	:	 beaucoup	

de	 cellules	 démarrent	 le	 processus	 de	 reprogrammation	 mais	 peu	 le	 terminent.	 Par	

exemple,	 il	a	été	démontré	que	 le	processus	de	reprogrammation	était	 initié	dans	plus	

de	 20%	 des	 fibroblastes	 humains	 (Tanabe	 et	 al.	 2013).	 En	 effet,	 7	 jours	 après	 la	

transduction	par	OSKM,	20%	des	cellules	expriment	TRA-1-60	(qui	est	un	marqueur	de	

surface	spécifique	aux	cellules	souches	pluripotentes	humaines).	Quinze	 jours	après	 la	

transduction,	 un	 certain	 nombre	 de	 cellules	 perdent	 cette	 expression	 de	 TRA-1-60	

(montrant	ainsi	que	l’événement	limitant	est	plutôt	la	maturation	que	l’initiation)	pour	

n’atteindre	au	final	qu’un	taux	de	1%	de	cellules	reprogrammées	(Tanabe	et	al.	2014).	

De	cette	façon	certains	événements	de	reprogrammation	vont	être	achevés,	d’autres	pas,	

et	ainsi	des	iPSCs	seront	obtenues	à	différents	temps	de	façon	aléatoire.		

	

Durant	 les	 premières	 étapes	 de	 la	 reprogrammation,	 les	 facteurs	OSKM	 induisent	 des	

changements	 stochastiques	 dans	 l’expression	 des	 gènes	 (Buganim	 et	 al.	 2012).	

Seulement	 quelques	 cellules	 franchissent	 cette	 étape	 limitante.	 Les	 facteurs	 OSKM	

peuvent	 se	 lier	 à	 des	 régions	 de	 la	 chromatine	 non	 accessibles	 à	 d’autres	 et	 ainsi	

permettre	 l’expression	 ou	 la	 répression	 d’autres	 gènes	 (Soufi	 et	 al.	 2012).	 Dans	 un	

premier	 temps,	 les	 facteurs	 OSKM	 se	 fixe	 aux	 promoteurs	 et	 «	enhancers	»	 de	 gènes	

précoces	de	pluripotence	afin	d’induire	leur	expression.	Selon	l’étude	de	Soufi	et	al.,	C-
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MYC	 semble	 avoir	 un	 rôle	 important	 dans	 l’engagement	 des	 trois	 autres	 facteurs	 au	

niveau	de	la	chromatine.	Parvailleurs,	C-Myc	se	fixe	aux	promoteurs	et	«	enhancers	»	de	

gènes	de	détermination	somatique	afin	d’empêcher	 l’expression	de	ces	gènes	(Soufi	et	

al.	 2012;	 Sridharan	 et	 al.	 2009).	 Dans	 un	 second	 temps,	 de	 façon	 déterministe,	 ces	

facteurs	 se	 fixent	 à	 des	 gènes	 de	 pluripotence	 plus	 tardifs.	 Il	 semblerait	 donc	 que	 les	

facteurs	 OSKM	 entrainent	 tout	 d’abord	 la	 génération	 partielle	 de	 cellules	

reprogrammées	qui	 deviendront	 ensuite	des	 iPSCs	 à	part	 entière.	 Cependant,	 d’autres	

études	présentent	la	possibilité	d’une	étape	d’initiation	non	stochastique	(David	et	Polo	

2014)	exposant	la	difficulté	de	la	compréhension	de	ces	mécanismes.	

Une	autre	étude	(Hawkins	2014)	présente	un	processus	en	3	étapes	en	se	basant	sur	les	

travaux	 de	 plusieurs	 équipes	 (Tanabe	 et	 al.	 2013;	 Hanna	 et	 al.	 2009):	 initiation,	

maturation,	stabilisation.	Durant	la	phase	d’initiation	les	gènes	somatiques	sont	éteints	

par	méthylation,	 la	 prolifération	 cellulaire	 est	 augmentée,	 le	métabolisme	passe	d’une	

phosphorylation	 oxydative	 à	 une	 glycosylation,	 une	 réactivation	 de	 l’activité	 des	

télomérases	 ainsi	 qu’une	 transition	 de	 mésenchyme	 à	 épithélium	 (MET)	 ont	 lieu.	 La	

phase	 de	 maturation	correspond	 à	 l’étape	 limitante	 (Tanabe	 et	 al.	 2013)	 qui	 cause	

probablement	 la	 faible	 efficacité	 de	 reprogrammation.	 Durant	 cette	 phase	des	

changements	épigénétiques	permettant	l’expression	des	premiers	gènes	de	pluripotence	

se	 produisent.	 Plusieurs	 études	 ont	 suggéré	 que	 l’expression	 de	Nanog	 est	 nécessaire	

pour	le	passage	des	cellules	de	la	phase	de	maturation	à	celle	de	stabilisation	(Silva	et	al.	

2009).	 Seulement	 1%	 des	 cellules	 ayant	 initié	 le	 processus	 de	 reprogrammation	 vont	

atteindre	 le	 stade	 de	 stabilisation	 (Tanabe	 et	 al.	 2013).	 Cette	 phase	 nécessite	 une	

répression	des	transgènes.	Ainsi,	seules	les	cellules	qui	ont	activé	l’expression	endogène	

de	 gènes	 de	 pluripotence	 vont	 pouvoir	 maintenir	 leur	 capacité	 de	 pluripotence	 à	 ce	

stade.	L’expression	endogène	de	gènes	de	pluripotence	est	facilitée	par	la	déméthylation	
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de	 promoteurs	 de	 ces	 gènes,	 ce	 qui	 explique	 pourquoi	 les	 inhibiteurs	 de	 méthyl-

transférases	accélèrent	la	reprogrammation	en	iPSCs.	

	

2-4/Facteurs	et	voies	

Plusieurs	facteurs	et	voies	ont	un	rôle	important	dans	la	génération	d’iPSCs	telles	que	la	

modification	d’histones	et	la	méthylation	d’ADN.		

	

2-4-1/Modification	d’histones		

Les	 promoteurs	 des	 gènes	 dont	 l’expression	 augmente	 au	 stade	 précoce	 de	 la	

reprogrammation	 ont	 des	 marques	 d’histones	 actives	 (régulation	 positive	 de	 la	

transcription)	:	H3k4me3,	et	les	promoteurs	qui	sont	activés	à	des	stades	plus	tardifs	au	

cours	 de	 la	 reprogrammation	 sont	 porteurs	 de	 H3k4me3	 et	 H3K27me3	 (inactivation,	

rôle	inhibiteur	de	la	transcription)	ou	de	seulement	H3K27me3	(Polo	et	al.	2012).		

Au	 démarrage	 de	 la	 reprogrammation	 (48h	 après	 la	 transduction),	 OCT3/4,	 SOX2	 et	

KLF4	 se	 fixent	 à	 des	 promoteurs	 localisés	 au	 niveau	 de	 chromatine	 compactée.	 Les	

H3K4s	ne	sont	pas	méthylées	dans	ces	régions,	et	après	la	liaison	de	ces	facteurs,	cette	

hétérochromatine	 va	 s’ouvrir.	 En	 parallèle,	 c-MYC	 peut	 se	 fixer	 à	 des	 régions	 de	

chromatine	ouverte	qui	sont	modifiées	par	des	H3k4me1,2	ou	3	mais	ne	peut	se	 lier	à	

des	régions	fermées	de	lui	même,	pour	cela	il	nécessite	l’aide	des	3	autres	facteurs	OSK	

(Tanabe	 et	 al.	 2014).	 Ainsi	 les	 OSK	 sont	 les	 initiateurs	 ouvrant	 les	 barrières	

épigénétiques	et	augmentant	l’accessibilité	de	facteurs	de	transcription	impliqués	dans	

la	 reprogrammation.	 A	 noter	 que	 les	 facteurs	 OSKM	 ne	 peuvent	 se	 lier	 à	 des	 régions	

fermées	 de	 chromatine	 modifiée	 par	 H3K9me3	 dans	 les	 phases	 précoces	 de	 la	

reprogrammation	 (Soufi	 et	 al.	 2012).	 L’efficacité	 de	 reprogrammation	 peut	 être	
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augmentée	en	agissant	sur	les	modifications	d’histones.	

	

2-4-2/	Méthylation	de	l’ADN		

Les	 promoteurs	 de	 plusieurs	 gènes	 marqueurs	 des	 cellules	 ES	 (tels	 que	 Nanog	 et	

Oct3/4)	 sont	 déméthylés	 au	 cours	 de	 la	 reprogrammation	 (Takahashi	 et	 Yamanaka	

2006;	 Takahashi	 et	 al.	 2007).	 Des	 changements	 de	 méthylation	 adéquats	 sont	

importants	 pour	 permettre	 une	 totale	 reprogrammation.	 Dans	 les	 cas	 de	 cellules	 qui	

sont	 partiellement	 reprogrammées,	 les	 changements	 de	 méthylation	 d’ADN	 sont	

insuffisants	 aux	 loci	 de	 gènes	 associés	 aux	 cellules	 ES	 (tel	 que	 Nanog	 et	 Oct3/4)	

(Mikkelsen	 et	 al.	 2008),	 ainsi	 un	 traitement	 par	 un	 inhibiteur	 de	 méthyl-transferase	

(réduisant	donc	 la	méthylation	de	 l’ADN)	augmente	 l’efficacité	de	 la	 reprogrammation	

en	 induisant	 la	 maturation	 de	 cellules	 partiellement	 reprogrammées	 afin	 qu’elles	

deviennent	des	iPSCs	entièrement	reprogrammées	(Mikkelsen	et	al.	2008).		

	

2-5/Facteurs	augmentant	l’efficacité	de	reprogrammation		

Plusieurs	 types	 de	 facteurs	 peuvent	 augmenter	 l’efficacité	 de	 reprogrammation	:	 des	

gènes	associés	à	la	pluripotence	tels	que	UTF1	ou	SALL4,	des	gènes	régulateurs	du	cycle	

cellulaire	 telle	 que	 Cyclin	 D	 (promouvant	 ainsi	 les	 capacités	 de	 renouvellement	

cellulaire),	ainsi	que	des	modificateurs	épigénétiques	tel	que	SUV39H1	qui	vont	pouvoir	

influencer	l’expression	de	facteurs	de	pluripotence	(Onder	et	al.	2012;	Zhao	et	al.	2008;	

Takahashi	et	Yamanaka	2016).	L’inhibition	d’acteurs	de	la	méthylation	de	l’ADN	tels	que	

Mbd3	 permet	 d’augmenter	 le	 taux	 de	 reprogrammation	 (Rais	 et	 al.	 2013).	 D’autres	

protéines	 telles	 que	 Lin28	 et	 Lin	 41	 (Worringer	 et	 al.	 2014,	 7;	 Tanabe	 et	 al.	 2013)	

agissant	 sur	 les	 micro-RNAs,	 jouent	 un	 rôle	 dans	 la	 pluripotence	 de	 cellules,	 et	 leur	
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régulation	peut	influencer	les	succès	de	reprogrammation.	De	plus,	la	reprogrammation	

cellulaire	 s’effectue	 aussi	 avec	 des	 changements	 de	 l’expression	 de	 micro	 ARNs	

(miRNAs)	 qui	 sont	 des	 petits	 ARNs	 non	 codant	 se	 fixant	 à	 des	 séquences	

complémentaires	d’ARNm	et	induisant		une	dégradation	ou	un	«	silencing	»	de	cet	ARNm	

(Wang	et	al.	2013).	Certains	miRNAs	permettent	d’augmenter	et	de	réduire	 l’efficacité	

de	reprogrammation	(Yang	et	al.	2011),	voire	aussi	de	générer,	seuls	et	sans	facteur,	des	

iPSCs	(Miyoshi	et	al.	2011).		

Un	 autre	 point	 important		 permettant	 une	 augmentation	 de	 l’efficacité	 de	 la	

reprogrammation	 est	 la	 stœchiométrie	 des	 facteurs	 de	 reprogrammation	 utilisés.	 Un	

deséquilibre	des	facteurs	limite	les	capacités	de	reprogrammation.	

	

2-6/Evolution	technique	

2-6-1/Vecteurs	

Dans	 un	 premier	 temps,	 les	 facteurs	 «	Yamanaka	»	 étaient	 introduits	 par	 des	 virus	

intégratifs.	Ce	mode	intégratif	entraine	des	risques	de	cassure,	d’activation	anormale	de	

gènes	 à	 proximité	 mais	 aussi	 de	 réactivation	 des	 gènes	 intégrés.	 Des	 méthodes	

alternatives	ont	permis	 l’introduction	de	ces	 facteurs	par	des	vecteurs	non	 intégratifs:	

des	plasmides	(Okita	et	al.	2008),	des	adénovirus	(Stadtfeld	et	al.	2008),	le	virus	Sendai	

(Fusaki	et	al.	2009),	mais	aussi	des	transposons	de	type	PiggyBac	(Woltjen	et	al.	2009),	

des	ARNm	 (Warren	 et	 al.	 2010),	 des	protéines	perméables	 à	 la	membrane	 (Kim	et	 al.	

2009)	 et	 des	 petits	 composés	 moléculaires	 (Hou	 et	 al.	 2013).	 Ainsi	 ces	 cellules	 ne	

présenteront	pas	de	danger	pour	des	applications	cliniques.		
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2-6-2/Cellules	somatiques	reprogrammées	

Les	 cellules	 initiales	 peuvent	 maintenant	 provenir	 de	 méthodes	 moins	 invasives	:	

cellules	épithéliales	du	rein	recueillies	dans	l’urine,	cellules	buccales,	cellules	du	cordon	

ombilical,	 kératinocytes	 des	 cheveux,	 pulpe	 de	 dent	 et	 sang	 périphérique.	 Les	 cellules	

ensuite	dérivées	auront	un	profil	d’expression	globalement	similaire	mais	peuvent	tout	

de	même	présenter	certaines	différences	(Chen	et	al.	2013).	

	

2-6-3/Cellules	somatiques	induites	

Ces	 iPSCs	peuvent	ensuite	être	différenciées	en	différents	 types	cellulaires	suivant	des	

protocoles	spécifiques		tels	que	en	neurones,	cardiomyocytes,	cellules	rénales	(De	Vos	et	

al.	2016).	

	

2-6-4/Reprogrammation	directe	

La	mise	en	place	de	ces	multiples	protocoles	a	été	suivie	du	développement	de	plusieurs	

méthodes	de	reprogrammation	directe	d’une	cellule	somatique	à	une	autre	:	fibroblastes	

en	cardiomyocytes	(Ieda	et	al.	2010),	fibroblastes	en	neurones	(Vierbuchen	et	al.	2010),	

fibroblastes	en	cellules	hépatocytaires	(Huang	et	al.	2011).		

	

2-7/Différenciation	en	cellules	neuronales	

Deux	principales	méthodes	en	2D	ont	été	développées	:	soit	un	passage	par	le	stade	EBs	

(«	Embryoid	Bodies	»),	soit	par	conversion	directe.	
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2-7-1/	«	Embryoid	Bodies	»	

L’induction	neuronale	des	cellules	souches	se	déroule	par	 la	 formation	de	EBs	avec	du	

FGF.	 Il	 y	 a	 ensuite	 une	 induction	 en	 rosettes	 neuronales	 (qui	 sont	 des	 organisations	

polarisées	 de	 cellules	 neuroépithéliales)	 par	 l’utilisation	 de	 combinaisons	 de			

morphogènes	 tels	 que	 Wnt,	 SHH,	 BMPs,	 RA	 et	 FGF	 (Lim	 et	 al.	 2015).	 Les	 cellules	

neuroépithéliales	 peuvent	 être	 différenciées	 en	 différents	 types	:	 neurones	

dopaminergiques	 avec	 par	 exemple	 les	 facteurs	 SHH	 et	 WNT8	 (Kriks	 et	 al.	 2011),	

motoneurones	de	 la	moelle	épinière	en	présence	d’acide	rétinoïque	et	de	SHH	(«Sonic	

hedge	 hog	»)	 (Li	 et	 al.	 2005),	 interneurones	 GABA	 (Liu	 et	 al.	 2013)	 et	 neurones	

corticaux	:	 Noggin,	 SB431542,	 FGF2,	 EGF	 et	 BDNF	 (Boissart	 et	 al.	 2013).	 Ce	 type	 de	

protocole	 donne	 la	 possibilité	 d’avoir	 une	 étape	 intermédiaire	 d’obtention	 de	

progéniteurs	neuronaux	 (NPCs)	ou	cellules	 souches	neuronales	 (NSCs)	qui	peuvent	 se	

renouveler.		

	

2-7-2/Conversion	directe		

	Des	 études	 ont	 réalisé	 une	 conversion	 neuronale	 à	 partir	 de	 cellules	 souches	

pluripotentes	humaines	avec	 l’expression	d’un	seul	 facteur	:	Neurogenin2,	NeuroD1	ou	

ASCLA	 (Zhang	 et	 al.	 2013;	 Chanda	 et	 al.	 2014).	 Les	 neurones	 ainsi	 obtenus	 forment	

rapidement	 des	 synapses	 deux	 semaines	 après	 l’induction	 neuronale,	 réduisant	

fortement	 la	durée	nécessaire	par	 rapport	aux	autres	protocoles.	De	plus,	 cela	permet	

d’obtenir	 une	 culture	 homogène	avec	 100%	de	 cellules	 corticales	 (Zhang	 et	 al.	 2013).	

Cependant,	un	point	négatif	est	à	déplorer	:	ces	protocoles	ne	présentent	pas	d’étape	à	

laquelle	 les	 cellules	 peuvent	 être	 amplifiées	 (permettant	 l’obtention	 d’un	 stock	 de	

cellules	 utilisables	 à	 un	 stade	 intermédiaire	 de	 différenciation),	 nécessitant	 un	 grand	
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nombre	initial	de	cellules	somatiques.		

	

2-8/Applications	

	

Des	recherches	sur	des	maladies	neurodégénératives	telles	que	la	maladie	de	Parkinson	

(neurones	dopaminergiques)	et	Alzheimer	(neurones	corticaux)	ainsi	que	des	maladies	

neurodévelopementales	telles	que	l’autisme	et	la	schizophrénie	ont	été	réalisées	(Yagi	et	

al.	2011;	Sánchez-Danés	et	al.	2012;	Brennand	et	al.	2011).	

	

2-8-1/Modélisation	de	maladies	(maladies	psychiatriques)	

Un	 des	 principaux	 intérêts	 de	 l’utilisation	 des	 iPSCs	 est	 de	 pouvoir	 travailler	 sur	 des	

cellules	 présentant	 des	 caractéristiques	 génétiques	 identiques	 à	 celles	 des	 cellules	

d’intérêt	 issues	 de	 patients.	 Ainsi,	 les	 cellules	 dérivées	 d’iPSCs	 vont	 permettre	 de	

modéliser	 des	 maladies	 in	 vitro.	 Nous	 nous	 intéressons	 ici	 plus	 particulièrement	 aux	

maladies	neuronales.	Différents	protocoles	ont	été	développés	permettant	d’obtenir	 le	

type	 cellulaire	 adéquat	 représentatif	 de	 la	 pathologie	 d’intérêt.	 Ceci	 dépend	 des	

spécificités	du	protocole	:	des	étapes,	du	milieu	de	culture,	de	 la	concentration	et	de	la	

nature	des	facteurs.	Plus	de	40	types	de	cellules	neuronales	peuvent	être	obtenues:	des	

neurones	 glutamatergiques,	 GABAergiques,	 dopaminergiques,	 des	motoneurones	mais	

aussi	des	astrocytes	et	des	oligodendrocytes	(Wen	et	al.	2016).	Cependant	il	est	à	noter	

qu’il	 n’est	 pas	 possible	 d’obtenir	 des	 cultures	 entièrement	 pures	 d’un	 type	 cellulaire	

(Wen	 et	 al.	 2016).	 Pour	 les	TSA,	 aucun	 sous-type	neuronal	 n’a	 été	 clairement	 associé,	

mais	les	neurones	corticaux	ont	leur	importance.	En	effet,	le	cortex	est	essentiel	dans	les	

fonctions	 cognitives,	 qui	 sont	 affectées	 chez	 les	patients,	mais	 aussi	par	 le	 fait	 que	 les	
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symptômes	 associés	 aux	 TSA	 peuvent	 correspondre	 à	 des	 défauts	 de	 connectivité	

corticale	et	de	migration	neuronale	au	niveau	du	cortex	cérébral	 (Just	et	al.	2006).	De	

grandes	avancées	ayant	eu	lieu	dans	la	différenciation	en	neurones	corticaux	tels	que	les	

neurones	 pyramidaux,	 qui	 représentent	 80%	 des	 neurones	 corticaux,	 et	 les	

interneurones	 corticaux,	 vont	 permettre	 une	 modélisation	 de	 maladies	 telles	 que	

l’autisme	et	la	schizophrénie.	

En	plus	du	 sous-type	neuronal,	 la	 couche	 corticale	 est	 à	prendre	en	 considération,	 les	

neurones	 de	 chaque	 couche	 ayant	 des	 fonctions	 différentes.	 Par	 exemple,	 ceux	 des	

couches	 II	 et	 III	 sont	 impliqués	dans	 la	majorité	des	projections	 intracorticales,	 tandis	

que	ceux	de	la	couche	VI	envoient	la	majorité	de	leurs	projections	au	niveau	du	thalamus	

(Espuny-Camacho	 et	 al.	 2013).	 La	 prise	 en	 compte	 des	 phases	 du	 développement	

cérébral	 et	 plus	 particulièrement	 cortical	 in	 vivo	 est	 un	 élément	 clef.	 La	 cinétique	

d’expression	 des	 marqueurs	 de	 différenciation	 et	 leur	 combinaison	 permettent	 de	

donner	une	identité	particulière	aux	cellules.		

Au	cours	de	ce	travail	de	thèse,	le	protocole	utilisé	a	été	celui	publié	dans	Boissart	et	al	

2013.	Les	 iPSCs	sont	 induites	par	 les	facteurs	«	Yamanaka	»	au	sein	de	vecteurs	viraux		

«	Sendaï	Virus	».	Les	cellules	souches	ainsi	obtenues	sont	mises	en	culture	en	présence	

du	facteur	FGF2	et	peuvent	être	amplifiées.	Au	bout	de	10	jours	de	culture,	des	rosettes	

neurales	sont	collectées	et	mises	en	culture	avec	les	facteurs	FGF,	EGF	et	BDNF.	A	cette	

étape-ci,	 une	 amplification	 des	 LCPs	 («	Late	 Cortical	 Progenitors	»)	 obtenus	 est	

effectuée.	Ces	cellules	progénitrices	sont	ensuite	différenciées	en	neurones	en	absence	

des	 facteurs	 de	 croissance.	 Les	 cellules	 ainsi	 obtenues	 présentent	 les	 caractéristiques	

(expression	 de	 marqueurs	 cellulaires)	 des	 neurones	 glutamatergiques	 corticaux	 des	

couches	II	à	IV.		L’observation	de	marqueurs	de	pluripotence	permet	lors	des	premières	

étapes	de	s’assurer	de	l’obtention	de	cellules	pluripotentes.	Lors	de	la	différenciation,	les	
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marqueurs	de	détermination	sont	observés	(Figure	21).	

	

	

	

	

Figure	21	:	Obtention	de	neurones	glutamatergiques	corticaux	des	couches	II	à	IV.	En	haut	:	
les	différentes	étapes	du	protocole	de	reprogrammation	et	différenciation	sont	représentées.	
En	bas	:	Les	cellules	obtenues	expriment	des	marqueurs	des	couches	corticales	II	à	IV.	Haut	
de	la	figure	:	Données	du	laboratoire	;	Bas	de	la	figure	:	données	publiées	dans	Boissart	et	al	
2013.	
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2-8-2/	Etudes	de	maladies	neuropsychiatriques	effectuées	à	partir	d’iPSCs	

Des	iPSCs	issues	de	cellules	de	patients	ont	pu	être	dérivées	dans	les	3	types	cellulaires	

majoritaires	 qui	 sont	 importants	 dans	 la	 balance	 E/I,	 aspect	 primordial	 dans	 le	

fonctionnement	 neuronale	 et	 probablement	 dans	 le	 développement	 de	 maladies	

neuropsychiatriques.	 Il	 s’agit	 de	 neurones	 excitateurs	 (Boissart	 et	 al.	 2013),	

interneurones	(Nicholas	et	al.	2013)	et	astrocytes	(Krencik	et	Zhang	2011).		

Dans	la	littérature	et	dans	le	cadre	des	travaux	de	thèse,	différentes	caractéristiques	de	

ces	cellules	ont	été	étudiées		par	différentes	approches	expérimentales	 	(Western-Blot,	

Immunocytochimie,	 Electrophysiologie):	 la	morphologie	 des	 neurones,	 l’expression	 de	

protéines	synaptiques	ainsi	que	des	analyses	fonctionnelles.	

	

-	 Schizophrénie	:	 Plusieurs	 études	 ont	 permis	 d’étudier	 des	 cellules	 neuronales	 issues	

d’iPSCs	de	patients	schizophrènes	(cas	sporadiques	et	mutations	identifiées).	Parmi	ces	

études,	 des	 iPSCs	 produites	 par	 des	 vecteurs	 épisomaux	 non	 intégratifs	 d’individus	

contrôles	 (membres	 non	 atteints	 de	 la	 familles	 et	 un	 individu	 contrôle	 extérieur	 à	 la	

famille)	 et	 de	 patients	 porteurs	 d’une	 mutation	 frame	 shift	 du	 gène	 DISC1	 ont	 été	

différenciées	 en	 neurones	 corticaux	 (Wen	 et	 al.	 2014).	 Les	 neurones	 de	 ces	

patients		présentent	 	des	défauts	dans	 la	 formation	de	synapses,	dans	 le	 relargage	des	

vésicules	 synaptiques,	 dans	 la	 fréquence	 des	 courants	 excitateurs	 spontanés,	 ainsi	

qu’une	 dérégulation	 de	 la	 transcription	 de	 gènes	 synaptiques	 et	 de	 l’expression	 de	

protéines	 en	 interaction	 avec	 DISC1.	 Pour	 confirmer	 les	 résultats	 de	 ces	 études,	 les	

auteurs	 ont	 généré	 des	 iPSCs	 isogéniques	 par	 la	 méthode	 TALEN	 («	Transcription	

activator-like	 effector	 nucleases	»)	 (Wen	 et	 al.	 2014).	 D’autres	 travaux	 ont	 étudié	 des	

neurones	 issus	 d’iPSCs	 chez	 des	 cas	 sporadiques	 de	 patients	 schizophrènes	 et	 ont	

montré	 une	 diminution	 du	 nombre	 et	 de	 la	 longueur	 des	 neurites,	 de	 la	 connectivité	
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neuronale,	 du	 nombre	 de	 synapses	 exprimant	 PSD95,	 ainsi	 qu’une	 altération	 de	

l’expression	de	gènes	et	du	métabolisme	oxydatif.	Ces	phénotypes	ont	pu	être	réversés	

par	 des	 traitements	 tels	 que	 la	 loxapine	 ou	 l’acide	 valproïque	 (Brennand	 et	 al.	 2011;	

Paulsen	et	al.	2012).		

	

-	Bipolarité	:	Des	neurones	et	des	NPCs	de	cas	sporadiques	ont	été	générés.	Ces	cellules	

présentent	 des	 défauts	 dans	 la	 signalisation	 calcique	 ainsi	 que	 dans	 l’expression	 de	

gènes	impliqués	dans	le	développement	et	dans	la	plasticité	neuronale	(Chen	et	al.	2014;	

Madison	et	al.	2015).	

	

-	 Syndrome	 de	 Rett	:	 Une	 étude	 a	 développé	 des	 neurones	 (glutamatergiques	 et	

GABAergiques)	 dérivés	 d’iPSCs	 de	 patients	 présentant	 une	mutation	 au	 sein	 du	 gène	

MECP2	 (Marchetto	 et	 al.	 2010).	 Les	 auteurs	 ont	 ainsi	 pu	 obtenir	 des	 cultures	

représentant	la	mosaïque	d’expression	de	MECP2	due	à	l’inactivation	aléatoire	d’un	des	

chromosomes	X.	Les	neurones	porteurs	de	la	mutation	présentent	une	diminution	de	la	

taille	 du	 corps	 cellulaire,	 une	 altération	 de	 la	 densité	 d’épines	 dendritiques	 et	 une	

diminution	 du	 nombre	 de	 synapses	 excitatrices	 (réduction	 du	 marquage	 V-Glut),	

suggérant	ainsi	un	défaut	synaptique.	Ces	résultats	sont	confirmés	par	d’autres	études	

(Cheung	 et	 al.	 2011;	Ananiev	 et	 al.	 2011).	 Il	 a	 aussi	 été	 observé	une	diminution	de	 la	

fréquence	 et	 de	 l’amplitude	 des	 courants	 synaptiques	 spontanés	 et	 des	 courants	

calciques.	Ces	résultats	corrèlent	avec	ceux	observés	à	partir	de	modèles	murins	et	de	

cerveaux	 post-mortem.	 Il	 a	 été	 possible	 de	 reverser	 le	 défaut	 de	 synapses	

glutamatergiques	 et	 l’expression	 de	 MeCP2	 avec	 un	 traitement	 à	 la	 gentamicine	 (un	

antibiotique	de	la	famille	des	aminoglycosides,	se	liant	à	une	sous-unité	ribosomique,	et	

réduisant	les	corrections	à	l’étape	de	la	traduction	:	un	autre	acide	aminé	est	positionné	
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à	la	place	du	codon	stop,	entrainant	tout	de	même	l’expression	de	la	forme	longue	de	la	

protéine	mutée)	 (Marchetto	 et	 al.	 2010).	 D’autres	 études	 utilisant	 des	 neurones	 issus	

d’iPSC	 de	 patients	 Rett	 ont	 trouvé	 le	même	 type	 de	 résultat	 au	 niveau	 de	 la	 taille	 du	

corps	 cellulaire	 (Kim	 et	 al.	 2011;	 Cheung	 et	 al.	 2011).	Une	de	 ces	 études	 a	 utilisé	 des	

contrôles	 isogéniques:	 les	 neurones	 au	 sein	 de	 leurs	 cultures		 dont	 le	 chromosome	 X	

portant	 la	 mutation	 est	 inactivé.	 Cependant,	 en	 fonction	 des	 études,	 l’inactivation	 du	

chromosome	X	est	soit	aléatoire	(Marchetto	et	al.	2010),	soit	non-aléatoire	(Cheung	et	al.	

2011).	

Une	 mutation	 au	 sein	 du	 gène	 CDKL5	 entraine	 un	 syndrome	 de	 Rett	 atypique.	 Des	

neurones	issus	d’iPSCs	de	patients	porteurs	de	cette	mutation	présentent	des	altérations	

des	épines	dendritiques	identiques	à	celles	observées	dans	le	modèle	murin	(Ricciardi	et	

al.	 2012).	 Une	 diminution	 de	 l’expression	 de	 CDKL5	 induit	 des	 défauts	 de	 formation	

d’épines	dendritiques,	de	la	quantité	de	VGlut1	et	une	augmentation	du	nombre	d’épines	

dendritiques	de	morphologie	de	filopodes.	

	

- Syndrome	de	l’X-fragile	(FSX):	Les	différentes	études	de	ce	syndrome	via	des	neurones	

issus	 d’iPSCs	 ont	 démontré	 des	 altérations	 des	 neurites,	 de	 l’expression	de	PSD95,	 de	

l’activité	 calcique	 et	 de	 la	 réponse	 au	 glutamate	 (Doers	 et	 al.	 2014;	 Liu	 et	 al.	 2012;	

Sheridan	 et	 al.	 2011).	 Un	 point	 intéressant	 à	 noter	 est	 que	 les	modèles	murins	 et	 les	

études	à	partir	de	cerveaux	humains	post	mortem,	avaient	démontré	une	augmentation	

de	 la	densité	des	épines	 (Irwin	et	al.	2001;	Comery	et	al.	1997)	alors	que	 les	modèles	

iPSCs	montrent	des	épines	moins	nombreuses	et	plus	courtes	(Sheridan	et	al.	2011).	Il	

est	 possible	 que	 in	 vivo,	 un	 mécanisme	 compensatoire	 soit	 mis	 en	 place.	 Une	 autre	

explication	serait	que	cette	différence	soit	due	à	la	culture	en	2D.	
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-	Syndrome	de	Timothy	:	Des	NPCs	et	des	neurones	corticaux	issus	d’iPSCs	de	patients	

porteurs	d’une	mutation	au	 sein	du	gène	causal	 (CACNA1C)	présentent	des	défauts	de	

différentiation	 et	 de	 signalisation	 calcique.	 Les	 neurones	montrent	 une	 diminution	 de	

l’expression	 de	 la	 tyrosine	 hydroxylase	 et	 une	 augmentation	 de	 la	 dopamine	 et	 de	 la	

noradrénaline.	 Les	phénotypes	ont	pu	être	 reversés	par	un	 traitement	par	 inhibiteurs	

des	kinases	dépendantes	à	la	cycline	tel	que	la	Roscovitine,	ou	des	inhibiteurs	de	canaux	

de	type	L	(Paşca	et	al.	2011).	

	

-	 Syndrome	 de	 Phelan	 Mc-Dermid	:	 Des	 neurones	 corticaux	 dérivés	 d’iPSCs	 de	 deux	

patients	 porteurs	 d’une	 délétion	 22q13	 d’environ	 1Mb	 (couvrant	 SHANK3)	 ont	 été	

générés	(Shcheglovitov	et	al.	2013).	Seulement	15%	de	leurs	neurones	exprimaient	des	

marqueurs	 corticaux	 et	 2	 à	 5%	 les	 différentes	 protéines	 SHANK.	 Pour	 minimiser	

l’hétérogénéité	des	cultures,	les	cellules	ont	été	marquées	avec	CAMKIIα-GFP,	marqueur	

spécifique	des	neurones	avancés	dans	 la	maturation.	Cependant,	 cette	équipe	obtenait	

des	 cultures	 de	 patients	 et	 d’individus	 contrôles	 présentant	 une	 densité	 neuronale	

différente,	 ce	 qui	 risquait	 d’influencer	 leurs	 résultats	 obtenus.	 Pour	 contrôler	 les	

différences	de	densité	 cellulaire	 (ainsi	que	 les	variables	de	 conditions	de	 culture),	des	

co-cultures	de	cellules	contrôles	et	de	cellules	de	patients	(infectés	avec	CAMKIIα-GFP	

ou	CAMKIIα-mKate2)	ont	été	effectuées	afin	d’avoir	des	conditions	 les	plus	 identiques	

possibles.		Les	neurones	de	patients	présentent	une	diminution	du	nombre	de	synapses,	

de	 la	 fréquence	 et	 de	 l’amplitude	 des	 mEPSCs	 excitateurs,	 et	 plus	 précisément	 une	

diminution	des	courants	AMPA	et	NMDA	due	à	une	diminution	du	nombre	de	AMPARs	et	

NMDARs,	 montrant	 ainsi	 des	 défauts	 dans	 la	 transmission	 synaptique	 excitatrice.	 De	

plus,	une	diminution	des	niveaux	d’ARNm	et	de	la	protéine	SHANK	(non	tronquée)	a	été	

observée.	 Une	 expression	 exogène	 de	 SHANK3	 permet	 de	 reverser	 le	 phénotype	
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démontrant	ainsi	le	rôle	de	ce	gène	dans	les	anomalies	de	ces	neurones.	Un	traitement	à	

l’IGF1	 induit	 le	même	effet	 (Shcheglovitov	et	al.	2013).	Un	autre	aspect	 intéressant	de	

cette	étude	a	été	de	montrer	la	présence	de	trois	populations	de	synapses	excitatrices	:	

1/	 exprimant	 SHANK3	uniquement,	 2/	 exprimant	 SHANK3	et	PSD95	ou	3/	 exprimant	

seulement	 PSD95.	 Le	 traitement	 à	 l’IGF1	 («	Insulin-like	 Growth	 Factor-1	»)	 induit	 une	

augmentation	 de	 l’expression	 de	 PSD95	 dans	 les	 synapses	 exprimant	 PSD95	 et	 induit	

également	une	diminution	de	l’expression	de	SHANK3.	

	

-	TSA	:	Des	neurones	d’un	patient	porteur	d’une	 translocation	de	novo	 du	gène	TRPC6	

(«	Transient	 Receptor	 Potential	 Canonical	 6	»)	 ont	 été	 générés	 (Griesi-Oliveira	 et	 al.	

2015).	Ce	gène	code	pour	un	canal	calcique	et	est	 impliqué	dans	 la	 formation	d’épines	

dendritiques	et	de	synapses.	Les	neurones	issus	de	patients	présentent	une	altération	du	

développement	 neuronal,	 une	 diminution	 de	 la	 longueur	 et	 de	 l’arborisation	 des	

neurites,	de	la	densité	de	marquages	VGLUT1	et	de	la	densité	des	épines	dendritiques	et	

des	synapses	ainsi	que	de	la	signalisation	calcique.	Ce	phénotype	a	pu	être	reversé	par	le	

traitement	à	l’IGF1	ou	à	l’hyperforine	(qui	est	un	activateur	des	canaux	TRPC6).	

Une	 autre	 étude	 a	 été	 réalisée	 sur	 des	 neurones	 corticaux	 glutamatergiques	 issus	 de	

hESCs	dont	le	génome	a	été	édité	induisant	une	mutation	dans	le	gène	NRXN1	(Pak	et	al.	

2015).	 Les	 neurones	 ainsi	 obtenus	 présentent	 des	 altérations	 dans	 le	 relargage	 de	

neurotransmetteurs	et	dans	l’expression	de	gènes	associés	à	l’adhésion	cellulaire	et	à	la	

différenciation	neuronale	ainsi		qu’une	diminution	de	la	différenciation	gliale.	

	

Une	 autre	 étude	 effectuée	 par	 nos	 collaborateurs	 d’I-Stem	 a	 permis	 la	 dérivation	 de	

neurones	corticaux	des	couches	 II	 à	 IV	à	partir	d’iPSCs	de	deux	patients	TSA	porteurs	

d’une	mutation	 SHANK3	de	novo	 et	 de	 deux	 individus	 contrôles	 (Boissart	 et	 al.	 2013;	
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Darville	et	al.	2016).	Ces	 individus	sont	 les	mêmes	que	ceux	que	nous	avons	étudié	au	

cours	de	mon	travail	de	thèse.	Les	neurones	de	ces	patients	présentent	une	diminution	

des	 branchements	 neuritiques	 visualisée	 à	 partir	 de	 technique	 à	 haut	 débit,	 de	

l’expression	de	SHANK3	au	niveau	post-synaptique	(analysée	par	 immunofluorescence	

sur	 microplaques)	 et	 de	 l’intensité	 et	 de	 la	 fréquence	 des	 oscillations	 calciques	

spontanées	 (mesurées	 sur	 des	 champs	 entiers	 de	 cellules).	 Dans	 cette	 étude	 des	

molécules	 ont	 été	 testées,	 22	 ont	 permis	 une	 augmentation	 des	 quantités	 d’ARNm	

SHANK3	 dans	 les	 cellules	 contrôles,	 et	 6	 ont	 été	 sélectionnées	 pour	 des	 tests	 plus	

approfondis.	Trois	d’entre	elles	induisent	une	augmentation	de	la	quantité	de	protéines	

SHANK3	et	du	nombre	de	synapses	colocalisant	SHANK3	et	PSD95.	Enfin	deux	d’entre	

elles,	le	lithium	et	l’acide	valproïque,	augmentent	le	nombre	de	colocalisations	de	PSD95	

et	 de	 Synapsine	 et	 donc	 de	 contacts	 pré-	 et	 post-synaptiques	 et	 induisent	 une	

surexpression	 (ARN)	 d’un	 certain	 nombre	 de	 gènes	 dont	 des	 gènes	 synaptiques.	 	 Ces	

deux	molécules	 augmentent	 aussi	 la	 fréquence	 et	 l’intensité	 des	 oscillations	 calciques	

spontanées,	 effet	 qui	 est	 diminué	 voire	 éteint	 en	 présence	 de	 shRNA	 dirigés	 contre	

SHANK3,	 montrant	 ainsi	 que	 l’effet	 des	 ces	 molécules	 est	 fonction	 de	 la	 protéine	

SHANK3.	 Ces	 molécules	 ont	 ensuite	 été	 testées	 sur	 les	 neurones	 des	 patients	 et	 ont	

induit	 un	 faible	 effet	 sur	 l’arborisation	 neuritique,	 mais	 augmente	 significativement	

l’expression	de	SHANK3	aux	épines	dendritiques	ainsi	que	la	fréquence	et	l’intensité	des	

oscillations	calciques	(Darville	et	al.	2016).		

	

En	 résumé,	 les	 études	 sur	 des	 neurones	 issus	 d’iPSCs	 de	 patients	 TSA	montrent	 une	

diminution	de	la	connectivité	synaptique	avec	un	plus	faible	nombre	de	synapses	et	des	

synapses	plus	immatures	et	moins	fonctionnelles.		Ces	résultats	peuvent	aussi	dépendre	

de	la	résolution	des	approches	employées	et	des	populations	cellulaires	globales	testées.	
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Une	 autre	 étude	 (Yi	 et	 al.	 2016),	 par	 une	 technique	 de	 recombinaison	 homologue,	 a	

généré	des	neurones	 à	partir	 de	hES	 ayant	une	délétion	 conditionnelle	 (contrôlée	par	

l’expression	d’une	Cre-recombinase	active	ou	inactive)	homozygote	ou	hétérozygote	de	

l’exon	13	de	SHANK3.	Cette	mutation	permet	ainsi	d’éliminer	la	majorité	des	isoformes.	

De	cette	façon	sont	obtenus	des	mutants	et	des	contrôles	issus	des	mêmes	clones	d’ES.	

Ces	neurones	porteurs	de	 la	mutation	présentent	une	diminution	de	 la	 longueur	et	du	

nombre	de	branchements	des	neurites,	 des	EPSCs	 et	 de	 l’amplitude	des	mEPSCs	 ainsi	

qu’une	augmentation	de	la	résistance	des	courants	mesurés	par	la	technique	de	patch-

clamp.	 Cette	 dernière	 caractéristique	 dépend	 en	 partie	 des	 canaux	 ioniques.	 Il	 a	 été	

montré	 que	 les	 canaux	 K+,	 Na+	 et	 que	 les	 récepteurs	 glutamatergiques	 ionotropiques	

n’avaient	pas	de	rôle	à	ce	niveau	mais	que	la	perte	de	SHANK3	induisait	sélectivement	et	

sévèrement	 des	 défauts	 au	 niveau	 des	 courants	 Ih	 (courant	 activé	 par	 une	

hyperpolarisation).	Ces	courants	sont	médiés	par	les	canaux	HCN	(«	Hyperpolarization-

activated	 cycloc	 nucleotide-gated	 channel	»)	 et	 contrôlent	 l’excitabilité	 neuronale,	 le	

potentiel	 de	 membrane	 au	 repos	 et	 l’oscillation	 rythmique	 des	 neurones	 (Benarroch	

2013).	De	plus,	cette	étude	a	montré	que	SHANK3	se	lie	directement	aux	protéines	HCN	

et	 que	 la	 perte	 de	 SHANK3	 induisait	 une	 diminution	 de	 la	 quantité	 de	 protéines	HCN	

agissant	ainsi	sur	les	courants	Ih.	Enfin,	en	inhibant	les	canaux	Ih,	une	diminution	de	la	

croissance	neuritique,	du	nombre	de	protusions	primaires,	de	 la	densité	synaptique	et	

de	branchements	dendritiques	est	observée,	corrélant	avec	les	phénotypes	observés	en	

cas	de	mutations	SHANK3.	Il	semblerait	que	les	défauts	fonctionnels	de	la	synapse	soient	

un	résultat	indirect	d’un	trouble	de	ces	Ih	causés	par	les	mutations	SHANK3.	
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Troubles Mutation Phénotype Traitement Références

TSA TRPC6 îLongueur	et	arborisation	des	neurites IGF1	ou	Hyperforine Griesi-Oliveira	et	al.2015

îvGlut1

îDensité	des	épines

îDensité	synaptique

îSignalisation	calcique

SHANK3 îBranchements	neuritiques

Lithium	ou	Acide	

Valproïque Darville	et	al.2016

îIntensité	et	fréquence	des	courants	

calciques

Phelan-McDermid

Délétion	

22q13 îDensité	synaptique IGF1 Shcheglovitov	et	al.	2013

îFréquence	et	amplitude	des	mEPSCs

îCourants	AMPAR	et	NMDAR

îAMPAR	et	NMDAR

Syndrome	de	Rett MECP2 îTaille	du	corps	cellulaire Gentamicine Marchetto	et	al.	2010

îDensité	des	épines

îNombre	synapses	excitatrices

îFréquence	et	amplitude	des	courants	

synaptiques	spontanés	et	des	courants	

calciques

CDKL5 îDensité	des	épines Ricciardi	et	al.2012

îvGlut1

ìProportion	filopodes

Syndrome	de	l'X-

fragile FMR1 îCroissance	neuritique Liu	et	al.	2012

îExpression	de	PSD95

îFréquence	et	amplitude	des	courants	

calciques

Syndrome	de	

Timothy CACNA1C ìAmplitude	des	courants	calciques

Roscovitine	ou	

inhibiteurs	de	

canaux	de	type	L Pasca	et	al.	2012

Défauts	de	différentiation

	

	

En	 conclusion,	 le	modèle	 des	 iPSCs	 est	 utile	 car	 il	 permet	 d’obtenir	 des	 centaines	 de	

clones	 d’iPSCs	 qui	 ont	 la	 capacité	 de	 s’auto-renouveler	 et	 qui	 présentent	 un	 génome	

identique	à	celui	de	l’individu	donneur.	Ces	cellules	vont	ensuite	pouvoir	se	différencier	

en	un	type	cellulaire	d’intérêt	pour	la	maladie	étudiée.		

	

2-8-3/Tests	de	molécules/médicaments	

Le	 modèle	 des	 iPSCS	 permet	 donc	 à	 la	 fois	 d’étudier	 à	 quel	 niveau	 se	 situe	 le	

dysfonctionnement	 cellulaire	 induisant	 une	maladie,	 mais	 aussi	 permet	 de	 tester	 des	

Table	4:	Modèles	iPSCs	de	formes	de	TSA.		
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composés	chimiques	pour	réverser	le	phénotype	étudié.	Plusieurs	études	ont	permis	de	

détecter	 des	 molécules	 pouvant	 réduire	 les	 défauts	 cellulaires	 associés	 à	 certaines	

maladies,	 par	 exemple	 IGF1	 pour	 le	 syndrome	 de	 Rett	 (Marchetto	 et	 al.	 2010)	

et		l’isoxazole	pour	la	maladie	de	Parkinson	(Ryan	et	al.	2013).	

	

2-8-4/Médecine	régénérative	

Les	cellules	dérivées	d’iPSCs	pourraient	aussi	permettre	une	thérapie	cellulaire.	La	mise	

en	place	de	contrôle	de	qualité	permet	d’ouvrir	 les	portes	à	des	applications	cliniques.	

Des	essais	cliniques	sur	l’homme	ont	été	initiés,	en	particulier	par	l’utilisation	de	cellules	

épithéliales	pigmentaires	issues	d’iPSCs	dans	le	but	de	soigner	la	dégénérescence	de	la	

macula.	

L’avantage	 étant	que	 ces	 cellules	 seraient	HLA	 compatibles	 et	ne	nécessiteraient	donc	

pas	de	traitements	immunosuppresseurs.	Certains	points	sont	encore	à	améliorer.	Tout	

d’abord	il	est	difficile	de	différencier	des	cellules	issues	d’iPSCs	à	des	stades	plus	avancés	

que	 le	 stade	 foetal.	 De	 plus,	 il	 n’est	 pas	 assuré	 que	 ces	 cellules	 survivent	 in	 vivo,	 ni	

qu’elles	 s’intègrent	 à	 l’organe	 cible	 de	 façon	 à	 rétablir	 son	 bon	 fonctionnement.	

Cependant	certaines	études	ont	démontré	un	succès	à	travers	des	modèles	murins	et	de	

primates	 (non	humains):	 des	 progéniteurs	 hématopoïétiques	 issus	 d’iPSCs	 ont	 permis	

de	traiter	des	souris	modèles	atteintes	d’une	anémie	génétique	causée	par	un	défaut	au	

niveau	du	gène	β-globine	(Hanna	et	al.	2007),	des	neurones	issus	d’iPSCs	ont	permis	de	

soigner	des	souris	atteintes	d’un	syndrome	similaire	à	celui	de	la	maladie	de	Parkinson	

(Wernig	et	al.	2008),	des	cellules	souches	pluripotentes	de	rat	ont	été	injectées	chez	des	

blastocytes	 de	 souris	 porteurs	 d’une	 mutation	 PDX1	 induisant	 une	 insuffisance	

pancréatique	et	ont	permis	 le	développement	d’un	pancréas	 fonctionnel	(Kobayashi	et	
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al.	 2010).	 En	 2014,	 	un	 essai	 clinique	 a	 été	 réalisé	 chez	 l’humain	 pour	 traiter	 la	

dégénérescence	maculaire	 liée	 à	 l’âge	 (AMD	 «	Age-related	macular	 degeneration	»)	 en	

utilisant	des	iPSCs	autologues	(Kamao	et	al.	2014).	

	

Les	 troubles	 neuropsychiatriques	 pourraient	 être	 dus	 à	 différentes	 altérations	:	

formation	 d’un	 complexe	 équilibré	 entre	 les	 cellules	 neuronales	 et	 les	 cellules	 gliales	

avec	un	ratio	adéquat,	migration	des	cellules	aux	bonnes	localisations,	formation	d’une	

arborisation	dendritique	et	axonale	afin	de	permettre	une	communication	efficace	entre	

les	cellules,		et	la	mise	en	place	d’une	plasticité	suffisante	des	synapses	(Young-Pearse	et	

Morrow	2016).	
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OBJECTIFS	DE	LA	THESE	 	
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La	protéine	 SHANK3	est	 une	protéine	 essentielle	 dans	 la	mise	 en	place	de	 la	 PSD	des	

neurones	 glutamatergiques.	 Elle	 joue	 ainsi	 un	 rôle	 primordial	 dans	 la	 formation	 des	

épines	et	dans	le	fonctionnement	neuronal.	Des	analyses	génétiques	au	laboratoire	ont	

détecté	des	mutations	au	 sein	du	gène	SHANK3	 chez	des	patients	atteints	de	TSA.	Ces	

mutations	présentent	une	prévalence	élevée	en	regard	des	autres	gènes	impliqués	dans	

les	TSA	ainsi	qu’une	forte	pénétrance.	

Au	 cours	 de	 ce	 travail	 de	 thèse	 nous	 avons	 voulu	 étudier	 les	 impacts	 de	 mutations	

SHANK3	 sur	 un	 modèle	 de	 neurones	 glutamatergiques	 dérivés	 d’iPSCs	 de	 patients	

porteurs	de	ce	type	de	mutation.	

	

Notre	 premier	 objectif	 fut	 d’étudier	 les	 conséquences	 de	 ces	 mutations	 au	 niveau	

synaptique.	 Pour	 cela,	 nous	 nous	 sommes	 intéressés	 aux	 caractéristiques	 des	 épines	

dendritiques	(densité,	morphologie).		

	

Notre	 second	 objectif	 a	 consisté	 en	 l’analyse	 des	 effets	 de	 ces	mutations	 sur	 l’activité	

neuronale.	 Pour	 cela,	 nous	 avons	 réalisé	 des	 expérimentations	 d’imagerie	 calcique	 et	

d’électrophysiologie.	 	
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RESUME	
	
	
	
	
Des	mutations	au	sein	du	gène	SHANK3	sont	associées	au	développement	de	TSA.	Elles	

ont	été	détectées	 chez	environ	0,6%	des	patients	atteints	TSA	et	 chez	plus	de	2%	des	

patients	 atteints	 de	 TSA	 et	 présentant	 un	 retard	 mental	 (Leblond	 et	 al.	 2014).	 Ces	

mutations	présentent	une	forte	pénétrance.	Notre	laboratoire	a	démontré	que	SHANK3	

contribue	 aux	 TSA	 selon	 un	 modèle	 de	 gène	 causal.	 Des	 travaux	 réalisés	 à	 partir	 de	

modèles	 murins	 ont	 démontré	 qu’un	 déficit	 au	 niveau	 du	 gène	 Shank3	 induisait	

principalement	des	troubles	des	interactions	ainsi	que	des	défauts	dans	la	formation	et	

la	 fonctionnalité	des	épines	et	synapses.	Ceci	n’est	pas	étonnant	puisque	SHANK3	joue	

un	 rôle	 crucial	dans	 l’élaboration	et	 le	maintien	de	 la	PSD.	 Ses	multiples	domaines	 lui	

permettent	 d’interagir	 directement	 et	 indirectement	 avec	 de	 nombreuses	 protéines	

synaptiques.	 Cependant,	 de	 part	 certaines	 différences	 entre	 le	 cerveau	 humain	 et	 le	

cerveau	 murin,	 des	 résultats	 obtenus	 sur	 des	 souris	 ne	 peuvent	 être	 directement	

corrélés	avec	la	situation	observée	dans	le	cerveau	de	patients.	Au	cours	de	ce	projet	de	

thèse	 nous	 avons	 voulu	 nous	 affranchir	 de	 cet	 aspect	 en	 travaillant	 sur	 des	 neurones	

humains.	Ceci	nous	a	été	permis	grâce	au	développement	de	 techniques	permettant	 la	

reprogrammation	de	cellules	somatiques	en	cellules	souches	pluripotentes	ainsi	que	des	

protocoles	de	différenciation	en	cellules	neuronales.	Nous	avons	obtenu	des	fibroblastes	

de	quatre	patients	présentant	chacun	une	mutation	tronquante	de	novo	située	au	niveau	

de	l’exon	21	de	SHANK3.	Ces	fibroblastes	ont	ensuite	été	reprogrammés	en	iPSCs	par	nos	

collaborateurs	 de	 l’institut	 I-Stem	 puis	 dérivés	 en	 cellules	 souches	 neuronales	 (NSCs)	

que	 nous	 avons	 différenciées	 au	 sein	 de	 notre	 laboratoire	 en	 neurones	 corticaux	
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glutamatergiques	 des	 couches	 II	 à	 IV	 selon	 un	 protocole	 publié	 par	 notre	 équipe	

collaboratrice	(Boissart	et	al.	2013)	

Au	cours	de	ce	travail,	plusieurs	aspects	nous	ont	intéressés.	Tout	d’abord,	nous	avons	

étudié	 les	 épines	 dendritiques	 de	 ces	 neurones.	 Pour	 nous	 permettre	 d’effectuer	 cela,	

nous	avons	développé	un	protocole	d’analyse	quantitative	en	3D	(Article	1).	

Ce	 protocole	 nous	 a	 permis	 de	 caractériser	 en	 trois	 dimensions	 la	 morphologie	 des	

épines	 dendritiques	 des	 neurones	 pyramidaux	 obtenus	 selon	 notre	 méthode	 de	

différentiation,	 puis	 de	 comparer	 les	 neurones	 d’individus	 contrôles	 et	 de	 patients	

(Article	2,	soumission	prévue	en	2016).	Les	résultats	ont	démontré	une	diminution	de	la	

densité	des	épines	ainsi	que	leur	volume	chez	les	patients	atteints	de	TSA	et	mutés	dans	

le	 gène	 SHANK3.	 De	 façon	 intéressante,	 nous	 avons	 aussi	 visualisé	 des	 différences	 de	

maturation	morphologique	de	ces	épines.	Ces	caractéristiques	ne	sont	pas	étudiées	dans	

la	littérature.		

Ceci	nous	a	ensuite	amené	à	nous	intéresser	à	la	fonctionnalité	de	ces	neurones	par	des	

expérimentations	de	mesures	d’oscillations	calcique	par	imagerie.	Pour	cela	nous	avons	

élaboré	 une	 méthode	 d’analyse	 au	 cours	 de	 laquelle	 nous	 excluons	 l’activité	 des	

astrocytes	 et	 ne	 prenons	 pas	 en	 compte	 les	 amas	 cellulaires	 (Article	 2,	 soumission	

prévue	 en	 2016).	 Les	 algorithmes	 développés	 (Coll.	 Anne	 Danckaert)	 permettent	 une	

quantification	de	meilleure	 résolution.	Nous	 avons	 ainsi	pu	mesurer	 l’activité	 calcique	

basale	des	neurones	dérivés	d’iPSCs,	qui	se	trouve	augmentée	chez	les	patients	atteints	

de	TSA.	Ces	résultats	sont	à	mettre	en	lien	avec	une	proportion	plus	importante	d’épines	

matures	chez	les	patients	porteurs	d’une	mutation	tronquante	au	sein	du	gène	SHANK3.	

En	d’autres	termes,	 les	synapses	sont	moins	nombreuses	mais	seraient	plus	actives	en	

présence	d’une	 seule	 copie	du	 gène	SHANK3.	 Ces	 résultats	 semblent	 ainsi	 exclure	une	
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compensation	 possible	 par	 d’autres	membres	 de	 la	 famille	 SHANK	 (SHANK1-2)	 aussi	

exprimés	dans	le	cortex	cérébral.		

L’ensemble	 de	 nos	 résultats	 démontre	 que	 des	 mutations	 tronquantes	 de	 SHANK3	

induisent	des	perturbations	de	la	mise	en	place	et	de	la	maturité	des	épines,	ainsi	que	de	

l’activité	neuronale.	
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Abstract

Dendritic spines are small protrusions that correspond to the post-synaptic compartments of excitatory synapses in the central nervous system.
They are distributed along the dendrites. Their morphology is largely dependent on neuronal activity, and they are dynamic. Dendritic spines
express glutamatergic receptors (AMPA and NMDA receptors) on their surface and at the levels of postsynaptic densities. Each spine allows
the neuron to control its state and local activity independently. Spine morphologies have been extensively studied in glutamatergic pyramidal
cells of the brain cortex, using both in vivo approaches and neuronal cultures obtained from rodent tissues. Neuropathological conditions can
be associated to altered spine induction and maturation, as shown in rodent cultured neurons and one-dimensional quantitative analysis 1. The
present study describes a protocol for the 3D quantitative analysis of spine morphologies using human cortical neurons derived from neural stem
cells (late cortical progenitors). These cells were initially obtained from induced pluripotent stem cells. This protocol allows the analysis of spine
morphologies at different culture periods, and with possible comparison between induced pluripotent stem cells obtained from control individuals
with those obtained from patients with psychiatric diseases.

Video Link

The video component of this article can be found at http://www.jove.com/video/53197/

Introduction

Dendritic spines of cortical pyramidal neurons are small and thin protrusions which are distributed along the basal and apical dendrites of these
neuronal subtypes in rodent, primate, and human brain. They are the sites of most excitatory synapses and display key functions in learning
and cognitive processes. The detailed structures of human dendritic spines have been technically studied by electron microscopy 2. However,
such approach is time-consuming and represents heavy workload. More recently, a three-dimensional (3D) reconstruction of the morphology of
dendritic spines has been reported in human brain cortex using specific software combined to large manual spine analysis3.

Green fluorescence protein (GFP) technology coupled to immunofluorescence represents an accurate tool for spine identification and shape
measurement by fluorescence microscopy. This approach can be easily applied to cultured neurons. However, no data have been reported on
the analysis of spine maturation and morphology on human neurons derived from induced pluripotent stem cells (iPSC).

The objective of this study was to describe a protocol, which allows dendritic spine imaging from cultured human neurons in vitro. GFP labeling,
confocal microscopy and 3D analysis with the Filament Tracer module of Imaris software were used in the present protocol. Culture steps that
are necessary to obtain cortical glutamatergic neurons of layers II to IV from neural stem cells (NSC) are also briefly described here. The entire
protocol for human NSC production has already been published elsewhere 4.

Protocol

1. Neuronal Culture

Note: Fibroblast reprogramming in pluripotent stem cells, commitment to the dorsal telencephalon lineage, derivation, amplification, and banking
of late cortical progenitors (LCP) were described in Boissart et al4. Neuronal differentiation of LCP-like cells was also performed according to
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Boissart et al4 with slight modifications. Other procedures have been developed for direct reprogramming of fibroblasts into induced pluripotent
stem cells followed by their differentiation into neurons. This protocol was retained since it allows the selective production of pyramidal
glutamatergic neurons.

1. Treat 6-well culture plates with glass coverslips with poly-ornithine (diluted to 1/6 in DPBS, stock concentration 0.01%) O/N, followed by three
washes in DPBS. Then add laminin (stock concentration 1 mg/ml, diluted 500 times in DPBS) for at least 10 hr under the flow hood.

2. Plate and dispatch NSC at low density (50,000 cells/cm2) in 6-well culture plates with glass coverslips in 3 ml of culture medium consisting of
DMEM/F12 (500 ml), 2 vials (5 ml each) of N2 supplement, 2 vials (10 ml each) of B27 supplement, 10 ml of Pen-Streptomycin (Penicillin =
10,000 units/ml and Streptomycin = 10,000 units/ml), 1 ml of 2-mercaptoethanol (Stock solution: 50 mM) and laminin (1/500), without growth
factors. CRITICAL STEP: Carry out this step carefully by adding cells with slow rotating movements in order to reduce cell clustering.

3. Remove the culture medium. Add fresh N2B27 medium containing 2 µg/ml of fresh laminin solution to keep the neuron attached on the glass
coverslips and avoid clumping. Change the medium every 3 days. Keep some of the remaining medium (200 µl) before adding fresh medium
in order to prevent the cell from drying. Alternatively, proceed rapidly and change the total volume (3 ml).

2. Lentiviral Transduction

Note: GFP lentiviral vectors were kindly provided by Dr. Uwe Maskos Laboratory at Institut Pasteur (Paris) and prepared according to the
published protocol 5. GFP expression is driven by the mouse phosphoglycerate kinase (PGK) promoter. For this study, viral titer was of 400 ng/µl
(stock solution in PBS 1x).

1. Transduce human iPSC-derived neurons at any step of maturation by viral particles by adding 1 µl of the stock solution containing 40 ng of
GFP lentiviral vector per culture well (6-well plates) and incubate for 48 hr in fresh culture medium. Note: For this protocol, the duration of
incubation allows a good labeling of spine structures.

3. Immunofluorescence

Note: In order to improve the labeling of the whole spine morphology, immunofluorescence labeling was performed using an anti-GFP antibody in
permeabilized conditions.

1. Remove culture medium and fix transduced cells on coverslips in 4% paraformaldehyde for 10 min at RT, then wash 3 times in 1x PBS (10
min each).

2. Immerge coverslips in PBS supplemented with 0.05% Triton (100x) and 10% horse serum for 1 hr at RT, then wash 3 times in 1x PBS.
3. Add 100 µl of 1x PBS supplemented with 4% horse serum and primary antibody (1/1,000) raised against GFP and diluted by a factor of 1,000

on each coverslip. Incubate in a dark box O/N at 4°C, then wash 3 times with 1x PBS.
4. Dilute Alexa Fluor 488-conjugated antibody (1/200) in PBS supplemented with 0.5% of Tween 20 and incubate for 1 hr at RT. Then wash 3

times in 1x PBS and mount coverslips on glass slides with mounting medium for fluorescence microscopy.

4. Dendritic Spine Imaging

1. Perform confocal Imaging through a confocal laser-scanning microscope.
2. Select healthy neurons with pyramidal morphology and a full dendritic arborization, and quantify at least 10 neurons per condition from

separate experiments. Quantify 60 - 100 µm per dendrite.
3. Acquire images using a 40X oil NA = 1.3 objective and a 488 nm laser line for GFP excitation, with a typical peak power at sample level

around 20 µW. Set pixel size around 80 nm to properly sample dendritic spines.
Note: The subsequent analysis call for an image in which the noise does not compromise the proper segmentation of dendrites and spines.
With the spatial sampling and power settings mentioned above, we observed that a pixel dwell-time of 3.15 µs is sufficient to collect enough
photons to build such an image. For dim samples, image quality can be improved by averaging 2 to 4 scans. The acquisition of several XY
tiles may be needed to cover the region of interest, which then must be stitched together before processing.

4. To sample the whole neuron volume, acquire a Z-stack, with a Z spacing ranging from 150 nm to 300 nm, yielding 20 to 30 Z slices.
Note: The lateral spatial resolution achieved with these settings is 234 nm and the axial resolution is 591 nm. The sampling chosen here is
adequate, but as the axial resolution is larger than the smallest size of the spines to be imaged, the analysis favors the spines that extend
laterally from the dendrites.
 

5. 3D Quantification of Dendritic Spines

Note: The following sections specifically describe the use of the Imaris software for analysis. Alternative implementations exist, including
NeuronStudio15 or Metamorph8, which can provide similar results.

Use the following key settings:

1. As a pre-processing stage, use Gaussian filtering through the image processing facilities offered by the software. Perform Gaussian filtering
via the Image Processing > Smoothing > Gaussian Filter. Set the filter width to be equal to the pixel size in XY.

2. Perform a Semi-automatic tracing of dendrites, using the Filament Tracer module of the software.
1. First, estimate the dendrite diameter, by using the distance tool in the Slice tab of the software. 
2. In the Surpass tab, click on the Filaments tool. For a better robustness, this protocol relies on semi-automated tracking; click on Skip

automatic creation. The module interface is now showing the Draw tab. Here, select AutoPath as a method, Dendrite as a type, and
input the estimated dendrite diameter.
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3. Use the Select mode of the pointer, turning the cursor into a box. Shift-right-click on the dendrite starting point. Note: the software
performs initial calculations.

4. Move the pointer along the dendrite. From the starting point (represented as a blue sphere), a yellow line representing the most likely
dendrite path is shown. Shift-left-click on the dendrite endpoint.

3. Perform the automated spines segmentation. Note: The spines on the traced dendrite are to be found automatically by the module interface. 
1. In the module interface, click on the Creation tab. In the Rebuild drop-list, pick Rebuild Dendrite Diameter and check the Keep

data box. Then click Rebuild.
2. Set the Threshold so that the segmented volume corresponds to the actual dendrite volume. As an Algorithm, select Shortest Distance

from Distance Map. Click the Next button.
3. Determine the smallest spine head diameter and the maximal length, again by using the distance tool in the Slice tab of the software,

then come back to the Surpass tab and enter the parameters. For this protocol, values around 200 - 300 nm for minimal diameter and
4 µm for maximal length are good starting points. Do not check the Allow Branch Spines box. Click the Next button.

4. Adjust the Seed Points Threshold so that the blue points representing spines localize to actual spine heads. Click the Next button.
Note: The core calculation is done now and can be lengthy.

4. Classify spines by going to the Tools tab of the module interface. Click on Classify Spines. In the prompted user interface, make sure that
there are four classes, defined by their morphology as follows: Stubby: length <1 µm; Mushroom: Length (spine) >3 and Max width (head)
>mean width (neck) x 2; Long thin: Mean width (head) ≥ Mean width (neck); Filopodia-like: Length ≤ 4 µm (no head).  
Note: The module interface generates four new Filament objects containing the results of the classification. 

5. Export Statistical data: on any of these four object interfaces, go to the Statistics tab. 
Click on the Export All Statistics to File button.
Note: Other statistical values can be exported for dendrites (e.g., length, area, mean diameter, branch depth, branching angle, volume, etc.),
and for spines (e.g., straightness, area of attachment, length and volume of distinct spine parts, spine diameter, densities, etc.)

Representative Results

The present study describes a standardized protocol for spine quantification of cultured dendrites of pyramidal neurons derived from iPSC. This
protocol allows the analysis of spine maturation on human neurons and its possible comparison with the maturation of spines in standard rodent
neuronal cultures as well as in in vivo animal models.

Figure 1A represents a scheme of the different steps of culture which allow the production of cortical pyramidal neurons. Such schematic
representation is provided in order to better understand the global time scaling of the production of pyramidal neurons endowed with different
categories of spines. Reprogrammation steps, however, are out of the scope of this study and have been described elsewhere 4. Healthy
neurons can be kept in culture up to 65 - 70 days. Figure 1B show the workflow of imaging and 3D quantification of spines.

Figure 2A illustrates the culture of human neurons labeled with an anti-beta III tubulin antibody. This figure also shows the tendency of cell
clustering. Figure 2B shows a GFP-labeled pyramidal neuron of the superficial cortical layers at 40 days post differentiation of late cortical
progenitors (LCP).

Figure 2C and Figure 3A illustrate 3D reconstruction of segments of dendritic spines at different stages of maturation. The quantitative analysis
of two selected parameters (spine densities and spine head volume) is represented in Figure 3B. Our results indicate that these two parameters
increase over the culture period as expected.
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Figure 1. (A) Overview of the timescale of neuronal differentiation. This schematic representation describes the three steps of neuronal
differentiation. The protocol is adapted from Boissart et al. 4. In step 1, human iPSC are derived in early cortical progenitors (i.e., early neuro-
epithelial cells from the dorsal telencephalon) followed by transformation to late cortical progenitors (LCP). LCP are then amplified for cell
banking in liquid nitrogen. In step 2, neural differentiation is achieved within two weeks. Step 3 corresponds to maintaining the neurons in culture
for longer periods, in order to follow spine growing and progressive maturation. Under the culture conditions, healthy neurons can be kept up to
65 - 70 days. (B) Workflow of the different steps for imaging and 3D quantification of spines. (IF: immunofluorescence). Please click here to view
a larger version of this figure.
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Figure 2. (A) Beta III tubulin positive cells revealed by Immunofluorescence using the same protocol as described, and a polyclonal anti-beta III
tubulin antibody used at a dilution of 1/1,000. (B) Primary and secondary dendritic ramification of a GFP-labeled pyramidal neuron cultured 40
days post LCP stage. In the inset, the same neuron is represented at a lower magnification with apparent cell body. (C) 3D reconstruction of two
categories of spines on a segment of a secondary dendrite. Scale bars: 250 µm (A), 100 µm (B), 40 µm (B inset), 1.5 µm (C). Please click here
to view a larger version of this figure.
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Figure 3. (A) 3D reconstruction of dendritic spines (blue color) with illustrated segments of secondary dendrites (grey color), at two different
culture stages (25 and 45 days post-differentiation from LCP). (B) Quantitative analysis of spine densities and morphologies with two selected
parameters such as spine density along dendrite and spine head volume and at two culture periods. Results are presented as mean ± SEM of at
least 10 distinct neuron segments obtained from secondary dendrites imaged by confocal microscopy. Statistical analysis was performed using a
Mann-Whitney test (* p<0.05). Please click here to view a larger version of this figure.

Discussion

The quantification of the morphological features of pyramidal neurons relied on the software. The Filament Tracer interface was used for
segmentation of neurons and spines, and the XT module was used for their analysis.

To analyze the accuracy of our technique, we first compared the measured morphologic parameters (length, area, and total spine volume when
applicable), with those published using rat mature pyramidal neurons in culture 6, 7 and human brain tissues 3. Densities were comparable in all
cases. No volume data were described in rat neurons (a 2D analysis was reported with the software used by the authors) whereas total spine
volume was slightly reduced as compared to our data, in the study of Benavides-Piccione 3 using their own protocol for volume reconstruction on
selected spines. Such differences could also be explained by the regional origin of cells and the fluorescent dye used for their labeling.

Some critical points should be underlined in our protocol, which mainly refer to threshold definitions for confocal quality of images and
subsequent quantifications. The coupling of the transduction of a GFP-lentiviral vector with anti-GFP immunofluorescence ensures a good
labeling and visualization of the entire spine structures. We were not able to label the full dendritic arborization by transfecting reprogrammed
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cells with GFP vectors and by conventional protocols. Typically, 70 - 80% are transduced under our experimental conditions. Such percentage is
much greater than what we observed using transfection protocols with GFP plasmids (15% of transfected neurons in our tests).

Depending on the efficiency and specificity of labeling, Gaussian filtering or deconvolution may be useful as a pre-processing stage to diminish
noise. We also tested the 3D image reconstruction and quantification after deconvolution. This process was expected to be useful because, even
with confocal imaging, deconvolution considerably improves image quality and limits blurring caused by diffraction. Deconvolution however, puts
a major strain on the imaging step, imposing harsh spatial sampling in all three directions. With optical setup used in this protocol, the desired
pixel size for deconvolution is around 40 nm, while we set for about 80 nm for the images presented here. Moving to 40 nm would quadruple the
acquisition time, and lower the photon yield pixel. In addition, under the experimental conditions, no significant improvement in the segmentation
results was observed as compared to the results, which may have been obtained with Gaussian filtering. The protocol therefore relies on this
simpler post-processing step and relaxed the Z sampling constraints during imaging. This in turn diminished the acquisition time and sample
bleaching.

The Filament Tracer module offers a fully automatic segmentation. However in this type of culture, the neurons are often dense, cross over
each other, and are imaged from a strong background. This adversely affects the accuracy of automatic segmentation. The semi-automatic
segmentation led to more robust results and efficient processing. This consists of a guided tracing of dendrites from the basal body of the
neuron, followed by an automatic 3D segmentation of spines along selected dendrites.

Our method could be used to perform time-lapse imaging and directly record spine maturation in living neurons from primary rat cortical neurons,
as described previously 8.

Human iPSC-derived neurons have drawn the attention of the scientists and there have been recent attempts to model neurodevelopmental
disorders including autism spectrum disorders 9-14. In cortical circuits, dendritic spines play a major role in the establishment of excitatory
synapses, but their quantitative analysis has been poorly documented in humans with neurodevelopmental disorders. During development and
throughout lifespan, the densities of spines and their morphologies are critical for connectivity of neuronal circuits. In pathologies with genetic
causes, the use of iPSC-derived neurons from patient biopsies (e.g., fibroblasts) allows the analysis of circuits development between neurons
expressing the mutated gene(s) that could be responsible for disease states. This protocol represents a powerful approach for extensive in
vitro analysis of spinogenesis within a population of mutated neurons and comparison of phenotypes with reprogrammed neurons from control
individuals.

Disclosures

The authors have nothing to disclose.

Acknowledgements

This work was funded by the Institut Pasteur, the Bettencourt-Schueller foundation, Centre National de la Recherche Scientifique, University
Paris Diderot, Agence Nationale de la Recherche (ANR-13-SAMA-0006; SynDivAutism), the Conny-Maeva Charitable Foundation, the Cognacq
Jay Foundation, the Orange Foundation, and the Fondamental Foundation. L.G. is supported by an undergraduate fellowship from the Health
Ministry. We acknowledge the help of BitPlane in particular Georgia Golfis, in the early stage of this work.

References

1. Durand, C., et al. SHANK3 mutations identified in autism led to modification of dendritic spine morphology via an actin-dependent
mechanism. Molecular Psychiatry. 17, (1), 71-84 (2013).

2. Arenallo, J. I., Espinosa, A., Fairen, A., Yuste, R., Defelipe, J. Non-synaptic dendritic spines in neocortex.Neuroscience. 145, 464-469 (2007).
3. Benavides-Piccione, R., Fernaud-Espinosa, I., Robles, V., Yuste, R., DeFelipe, J. Age-based comparison of human dendritic spine structure

using complete three-dimensional reconstructions. Cerebral Cortex. 23, (8), 1798-1810 (2013).
4. Boissart, C., et al. Differentiation from human pluripotent stem cells of cortical neurons of the superficial layers amenable to psychiatric

disease modeling and high-throughput drug screening. Translational Psychiatry. 3, 1-11 (2013).
5. Avale, M. E., et al. Interplay of beta 2* nicotinic receptors and dopamine pathways in the control of spontaneous locomotion. Proceedings of

National Academy of Science USA. 105, (41), 15991-15996 (2008).
6. Xie, Z., et al. Coordination of synaptic adhesion with dendritic spine remodeling by AF6 and kalirin-7.Journal of Neuroscience. 28, (24),

6079-6091 (2008).
7. Srivastava, D. P., et al. Afadin is required for maintenance of dendritic structure and excitatory tone. Journal of Biological Chemistry. 287,

(43), 35964-35974 (2012).
8. Srivastava, D. P., Woolfrey, K. M., Penzes, P. Analysis of dendritic spine morphology in cultured CNS neurons. Journal of Visualized

Experiments. (53), e2794 (2011).
9. Brennand, K. J., Gage, F. H. Modeling psychiatric disorders through reprogramming. Disease Models and Mechanisms. 5, (1), 26-32 (2012).
10. Kim, S. S., Ross, P. J., Zaslavsky, K., Ellis, J. Optimizing neuronal differentiation from induced pluripotent stem cells to model ASD. Frontiers

in Cellular Neuroscience. 8, 1-16 (2014).
11. Inoue, H., Nagata, N., Kurokawa, H., Yamanaka, S. iPS cells: a game changer for future medicine. EMBO Journal. 33, (5), 409-417 (2014).
12. Stein, J. L., et al. Aquantitative framework to evaluate modeling of cortical development by neural stem cells. Neuron. 83, 69-86 (2014).
13. Sivapatham, R., Zheng, X. Generation and characterization of patient-specific induced pluripotent stem cell for disease modeling. Methods in

Molecular Biology. (2014).
14. Xu, X., Miller, E. C., Pozzo-Miller, L. Dendritic spine dysgenesis in Rett Syndrome. Frontiers in Neuroanatomy. 8, 1-8 (2014).

http://www.jove.com
http://www.jove.com
http://www.jove.com


Journal of Visualized Experiments www.jove.com

Copyright © 2015  Journal of Visualized Experiments October 2015 |  104  | e53197 | Page 8 of 8

15. Rodriguez, A., Ehlenberger, D. B., Dickstein, D. L., Hof, P. R., Wearne, S. L. Automated Three Dimensional Detection and Shape
Classification of Dendritic spines from Fluorescence Microscopy Images. PLoS ONE.3, (4), e1997 (2008).

http://www.jove.com
http://www.jove.com
http://www.jove.com


Journal of Visualized Experiments www.jove.com

Copyright © 2015  Journal of Visualized Experiments Page 1 of 1

Materials List for:

Three-dimensional Quantification of Dendritic Spines from Pyramidal Neurons
Derived from Human Induced Pluripotent Stem Cells
Laura Gouder1,2,3, Jean-Yves Tinevez4, Hany Goubran-Botros1,2,3, Alexandra Benchoua5, Thomas Bourgeron1,2,3, Isabelle Cloëz-Tayarani1,2,3

1Human Genetics and Cognitive Functions, Institut Pasteur
2CNRS URA 2182 'Genes, synapses and cognition', Institut Pasteur
3Human Genetics and Cognitive Functions, Université Paris Diderot, Sorbonne Paris Cité
4Plateforme d' Imagerie Dynamique, Imagopole, CiTech, Institut Pasteur
5Neuroplasticity and Therapeutics, CECS, I-STEM, AFM, Evry

Correspondence to: Isabelle Cloëz-Tayarani at isabelle.cloez-tayarani@pasteur.fr

URL: http://www.jove.com/video/53197
DOI: doi:10.3791/53197

Materials

Name Company Catalog Number Comments

D-PBS (1x), sans Calcium,
Magnesium et Phenol Red

Gibco/ Life Technologies 14190169

Poly-L-Ornithine Solution
Bioreagent

Sigma Aldrich P4957

Mouse laminin Dutscher Dominique 354232

N2 Supplement Gibco/ Life Technologies 17502048

B-27 Supplement w/o Vitamin A
(50x)

Gibco/ Life Technologies 12587010

DMEM/NUT.MIX F-12 W/GLUT-I Gibco/ Life Technologies 31331028

Neurobasal Med SFM Gibco/ Life Technologies 21103049

2-mercaptoethanol Gibco/ Life Technologies 31350-010

Penicillin-Steptomycin Gibco/ Life Technologies 15140-122

GFP Rabbit Serum Polyclonal
Antibody

Gibco/ Life Technologies A-6455

Horse serum Gibco/ Life Technologies 16050130

Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit Gibco/ Life Technologies A11034

Polyclonal Anti-betaIII tubulin
Antibody

Millipore AB9354

Coverglass 13 mm VWR 631-0150

Prolong Gold Antifade Reagent
with DAPI

Gibco/ Life Technologies P36931

Tween(R) 20 Bioextra, Viscous
Liquid

Sigma Aldrich Chimie P7949

Triton X-100 Sigma Aldrich Chimie X100-100ML

Human Fibroblasts Coriell Cell Line Biorepository GM 4603 and GM 1869 Coriell Institute for Medical
Research, Camden, NJ, USA

Confocal laser scanning
microscope

Zeiss (Germany) LSM 700

Imaris Software Bitplane AG, Zurich 6.4.0 version Filament Tracer and Imaris XT
modules are necessary

Huygens Software Huygens software, SVI,
Netherlands

Pro version Optional (for deconvolution testing)

http://www.jove.com
http://www.jove.com
http://www.jove.com
mailto:isabelle.cloez-tayarani@pasteur.fr
http://www.jove.com/video/53197
http://dx.doi.org/10.3791/53197


	
	

	 161	

	
Article	2	(en	préparation,	soumission	prévue	en	2016)	:	

	

Altered	spinogenesis	in	human	iPSC-derived	cortical	neurons	in	three	autistic	

patients	with	de	novo	truncating	SHANK3	mutations.	

	

Gouder	 L,	 Goubran-Botros	 H,	 Vitrac	 A,	 Dankaert	 A,	 Tinevez	 JY,	 André-Leroux	 G,	

Atanasova	E,	Lemière	N,	Delorme	R,	Benchoua		A,	Bourgeron	T,	Cloëz-Tayarani	I.	



	
	

	 162	

Genes	and	Development	(Manuscript	in	preparation)	

RESEARCH	COMMUNICATIONS		

	

Altered	spinogenesis	in	human	iPSC-derived	cortical	neurons	in	three	

autistic	patients	with	de	novo	truncating	SHANK3	mutations	

	

Laura	Gouder	1,2,3,	Hany	Goubran-Botros	1,2,3,	Aline	Vitrac	1,2,3,	Anne	Dankaert	4,	Jean-

Yves	Tinevez	4,	Gwenaëlle	André-Leroux	5,	Ekaterina	Atanasova	1,2,3,			

Nathalie	Lemière	1,2,3,		Richard	Delorme	1,6,,	Alexandra	Benchoua	7,	Thomas	

Bourgeron1,2,3	and	Isabelle	Cloëz-Tayarani	1,2	,3	

	

1Human	Genetics	and	Cognitive	Functions,	Institut	Pasteur,	Paris,	France	

2CNRS	URA	2182	«	Genes,	synapses	and	Cognition	»,	Institut	Pasteur,	Paris,	France		

3Université	Paris	Diderot,	Sorbonne	Paris	Cité,	Human	Genetics	and	Cognitive	Functions,	

Paris,	France	

4	Imagopole,	Citech,	Institut	Pasteur,	Paris,	France		

5INRA,	Unité	MaIAGE,	UR1404,	Jouy-en-Josas,	France	

6Assistance	Publique-Hôpitaux	de	Paris,	Robert	Debré	Hospital,	Department	of	Child	and	

Adolescent	Psychiatry,	Paris,	France		

7
	
CECS,	I-STEM,	AFM,	91030	Evry	Cedex,	France		

Corresponding	author	:	Isabelle	Cloëz-Tayarani,	PhD	

Email	:	isabelle.cloez-tayarani@pasteur.fr	

	



	
	

	 163	

Abstract		

	

	De	novo	SHANK3	mutations,	 initially	 identified	in	the	 laboratory,	occur	 in	up	to	2	%	of	

patients	 with	 ASD	 and	 intellectual	 disability.	 Induced	 pluripotent	 stem	 cells	 from	

patients	with	heterozygous	de	novo	 truncating	mutations	 in	SHANK3	gene	 and	 control	

individuals	were	 derived	 into	 pyramidal	 cortical	 neurons.	 In	 two	ASD	pyramidal	 cells	

(frameshift	stop	mutations),	dendritic	spines	presented	variable	maturation	stages	with	

higher	 proportions	 of	 stubby	 and	 muschroom	 spines	 as	 compared	 to	 control	

neurons.		These	 data	 are	 in	 agreement	with	 our	 findings	 showing	 a	 higher	 number	 of	

spikes	 from	 calcium	 recordings.	 We	 also	 observed	 a	 significant	 decrease	 in	 spine	

densities	and	volumes	in	all	the	ASD	pyramidal	neurons.	This	underlines	the	complexity	

of	spine	plasticity	in	iPSC-derived	neurons	derived	from	patients	with	ASD.		
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SHANK3,	 Human	 induced	 pluripotent	 stem	 cells,	 Autism	 spectrum	 disorder,	 dendritic	

spines,	calcium	imaging.		
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The	PDZ	domain-containing	protein	SHANK	family	proteins	(SHANK1-3)	are	important	

cytoskeletal	scaffold	proteins	with	identified	functions	in	neuronal	synaptic	morphology	

and	signaling.	These	proteins	are	 located	at	postsynaptic	densities	 (PSD)	of	 excitatory	

neurons	 in	 different	 brain	 areas	 (Jiang	 and	 Ehlers,	 2013).	 SHANK3	 shares	 a	 similar	

protein	 domain	 structure	 but	 presents	 different	 regional	 expression	 and	 subcellular	

localization	than	its	homologs	SHANK1-2.	As	these	last	two	proteins,	SHANK3	recruits	a	

large	number	of	synaptic	intracellular	interactors	such	as	the	protein	Homer	as	well	as	

several	 neurotransmitter	 receptors	 including	 the	 α-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-

isoxazole-propionic	acid	(AMPA),	the	metabotropic	glutamate	(mGlu)	and	the	N-methyl-

D-aspartic	 acid	 (NMDA)	 glutamate	 receptors.	 Recent	 genetic	 studies	 strongly	 indicate	

the	 association	 of	 mutations	 in	 SHANK	 family	 genes	 with	 autism	 spectrum	 disorder	

(ASD)	and	consider	SHANK3	as	a	causative	gene	for	ASD.		

ASD	 are	 a	 group	 of	 neurodevelopmental	 disorders	 characterized	 by	 persistent	

deficits	in	social	communications	and	interactions,	and	by	restricted,	repetitive	patterns	

of	 behavior,	 as	 well	 as	 the	 lack	 interests	 or	 activities.	 Intellectual	 disability	 and	 ASD	

frequently	 co-occur.	 The	 complex	 impairments	 observed	 in	 patients	 with	 ASD	 are	

thought	to	be	caused	to	a	some	extent	by	genetic	factors.	The	large	genetic	screening	of	

SHANK3	mutations	 which	 has	 been	 conducted	 in	 our	 laboratory	 combined	 with	 data	

from	the	litterature	clearly	indicate	the	occurrence	of	SHANK3	mutations	in	at	least	0.6%	

of	patients	with	ASD.	 In	ASD	patients	with	 intellectual	disability,	mutations	 in	SHANK3	

are	 even	more	 frequent	 and	 appear	 in	more	 than	1	 out	 of	 50	 patients	 (Leblond	 et	 al,	

2014).	 SHANK3	 mutations	 are	 clearly	 genetically	 associated	 with	 developmental	

synaptopathies.					

In	accordance	with	the	genetic	 findings,	Sugiyama	et	al	(2005)	have	shown	that	

each	single	synapse	may	contain	around	300	SHANK	family	proteins	(SHANK1-3),	which		
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correspond	 to	 around	 5%	 of	 the	 total	 number	 of	 synaptic	 proteins.	 	 A	 defect	 in	 the	

expression	 of	 one	 SHANK	 member	 within	 the	 family	 is	 therefore	 expected	 to	 cause	

significant	 synaptic	 deficiencies.	 This	 assumption	 is	 supported	 by	 the	 fact	 that	 the	

overexpression	 of	 SHANK3	 in	 cultured	 aspiny	 cerebellar	 neurons	 leads	 to	 the	

development	 and	 maturation	 of	 functional	 spines	 expressing	 NMDA,	 AMPA	 and	

metabotropic	glutamatergic	receptors	(Roussignol	et	al,	2005).		SHANK3	participates	in	

the	 morphological	 changes	 in	 dendritic	 spines	 during	 synaptogenegis	 and	 synaptic	

remodeling	(Durand	et	al,	2012).	The	expression	of	SHANK3	with	deletions	in	selective	

domains	 in	 mouse	 neurons	 in	 culture	 indicate	 that	 each	 protein	 domain	 displays	 a	

distinct	 role	 in	 dendritic	 spine	 development	 (Roussignol	 et	 al,	 2005).	 By	 contrast,		

disruptions	 in	SHANK3	gene	 in	mice	have	been	 shown	 to	alter	 synaptic	 functions	and	

autistic-like	 behaviors	 including	 social	 interaction	 deficits	 and	 repetitive	 behaviors	

(Wang	et	al,	2011	;	Bozdagi	et	al,	2010	;	Peça	et	al,	2011	;	Yang	et	al,	2012).		In	a	recent	

study,	Mei	 et	 al	 (2016)	 have	 generated	 a	 novel	 conditional	 knock-in	mouse	model	 in	

which	 the	 re-expression	 of	 the	 SHANK3	 gene	 increases	 spine	 densities	 and	 neuronal	

functioning	 in	 the	 striatum.	 In	 this	 model,	 the	 social	 interaction	 deficits	 and	 the	

repetitive	 grooming	 behavior	 were	 specifically	 reversed.	 However,	 other	 behavioral	

deficits	 such	as	motor	 coordination	and	anxiety	 remain	unchanged.	This	 suggests	 that	

the	role	of	SHANK3	protein	in	the	regulation	of	synaptic	plasticity	is	complex.		

In	this	study,	we	used	the	recent	technology	of	human	induced	pluripotent	stem	

cells	 (iPSC)	 obtained	 from	 the	 fibroblasts	 of	 selected	patients	with	ASD.	Human	 iPSCs	

were	 then	 reprogrammed	 into	 human	 cortical	 neurons	 to	 examine	 the	 effects	 of	

haploinsufficiency	of	SHANK3.	We	focused	our	study	on	spine	morphogenesis,	 synaptic	

development	and	functional	activity	through	calcium	imaging.	We	selected	four	patients	
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with	 heterozygous	 truncated	 de	 novo	 SHANK3	 mutations	 who	 had	 been	 initially	

genotyped	in	our	laboratory	(Leblond	et	al,	2014).		

	

Results	and	discussion	

	

We	used	the	human	iPSC-based	model	to	analyze	the	effects	of	heterozygous	truncated	

de	 novo	 mutations	 in	 SHANK3	 gene	 found	 in	 four	 patients	 with	 ASD,	 and	 presenting	

intellectual	disabilities	 (Fig.	1A).	Their	 clinical	 symptoms	are	summarized	 in	Table	S1,	

and	fully	described	in	Leblond	et	al	(2014).	The	location	of	the	selected	mutations	into	

the	structure	of	the	full-length	SHANK3	protein	in	a	proline-rich	domain	is	shown	in	Fig.	

1B.	 The	 four	 mutations	 lead	 to	 truncated	 proteins	 either	 by	 inducing	 a	 stop	 codon	

directly	 (E809X	 and	 Q1243X)	 or	 indirectly	 via	 a	 frameshift	 in	 SHANK3	 gene	

(G1271Afs*15	 and	 L1142Vfs*153)	 and	 this	 may	 lead	 to	 the	 expression	 of	 truncated	

SHANK3	 proteins	 as	 described	 previously	 (Cochoy	 et	 al,	 2015).	 For	 clarity,	 the	 six	

ankyrin	(ANK)	domains	are	presented	in	their	3D	structure	to	illustrate	precisely	their	

numbers	and	complete	 juxtaposition	(Fig.1C).	 Indeed,	some	contradictory	results	have	

been	published	regarding	the	topological	characteristics	of	the	ANK	domains	(Schuetz	et	

al,	 2004	;	 Mameza	 et	 al,	 2013).	 Although	 predicted	 benign,	 coding-sequence	 variants	

within	the	ANK	domains	have	been	identified	in	patients	with	ASD	(Leblond	et	al,	2014)	

and	 they	 have	 been	 assumed	 to	 favor	 head	 spine	 enlargement	 during	 spinogenesis	

(Roussignol	 et	 al,	 2005).	 Other	 SHANK3	domains	 such	 as	 SH3,	 PDZ	 and	 SAM	 are	 also	

complex	 structures	 (Fig.	 1D)	 that	 are	 involved	 in	 the	 interaction	 of	 SHANK3	 proteins	

with	its	intracellular	partners	(Mameza	et	al,	2013).		

Fibroblast	 reprogramming	 in	 pluripotent	 stem	 cells,	 commitment	 to	 the	 dorsal	
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telecephalon	 lineage,	 derivation,	 amplication	 and	 banking	 of	 late	 cortical	 progenitors	

(LCP)	were	described	in	Boissart	et	al	(2013)	using	fibroblasts	from	patients	with	E809X	

and	Q1243X	mutations.	 Patient	 G1271Afs*15	was	 published	 otherwise	 (Darville	 et	 al,	

2016).	The	characterization	of	iPSC-derived	from	the	fibroblast	of	patient	L1142Vfs*153	

is	presented	in	Table	S4.		The	same	protocol	was	used	for	iPSC	production	as	reported	in	

Boissard	 et	 al	 (2013).	 In	 addition	 to	 the	 the	 iPSC	 cells	 from	 ASD	 patients,	 cells	 from	

control	 individuals,	 namely	 1869,	 4603	 and	 PB12	 were	 also	 included	 in	 the	 present	

study.	LCP	were	 then	differentiated	 into	cortical	neurons	of	 the	superficial	 layers	 II-IV	

which	correspond	to	 the	cortical	upper	 layers	as	confirmed	previously	by	Cux	1,	Cux2	

and	 Brn2	 immunolabeling	 (Boissart	 et	 al,	 2013).	 Fig.	 2A	 represents	 a	 scheme	 of	 the	

different	 steps	 of	 culture	 which	 allow	 the	 production	 of	 a	 significant	 percentage	 of	

mature	 neurons.	 This	 figure	 shows	 the	 consecutive	 appearance	 of	 the	 pre-	 and	

postsynaptic	 components	with	a	 significant	percentage	of	mature	neurons	obtained	at	

40-45	days	post	neural	stem	cells	(NSC)	differentiation.	The	selective	neuronal	marker	

MAP2	staining	was	used	to	follow	neurite	outgrowth	(Fig.	2B	and	Fig.	S1).	We	checked	

for	the	absence	of	any	significant	variability	in	the	growth	of	neurites	between	different	

culture	samples	using	a	method	we	published	previously	published	(Mercati	et	al,	2011	;	

Mercati	et	al,	2016)	(Fig.	2B,	left	panel).	Presynaptic	and	postsynaptic	components	were	

respectively	determined	by	synapsin	and	PSD95	immunoflorescence	staining	(Fig.	2C).	

iPSC	 were	 predominantly	 derived	 into	 glutamatergic	 neurons	 as	 illustated	 by	 VGlut	

immunoflorescence	 staining	 (Fig.	 2D).	 In	 accordance	with	Boissart	 et	 al	 (2013),	 these	

neurons	 accounted	 for	 70-80	%	 of	 total	 cells	 whereas	 inhibitory	 GABAergic	 neurons	

accounted	for	about	15%	(data	not	shown).	Colocalisation	of	SHANK	and	the	excitatory	

marker	 PSD95	was	 first	 detectable	 at	 30	 days	 after	NSC	 differentiation	 (Fig.	 2C,	 right	

panel).	 Specific	 SHANK3	 immunostaining	was	evidenced	by	using	a	 selective	 antibody	
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(kindly	 provided	 by	 Dr.	 Tobias	 Boeckers)	 directed	 against	 residues	 330-468	 of	 the	

protein.	Pyramidal	glutamatergic	cells	were	strongly	labeled	both	at	the	dendrite	levels	

but	also	within	their	cell	bodies	(Figure	2C,	middle	panel).	The	intracellular	labeling	may	

correspond	to	immature	forms	of	SHANK3.	A	strong	intracellular	SHANK3	labeling	was	

also	 described	 in	 Darville	 et	 al	 (2016).	 We	 transduced	 neuronal	 cultures	 with	 a	

lentivirus	(kindly	provided	by	G.	Lepousez)	containing	a	calcium/calmodulin-dependent	

protein	kinase	II	(CaMKII)	promoter.	This	promoter	drives	the	expression	of	the	yellow	

fluorescent	protein	(YFP)	selectively	in	mature	neurons	vs.	glia	and	is	predicted	selective	

for	pyramidal	excitatory	neurons	vs.	inhibitory	interneurons	(Osten	et	al,		2006).	Fig.	2D	

(righ	panel)	 illustrates	the	expression	of	the	YFP	protein	into	the	iPSC-derived	cortical	

neurons	from	three	control	individuals	and	from	one	patient.	Our	data	clearly	indicate	a	

predominent	presence	of	glutamatergic	cells	in	the	culture,	independently	of	the	cellular	

phenotypes	(CTRs	vs.	ASD).	We	attempted	to	keep	the	iPSC-derived	neurons	in	culture	

for	 longer	 periods	 than	 those	 reported	 by	 Boissart	 et	 al	 (2013).	 We	 observed	 that	

neuronal	 cells	 could	 be	 kept	 in	 culture	 for	 about	 70	 days	 after	 NSC	 differentiation.	

However,	they	were	not	always	at	a	full	cellular	viability.	By	contrast,	at	40-45	days	post	

NSC,	 all	 cells	 were	 viable.	 The	 time	 slot	 of	 40-45	 days	 appears	 convenient	 to	 study	

dendritic	 spine	 maturation	 while	 excluding	 any	 cellular	 death.	 At	 this	 stage	 of	

maturation,	we	could	also	detect	the	presence	of	astrocytes	accounting	about	5-10	%	of	

total	cells	 in	control	and	ASD	cultures	(Fig.	S1).	Astrocytes	are	known	for	 their	role	 in	

promoting	 the	 maturation	 of	 NSC	 (Song	 et	 al,	 2002).	 They	 influence	 the	 local	

environment	 of	 iPSC-derived	 neurons,	 their	 maturation	 and	 also	 promote	

synaptogenesis	(Slezak	and	Pfrieger,	2003).		

In	 brain	 cortical	 circuits,	 dendritic	 spines	 play	 an	 important	 role	 in	 the	
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establisment	of	excitatory	synapses.	However,	their	quantitative	morphological	analysis	

has	 been	 poorly	 documented	 in	 iPSC-derived	 neurons	 from	 patients	 with	 ASD.	 Such	

aspect	 is	 important	 since	 spines	 morphology	 determines	 their	 synaptic	 strength	 and	

plasticity	 (Aranello	 et	 al,	 2007).	 	We	 therefore	 analyzed	 spinogenesis	 in	 iPSC-derived	

pyramidal	glutamatergic	cells.	We	used	our	published	method	for	the	3D	quantification	

of	GFP-labeled	dendritic	spines	(Gouder	et	al,	2015)	to	analyze	the	primary	dendrites	of	

neurons	 obtained	 from	 3	 patients	 (E809X,	 Q1243X	 and	 G1271Afs*15)	 and	 from	 3	

control	 individuals	 (PB12,	 1869	 and	 4603).	 Our	 data	 show	 a	 significant	 decrease	 of	

nearly	 50%	 in	 spine	 densities	 in	 all	 the	 3	 patients	 as	 compared	 to	 the	 3	 control	

individuals.	The	total	volume	as	well	as	the	head	volume	of	spines	were	also	decreased	

to	a	same	extent	(Fig.	3A).	The	spine	length	was	not	significantly	modify	in	most	patient	

cases.	It	should	be	noted	that	a	small	decrease	was	observed	between	the	control	PB12	

and	patients	E809X	and	G1271Afs*15.	The	spine	ground	diameter,	as	well	as	the	surface	

of	spine	attachment	to	the	dendrite	were	slightly	decreased	in	some	cases	but	a	 lesser	

extent	than	effects	on	spine	densities	and	volumes.	Spine	straighness	remained	constant	

between	 the	 ASD	 patients	 and	 the	 control	 individuals	 (Fig.	 3A).	 Our	 data	 are	 in	

agreement	 with	 those	 reported	 by	 Durand	 et	 al	 (2012).	 Using	 transfected	 primary	

hippocampal	neurons	overexpressing	SHANK3,	 these	authors	have	demonstrated	by	a	

2D	approach	that	a	SHANK3	STOP	mutation	reduces	selectively	the	density	of	spines	along	

dendrites,	 the	 percentage	 of	 spine	 length	 >1	 μm,	 while	 spine	 width	 remained	

unchanged.	Using	Rett	syndrome	as	an	ASD	genetic	model,	Marchetto	et	al	(2010)	have	

also	 reported	 that	neurons	derived	 from	Rett	hiPSCs	had	 reduced	 spine	densities	 and	

fewer	synapses.		

Spine	dynamics	are	determined	according	to	the	stage	of	neuronal	development.		
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Filopodia	 represent	mobile	 extending	and	 retracting	 structures	which	may	develop	 to	

form	 fully	 functional	 functional	 spines.	Mature	 dendritic	 spines	 are	 less	 than	 3	 um	 in	

length	 	with	 a	 head	 connected	 to	 the	 dendrite	 by	 a	 thin	 neck	 (<	 0.5	 um	 in	 diameter)	

(Peters	 et	 al,	 1970).	 Excitatory	 synapses	 belong	 to	 the	 head	 part	 where	 the	 PSD	 is	

located.	We	analyzed	the	spine	distribution	in	 iPSC-derived	neurons.	Our	data	 indicate	

that	all	spine	categories	(filopodia,	long	thin,	stubby	and	mushroom)	were	represented	

in	 pyramidal	 neurons	 from	 both	 control	 individuals	 and	 patients.	 Nevertheless,	 some	

discrepancies	 were	 observed	 in	 their	 relative	 proportions.	 Filopodia	 were	 present	 at	

highest	 densities	 in	 the	 three	 control	 individuals	 (PB12	 1869	 and	 4603)	 and	 in	 two	

patients	(E809X	and	Q1243X).	Filopodia	were	also	present	in	patient	G1271Afs*15	but	

at	 significant	 lower	 levels	 (Fig	 3B).	 In	 their	 whole,	 these	 data	 indicate	 that	 spine	

maturation	is	not	fully	achieved.	Nevertheless,	the	distribution	of	spine	categories	in	the	

patient	G1271Afs*15	was	different	as	 stubby	and	muschroom	spines,	altogether,	were	

present	in	higher	proportions	than	in	other	individuals	(CTR	and	ASD)	(Fig.	3C).		Spine	

apparatus	with	 the	 presence	 of	 PSD	 areas	 have	 been	 observed	 in	 stubby	 and	 headed	

spine	 categories	 by	 electron	 microscopy	 with	 a	 positive	 correlation	 between	 PSD	

complexity	 and	 head	 volumes	 (Aranello	 et	 al,	 2007).	 Our	 data	 indicate	 a	 more	

pronounced	 spine	 maturation	 in	 patient	 G1271Afs*15.	 In	 ASD	 mouse	 models,	 a	

significant	 upregulation	 in	 the	 dynamics	 of	 PSD95	 positive	 spines	 has	 been	 reported	

previously	 (Isshiki	 et	 al,	 2014).	 Altered	 dynamics	 of	 maturation	 of	 spines	 from	

excitatory	neurons	during	development	may	underlie	the	cortical	dysfunctions	found	in	

ASD	 by	 modifying	 the	 intracortical	 projections	 of	 excitatory	 neurons.	 The	 same	

quantitative	approach	has	been	recently	used	to	measure	spine	densities	and	spine	head	

volumes	 in	mouse	 cortical	 pyramidal	 cells	 (Peng	 et	 al,	 2016).	 In	 our	model,	we	 found	

lower	 densities	 but	 slighly	 higher	 spine	 head	 volumes	 than	 those	 observed	 by	 these	
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authors.	In	the	study	of	Bidinosti	et	al	(2016)	using	rat	cortical	neurons,	spine	densities	

were	in	the	same	range	of	order	as	those	from	our	study.	Moreover,	these	authors	found	

that	inactivating	SHANK3	led	to	a	similar	reduction	in	spine	densities.	Using	human	iPSC	

cell	model,	Wen	et	al	(2014)	have	found	higher	amounts	of	actin	proteins	in	human	iPSC	

cells	 derived	 from	 a	 patient	 with	 schizophrenia	 with	 a	 frameshift	 mutation	 in	 his	

genome	 within	 the	 DISC1	 gene,	 known	 for	 co-segregating	 with	 major	 psychiatric	

disorders	 (Sachs	 et	 al,	 2005).	 ASD	 and	 schizophrenia	 share	 similarities	 in	 their	

diagnostic	 criteria,	 and	 both	 disorders	 display	 synaptic	 dysregulations.	 Elevated	 actin	

levels	may	be	related	to	a	more	developed	cytoskeleton	within	dendritic	spines	and	may	

represent	an	 index	of	higher	maturation	at	40-45	days	post	NSC	differentiation.	These	

observations	are	in	line	with	our	data	with	patient	G1271Afs*15	showing	a	more	rapid	

maturation	 and	 therefore	 the	 possibilty	 of	 a	 higher	 level	 of	 organization	 for	 the	 actin	

cytoskeleton	within	the	spine	head.		

We	examined	the	presence	of	any	eventual	correlation	between	spine	morphology	and	

neuron	 functional	 activities.	 Spine	 mophology	 contributes	 to	 synaptic	 transmission	

(Matsuzaki	et	al,	2001)	and	to	Ca2+	diffusion	from	the	spine	head	to	the	parent	dendrite	

(Nogochi	et	al,	2005).		Calcium	imaging	of	spontaneous	neuroanl	activity	was	performed		

at	40-45	days	post	NSC.	According	to	the	protocol	described	in	Materials	and	Methods,	

our	 method	 allows	 both	 an	 optical	 recording	 of	 waves	 of	 calcium	 fluxes	 within	 a	

restricted	 number	 of	 live	 cells	 per	 recorded	 field	 and	 the	 precise	 analysis	 of	 wave	

duration.	 The	 background	 signals	were	 determined	 using	 non-differentiated	 cells	 and	

found	 negligible.	 		 Non	 neuronal	 as	 well	 as	 clustered	 cells	 were	 excluded	 from	 all	

measurements.	Our	data	show	an	increased		number	of	spikes	in	neurons	from	the	three	

ASD	 patients	who	 present	 truncated	mutations,	 as	 compared	 to	 controls	 (Fig	 4A	 and	
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Supplemental	 movies).	 	 Higher	 proportions	 of	 long	 spikes	 were	 measured	 in	 ASD	

neurons	(Fig	4	B,	C).	Our	data	from	control	values,	are	consistent	with	previous	reports	

using	conventional	recordings	(Darville	et	al,	2016).	These	authors,	however,	observed	a	

large	 heterogeneity	 in	 the	 number	 of	 spikes	 per	 minute	 between	 the	 two	 control	

individuals	 (namely	 PB12	 and	 1869).	 Such	 heterogeneity	 may	 result	 from	 an	

heterogeneous	 number	 of	 cells	 analyzed	 at	 lower	 magnifications	 integrating	 cell	

clusters.	 Spine	 morphology	 and	 motility	 may	 modify	 spine	 functions	 and	 calcium	

oscillations	 (Majewska	 et	 al,	 2000	;	 Oertner	 and	 Matus,	 2005).	 The	 fact	 that	 higher	

proportions	of	mature	spines	were	observed	in	patients	with	ASD,	and	more	specifically	

in	patient	G1271Afs*15	indicates	the	occurrence	of	higher	calcium	activities	within	cells	

from	 this	patient.	Our	observations	 confirm	 the	 complexity	of	 spine	plasticity	 in	 iPSC-

derived	neurons	from	patients	with	ASD,	both	at	morphological	and	functional	levels.	

	

	

Materials	and	Methods	

	

Production	of	human	pluripotent	Stem	cells	and	their	derivation	into	cortical	neurons	of	

layer	II	to	IV.		

This	protocol	has	been	already	published	previously	(Boissard	et	al,	2013).	Briefly,	four	

iPSC	 lines	were	used	 in	 this	 study.	Cells	were	derived	 from	4	autistic	patients	with	de	

novo	SHANK3	mutations.	The	clinical	characteristics	have	been	published	in	Leblond	et	

al	(2014)	and	are	summarized	in	Table	S1.	Fibroblasts	reprogramming	was	performed	

using	 the	 four	genes	coding	 the	human	 factors	OCT4,	SOX2,	c-Myc,	 and	KLF4	 cloned	 in	
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Sendai	viruses	(Invitrogen).	Induced	PSC	lines	were	characterized	according	to	Boissart	

et	al	(2013).		

Commitment	 of	 pluripotent	 stem	 cells	 (PSC)	 to	 the	 neural	 lineage	 and	 derivation	 of	

stable	 cortical	 neural	 stem	 cells	 (NSC)	was	 also	 described	 previously	 (Boissart,	 2012;	

Boissart,	 2013).	 Briefly,	 PSC	 were	 detached	 from	 the	 feeder	 layer,	 and	 neural	

commitment	 was	 induced	 using	 the	 BMP	 inhibitor	 Noggin	 (500	 ng/ml,	 Peprotech,	

London,	 UK)	 and	 the	 Nodal	 inhibitor	 SB431542	 (20µM,	 Tocris	 Biosciences,	 Ellisville,	

Missouri,	 USA).	 Ten	 days	 after,	 neural	 rosettes	 containing	 neuro-epithelial	 cells	 were	

manually	collected	and	plated	in	poly-ornithin/laminin	treated	culture	dishes	in	N2B27	

medium	 containing	 Epidermal	 Growth	 Factor	 (EGF,	 10ng/ml),	 FGF-2	 (10ng/ml)	 and	

Brain-derived	 Neurotrophic	 Factor	 (BDNF,	 20ng/ml).	 At	 confluence,	 the	 cells	 were	

passed	using	trypsin	first	as	small	multi-cellular	clumps	at	a	ratio	of	1:3,	then	as	a	single	

cell	 suspension	with	a	density	of	50,000	cells/cm².	Mass	amplification	was	performed	

until	passage	8	to	10	and	cells	were	frozen	in	a	mixture	containing	10%	DMSO	and	90%	

fetal	 calf	 serum	 (Invitrogen)	 before	 storage	 in	 liquid	 nitrogen.	 The	 Rock-inhibitor	

Y27632	 was	 used	 during	 the	 thawing	 period	 to	 enhance	 cell	 recovery.	 For	 terminal	

differentiation	 into	 post-mitotic	 neurons,	 cortical	 NSC	were	 dissociated	 and	 plated	 in	

N2B27	without	growth	 factors	at	 low	density	 (50,000	cells/cm²).	For	 the	control	 iPSC	

lines	 (GM4603	 and	GM1869,	 fibroblasts	were	 obtained	 from	 the	 Coriell	 Biorepository	

(Coriell	 Institute	 for	 Medical	 Research,	 Camden,	 NJ,	 USA).	 The	 control	 line	 PB12	was	

reprogramed	 from	 peripheral	 blood	 mononuclear	 cells	 obtained	 from	 an	 anonymous	

blood	donor	at	the	French	Blood	Donor	Organization.		
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Lentiviral	transduction	and	primary	dendritic	spine	imaging	

The	use	of	PGK-GFP-lentivirus	and	3D	spine	imaging	has	been	fully	described	in	Gouder	

et	 al	 (2015).	 The	 same	 experimental	 conditions	 were	 used	 for	 the	 pAAV-CaMKIIa-

hChR2-EYFP-WPRE	lentivirus	without	subsequent	immunofluorescence	against	YFP.			

	

Immunofluorescence	

Immunofluorescence	protocol	was	described	in	Gouder	et	al	(2015).	The	list	of	primary	

and	secondary	antibodies	with	their	respective	dilutions	is	presented	in	Table	S2.		

	

Calcium	Imaging	

-Experimental	design	

Calcium	 imaging	 recordings	 were	 performed	 on	 cell	 cultured	 in	 glass-35mm	 micro-

dishes	 (Ibidi	 GmbH,	 Germany).	 Briefly,	 cells	 were	 rinsed	 twice	 with	 culture	 medium	

(Gouder	et	al,	2015).	Signals	from	non-neuronal	cells	(e.g.	astrocytes)	were	excluded	by	

incubating	 in	 culture	 medium	 complemented	 with	 1	µM	 sulforhodamine	 101,	 (a	

selective	calcium	channel	marker	 in	astrocytes)	 for	20	minutes	at	37°C.	This	 step	was	

followed	 by	 incubation	 with	 0.2%	 pluronic	 acid	 (F-127)	 and	 4	 µM	 Fluo4-AM	 for	 30	

minutes	 at	 room	 temperature.	 Manipulations	 of	 the	 two	 fluorescent	 dyes	 were	

performed	 in	 the	 dark.	 Excess	 dyes	 were	 removed	 by	 washing	 the	 cells	 with	 culture	

medium.	Using	spinning	disk	confocal	system	(UltraVIEW	VOX,	Perkin	Elmer,	Germany)	

and	 an	 EM-CCD	 camera	 (ImagEM	 X2,	 Hamamatsu,	 Japan),	 calcium	 transients	 were	

recorded	 in	 single	 dendrites.	 Images	 were	 selected	 to	 include	 mostly	 pyramidal	

glutamatergic	neurons	and	 to	exclude	cell	 clusters	and	astrocytes.	 Sporadic	astrocytes	

dit	 not	 provide	 calcium	 occillations	 in	 similar	 time-scales.	 Confocal	 recordings	 were	

performed	continuously	for	5	minutes	per	field,	at	a	rate	of	one	image	per	second,	which	
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is	sufficient	to	detect	calcium	onset	and	offset.	Each	100	x	100	µm	field	was	binned	in	20	

x	 20	 squares.	 Calcium	 intensities	 were	 followed	 overtime	 per	 square.	 Cell	 soma	 was	

spread	 over	 several	 squares	within	 the	 grid,	 and	 each	 square	was	 often	 crossed	 by	 a	

single	 neuron	 or	 dendrite.	 Square	 intensities	 were	 analyzed	 and	 automatically	

processed	from	confocal	recordings	using	a	custom	Image	J	macro.	

	

-Imaging	parameters	

A	488	nm	laser	was	used	to	excite	the	Fluo-4	dye.	The	incident	light	power	was	kept	low,	

around	0.3	mW/cm2.	To	avoid	photocytotoxic	effects,	exposures	were	set	up	to	200	ms.	

Images	were	acquired	for	5	minutes	with	one	frame	per	second	(301	frames	in	total).	A	

single	Z-plane	was	used	for	each	time-point.	Camera	gain	and	sensitivity	were	set	up	to	

1	 and	 50,	 respectively.	 The	 camera	 acquisition	 scheme	 was	 set	 up	 to	 “Moderate	

Speed/quality”.	

	

-Products	

Fluo	4-AM	was	 from	Molecular	Probes	Technologies	(catalog	#	F14217).	Pluronic	Acid	

F-127	 was	 from	 company	 (catalog	 #P6866).	 Sulforhodamine	 101	 from	 from	 Sigma	

(catalog	#S7635).	

	

Other	 information	 on	 Materials	 and	 Methods	 is	 described	 in	 the	 supplementary	

materials	and	figure	legends	(Fig.	S3	and	Table	S3,	are	detailed	directly	on	each	Figure	

and	each	Table).			
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		Figure	3,	Gouder	et	al. 
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	Figure	3	Cont.,	Gouder	et	al. 
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	Figure	4,	Gouder	et	al. 
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	Supplemental		Figure	1,	Gouder	et	al. 
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E809X	 G1271Afs*15	 4603 PB12 

B 

C 



	

	

	 183	

	

	

	 	

	Supplemental	Figure	3,	Gouder	et	al. 
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	Supplemental	Table	1,	Gouder	et	al. 
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	 	 	 	 	 	ANTIBODY	 HOST	 REFERENCE	 SUPPLIER	 DILUTION	

	Primary	Antibodies	

	synapsine	 Rabbit		 ab1543		 Millipore	 1/1000		

	
VGlut	 Rabbit		 	135303	

Synaptic	

System	
1/1000		

	
SHANK3	 Mouse		 		

	Tobias	

Boeckers	
	1/500	

	BetaIII	tubulin	 Chicken	 ab9354		 Millipore	 1/1000		

	Pan	SHANK	 Mouse		 	MABN24	 	Millipore	 	1/500	

	GFAP	 Rabbit	 ab7260	 Abcam	 1/1000	

	MAP2	 Mouse	 MAB	3418	 Millipore	 1/200	

	
Gephyrin	 Mouse	 147011	

Synaptic	

System	
1/500	

	PSD95	 Rabbit	 ab18258	 Abcam	 1/1000	

	Secondary	Antibodies	

			 		 		 		 		

			 		 		 		 		

	Anti	mouse	

Alexa	488	
Chicken	 A21200	 Invitrogen	 1/200	

	Anti	mouse	

Alexa	594	
Goat	 A11005	 Invitrogen	 1/200	

	Anti	rabbit	

Alexa	488	
Rabbit	 A11034	 Invitrogen	 1/200	

	Anti	chicken	

Alexa	546	
Goat	 A11040	 Invitrogen	 1/200	

		 	

G1271Afs*15 

MAP2	–	DAY	7	post	NSC 

	Supplemental	Table	2,	Gouder	et	al. 
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L1142Vfs*153 

E809X 	Supplemental	Table	3	,	Gouder	et	al. 

Legend	to	Supplemental	Table	3:	 

Nucleotide	sequence	of	primers	used	for	PCR	and	Sanger	sequencing.	Five	sets	of	primers	were	used	

to	cover	the	whole	sequence	of	exon	21.	Primers	were	linked	to	an	adaptor	sequence	(M13	sequence	

(red	 characters).	 Three	 sets	 of	 primers	 (duos	 B,	 C	 and	 D)	were	 used	 for	 genomic	 DNA	 and	 cDNA	

amplification.	Set	A	and	E	were	not	used	for	cDNA	since	AF	and	ER	were	located	in	intronic	regions	

Sequencing	was	performed	using	M13	sequences	as	primers.	 
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Quality	control	and	NSC	validation 
	 	 Ki67 HuCD 
	 

 
Day7 Day14 Day	21 Day7 Day14 Day21 

1869 CTR 27,86 16,6 1,17 50,59 54,49 72 

4603 CTR 36,36 12,26 1,94 40,3 45,59 63,4 

3814 CTR 27,86 40,21 5,86 10,78 34,09 62,8 

	 

      

	 

E809X SHANK3 45,77 35,97 4,74 30,98 51,62 76,6 

Q1243X SHANK3 23,67 1,14 1,91 37,98 59,65 72,5 

G1271Afs*15 SHANK3 16,685 36,485 ND 9,735 61,495 ND 

L1142Vfsf*153 SHANK3 17,5 7,78 ND 34,6 69,3 ND 

Mean 

	 	 Ki67 HuCD 
Cell	Line 

 

day7 day14 day	21 day7 day14 day21 

1869 CTR 4,62 1,82 0,73 4,98 9,1 5,3 

4603 CTR 3,43 5,06 2,16 2,86 4,01 4,3 

3814 CTR 4,55 0,37 1,68 3,72 5,89 9,8 

	 

      

	 

E809X SHANK3 3,12 1,29 1,92 2,18 0,57 7,1 

Q1243X SHANK3 4,84 0,08 1,02 2,63 6,9 6,4 

G1271Afs*15 SHANK3 4 6 ND 7 46 ND 

L1142Vfs*153 SHANK3 0,24 1,23 ND 0,56 5,3 ND 

SD 

	

	

	

	

	

HuCD	/	Hoeschst	 Ki67	/	Hoeschst		 

	L1142Vfs*153		DAY	14 

	Supplemental	Table	4	,	Gouder	et	al. 
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4603 PB12 

G1271Afs*15 L1142Vfs*153 

	Supplemental	Movies	1-4,	Gouder	et	al. 
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Legends	to	Figures	

Figure	1	:		

Patients	 with	 heterozygous	 truncated	 de	 novo	 mutations	 located	 in	 SHANK3	

structure.	

A.	 Pedigrees	 of	 the	 families	 carrying	 de	 novo	 truncating	 SHANK3	mutations.	 The	 four	

patients	probands	carry	de	novo	truncating	mutations	in	SHANK3	gene	(2	«	STOP	»	and	

2	«	frameshift	»	mutations	leading	to	a	STOP	codon).	B.	Schematic	representation	of	the	

multidomain	 SHANK3	 protein	 with	 the	 location	 of	 the	 four	 mutated	 aminoacids.	

Conserved	domains	are	indicated	by	filled	rectangles.		The	mutations	are	located	within	

the	 Proline-rich	 structure	 of	 SHANK3,	 between	 the	 PDZ	 and	 the	 SAM	 domains,	 and	

within	 exon	 21	 of	 SHANK3	 gene.	 C.	 Left	 panel	 shows	 the	 precise	 location	 of	 the	 six	

ankyrin	 (ANK)	 domains	 within	 the	 SHANK	 protein	 aminoacid	 structure.	 Right	 panel	

shows	 the	 juxtaposed	ANK	domains	which	have	been	modeled	according	 to	a	method	

reported	previously	(Mercati	et	al.	2011;		Mercati	et	al.	2016)	and	by	using	RQM	pdb	id	

as	a	3D	template.		

D.	 Illustration	of	 the	3D	structures	of	 the	SH3,	PDZ	and	SAM	domains.	 In	C.	and	D.	All	

FASTA	sequences	were	retrieved	from	the	UnitProtKB	server	at			

(http//www.uniprot.org/uniprot/Q9BYBO#structure).		

	

Figure	2	:	

Pre-	and	post-synaptic	proteins	in	human	iPSC	cell-derived	neurons	in	culture.		

A.	Schematic	representation	of	the	maturation	of	iPSC-derived	neurons	at	different	time	

periods.	 B.	 Right	 panel	:	 Immunofluorescence	 staining	 of	 human	 iPSC	 cells-derived	

neurons	 by	 MAP2	 at	 different	 intervals	 of	 time	 post	 NSC	 differentiation.	 The	 target	

shows	neurite	elongation	and	established	connectivity	between	cell	clusters.	Left	panel	:	



	
	

	 190	

Quantification	of	 the	 longest	neurite	as	an	 index	of	neurite	outgrowth	within	different	

cultures	after	MAP2	labeling	and	using	the	Acapella	software.	The	numbers	of	neurons	

included	 in	 the	 analysis	 are	 indicated	 in	 the	 graph.	 Data	 are	 mean	 ±	 SEM.	 C.	

Immunoflurescence	 staining	 using	 presynaptic	 (synapsin)	 and	 postsynaptic	 (PSP95,	

SHANK3	and	PanSHANK)	markers.	No	staining	was	detectable	before	the	indicated	days	

post	 NSC	 differentiation.	 Data	 are	 from	 at	 least	 two	 control	 individuals.	 The	 anti-

SHANK3	antibody	was	kindly	provided	by	T.	Boeckers	and	directed	against	amino	acid	

residues	330-468	 in	SHANK3	protrein.	The	 right	panel	 illustrates	 the	 colocalisation	of	

SHANK	 proteins	 and	 PSD95	 (yellow	 dots).	 D.	 Left	 panel	:	 Specific	 staining	 of	

glutamatergic	neurons	by	 the	VGlut	marker	 at	 10	days	post	NSC	differentiation.	Right	

panel	:	 Labeling	 of	 control	 and	 ASD	 mature	 neurons	 at	 40-45	 days	 post	 NSC	

differentiation	using	 the	pAAV-CaMKIIa-hChR2-EYFP-WPRE	 lentivirus.	 Scale	bars	=	10	

µm.	

	

Figure	3	:		

Quantitative	 analysis	 of	 the	 morphological	 parameters	 of	 primary	 dendritic	

spines	between	 control	 and	ASD	neurons.	A.	Spine	morphological	parameters	were	

quantified	using	the	Imaris	sofware	and	according	to	the	protocol	reported	by	Gouder	et	

al.	(2015).	B.	GFP-	 labeling	of	spine	segments	with	a	corresponding	3D	reconstruction.	

Scale	bar	=	4µm.	Dendrite	 segments	 (grey	 color)	 are	endowed	with	 four	 categories	of	

spines:	 Filopodia	 (pink	 color),	 Thin	 (blue),	 Stubby	 (pink)	 and	 Muschroom	 (green).	

Numbers	 of	 neurons	 are	 directly	 indicated	 in	 the	 graph	 Statistical	 analysis	 was	

performed	using	the	Mann-Whitney	test.	Data	are	mean	±	SEM.		p<0.05,	**	p<	0.01,	***	

p<	0.001.	C.	Upper	graph	:	Quantitative	classification	of	each	spine	categories	between	3	

control	and	3	ASD	neurons.	The	same	color	code	was	used.	Bottom	graph	:	Expression	of	
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the	 percentage	 of	 mature	 spines	 by	 combining	 stubby	 and	 muschroom	 spines.	 The	

highest	amount	of	mature	spines	was	found	in	neurons	from	patient	with	the	frameshift	

mutation	G1271Afs*15.		

	

Figure	4	:	

Basal	calcium	oscillations	in	iPSC-derived	neurons	

Basal	 cytosolic	 calcium	 activity	 in	 iPSC-derived	 neurons	 was	 detected	 using	 the	

fluorescent	Fluo-4-AM	calcium	sensor.	Live	cell	 imaging	was	performed	using	spinning	

disk	confocal	microscopy.	A.	Representative	curves	of	the	duration	of	flashes	(X	values)	

as	a	function	of	their	numbers	(Y	values)	within	the	control	and	ASD	cultures.	The	values	

are	 the	 mean	 of	 data	 obtained	 from	 separate	 culture	 dishes	 (n=4-8).		 B.	 Diagrams	

showing	 the	 relative	 proportions	 of	 different	 calcium	 flashes	 ranging	 from	 4	 to	 18	

seconds	in	duration	within	the	control	and	ASD	cultures.	The	proportions	of	long	flashes	

appear	higher	 in	ASD	as	 compared	 to	 control	 cultures.	 C.		Histogram	representing	 the	

number	 of	 flashes	 between	 cultures	 from	 control	 individuals	 and	 ASD	 patients.	

Statistical	analysis	was	performed	using	a	Mann-Whitney	test.	Data	are	represented	as	

mean	±	SD.	*	p<0.05,	**	p<	0.01,	***	p<	0.001.	The	proportions	of	flashes	ranging	from	3	

to	10	sec	appear	higher	in	ASD	as	compared	to	control	cultures.			

	

Supplemental	Figure	1	:	

A.	Immunofluorescence	staining	of	human	control	iPSC	cells-derived	neurons	by	beta	III	

tubulin	 at	 7	 days	 post	 NSC	 differentiation	which	 shows	 the	 neuronal	 cells	 with	 their	

tendency	to	form	clusters.	B.	Immunofluorescence	staining	of	a	single	dendrite	using	the	

MAP2	 marker	 showing	 the	 occurrence	 of	 dendritic	 growth	 cones	 at	 early	 stages	 of	

culture.		C.	Histogram	presents	diverse	cell	categories	according	to	nuclei	areas	obtained	
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from	 4	 separate	 cultures.	 This	 indicates	 the	 presence	 of	 distinct	 cell	 types.	

Measurements	were	 performed	 using	 the	 Acapella	 software.	 Data	 are	mean	 +/-	 SEM.	

from	at	least	two	control	individuals.	Scale	bars	=	10	µm.	

	

Supplemental	Figure	2	:	

Occurrence	of	astrocytes	in	cultures	from	iPSC-derived	neurons.		

Immunofluorescence	 GFAP	 staining	 of	 cultures	 from	 iPSC-derived	 neurons	 showing	

either	 dispersed	 (panel	 A)	 or	 clustered	 (panel	 B)	 astrocytes.	 C.	 Quantification	 of	 the	

percentages	 of	 astrocytes	within	 the	whole	 cultures	 from	 2	 control	 individuals	 and	 2	

patients	with	SHANK3	mutations.	Data	are	 from	at	 least	 two	different	cultures.	A	 total	

number	of	670	to	2851	cells	were	counted	per	field	without	clusters.	Data	are	mean	+/-	

SEM.	Statistical	analysis	was	performed	using	the	Anova	Kuskall-Wallis	test	(p=	0.0498).		

	

Supplemental	Figure	3:		

Genomic	and	cDNA	sequencing.		

For	genomic	DNA	sequencing,	cells	were	lyzed	in	lysis	buffer	(50	mM	Tris,	pH	=	8.0,	20	

mM	NaCl,	 1	mM	EDTA,	 1%	SDS)	with	proteinase	K.	DNA	was	 extracted	using	phenol-

chloroform	isoamylalcool	(P2069,	Sigma)	and	isopropanol	(ref.	59309-1L,	Sigma).		

For	 cDNA	 sequencing,	 RNA	 was	 extracted	 using	 the	 miRNA	 Micro	 Kit	 (QIAGEN)	 and	

reverse	transcription	was	performed	using	the	SuperScript	®	VILO	cDNA	Synthesis	Kit	

(ref.	11754-250,	Invitrogen).		

The	 region	 encompassing	 the	 mutation	 was	 amplified	 by	 PCR	 using	 5	 or	 4	 sets	 of	

primers	 for	 the	 genomic	 DNA	 and	 cDNA,	 respectively	 (see	 Table	 S3)	 and	 the	 Kapa2G	

polymerase	 (KAPA	 2G	Robust	HotStart	 PCR	Kits,	 ref.	 KK5517,	 Clinisciences).	 Controls	

were	performed	in	the	absence	of	reverse	transcriptase	for	cDNA	amplification.	
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PCR	 products	 were	 run	 on	 agarose	 gels	 and	 purified	 using	 phosphatase	 (FastAP,	 ref.	

EF0651,	 ThermoScientific)	 and	 exonuclease	 enzymes	 (Exonuclease	 I,	 EN0581,	

ThermoScientific).		

Sequencing	were	performed	with	the	BigDye®TerminatorV3.1	cycle	sequencing	Kit	(ref.	

4337455,	ThermoFisher)	using	M13	sequences	as	primers.	A	final	purification	step	was	

performed	 using	 the	 bigDyeXTerminator®Purrification	 Kit	 (4376484,	 ThermoFisher).	

Sequences	were	sent	to	EUROFINS.	

	

Supplemental	Table	S4	:			

Late	cortical	progenitors	(LCP)	terminal	differentiation	using	high-throuput	screening	in	

384-well	plates	as	described	in	Boissart	et	al	(2013).	Values	from	the	table	correspond	

to	 the	 automated	 quantification	 of	 the	 kinetics	 of	 neural	 proliferation	 (Ki-67	marker)	

and	 neuronal	 differentiation	 (HuCD	 marker)	 at	 different	 days	 after	 cell	 plating.	

Representative	 pictures	 captured	 by	 the	 Arrayscan	microscope	 are	 presented	 for	 the	

cells	 from	patient	 L1142Vfs*153	which	was	 not	 included	 in	Boissart	 et	 al	 (2013)	 and	

Darville	et	al	(2016).			
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La	 différenciation	 de	 neurones	 humains	 à	 partir	 d’iPSCs	 permet	 de	 s’affranchir	 des	

limitations	 associées	 aux	 modèles	 animaux	 dont	 le	 développement	 cérébral	 diffère	

significativement	(cinétique	de	maturation,	programme	morphogénétique).	De	plus,	des	

modèles	 murins	 hétérozygotes	 sont	 rarement	 élaborés	 alors	 que	 les	 mutations	

observées	chez	les	patients	se	présentent	majoritairement	à	l’état	hétérozygote,	comme	

c’est	 le	 cas	 pour	 les	mutations	 au	 sein	 du	 gène	 SHANK3	 dans	 notre	 étude.	 Le	modèle	

iPSCs	permet	de	nombreuses	applications	comme	illustrées	sur	la	figure	22.	Nous	avons	

focalisé	notre	étude	sur	des	analyses	in	vitro.	Il	est	à	noter	que	le	modèle	iPSCs	présente	

lui	 aussi	 certains	 inconvénients.	 En	 avoir	 connaissance	 permet	 d’adapter	 précisément	

chaque	 protocole	 de	 manière	 à	 les	 limiter	 pour	 une	 meilleure	 reproductibilité	 des	

données.		Il	est	aussi	important	de	se	rapprocher	des	conditions	in	vivo.			
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Intérêts	de	cultures	multi-types	cellulaires		

Le	protocole	utilisé	dans	notre	étude	donne	accès	à	plusieurs	types	cellulaires	dont	les	

proportions	 relatives	 correspondent	 à	 celles	 observées	 dans	 le	 cortex	 cérébral	 chez	

l’homme.	 Le	 type	 cellulaire	 majoritaire	 correspond	 aux	 neurones	 glutamatergiques	

corticaux	 des	 couches	 II	 à	 IV.	 Une	 différenciation	 en	 neurones	 GABAergiques	 et	 en		

astrocytes	 est	 également	 observée.	 Les	 neurones	 pyramidaux	 glutamatergiques	

Figure	22:	Les	différentes	possibilities	et	applications	des	neurons	derives	d’iPSCs.	Figure	

issue	de	Lim	et	al.	2015. 
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excitateurs	représentent	environ	80%	des	neurones	corticaux,	comme	observé	dans	 le	

cortex	 chez	 l	‘homme	 (prédominants	 dans	 les	 couches	 II/III	 et	 V/VI).	 L’expression	 de	

SHANK3	dans	le	cortex	et	en	particulier	au	sein	des	synapses	excitatrices	nous	a	conduit	

à	focaliser	nos	études	sur	ce	type	cellulaire	majoritaire,	d’une	part	pour	la	mise	au	point	

de	la	quantification	en	3	dimensions	de	la	morphologie	des	épines	et	d’autre	part	pour	la	

réalisation	des	études	morphologiques		et	fonctionnelles	à	partir	d’individus	contrôles	et	

patients	TSA.	A	noter	qu’il	existe	des	neurones	excitateurs	non	pyramidaux	(couches	I,	II	

et	 IV)	 à	 axones	 courts	 (Markram	 et	 al.	 2004).	 Pour	 nos	 études	morphologiques,	 nous	

avons	 focalisé	 nos	 approches	 sur	 les	 neurones	 pyramidaux	 des	 couches	 II	 à	 IV	

identifiées	à	l’aide	marqueurs	(Boissart	et	al.	2013).	

Dans	 le	 cerveau	 chez	 l’homme,	 les	 autres	 neurones	 corticaux	 sont	 des	 interneurones	

GABAERgiques	(environ	20%),	généralement	inhibiteurs.	Ces	cellules	projettent	sur	les	

neurones	 pyramidaux.	 Il	 existe	 des	 neurones	 inhibiteurs	 GABAergiques	 bipolaires	

(Markram	 et	 al,	 2004).	 Dans	 nos	 cultures,	 nous	 avons	 pu	 mettre	 en	 évidence	 des	

neurones	 GABAergiques	 par	 immunofluorescence	 dont	 des	 neurones	 bipolaires.	 Une	

connectivité	 neuronale	 peut	 s’établir	 dans	 notre	 système	 expérimental	 de	 façon	 assez	

similaire	à	celle	observée	 in	vivo.	Ce	n’est	pas	toujours	une	situation	retrouvée	dans	 la	

littérature	lorsqu’un	seul	type	cellulaire	neuronal	est	différencié	et	mis	en	culture.		Cette	

connectivité	 est	 visible	 à	 partir	 des	 acquisitions	 en	 microscopie	 réalisées	 dans	 nos	

études.	 Le	 stade	 «	40	 jours	 post-NSC	»	 permet	 d’avoir	 un	 arbre	 dendritique	

suffisamment	 étendu,	 des	 projections	 axonales	 et	 une	 visualisation	 aisée	 des	 cellules	

pyramidales.		La	mise	en	place	des	compartiments	pré-	et	postsynaptiques		au	sein	des	

cultures	 est	 en	 accord	 avec	 nos	 données	 électrophysiologiques	 en	 cours	 (cf.	

ultérieurement).	 L’existence	 d’une	 connectivité	 fonctionnelle	 est	 nécessaire	 au	
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développement	 et	 à	 la	 morphologie	 des	 épines	 dendritiques,	 influencée	 par	 l’activité	

neuronale.	

Enfin,	la	présence	d’astrocytes	illustrée	précédemment,	sous-tend	le	développement	des	

neurones.	 Le	 rôle	 trophique	 de	 ces	 cellules	 au	 sein	 de	 cultures	 de	 neurones	 dérivés	

d’iPSCs	a	été	largement	établi	dans	la	littérature	(Müller	et	Seifert	1982;	Odawara	et	al.	

2014).	Une	 culture	de	neurones	dérivés	d’iPSCs	en	présence	d’astrocytes	 augmente	 la	

maturation	 morphologique	 (complexité	 dendritique)	 et	 fonctionnelle	 (expression	 des	

canaux	ioniques	et	récepteurs)	des	neurones	par	rapport	à	des	conditions	de	culture	sur	

laminine	simple	(Tang	et	al.	2013).	De	même,	 la	 fréquence	et	 l’amplitude	des	courants	

synaptiques	 se	 voient	 améliorées.	 Les	 astrocytes	 présents	 au	 voisinage	 des	 synapses	

possèdent	 de	 multiples	 fonctions	 et	 participent	 activement	 à	 la	 restauration	 de	

l’homéostasie	cérébrale.	Ils	interviennent	dans	la	régulation	de	la	transmission	nerveuse	

en	contrôlant	les	équilibres	ioniques	et	les	taux	extraneuronaux	de	neurotransmetteurs.	

Ils	 possèdent	 de	 nombreux	 canaux	 et	 pompes	 K+-Na+	 ATPases	 dépendantes	 et	 leur	

présence	 est	 à	 prendre	 en	 compte	dans	 les	mesures	 d’activités	 ioniques.	 Le	 protocole	

développé	pour	nos	approches	en	imagerie	calcique	a	permis	de		considérer	ces	aspects	

(article	2)	et	d’exclure	les	flux	calciques	non	neuronaux.	Il	est	à	noter	que	les	astrocytes	

contrôlent	aussi	les	concentrations	en	glutamate	et	en	GABA	libérés	par	les	neurones	et	

métabolisent	ces	neuromédiateurs	(Pannasch	et	al.	2011;	Schell	et	al.	1995).	
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Caractérisation	 des	 épines	 dendritiques	 de	 neurones	 de	 patients	 et	 d’individus	

contrôles.	

	Des	anomalies	dans	les	densités	et	la	morphologie	des	épines	dendritiques	reflètent	des	

altérations	 d’activité	 neuronale	 et	 sont	 à	 l’origine	 de	 troubles	 du	 développement	

cérébral.	 Notre	 étude	 a	 porté	 sur	 l’analyse	 de	 neurones	 issus	 de	 patients	 porteurs	 de	

mutations	 SHANK3	 dont	 le	 rôle	 primordial	 dans	 le	 développement	 des	 épines	 a	 été	

précédemment	évoqué	notamment	sur	neurones	de	rongeurs	transfectés.		

Nous	 avons	 initié	 nos	 travaux	par	 l’étude	de	 la	 cinétique	de	maturation	des	neurones	

reprogrammés	 en	 culture	 à	 partir	 de	 7	 jours	 post-différenciation	 des	 cellules	 souches	

neuronales	 jusqu’à	 70	 jours	 et	 ceci,	 principalement	 par	 des	 marquages	 en	

immunofluorescence.	 Les	 études	 fonctionnelles	 ont	 été	 réalisées	 à	 40-45	 jours	 de	

différenciation.	 En	 effet,	 ce	 stade	 permet	 la	 visualisation	 d’épines	 dendritiques	 de	

diverses	 catégories,	 y	 compris	 d’épines	 matures.	 Il	 exclut	 aussi	 le	 risque	 d’apoptose	

neuronale	occasionnellement	observée	à	des	stades	plus	tardifs	tels	que	70	jours.		

Nos	résultats	démontrent	une		diminution	des	densités	d’épines	dendritiques	(dendrites	

primaires)	chez	les	patients	avec	TSA	et	porteurs	de	mutations	SHANK3	par	rapport	aux	

individus	non	atteints.	Ces	résultats	corrèlent	avec	les	résultats	d’études	sur	tissus	post-

mortem,	 modèles	 murins	 et	 iPSCs	 (cf.	 introduction).	 Ils	 confirment	 le	 rôle	 crucial	 de	

SHANK3	dans	la	formation	des	épines.	Une	mutation	délétère	à	l’état	hétérozygote	suffit	

à	 induire	une	perturbation	au	niveau	de	la	morphologie	et	du	stade	de	maturation	des	

épines.	Nous	observons	aussi	une	diminution	du	volume	total	et	du	volume	de	la	tête	des	

épines,	ceci	peut	s’expliquer	par	une	déstabilisation	de	 l’échafaudage	de	 la	PSD	causée	

par	un	défaut	d’ancrage	de	SHANK3.	En	effet,	la	taille	de	la	tête	de	l’épine	est	fortement	

corrélée	à	 la	 taille	de	 la	PSD	et	au	 recrutement	de	 filaments	d’actine	et	de	 récepteurs.	

L’absence	partielle	de	protéines	SHANK3	au	niveau	de	la	PSD	va	modifier	le	recrutement	
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et	 le	 positionnement	 d’autres	 protéines	 synaptiques	 et	 altérer	 la	 morphologie	 et	

l’activité	des	synapses	excitatrices	des	neurones	pyramidaux.	

Une	classification	des	différents	types	d’épines	a	fourni	des	indications	intéressantes.	Il	

est	à	noter	qu’une	telle	approche	jusqu’à	présent	n’a	pas	été	reportée	dans	la	littérature	

dans	 le	 cadre	 de	 désordres	 neuropsychiatriques,	 y	 compris	 les	 TSA.	 Nos	 résultats	

indiquent		une	prédominance	de	filopodes	chez	les	contrôles	et	deux	patients	(E809X	et	

Q1243X).	 On	 retrouve	 aussi	 la	 présence	 de	 filopodes	 chez	 le	 troisième	 patient	

G1271Afs*15	mais	dans	une	proportion	plus	faible.	Dans	les	conditions	expérimentales	

retenues,		la	maturation	des	épines	n’est	pas	complètement	achevée.	

Nous	 avons	 aussi	 détecté	 une	 différence	 de	 distribution	 des	 différentes	 catégories	

d’épines	 chez	 le	 patient	 G1271Afs*15	 par	 rapport	 aux	 contrôles	 et	 aux	 deux	 autres	

patients.	 En	 effet,	 celui-ci	 présente	 de	 plus	 grandes	 densités	 de	 «	mushroom	»	 et	

«	stubby	»,	démontrant	un	profil	de	maturation	plus	avancé.	Ce	résultat	dénote	aussi	une	

variabilité	 au	 sein	 des	 patients,	 exposant	 que	 des	mutations	 toutes	 tronquantes	mais	

positionnées	différemment	sur	 la	structure	du	gène	peuvent	 légèrement	diverger	dans	

leurs	effets.		

	

	

Analyse	 fonctionnelle	 des	 neurones	 dérivés	 d’iPSCs	 de	 patients	 et	 d’individus	

contrôles	

Des	anomalies	morphologiques	des	épines	dendritiques	modifient	 l’activité	neuronale.	

Nous	avons	analysé	sélectivement	l’activité	des	neurones	en	culture	par	une	mesure	des	

oscillations	calciques	spontanées	par	une	approche	d’imagerie	calcique.	Notre	approche	

diffère	 de	 celles	 utilisées	 dans	 la	 littérature,	 généralement	 effectuées	 sur	 des	 champs	

larges	mesurant	une	activité	globale	de	ce	fait	incluant	beaucoup	de	cellules,	souvent	en	
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amas	 et	 à	 faible	 résolution	 optique	 (Darville	 et	 al.	 2016).	 Pour	 notre	 analyse	 et	 en	

collaboration	avec	 Jean-Yves	Tinevez	et	Anne	Danckeart	 (Imagopole,	 Institut	Pasteur),	

nous	 avons	 développé	 une	 approche	 à	 plus	 forte	 résolution	 (technique	 d’analyse	 à	

l’échelle	 du	 dendrite)	 permettant	 d’étudier	 les	 oscillations	 calciques	 sur	 un	 nombre	

limité	 de	 cellules,	 principalement	 pyramidales,	 en	 excluant	 les	 amas	 cellulaires	 et	 les	

astrocytes	 et	 en	 détectant	 les	 signaux	 par	 dendrites.	 Enfin,	 notre	 approche	

algorithmique	innovante	permet	de	catégoriser	les	oscillations	calciques	en	fonction	non	

seulement	 de	 leur	 intensité	 et	 de	 leur	 nombre	 mais	 aussi	 de	 leur	 durée	 (de	 4	 à	 18	

secondes).		

Les	données	obtenues	démontrent	une	augmentation	de	 la	 fréquence	de	flux	calciques	

chez	 les	 patients	 TSA	 par	 rapport	 aux	 contrôles,	 ainsi	 qu’une	 augmentation	 de	 la	

proportion	 des	 pics	 calciques	 courts	 (majoritaires).	 Ces	 données	 	 reflètent	 un	 niveau	

d’activité	calcique	plus	élevé	chez	les	patients	suggérant	une	maturation	des	épines	plus	

élévée.	 En	 effet,	 nous	 observons	 par	 exemple	 que	 les	 neurones	 issus	 du	 patient	

G1271Afs*15	présentant	une	proportion	plus	importante	d’épines	matures,	présentent	

parallèlement	des	oscillations	de	 flux	 calciques	plus	 élevées.	 Il	 est	 important	de	noter	

que	nos	données	sur	la	fréquence	des	oscillations	spontanées	de	flux	calciques	diffèrent	

de	 celles	 d’autres	 études.	 Une	 des	 raisons	 est	 très	 probablement	 d’ordre	

méthodologique	et	relève	des	aspects	évoqués	au	préalable.		

En	parallèle	des	mesures	d’activités	calciques,	des	travaux	de	la	 littérature	ont	montré	

des	déficits	de	courants	électriques	au	niveau	de	cellules	de	patients	TSA	:	diminution	de	

la	fréquence	et	de	l’amplitude	de	ces	courants	(cf.	Introduction).	

Au	cours	des	travaux	de	ma	thèse,	des	mesures	électrophysiologiques,	en	collaboration	

avec	 l’équipe	de	David	DiGregorio,	ont	été	 initiées	par	«	patch-clamp	».	Nous	avons	pu	

observé	 des	 potentiels	 d’action	 en	 réponse	 à	 un	 courant	 injecté.	 Sur	 15	 cellules	
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enregistrées	et	 issues	de	cultures	différentes,	11	présentaient	un	courant	et	5	des	pics	

répétitifs	 (figure	 23).	 Les	 cultures	 que	 nous	 obtenons	 contiennent	 donc	 des	 cellules	

matures	(confirmé	par	un	marquage	avec	CaMKII)	qui	émettent	des	potentiels	d’action.	

Cependant,	nous	avons	pu	remarqué	 la	présence	de	neurones	 inactifs.	Pour	 la	suite	de	

l’étude	 en	 électrophysiologie,	 nous	 envisageons	 de	 nous	 affranchir	 de	 la	 présence	 de	

cellules	 encore	 immatures,	 en	 repérant	 	 et	 enregistrant	 sélectivement	 les	 cellules	

matures	par	une	infection	préalable	avec	le	lentivirus	CamKII.	

			

	

	

	

Figure	23	:	Données	électrophysiologiques.	Mesure	de	«	patch-clamp	»	montrant	l’existence	

de	flux	ioniques	au	sein	de	neurones	matures. 
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Expression	de	la	protéine	SHANK3	et	de	ses	partenaires	synaptiques	

Nous	 avons	 analysé	 l’expression	 de	 la	 protéine	 SHANK3	 et	 de	 ses	 partenaires	

principaux	:	 PSD95,	 Homer	 et	 GluR1	 par	 la	 technique	 de	Western-Blot.	 Trois	 cultures	

indépendantes	par	 individu	ont	été	analysées.	Nous	n’avons	pas	observé	de	différence	

significative	entre	les	divers	lysats	totaux	issus	de	cultures	«	contrôles	»	et	«	TSA	».	Cette	

même	analyse	devrait	être	poursuivie	sur	des	fractions	enrichies	en	PSD	pour	éviter	tout	

effet	de	dilution	ou	par	des	approches	de	protéomique.		

L’expression	 de	 la	 protéine	 SHANK3	 a	 été	 étudiée	 par	 la	 même	 approche	 à	 l’aide	 de	

divers	anticorps	:	 commerciaux,	et	provenant	du	 laboratoire	du	Prof.	Tobias	Boeckers.	

La	 présence	 de	 nombreuses	 isoformes	 pour	 la	 protéine	 SHANK3,	 de	 plus	 encore	

inconnues	chez	l’homme,	a	rendu	cette	étude	très	complexe	par	l’approche	de	Western	

blot.	 Les	 analyses	 par	 immunofluorescence	 ont	 montré	 une	 expression	 diffuse	 de	

SHANK3	dans	les	neurones,	en	accord	avec	le	rôle	non	synaptique	de	SHANK3.	Une	autre	

approche	a	 été	 l’analyse	de	 l’expression	d’ARN	codant	pour	SHANK3.	La	présence	des	

mutations	 retrouvées	 chez	 les	 patients	 au	 niveau	 de	 l’ADN	 a	 été	 confirmée	 dans	 les	

neurones	 reprogrammés	 par	 séquençage	 de	 l’ARN	 de	 l’exon	 21	 de	 SHANK3	 (après	

traitement	à	la	DNAse).	Nous	avons	pu	révélé	la	présence	à	la	fois	de	la	forme	sauvage,	

ainsi	 que	 de	 la	 forme	mutée	 dans	 les	 neurones	 des	 patients	 TSA,	 démontrant	 que	 la	

présence	de	ces	mutations	n’induisait	pas	l’élimination	de	l’ARN	muté.	Ceci	est	un	point	

intéressant	 car	 les	 phénotypes	 peuvent	 être	 causés	 soit	 par	 l’expression	 d’une	 forme	

tronquée	qui	perturberait	la	mise	en	place	de	la	PSD	par	absence	de	certains	domaines,	

soit	par	une	haplo-insuffisance	par	élimination	de	la	forme	tronquée.	Une	étude	par	PCR	

quantitative	 pour	 comparaison	 précise	 de	 l’expression	 de	 SHANK3	 chez	 les	 divers	

individus	est	en	cours	d’analyse.	
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Isoformes	et	implication	des	domaines	de	la	protéine	SHANK3	

Les	mutations	tronquantes	identifiées	chez	les	patients	TSA	sont	probablement	d’autant	

plus	délétères	qu’elles	affectent	un	grand	nombre	d’isoformes	de	SHANK3	(Figure	24).	

En	 effet,	 on	 observe	 que	 les	 formes	 principalement	 décrites	 dans	 la	 littérature	 sont	

toutes	 potentiellement	 affectées,	 à	 l’exception	 de	 l’isoforme	 Shank3b.	 Les	 profils	

d’expression	 et	 les	 rôles	 cellulaires	 de	 ces	 isoformes	 ne	 sont	 pas	 connus.	 Il	 est	

envisageable	que	chaque	isoforme	puisse	avoir	une	fonction	précise	dans	l’organisation	

de	 la	 PSD	 et	 l’élaboration	 des	 épines.	 De	 même,	 il	 est	 possible	 que	 chaque	 isoforme	

présente	 une	 expression	 différentielle	 à	 la	 fois	 au	 cours	 du	 temps	 et	 selon	 la	 région	

et/ou	 le	 type	 cellulaire	 neuronal	 ou	 autre.	 Des	 altérations	 de	 la	 présence	 et	 de	 la	

stœchiométrie	de	ces	isoformes	pourraient		perturber	le	fonctionnement	des	synapses.		

Ce	 point	 étant	 crucial,	 nous	 avons	 recherché	 à	 analyser	 la	 présence	 d’isoforme	 par	 la	

technique	de	Western	blot	au	sein	des	neurones	humains	en	culture	à	différents	stades	

de	développement.	Au	préalable,	nous	avons	démontré	par	la	technique	de	Western	blot	

l’existence	d’isoformes	dans	le	cerveau	chez	l’homme	et	chez	le	rongeur	et	reproduit	les	

données	 de	 la	 littérature.	 Nous	 avons	 voulu	 comparer	 cette	 expression	 à	 celle	 des	

neurones	humains	en	culture.	Nous	nous	sommes	heurtés	à	des	variations	de	taille	et	de	

nombre	de	signaux	entre	divers	anticorps	commerciaux	disponibles	avec	toutefois	des	

similitudes	 avec	 les	 signaux	 obtenus	 à	 partir	 d’extraits	 de	 cerveaux	 humains	 et	 de	

rongeurs	(données	non	présentées).		
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Dans	notre	étude,	la	mutation	tronquante	au	niveau	de	l’exon	21	va	entrainer	une	perte	

des	sites	de	liaison	à	Homer	(se	fixe	en	position	1307-1316	de	SHANK3	(Tu	et	al.	1999)),	

Figure	24	:	Impacts	des	mutations	sur	les	isoformes	et	rôles	de	la	protéine	SHANK3.	En	haut	:	

Perte	d’isoformes	en	cas	de	mutation	SHANK3	au	sein	de	l’exon	21.	Figure	modifiée	à	partir	

de	Uchinon	2015.	En	bas	:	Prédictions	du	rôle	des	domaines	de	SHANK3.	La	perte	de	chacun	

des	domaines	induit	probablement	des	effets	différents.	Figure	issue	de	Roussignol	et	al.	

2005. 
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homodimérisations,	et	donc	affecter	 la	 liaison	 indirecte	de	 la	 forme	mutée	de	SHANK3	

aux	mGluRs	 et	 à	 l’actine	 et	 ainsi	 déstabiliser	 l’organisation	 de	 la	 PSD.	 Des	mutations	

tronquantes	n’affectant	que	le	domaine	SAM	auraient	probablement	un	plus	faible	effet	

délétère	et	entrainerait	des	phénotypes	différents.		

	
	
	
Tests	Pharmacologiques		

Le	 modèle	 de	 neurones	 dérivés	 d’iPSCs	 permet	 d’analyser	 directement	 l’effet	 de	

composés	 pharmacologiques	 à	 différentes	 concentrations	 sur	 les	 cultures	 in	 vitro	 et	

d’étudier	 les	 potentialités	 de	 ces	 composés	 à	 modifier	 les	 phénotypes	 cellulaires	

observés	liés	à	la	pathologie.			

Il	 n’y	 a	 pas	 à	 ce	 jour	 de	 traitement	 connu	 pour	 les	 symptômes	majeurs	 des	 troubles	

autistiques	 tels	 que	 les	 troubles	 d’interaction	 sociale	 et	 de	 la	 communication.	

L’hétérogénéité	du	 syndrome	autistique	 complique	aussi	 la	découverte	de	 traitements	

efficaces.	 Les	 traitements	 actuellement	 prescrits	 traitent	 principalement	 des	 co-

morbidités	 associées	 aux	 TSA.	 Les	 recherches	 se	 sont	 beaucoup	 orientées	 vers	 les	

molécules	à	propriétés	antidépressives	et	les	antipsychotiques.	Ainsi	l’’irritabilité	et	les	

épisodes	épileptiques	ont	pu	être	traités	pharmacologiquement.		

Les	études	sur	modèles	murins	et	iPSCs	ont	permis	de	tester	des	molécules	dans	le	but	

de	 réverser	 certains	 phénotypes	 comportementaux	 et	 cellulaires.	 La	 combinaison	 de	

tests	sur	ces	deux	modèles	est	nécessaire.	

Parmi	 les	multiples	études	pharmacologiques	réalisées	sur	des	modèles	TSA,	 les	effets	

lithium	ont	été	assez	 largement	étudiés.	Le	 lithium	est	un	régulateur	d’humeur	qui	est	

prescrit	 principalement	 en	 cas	 de	 troubles	 bipolaires	 (Liu	 et	 Smith	 2014).	 Des	 essais	

cliniques	 ont	 été	 effectués	 chez	 des	 patients	 atteints	 du	 FXS	 et	 ont	 révélé	 une	
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amélioration	 du	 phénotype	 (Al-Semaan	 et	 al	 1999;	 Berry-Kravis	 et	 al.	 2008).	 Cette	

molécule	a	aussi	été	testée	sur	des	modèles	murins	du	FXS	et	a	induit	une	amélioration	

de	phénotypes	comportementaux	(hyperactivité,	troubles	d’interaction	sociale,	anxiété)	

mais	aussi	sur	 les	défauts	de	morphologie	des	épines	dendritiques,	sur	 la	dérégulation	

de	la	voie	de	la	synthèse	protéique	et	des	LTD	(Liu	et	al.	2011;	Liu	et	al.	2012;	Mines	et	

al.	2010,	3;	Choi	et	al.	2011).	

Une	étude	modélisant	une	duplication	de	SHANK3	(retrouvée	chez	des	patients	atteints	

de	TSA)	 sur	modèle	murin	 a	 démontré	 que	 la	 surexpression	 de	 ce	 gène	 entrainait	 un	

déséquilibre	 de	 la	 balance	 E/I	 en	 faveur	 de	 l’excitation	 (convulsions,	 EEG	

(Electroencéphalogrammes)	anormaux	montrant	une	hyperexcitabilité,	une	diminution	

de	la	fréquence	des	GABAA-mIPSCs,	et	une	augmentation	des	ESPCs	spontanés)	(Han	et	

al.	 2013).	 Des	 tests	 de	 molécules	 ont	 été	 effectués.	 Le	 lithium,	 ne	 donne	 aucun	 effet	

favorable,	tandis	que	le	valproate	(sel	de	l’acide	valproïque)	permet	d’améliorer	certains	

comportements	 des	 souris	 et	 réduit	 les	 défauts	 observés	 sur	 les	 EEG.	 Ces	 résultats	

corrèlent	avec	 le	 fait	que	 le	valproate	augmente	 la	neurotransmission	GABAergique	et	

que	 le	 lithium	 favorise	 l’excitabilité	 (Han	 et	 al.	 2013).	 De	 plus,	 l’acide	 valproïque	 est	

administré	pour	le	traitement	des	convulsions	et	de	l’épilepsie.	Il	est	aussi	intéressant	de	

rappeler	 que	 certaines	 études	 suggèrent	 un	 rôle	 de	 l’acide	 valproïque	 dans	 le	

développement	des	TSA	(cf	Introduction)	(Christensen	et	al.	2013).	

Nos	 collaborateurs	 d’I-Stem	 ont	 réalisé	 un	 criblage	 à	 haut	 débit	 de	 202	 molécules	 à	

propriétés	diverses	et	 testées	sur	 les	neurones	 issus	d’iPSCs	des	patients	porteurs	des	

mutations	 SHANK3	 de	 notre	 étude.	 L’objectif	 principal	 de	 ce	 travail	 préliminaire	 (une	

seule	 concentration	 testée)	 était	 d’identifier	 une	 ou	 des	 molécule(s)	 capable(s)	 de	

restaurer	les	taux	d’ARN	de	SHANK3	diminués	dans	les	neurones	issus	d’iPSCs	(Darville	

et	 al.	 2016).	Parmi	 elles,	 2	molécules	 se	 sont	distinguées	 en	 induisant	une	 tendance	 à	
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une	 augmentation	 des	 densités	 de	 protéines	 SHANK3	 au	 niveau	 des	 synapses	et	 de	

l’activité	calcique	:	l’acide	valproïque	et	le	lithium.		

Un	 traitement	 au	 lithium	 a	 été	 prescrit	 à	 la	 patiente	 G1271Afs*15	 et	 a	 démontré	 une	

amélioration	de	son	comportement	social	et	après	30	mois	de	traitement,		les	résultats	

de	cette	patiente	aux	tests	SRS	et	ADOS	se	sont	améliorés.		Cependant,	une	émergence	de	

TDAH	 a	 été	 observée	 (Darville	 et	 al.	 2016).	 Ceci	 peut	 être	 du	 à	 une	 dose	 trop	 forte	

induisant	 une	 augmentation	 élevée	 de	 l’expression	 de	 SHANK3.	En	 effet,	 les	 TDAH	 se	

rapprochent	des	symptômes	observés	chez	les	deux	patients	porteurs	d’une	duplication	

de	SHANK3	et	modélisés	chez	la	souris	(Han	et	al.	2013).	Une	autre	étude	a	montré	un	

effet	positif	 d’un	 traitement	 au	 lithium	chez	deux	patients	 atteints	de	TSA	et	porteurs	

d’une	mutation	induisant	un	codon	stop	au	niveau	de	l’exon	21	de	SHANK3.	Le	lithium	a	

eu	 un	 effet	 bénéfique	 sur	 la	 régression,	 la	 catatonie	 et	 les	 troubles	 du	 comportement	

observés	chez	ces	patients	(Serret	et	al.	2015).	

D’autres	études	effectuées	sur	des	modèles	iPSCs	ont	permet	de	révéler	un	effet	positif	

de	 certaines	 molécules	 tel	 que	 l’IGF1	 pour	 le	 syndrome	 de	 Phelan-McDermid	

(Shcheglovitov	et	al.	2013,	1)	ou	la	gentamicine	pour	le	Syndrome	de	Rett	(Marchetto	et	

al.	2010)	(cf	Introduction).	

D’autres	travaux	se	penchent	actuellement	sur	le	traitement	des	symptômes	principaux	

des	 TSA.	 Les	 résultats	 à	 ce	 jour	 ne	 sont	 pas	 suffisamment	 concluant	mais	 permettent	

tout	 de	 même	 des	 avancées.	 Parmi	 les	 essais	 cliniques	 effectués,	 un	 certain	 nombre	

d’équipes	 s’est	 intéressé	 aux	 effets	 de	 l’ocytocine	 et	 sur	 son	 usage	 potentiel	 pour	 un	

traitement	 	 des	 troubles	 sociaux.	 En	 effet,	 plusieurs	 études	 ont	 montré	 des	 effets	

d’amélioration	des	troubles	sociaux	caractérisés	par	une	augmentation	des	interactions	

sociales	 et	 des	 contacts	 par	 le	 regard	 («	eye-contact	»)	mais	 aussi	 des	 comportements	

répétitifs	(Andari	et	al.	2010;	Auyeung	et	al.	2015;	Guastella	et	al.	2010;	Hollander	et	al.	
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2003).	Cependant,	d’autres	travaux	ne	parviennent	pas	aux	mêmes	conclusions	(Althaus	

et	al.	2015;	Guastella	et	al.	2015;	Munesue	et	al.	2016).	Les	différences	peuvent	provenir	

des	durées	de	traitements,	des	doses	et	des	cohortes	de	patients	traitées.	Ces	données	

permettent	toutefois	d’ouvrir	certaines	pistes	de	traitement	par	l’ocytocine.	Il	est	aussi	

important	de	noter	que	la	voie	métabolique	de	l’ocytocine	pourrait	être	altérée	dans	le		

développement	des	TSA,	notamment	par	 l’observation	de	concentrations	plasmatiques	

réduites	chez	les	patients	(Modahl	et	al.	1998;	Andari	et	al.	2010).		

D’autres	 études	 s’intéressent	 aux	molécules	 impactant	 sur	 la	 balance	 E/I.	 Parmi	 elles,	

des	 essais	 cliniques	 ont	 montré	 que	 des	 agonistes	 des	 récepteurs	 GABAB	 (ex	:	

Arbaclofène)	ont	un	effet	sur	l’irritabilité	ainsi	que	sur	les	interactions	sociales	(Erickson	

et	 al.	 2014;	 Frye	 2014).	 En	 parallèle,	 des	 essais	 cliniques	 ont	 été	 réalisés	 avec	 des	

antagonistes	 des	 récepteurs	 glutamatergiques	qui	 ont	 donné	des	 résultats	 positifs	 sur	

les	 comportements	 stéréotypés,	 l’anxiété,	 les	 troubles	 du	 langage	 et	 l’hyperactivité	

(Jacquemont	et	al.	2011;	Berry-Kravis	et	al.	2009).	Un	contrôle	de	l’équilibre	E/I	semble	

un	axe	de	 recherche	 thérapeutique	prometteur.	Cependant,	 la	balance	E/I	 est	patient-

dépendante	 et	 doit	 être	 finement	 contrôlée	 au	 risque	 d’une	 surcompensation	 de	 cet	

équilibre.	

	

Les	 avancées	 pharmacologiques	 sont	 primordiales,	 et	 demandent	 la	 considération	 de	

toutes	formes	d’études.	Le	modèle	iPSCs	permet	d’offrir	le	moyen	de	tester	un	panel	de	

molécules	 de	 façon	 plus	 immédiate	 pouvant	 améliorer	 les	 symptômes	 des	 patients	

atteints	 de	TSA.	 En	 regard	des	 autres	 études,	 les	 neurones	dérivés	 d’iPSCs	pourraient	

permettre	 de	 tester	 les	 effets	 des	molécules	 présentées	 ci-dessus	 afin	 de	 visualiser	 si	

elles	permettent	de	réverser	des	phénotypes	cellulaires.	
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Choix	précis	des	conditions	expérimentales		

Au	 sein	 de	 ce	 projet	 nous	 avons	 limité	 les	 risques	 d’hétérogénétité	 de	 croissance,	 de	

densité	 et	 de	 maturation	 en	 étudiant	 d’une	 part	 des	 patients	 présentant	 le	 même	

phénotype	clinique	(tous	sont	des	patients	atteints	de	TSA	sévèrement	atteints	avec	un	

retard	mental)	et	le	même	type	de	mutation	(toutes	sont	des	mutations	de	novo	au	sein	

de	l’exon	21	de	SHANK3).	

Cet	 aspect	 est	 d’autant	 plus	 crucial,	 que	 même	 lorsque	 les	 cellules	 proviennent	

d’individus	 avec	 des	 génotypes	 et	 phénotypes	 similaires,	 certaines	 de	 leurs	

caractéristiques	phénotypiques	peuvent	varier.	C’est	ce	que	l’on	observe	au	sein	de	nos	

cellules	 lors	 de	 l’analyse	 de	 la	 morphologie	 des	 épines,	 avec	 cette	 distribution	

présentant	 des	 divergences	 au	 niveau	 des	 types	 de	 protusions	 entre	 le	 patient	

Q1271Afs*15	 et	 les	 deux	 autres	 patients.	 Cette	 hétérogénéité	 au	 sein	 de	 patients	 aux	

caractérisques	 cliniques	 communes	 est	 à	 prendre	 en	 considération,	 et	 pourrait	 être	

associée	à	des	différences	de	contexte	génétique	et	épigénétiques/environnementales.	

Un	 autre	 aspect	 important	 a	 été	 de	 fixer	 un	 stade	 de	 différenciation	 adapté.	 En	 effet,	

l’expression	 des	 protéines	 synaptiques	 varie	 au	 cours	 des	 stades	 de	 maturation	 des	

neurones	et	peut	directement	influencer	 la	synaptogénèse.	Les	études	morphologiques	

et	 fonctionnelles	ont	été	 réalisées	à	un	même	stade	de	différenciation	et	 sur	plusieurs	

cultures.	 Par	 rapport	 aux	 paramètres	 étudiés,	 nous	 n’avons	 pas	 observé	 de	 différence	

significative	 de	maturation	 des	 épines	 d’une	 part	 entre	 différentes	 cultures	 (n	 ≥	 2)	 et	

d’autre	 part	 entre	 individus	 de	 même	 génotype	 au	 sein	 d’une	 même	 culture.	 Il	 est	 à	

noter	que	les	analyses	morphologiques	ont	été	effectuées	à	partir	de	cultures	présentant	

des	 densités	 équivalentes	 de	 cellules.	 En	 effet,	 la	 densité	 du	 réseau	neuronal	 pourrait	

influencer	finement	les	caractéristiques	morphologiques	et	fonctionnelles	des	neurones.	
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Nous	 avons	 pour	 objectif	 de	 compléter	 nos	 analyses	 en	 augmentant	 le	 nombre	 de	

neurones	 par	 paramètre	 étudié.	 Enfin,	 un	 stade	 de	 maturation	 intermédiaire	 tel	 que	

celui	 retenu	 permet	 de	 mettre	 plus	 facilement	 en	 évidence	 des	 différences	 de	

morphologies	dendritiques.		

	

	

	
Conclusion	et	perspectives	

	

Au	 cours	 de	 ce	 travail	 de	 thèse,	 nous	 avons	 obtenu	 des	 neurones	 corticaux	

glutamatergiques	 fonctionnels.	 Nous	 avons	 ainsi	 pu	 caractériser	 et	 analyser	 des	

différences	entre	des	neurones	issus	de	patients	TSA,	porteur	d’une	mutation	SHANK3,	

et	des	individus	sains.	Nous	avons	détecté	des	variations	au	niveau	de	la	densité	et	de	la	

morphologie	des	épines,	ainsi	qu’au	niveau	de	l’activité	calcique.	Ceci	permet	de	montrer	

qu’une	 mutation	 de	 ce	 gène	 à	 l’état	 hétérozygote	 entraîne	 des	 altérations	 de	

synaptogénèse	 et	 de	 maturation	 qui	 se	 reflètent	 ensuite	 dans	 la	 fonctionnalité	

neuronale.	 Notre	 étude	 confirme	 des	 études	 précédentes	 montrant	 que	 la	

synaptogénèse	et	d’autres	fonctions	liées	à	la	signalisation	cellulaire	et	moléculaire	 	au	

sein	 de	 cellules	 neuronales	 adultes	 sont	 étroitement	 liées,	 peuvent	 intervenir	 dans	 la	

connectivité	 neuronale.	 D’autres	 études	 ont	 démontré	 une	 coordination	

transcriptionnelle	entre	la	synaptogénèse	et	la	signalisation	par	neurotransmetteurs,	et	

que	 ceci	 peut	 être	 influencé	 par	 l’activité	 neuronale	 (Kratsios	 et	 al.	 2015;	 Greer	 et	

Greenberg	 2008).	Nous	 n’avons	 pas	 testé	 l’existence	 d’une	 action	 coordonnée	 sur	 des	

évènements	transcriptionels	mais	cette	hypothèse	serait	à	tester.	Dans,	cette	optique,	il	
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serait	 important	 d’étudier	 d’autres	 interacteurs	 synaptiques	 de	 SHANK3	 au	 niveau	

transcriptionnel	et	protéique.					

	

	

Perspectives	directes	

Tout	 d’abord,	 dans	 le	 cadre	 de	 notre	 étude,	 la	 poursuite	 des	 analyses	

électrophysiologiques	 est	 une	 priorité	 pour	 compléter	 nos	 données	 sur	 l’activité	

fonctionnelle	des	neurones	dérivés	d’iPSCs	(coll	;	Dr	David	DiGregorio).		

Ensuite,	une	des	perspectives	consiste	en	des	greffes	des	neurones	au	sein	du	cortex	de	

souris	 au	 stade	 néonatal.	 Cette	 approche	 va	 permettre	 d’étudier	 la	 connectivité	 des	

neurones	en	cas	de	mutation	SHANK3,	mais	aussi	leur	survie	dans	des	conditions	in	vivo,	

leur	migration,	leur	maturation	et	leur	projections	corticales	et	régionales	ainsi	que	leur	

fonctionnalité.	 Ce	 travail	 sera	 effectué	 en	 collaboration	 avec	 le	 laboratoire	 du	Dr	Uwe	

Maskos	qui	a	récemment	effectué	avec	succès	des	greffes	de	neurones	humains	au	sein	

de	 cortex	de	 souris.	 Il	 a	 été	montré	que	des	 tissus	 corticaux	 embryonnaires	de	 souris	

greffés	au	sein	du	cortex	ont	la	capacité	de	se	développer.	Ces	neurones	mettent	en	place	

des	projections	et	développent	un	profil	de	neurones	corticaux	matures	 (Ballout	et	al.	

2016).	Des	études	précédentes	ont	consisté	en	 la	greffe	de	neurones	corticaux	dérivés	

de	mESCs	et	hESCs	au	sein	de	cortex	de	souris	(Espuny-Camacho	et	al.	2013;	Michelsen	

et	 al.	 2015).	 Ces	 études	ont	montré	que	 les	neurones	 greffés	 s’intègrent	 correctement	

dans	 les	 circuits	 neuronaux	 chez	 la	 souris	 et	 sont	 fonctionnels.	 L’étude	 du	 devenir	 de	

cellules	 dérivées	 in	 vivo	 et	 de	 leur	 connectivité	 avec	 les	 cellules	 avoisinantes	 offre	 la	

possibilité	 très	 intéressante	de	modéliser	des	maladies	neuronales	dans	 lesquelles	des	

défauts	 de	 connectivité	 ont	 été	 proposés.	 Ce	 projet	 est	 de	 ce	 fait	 particulièrement	

intéressant	 au	 regard	 des	 hypothèses	 émises	 sur	 les	 défauts	 de	 connectivité	 chez	 les	
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patients	atteints	de	TSA	(cf	 Introduction).	De	plus,	 cette	approche	permettra	d’étudier	

des	 potentiels	 effets	 de	molécules	 pharmacologiques,	 capables	 de	 franchir	 la	 barrière	

hémato-encéphalique	 (comme	 attendu	 pour	 un	 traitement	 chez	 l’homme).	 Elle	

permettra	également	d’analyser	 in	vivo	 	 la	balance	E/I,	qui	semble	être	perturbée	chez	

les	patients	TSA,	et	en	particulier	chez	les	patients	porteurs	de	mutations	SHANK3.		

En	 plus	 de	 permettre	 l’étude	 in	 vivo	de	 cellules	 dérivées	 d’iPSCs,	 la	 greffe	 ouvre	 une	

porte	 avec	 l’espoir	 d’une	médecine	 régénérative.	 Cet	 aspect	 ne	 fait	 pas	 partie	 de	 nos	

perspectives	à	court	 terme,	mais	est	un	point	 important	à	considérer	pour	 le	 futur.	En	

effet,	l’une	des	applications	attendues	du	modèle	iPSCs	est	la	possibilité	de	faire	avancer	

la	médecine	régénérative,	par	transplantation	de	cellules	ne	présentant	pas	la	mutation	

dans	le	but	de	réduire	les	conséquences	des	cellules	mutées	du	patient	et	de	réverser,	ou	

au	moins	réduire,	 le	phénotype.	Les	avancées	dans	 le	développement	de	protocoles	au	

sein	desquels	certains	aspects	négatifs	ont	été	supprimés	(par	exemple	élimination	 les	

risques	oncogènes)	permettent	d’envisager	et	de	progresser	dans	cette	application.	Il	est	

important	de	choisir	un	protocole	adéquat	pour	une	éventuelle	transplantation	(pas	de	

vecteurs	intégratifs,	un	milieu	de	culture	«	xeno-free	»,	c’est-à-dire	ne	contenant	pas	de	

composants	provenant	d’une	autre	espèce)	et	de	s’assurer	de	la	survie	et	de	l’intégration	

de	ces	neurones	 in	vivo.	Les	études	sur	modèles	murins	effectuées	en	amont	sont	donc	

indispensables	pour	le	développement	des	ces	espoirs	thérapeutiques.	

Plusieurs	études	s’intéressant	à	la	maladie	de	Parkinson	(PM)	ont	permis	d’importantes	

avancées.	Tout	d’abord,	il	a	été	montré	que	des	allo-greffes	de	cellules	fœtales	au	sein	de	

cerveau	de	patients	atteints	de	PM	pouvaient	survivre	jusque	18	ans	(Hallett	et	al.	2014;	

Kefalopoulou	et	al.	2014;	Mendez	et	al.	2008).	Une	étude	particulièrement	intéressante	

(Hallett	 et	 al.	 2015)	 a	 effectué	 une	 transplantation	 autologue	 de	 neurones	

dopaminergiques	issus	d’iPSCs	au	sein	de	cerveaux	de	trois	primates	non-humains.	Il	a	
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été	observé	que	la	transplantation	induisait	chez	un	de	ces	animaux	une	amélioration	du	

fonctionnement	 et	de	 l’activité	motrice.	 Cependant,	 ces	 résultats	ne	 sont	pas	observés	

chez	les	deux	autres	animaux,	ce	qui	pourrait	être	expliqué	par	un	faible	taux	de	survie	

des	 cellules	 transplantées	 chez	 ces	 deux	 primates.	 Cette	 étude	 montre	 donc	 que	 la	

transplantation	de	neurones	peut	réverser	un	phénotype	mais	que	les	taux	de	réussite	

varient	selon	les	cas.	Ces	expérimentations	sont	très	lourdes	et	éthiquement	difficiles	à	

multiplier	 avec	 ce	 type	 de	modèle.	 Les	 travaux	 effectués	 sur	 la	maladie	 de	 Parkinson	

montrent	 toutefois	 des	 résultats	 très	 encourageants	 sur	 l’usage	 de	 cellules	

pluripotentes.	 Ils	démontrent	également	 la	nécessité	de	prendre	en	compte	un	certain	

nombres	 de	 facteurs	 et	 que	 les	 transplantations	 ne	 peuvent	 être	 des	 traitements	 de	

routine	(Gaillard	et	Jaber	2011).	

En	 ce	qui	 concerne	 les	TSA	 causés	par	une	mutation	de	SHANK3,	 l’étude	de	Mei	 et	 al.	

exposée	 en	 introduction	 a	 démontré	 qu’une	 restauration	 de	 ce	 gène	 permettait	 de	

reverser	 des	 phénotypes	 sur	 le	 modèle	 murin	 (Mei	 et	 al.	 2016).	 Ceci	 montre	 une	

possibilité	de	 régénération	par	 greffe	de	neurones	ne	présentant	pas	 la	mutation.	Des	

expérimentations	 de	 greffes	 sur	 modèle	 animal	 invalidé	 pour	 le	 gène	 SHANK3	 de	

neurones	corticaux	issus	d’iPSCs	d’individus	sains	permettraient	d’étudier	cet	aspect.	

	

	

Perspectives	à	long	terme	

	

Contrôles	et	suppression/insertion	de	mutations	

En	parallèle,	nous	pourrions	obtenir	d’autres	lignées	de	contrôles	:	

• De	plusieurs	individus	sains	issus	de	la	famille	du	patient	étudié.	Ces	membres	de	

la	 même	 famille	 ne	 présenteront	 pas	 un	 «	background	»	 génétique	 et	
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épigénétique	strictement	identique	à	celui	du	patient,	mais	présenteront	tout	de	

même	des	similitudes	prononcées.	

• Des	contrôles	isogéniques	par	la	technique	Crispr/Cas9	réparation	de	la	mutation	

au	sein	des	cellules	du	patient	même.	Ce	serait	des	contrôles	idéaux	permettant	la	

comparaison	de	cellules	quasiment	identiques	et	ne	différant	que	par	la	présence	

ou	 l’absence	 de	 la	 mutation.	 Ces	 techniques	 sont	 basées	 sur	 le	 fait	 que	 des	

cassures	 double	 brin	 de	 l’ADN	 vont	 induire	 l’activité	 du	 système	 endogène	 de	

réparation	de	l’ADN.	En	ciblant	les	positions	de	ces	cassures,	il	est	donc	possible	

d’induire	les	modifications	génétiques	voulues.	

	

Cultures	en	3D	

Les	 cellules	 dérivées	 d’iPSCs	 permettent	 de	 se	 rapprocher	 d’une	 représentation	 assez	

similaire	des	cellules	des	patients.	Cependant	la	croissance	en	2D	ne	correspond	pas	à	la	

situation	 in	 vivo	 étant	 donné	 qu’au	 sein	 des	 organismes	 les	 organes	 et	 cellules	 se	

développent	 en	 3D.	 Lors	 de	 cultures	 en	 2D,	 les	 contacts	 entre	 cellules,	 les	 forces	

mécaniques	et	les	orientations	des	cellules	sont	limitées.	Les	interactions	et	migrations	

cellulaires	sont	importantes	dans	le	développement	de	tissus,	et	particulièrement	dans	

le	développement	cortical.	Ceci	peut	avoir	des	conséquences	sur	la	différentiation	et	 la	

fonctionnalité	des	cellules.	Des	protocoles	de	culture	3D	ont	permis	 le	développement	

de	structures	appelées	«	organoïdes	»	qui	reproduisent	la	formation	des	organes	(Huch	

et	Koo	 2015).	 Ces	 organoïdes	 présentent	 une	 diversité	 de	 types	 cellulaires,	 ce	 qui	 est	

plus	représentatif	du	développement	humain.			

Une	très	récente	étude	(Mariani	et	al.	2015)	a	permis	l’obtention	d’organoïdes	à	partir	

d’iPSCs	 de	 membres	 de	 quatre	 familles	 présentant	 un	 membre	 atteint	 de	 TSA.	 Ces	

organoïdes	présentent	des	 couches	organisées	 contenant	des	 cellules	 gliales	 radiaires,	
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des	progéniteurs	intermédiaires	et	des	neurones.	En	comparant	les	cellules	des	patients	

et	 des	 membres	 non	 atteints	 de	 leurs	 familles,	 une	 augmentation	 de	 l’expression	 de	

gènes	 impliqués	 dans	 la	 prolifération	 cellulaire,	 la	 différentiation	 neuronale	 et	 la	

formation	de	synapses	est	observée.	Et	en	effet,	les	cellules	des	patients	présentent	une	

diminution	 de	 la	 durée	 du	 cycle	 cellulaire	 ainsi	 qu’une	 augmentation	 du	 nombre	 de	

neurites	 et	 de	 synapses,	 et	 plus	 précisément	 du	 nombre	 de	 synapses	 inhibitrices	

(GABA).	

	

	

Dérivation	en	autres	types	neuronaux	

De	 même,	 il	 serait	 intéressant	 de	 dériver	 et	 étudier	 des	 neurones	 issus	 de	 patients	

porteurs	de	mutations	au	sein	des	autres	gènes	de	la	famille	SHANK.	Un	autre	aspect	qui	

serait	pertinent	d’étudier	consisterait	en	l’étude	de	neurones	glutamatergiques	d’autres	

régions	 du	 cerveau,	 en	 effet	 SHANK3	 est	 exprimé	 dans	 différentes	 régions	 au	 sein	

desquelles	son	expression	(et	celle	des	isoformes	peut	varier).	Des	études	ont	démontré	

que	 des	 altérations	 du	 cortex	 étaient	 détectées	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 TSA	

(Casanova	 et	 al.	 2002;	 Casanova	 et	 al.	 2010;	 Buxhoeveden	 et	 al.	 2006)	 mais	 aussi	

d’autres	 régions	 telles	 que	 le	 cervelet	 (Wang	 et	 al.	 2014;	 Courchesne	 et	 al.,	 1994)	 et	

l’amygdale	(Schumann	et	al.	2004).	Enfin,	nous	nous	sommes	intéressés	à	des	neurones	

glutamatergiques	prenant	en	compte	l’expression	de	SHANK3	au	sein	de	ces	neurones,	

cependant	 il	 serait	 aussi	 pertinant	 d’étudier	 la	 balance	 E/I	 et	 donc	 l’activité	

électrophysiologique	de	neurones	GABAergiques.	Les	neurones	GABAergiques	jouent	un	

rôle	important	au	cours	de	la	maturation	des	neurones.	Ils	sont	inhibiteurs	chez	l’adulte	

mais	 excitateurs	 au	 cours	 du	 développement	 embryonnaire	 humain.	 Des	 patients	
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porteurs	de	mutations	au	sein	d’autres	gènes	peuvent	être	étudiés	pour	cela,	telles	que	

des	mutations	au	niveau	des	neuroligines	qui	sont	exprimées	à	la	fois	dans	les	neurones	

glutamatergiques	et	GABAergiques.	Des	études	ont	démontré	un	rôle	des	NLGN	dans	le	

recrutement	de	récepteurs	GABAA	et	qu’un	défaut	au	niveau	de	ces	protéines	induisaient	

une	diminution	l’activité	GABAergique.	Ces	protéines	jouent	donc	un	rôle	sur	la	balance	

excitation/inhibition	(Tu	et	al.	2015;	Poulopoulos	et	al.	2009;	Varoqueaux	et	al.	2006).	

	

L’ensemble	 des	 études	 et	 des	 informations	 traitant	 des	 TSA	 expose	 une	 grande	

complexité	 de	 ces	 troubles,	 tant	 par	 les	 facteurs	 pouvant	 causer	 leur	 développement,	

que	par	 les	 voies	moléculaires	 impliquées,	 les	 phénotypes	 observés	 et	 les	 traitements	

possibles.	 Afin	 de	 comprendre	 au	 mieux	 ces	 troubles,	 il	 est	 donc	 nécessaire	 de	 les	

étudier	 en	 combinant	 une	 globalité	 d’approches,	 à	 travers	 plusieurs	modèles	 d’études	

ainsi	que	divers	types	d’analyses.	Les	TSA	sont	complexes	et	méritent	un	regard	à	la	fois	

large	et	précis	pour	les	décoder.	
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« No two people with autism are the same: its precise form or expression is 

different in every case. Moreover, there may be a most intricate (and potentially 

creative) interaction between the autistic traits and the other qualities of the 

individual. So, while a single glance may suffice for clinical diag- nosis, if we 

hope to understand the autistic individual, nothing less than a total biography 

will do. » 
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Summary
The neural cell-adhesion molecules contactin 4, contactin 5 and

contactin 6 are involved in brain development, and disruptions in

contactin genes may confer increased risk for autism spectrum

disorders (ASD). We describe a co-culture of rat cortical neurons

and HEK293 cells overexpressing and delivering the secreted

forms of rat contactin 4–6.We quantified their effects on the length

and branching of neurites. Contactin 4–6 effects were different

depending on the contactin member and duration of co-culture. At

4 days in culture, contactin 4 and -6 increased the length of

neurites, while contactin 5 increased the number of roots. Up to 8

days in culture, contactin 6 progressively increased the length of

neurites while contactin 5 was more efficient on neurite branching.

We studied the molecular sites of interaction between human

contactin 4, -5 or -6 and the human Protein Tyrosine Phosphatase

Receptor Gamma (PTPRG), a contactin partner, by modeling

their 3D structures. As compared to contactin 4, we observed

differences in the Ig2 and Ig3 domains of contactin 5 and -6 with

the appearance of an omega loop that could adopt three distinct

conformations. However, interactive residues between human

contactin 4–6 and PTPRG were strictly conserved. We did not

observe any differences in PTPRG binding on contactin 5 and -6

either. Our data suggest that the differential contactin effects on

neurite outgrowth do not result from distinct interactions with

PTPRG. A better understanding of the contactin cellular

properties should help elucidate their roles in ASD.

! 2013. Published by The Company of Biologists Ltd. This is

an Open Access article distributed under the terms of the

Creative Commons Attribution Non-Commercial Share Alike

License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0).

Key words: Contactin, Rat primary cortical neurons, 3D modeling,

Co-culture between HEK cells and primary neurons, Neurite

outgrowth, Neurite quantification, Protein tyrosine phosphatase

receptor gamma

Introduction
The development and maintenance of neuronal networks depend

on the differentiation of neurons and on the outgrowth and

branching of their axons and dendrites. These processes are under

the control of recognition molecules that interact with each other

and involve phosphorylation steps of downstream protein

effectors. Among these recognition molecules, the

immunoglobulin superfamily of neural cell-adhesion molecules

(Ig-CAMs) directly participates in brain development

mechanisms as well as in synapse maturation and plasticity

(Stoeckli, 2004). Contactins are a subfamily of Ig-CAMs. They

represent major molecules for neuronal development and

formation of synaptic contacts. Indeed, their roles in

neuritogenesis, fasciculation of neurons, axonal and dendritic

targeting, fine tuning of synapse formation and synaptic plasticity

have been demonstrated (Murai et al., 2002; Shimoda and

Watanabe, 2009; Stoeckli, 2010). The contactin subfamily

consists of six structurally related members: contactin 1 (F3 or

F9 or contactin), contactin 2 (TAG-1), contactin 3 (BIG-1),

contactin 4 (BIG-2), contactin 5 (NB-2) and contactin 6 (NB-3).

All contactins are attached at the cell membrane via a

glycosylphosphatidyl inositol (GPI) anchor and lack

intracellular domains. These proteins share 40–60% identity

with each other at the amino acid sequence level (Ogawa et al.,

1996; Shimoda and Watanabe, 2009). The extracellular part

contains six Ig-like repeats similar to the Ig constant domains,

followed by four fibronectin type III domains located closer to

the plasma membrane. Like other GPI-linked proteins, active

contactins exist in both membrane-bound and soluble forms

(Rougon et al., 1994; Peles et al., 1995; Ye et al., 2011).
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In rodents, contactins (Cntns) are expressed mainly in the
central and/or peripheral nervous systems where they display
distinct and partially overlapping patterns. For Cntn2, expression
starts early in development while for other Cntns, it occurs
mainly after birth (Shimoda and Watanabe, 2009; Zuko et al.,
2011). Important roles have emerged for Cntns in different
aspects of brain development and function. For example, Cntn1
has been shown to contribute to oligodendrocyte maturation (Hu
et al., 2003). Its expression in specialized domains of myelinated
fibers underlines its role in myelination (Gollan et al., 2003;
Salzer et al., 2008; Labasque and Faivre-Sarrailh, 2010). Other
Cntns have been less studied. Cntn4 acts as an axon guidance
molecule in the mouse olfactory neural circuitry where it controls
the establishment of odor maps (Kaneko-Goto et al., 2008).
Cntn5 contributes to the development of glutamatergic neurons in
the rat auditory brainstem (Toyoshima et al., 2009a), while Cntn6
orientates the growth of apical dendrites of deep layer cortical
pyramidal neurons (Ye et al., 2008) and controls the normal
projection and branching of axons of the corticospinal tract
during development (Huang et al., 2012).

Molecular signaling of contactins is related to their structure.
They contract heterophilic interactions with signaling partners or
may serve as ligand themselves. Identified partners include
amyloid precursor protein (APP), Notch and other Ig-CAMs such
as CHL1 of the L1 family (Shimoda and Watanabe, 2009).
Because of their role in neuronal development, a link with
tyrosine phosphatases can be expected since these enzymes are
also involved in such processes (Ensslen-Craig and Brady-
Kalnay, 2004). Accordingly, recent data indicate that Cntn4, -5
and -6 selectively interact with the protein tyrosine phosphatase
receptor gamma (Ptprg) through its carbonic anhydrase (CA)
domain (Bouyain and Watkins, 2010a). The X-ray structure of
the murine complex between the first four immunoglobulin (Ig)
domains of Cntn4 and the CA domain of Ptprg has been solved.
The key residues involved in the molecular interactions have
been identified in mouse, but not in human (Bouyain and
Watkins, 2010a).

Genetic studies of neuropsychiatric disorders have sparked off
new interests in human contactins (CNTNs) and contactin
associated proteins (CNTNAPs) because of their involvement
in diseases such as autism spectrum disorders (ASD) (Burbach
and van der Zwaag, 2009). Genetic alterations including copy
number variants (CNVs) for CNTN3 (Morrow et al., 2008)
CNTN4 (Glessner et al., 2009; Roohi et al., 2009; Cottrell et al.,
2011), CNTN5 and CNTN6 (Saus et al., 2010; van Daalen et al.,
2011) have been reported in ASD patients. Several reports have
also linked the CNTNAP2 gene, encoding for contactin-
associated protein-like 2 (CASPR2), with ASD (Alarcón et al.,
2008; Bakkaloglu et al., 2008). CASPR2 is a binding partner of
CNTN2, and interestingly enough, its absence in mice reproduces
the core autism-related behavioral deficits (Peñagarikano et al.,
2011). Disruption of CNTN genes could alter the growth,
branching and targeting of axons and dendrites in the brain of
ASD patients. This is in accordance with the postulation of the
long-range underconnectivity theory (Belmonte and Bourgeron,
2006; Geschwind and Levitt, 2007). Understanding more
precisely how CNTNs differentially operate in the developing
human brain has therefore become an important issue. Cntns
share the properties to increase neurite outgrowth in vitro as
demonstrated by distinct studies and types of neurons using
simple contrast microscopy and manual counting.

For this study, we cultured large populations of rat primary
cortical neurons in the presence of human embryonic kidney
(HEK) cells for the delivery of soluble Cntns and set up an
innovative automated quantitative analysis, with possible
applications for mutational screening of Ig-CAM molecules in
disease. We then investigated the effects of rat Cntn4, Cntn5 and
Cntn6 on different aspects of neurite outgrowth. We also
analyzed the molecular interactions of human PTPRG and
human CNTN4, CNTN5 and CNTN6 by generating the 3D
structures of each complex, respectively, using homology
modeling and protein docking calculations. Finally, we tested
the binding of a fusion protein of PTPRG on Cntn5 and -6
overexpressed in HEK cells. Our results show different
increasing effects of Cntn4, Cntn5 and Cntn6 on neurite
outgrowth and branching. We also observed significant
differences in the structure of human CNTN5 and CNTN6 as
compared to CNTN4, located at the crucial Ig2–Ig3 domains,
with no direct consequence on PTPRG binding.

Results

A co-culture system of rat primary cortical neurons with

transfected HEK293 cells for the measurement of neurite

outgrowth

Primary rat cortical neurons were cultured in the presence of
HEK293 cells transfected with a plasmid vector containing the
cDNA of rat Cntn4, Cntn5 or Cntn6. The respective proteins are
GPI-anchored cell-adhesion molecules, the schematic structure of
which is depicted in Fig. 1A. In transfected HEK293 cells,
Cntn4, -5 and -6 proteins were almost exclusively expressed at
membrane levels as shown by immunofluorescence experiments
(Fig. 1B). Among HEK293 cell populations, the efficiency of
transfection was found to be of 50% for each Cntn and remained
constant in independent experiments (data not shown). Semi-
quantitative analysis of fluorescence in permeabilized HEK293
cells revealed no statistical difference between the cell surface
membrane and intracellular expression among the Cntns.
Fluorescence at the plasmalemma accounted for 66–70%, and
cytoplasm for 30–34% of total labeling for Cntn4, -5 and -6
proteins (Fig. 1C). Co-cultures of transfected HEK293 and
MAP2-stained neurons are illustrated in Fig. 1D. Based on our
observations, most of the neurons were not in direct contact with
other cells. We can therefore assume that neurons elongated
randomly without favoring contacts with surrounding cells. To
determine whether the amounts of secreted forms of Cntns were
proportional to the number of HEK293 cells, we performed
Western blot analysis on HEK293 cell extracts and aliquots of
culture supernatants. Two cell densities were used (Fig. 1E). We
observed a single band for Cntn4, -5 and -6, at 130 kDa,
corresponding to the expected size of these proteins. Our data
clearly indicate that the amounts of secreted forms of Cntn4, -5
and -6 were directly related to cell densities, and therefore to the
amount of anchored Cntn proteins at the level of cell membranes
(Fig. 1E). Since the number of HEK293 cells apposed on neurons
was kept identical in all conditions, the secreted forms of Cntns
remained constant among independent cultures as illustrated in
Fig. 1F. No secreted Cntn could be detected when neurons were
cultured alone (Fig. 1F). To evaluate the concentration of
secreted Cntns when overexpressed by HEK293, we loaded
increasing amounts (0.5 to 25 ng) of commercialized mouse
recombinant Cntn6 (R&D Systems, ref. 5890-CN) on gels and
performed a Western blot analysis. As expected, signals from the
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different amounts of Cntn6 were of increasing intensities (Fig. 1G).

The signal intensity of the 17 ml-aliquot of a representative co-

culture supernatant was close to the intensity of the 2.5 ng band. This

suggests that under our experimental conditions, a concentration of

Cntn4, -5 or -6 of at least 100 ng/ml could be raised and remains

stable at least until 72 hours of co-culture (not shown).

Cntn4, -5 and -6 differentially increase the growth of rat primary

cortical neurons

The automated quantification of neurite outgrowth was

performed using the Acapella software as described in

Materials and Methods. The sequential steps of analysis are

depicted in Fig. 2. When primary neurons were co-cultured with

HEK293 cells without Cntn expression, the length of the longest

neurite and the numbers of roots and segments significantly

increased between 4 and 6 days in vitro (DIV), and then they

leveled off between 6 and 7–8 DIV (Fig. 3A). All neurons grew

concomitantly in length and in branching as shown by plotting

length versus roots and roots versus segments (Fig. 3B). In the

latter graphs, slope values were calculated as an index of

branching complexity. When neurons were co-cultured with

HEK293 cells overexpressing the Cntns, increasing effects were

observed on both neurite length and branching, but the effects

were different depending on the Cntn member and duration of co-

culture (Fig. 4A). At 4 DIV, Cntn4 and -6 significantly increased

the length of the longest neurite, while Cntn5 increased the

number of roots. All Cntns were increasing significantly the total

number of segments per neuron. At 6 DIV, significant enhancing

effects of Cntns were observed on the number of roots (Cntn4 and

-6), on the length of the longest neurite (Cntn5 and -6), and on the

total number of segments (Cntn5). At 7–8 DIV, slight increasing

effects were observed for Cntn6 on the length of longest neurite

and on the total number of segments. By contrast, Cntn4 and -5

did not display any significant effect on neurite elongation and

branching. In the presence of Cntn4, -5 or -6, all neurons were

growing concomitantly in length and branching as shown by

plotting the number of roots versus the number of segments

(supplementary material Fig. S1). Values for the Pearson’s

correlation coefficient and slope values were similar in all

conditions between controls and Cntns (supplementary material

Fig. S1).

Fig. 1. Description of the co-culture system with analysis of secreted

contactins. (A) Schematic structure of a contaction showing the six

immunoglobulin-like domains and the four fibronectin-type III domains. The

protein is attached to the membrane by a GPI moiety, and a soluble form is

secreted upon GPI hydrolysis. (B) Membrane staining by immunofluorescence

of non-permeabilized HEK293 cells after transfection with the Cntn4, -5 or -6

cDNA. Fixed cells were incubated with primary antibodies, then with Alexa

488-conjugated (Cntn4) and Alexa 594-conjugated (Cntn5 and -6) antibodies to

Cntn as described in Materials and Methods. Scale bars520 mm. (C) Semi-

quantitative analysis of fluorescence in permeabilized HEK293 cells. Number

of cells analyzed is indicated in the graphs. Values are the mean6s.e.m.

Statistical analysis was performed using the Student’s t-test. No significant

difference was observed (P.0.05). (D) MAP2 staining of primary cortical

neurons cultured in the presence of transfected HEK293 cells. In blue: DAPI

nuclear staining. Some representative neurons are depicted in the absence and

in the presence of Cntn4, Cntn5 or Cntn6. Note a higher ramification of neurons

in the presence of Cntn5 as compared to Cntn4 and -6. Scale bars520 mm.

(E) Representative western blot of culture supernatants and HEK293 cell

extracts for the detection of Cntn4, -5, and -6 proteins. Controls were obtained

from HEK293 cells transfected with the empty vector (EV). Two cell densities

(C1, C2) corresponding respectively to ,1.56105 and 36105 cells were tested.

(F) Representative western blot of co-culture supernatants. Rat cortical neurons

were cultured in the presence of transfected HEK293 cells for 48–72 hours. No

contactin proteins were detectable in the absence of HEK293 cells. Duplicates

correspond to two independent co-cultures. (G) Western blot analysis of 0.5 to

25 ng of mouse Cntn6 and one aliquot of a co-culture supernatant for Cntn6.

Exposure times were the same between all samples.

Fig. 2. Sequential automatic detection of neurite outgrowth and image

processing by Acapella software (PerkinElmer). All cell nuclei are detected

according to the DAPI staining (A). Neuronal nuclei are selected (B). Neuronal

cell bodies are identified according to MAP2 staining (C). Neurites are identified

and quantified (D). For quantification, all morphological parameters were

measured under the same defined threshold conditions. Data are collected from at

least 100 neurons. Neurons with no neurite were excluded. Scale bars 5 20 mm.
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Homology modeling of Ig domains 1–4 of human CNTN4, -5

and -6 and docking analysis of their respective interface with

the CA domain of human PTPRG

The two-dimensional alignment of human CNTN4Ig1–4, -5Ig1–4

and -6Ig1–4 with the homologous mouse Cntn4Ig1–4 as a reference

sequence is depicted in Fig. 5A. Models of human CNTN4Ig1–4,

-5Ig1–4 and -6Ig1–4 were obtained using the solved X-ray structure

of the mouse Cntn4Ig1–4 as 3D template (Fig. 5C). We observed

an almost complete superimposition of the human CNTN4, -5

and -6 structures, except at one location for human CNTN5 and

-6 as compared to mouse Cntn4 and human CNTN4. A loop with

an omega shape was produced (Fig. 5C, middle and right panels).

This was due to the insertion of two amino acid residues in

human CNTN5 and -6 structures at positions V239 and V166,

respectively (Fig. 5B). The conformational flexibility of the

CNTN5 omega loop (V loop) was evidenced as the V loop

clustered into three discrete positions, i.e. ‘‘up’’, ‘‘down’’ and

‘‘twist-up’’, among the 50 models generated. However, the ‘‘up’’

position appeared as a more stable conformational state when

compared to the two other positions (Fig. 5C; supplementary

material Movie 1). The carbonic anhydrase domain of human

PTPRG (PTPRGCA) was first modeled by using the mouse

PtprgCA as a reference sequence and the 3D template of the

complex of mouse Cntn4Ig1–4/PtprgCA (Fig. 6A). Complexes

between CNTNIg1–4 and PTPRGCA appeared to be strongly

stabilized through the alignment of b-sheet structures in both

partners, in a close vicinity of the V loop (Fig. 6B). Each

complex between human CNTN4, -5 and -6 and human

PTPRGCA was then modeled and optimized through energy

minimization. A summary of the interface characteristics (surface

of interaction, energy, hydrogen bonds and salt bridges) for each

model is provided in Table 1. Contacts between PtprgCA and

Cntn are restricted to Ig domains 2 and 3 and involve the same

two discrete segments, including residues 129–142 in Ig2 and

220–228 in Ig3 (mouse Cntn4 (Bouyain and Watkins, 2010a)).

Corresponding segments for human CNTNs were residues 130–141

in Ig2 and 220–250 in Ig3 (CNTN4), residues 203–215 in Ig2 and

295–325 in Ig3 (CNTN5) and residues 130–142 in Ig2 and 222–252

in Ig3 (CNTN6). The corresponding amino acids involved in the

CNTNIg1–4/PTPRGCA interaction were found to be strictly identical

for CNTN4, -5 and -6 (Fig. 6C), strongly indicating an identical

interaction of human CNTN4, -5 and -6 with PTPRGCA.

Fig. 3. Neurite outgrowth dynamics when cultured in the presence

of HEK293 cells. Cultures of rat cortical neurons were established

from newborn rats (P0–P1) as described in Materials and Methods.

Neurons were kept for up to 8 days in culture (DIV). The same

densities of HEK293 cells were added 48–72 hours before the end of

culture, in all conditions (see Materials and Methods). The

development of neuronal trees was followed over time. At the end of

co-culture, neurons were fixed and immunostained with an anti-MAP2

antibody. (A) Quantification of neurite outgrowth parameters was

performed using Acapella software. It includes the length of the longest

neurite per neuron, the total number of roots, and the total number of

segments. Graphs are scatter dot plots with a line at the median and the

interquartile range. (B). Two-dimensional representations illustrating

the evolution of neuronal trees over the different co-culture periods.

Numbers of neurons analyzed are directly indicated in the graphs. The

length of longest neurite versus number of roots and number of roots

versus number of segments are represented. Slopes values and

Pearson’s correlation coefficients are indicated in the graphs. When

primary neurons were co-cultured with HEK293 cells without Cntn

expression, the length of the longest neurite, and the numbers of roots

and segments increased significantly between 4 and 6 DIV and then

leveled off between 6 and 7–8 DIV. Statistical analysis was performed

using a Student’s t-test. ***P,0.001.
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Ptprg–Fc equally binds to the Cntn5 and Cntn6 over-expressed

in HEK293 cells

In agreement with our modeling studies, we observed a

significant binding of Ptprg–Fc to overexpressed rat Cntn5 and

Cntn6 by HEK293 cells, as compared to HEK293 cells with no

Cntn expression (Fig. 7A). Semi-quantitative analysis indicate

that binding was of the same rank of order between Cntn5 and

Cntn6 (Fig. 7B).

Discussion

Our study describes an efficient co-culture assay and an

automated quantification method for the analysis of neurite

outgrowth in cultured neurons and their morphological aspects

including neurite length, and branching complexity, as a function

of time. This assay provides an accurate analysis of a high

number of cells allowing the detection of even subtle

morphological variations in neurons. We applied this technique

to analyze the effects of three members of the contactin family

(Cntn4, -5, -6), a subgroup of cell-adhesion molecules that play

essential roles in the development of neuronal circuits. We took

advantage of the fact that contactins are GPI-anchored proteins,

sorted into lipid rafts before transport to the membrane surface

(Sharom and Lehto, 2002), and secreted into the extracellular

matrix of cells. Their secretion is mediated by the activation of

extracellular phosphoinositide-specific phospholipase C (PI-

PLC), an enzyme that controls the surface expression and

functional properties of GPI-anchored proteins (Ting and Pagano,

1991). Eight PI-PLC isoforms are expressed in HEK293 cells,

and in the case of overexpression of a calcium sensor, an

upregulation of one selective isoform, namely the PI-PLC-d2 can

be observed (Sharom and Lehto, 2002). Calcium signaling is

therefore expected to control the PI-PLC activity and also the

externalization of contactins as clearly demonstrated for the F3/

contactin member (Pierre et al., 2001).

Neuritogenesis is a complex dynamic process combining

neurite outgrowth and branching. Outgrowth results from the

elongation and retraction of neurites with a concomitant rapid

cytoskeleton reorganization at the growth cone (Valtorta and

Leoni, 1999). In a first series of experiments, we followed the

dynamics of neurite growth and branching, in the absence of

Cntn, and at early stages of neuritogenesis. For this purpose, we

used the exclusive labeling of dendritic trees of rat cortical

Fig. 4. Comparative effects of secreted Cntn4, -5, and -6 on

neurite outgrowth in rat cortical neurons at different

intervals of culture time. Cultures of rat cortical neurons were

established from newborn rats (P0–P1) as described in Materials

and Methods. Neurons were kept for up to 8 DIV. The same

densities of HEK293 cells were added 48–72 hours before the

end of culture, in all conditions (see Materials and Methods).

The length of the longest neurite per neuron, the total numbers of

roots and segments were followed over time in all conditions. At

the end of culture, neurons were fixed and immunostained with

an anti-MAP2 antibody. Quantification was performed using

Acapella software. Numbers of neurons analyzed are indicated

in each graph. Scatter dot plots with a line at the median and the

interquartile range are represented. Data are expressed as percent

of control mean obtained in the absence of Cntn. Statistical

analysis was performed using a Student’s t-test. **P,0.01 and

***P,0.001. At early stages of growth, increasing effects of

Cntn4 and -6 were pronounced on the length of the longest

neurite (referred to as the length in graph abcissa). By contrast,

increasing effects of Cntn5 were more pronounced on the

number of roots and segments as an index of arborization.
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neurons with an anti-MAP2 antibody. The extent of neurite

outgrowth depends on the density of cells, and the constituents of

culture medium including the growth factors. Therefore, to obtain

reproducible results, the conditions under which the cells were

grown were kept identical in all experiments. Neurons were co-

cultured with HEK293 cells transfected with the empty vector

with no Cntn expression. In these control conditions, a rapid

growth and branching of neurites was observed until day 6 of

culture, which slowed down thereafter. The growth amplitude,

the number of branching points and the growth kinetics are in

agreement with the recent results published by Hocquemiller et

al. who used mouse cortical neurons obtained from E17 mouse

embryos (Hocquemiller et al., 2010). This suggests that the

presence of HEK293 did not significantly modify the growth

parameters of cortical neurons.

In a second set of experiments, we analyzed the presence of

Cntns at HEK293 cell surface and in culture supernatants.

Immunofluorescence in permeabilized cells allows detecting both

the surface and intracellular immunoreactivities. For each Cntn

member, a proportional relationship could be observed between

Cntn levels in supernatants and at the membrane of HEK293

cells. In addition, the level of each Cntn remained constant

among the culture medium in independent experiments and

between 48 and 72 hours of co-culture (data not shown). These

observations strongly suggest a rapid turnover of Cntns and the

lack of their accumulation in culture medium. For the purpose of

this study, we considered cultivating neurons in the presence of

transfected HEK293 cells instead of adding the HEK293

supernatants to the cultured neurons. Our aim was to maintain

the neurons in their optimal growth conditions with neuronal

medium and such a protocol had no apparent effect on the

survival of HEK293 cells. In our cultured neurons, intracellular

signaling pathways were successfully activated during shorter

periods of exposition (,2 hours) in the presence of HEK293 cell

supernatants containing soluble Cntns (unpublished data). In the

absence of HEK293 cells, neurons do not secrete detectable

amount of Cntns. Consequently, only a negligible amount of

Cntns from neurons, which were not detectable by Western

blotting, may have been released. This may also suggest that the

density of anchored Cntns is much smaller in neurons than in

transfected HEK293 cells. Anchored CAM-molecules, including

the contactins, signal through heterophilic binding with distinct

partners, and may also function as secreted ligands for receptor

partners. For example, secreted forms, which remain folded and

functional, have been described for the L1 cell adhesion

glycoprotein (Gouveia et al., 2007). Such forms are able to

contract both homophilic and heterophilic interactions with

different partners. In the case of Cntn2 in rat (TAG-1), a

membrane protein has been shown to be developmentally

regulated in primary neuronal cell cultures, whereas a secreted

protein persists over time (Karagogeos et al., 1991). Cntn2 in

chicken (Axonin-1) has also been proposed to be released from

dorsal root ganglia neurons (Lierheimer et al., 1997). Based on

these observations, functional Cntn4, -5, and -6 are expected to

be secreted after hydrolysis from the HEK293 cell surface. In our

experiments, levels of Cntns in supernatants seemed to reach

concentrations that have been shown to be high enough to

enhance neurite outgrowth (Yoshihara et al., 1995; Sakurai et al.,

Fig. 5. Superimposed models of human CNTN4Ig1–4,

-5Ig1–4, and -6Ig1–4. (A) Two-dimensional alignment of

human CNTN4Ig1–4, CNTN5Ig1–4, and CNTN6Ig1–4 with

the homologous mouse Cntn4Ig1–4 (reference sequence:

3KLD FASTA and pdb). (B) Amino acid sequences in the

V loop present at the Ig2–Ig3 interfaces in CNTN4, -5 and

-6. An insertion of two amino acids is present in

CNTN5Ig1–4 and CNTN6Ig1–4 as compared to

CNTN4Ig1–4. (C) Structures of CNTN4Ig1–4 (in yellow),

CNTN5Ig1–4 (in blue) and CNTN6Ig1–4 (in red) after

homology modeling using the Cntn4Ig1–4 as a template

(Bouyain and Watkins, 2010a). Higher magnification of

the V loop for CNTN5 with two structural positions (down

in left panel and up in right panel). Structural images were

generated using PyMOL (http://www.pymol.org).
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1997; Lee et al., 2000; Ogawa et al., 2001). As expected, the

levels of secreted Cntns could be related to the number of HEK

cells. At culture stages, prior to 8 days (8 DIV), the contacts

between neuronal cells were not predominant suggesting that the

effects were due to the Cntns secreted by HEK293 cells. This

does not depend on surrounding neurons, which, as discussed

above, do not secrete detectable levels of Cntns. These contacts

may also depend on cell densities. Higher numbers of neurons

could increase the number of contacts that could be sporadically

observed in our co-culture. Moreover, we could not clearly detect

the existence of true contacts between HEK cells and neuronal

dendrites with the presence of punctae as putative synaptic

Fig. 6. Zoom magnification of

the binding interfaces of the Ig-

like domains of human CNTN4,

-5 and -6 with the human

PTPRGCA. (A) Overlay of the

carbonic anhydrase (CA) domain

of mouse Ptprg with a model of

the CA of human PTPRG

obtained from the reference

sequence of the mouse Ptprg with

a specific focus on the b-hairpin
(inset). Structural images were

generated using PyMOL (http://

www.pymol.org). (B) Alignment

of the b-sheet structures within
the complex between human

CNTNIg1–4 and PTPRGCA

symbolized with the dotted line.

Arrow indicates the close vicinity

of the V loop. (C) Comparative

surface representations of the four

Ig-like domains of human

CNTN4, -5, and -6 with binding

of PTPRG. The same orientations

are represented. Residues are

shown as balls and sticks.

Residues from CNTNIg2,

CNTNIg3 and PTPRGCA are in

green, yellow, and magenta,

respectively, as presented in

Bouyain and Watkins for mouse

Cntn4 (Bouyain and Watkins,

2010a). Cntn4 is in gray, CNTN4

in yellow, CNTN5 in blue, and

CNTN6 in red. Structural images

were generated using PyMOL

(http://www.pymol.org).

Table 1. Predicted parameters of interfaces between human CNTNIg1–4 and PTPRGCA.

Surface (Å) delta G (kcal/mol) H bonds Salt bridges

Human [CNTN4_3KLD] 828 27.1 3 4
Complex minimization 845 25.5 10 13

Human [CNTN5_3KLD] 780 29.6 7 5
Complex minimization 864 29.0 8 5

Human [CNTN6_3KLD] 854 29.0 8 5
Complex minimization 864 23.6 15 9
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boutons between cell types (neuron–neuron and neuron–glia/

HEK293 cell).

We analyzed the effects of Cntn4, -5 and -6 and observed a

significant increasing effect on neurite elongation and branching,

as compared to conditions without Cntn. Our data are in

agreement with previous observations showing that both

substrate-bound and soluble forms of recombinant proteins of

Cntn6 have a neurite outgrowth promoting effect on cortical

neurons (Lee et al., 2000). Cntn5 has also been shown to increase

neurite outgrowth in cerebral cortical neurons, but not in

hippocampal neurons (Ogawa et al., 2001). Recombinant Cntn4

has been reported to promote neurite outgrowth when used as a

substrate for neurons in vitro (Yoshihara et al., 1995). By

contrast, Cntn4 has been reported to either reduce or display no

effect on the axonal outgrowth of RGC axons, based on growth-

matrix composition in protein partners (i.e. APP, NgCAM) and

concomitant interactions (Osterfield et al., 2008). The effects of

Cntn4 and -6 on branching parameters have not been reported

previously.

Our data show distinct increasing effects between Cntn4, -5

and -6 on neuritogenesis. The effects of Cntn4 and -6 were more

pronounced on neurite elongation and that of Cntn5 on

branching. Cntn4 and -6 led to an increase in length and in the

number of segments for the first stages of growth (at 4 DIV), then

in the number of roots (at 6 DIV). By contrast to Cntn6, Cntn4

did not promote neurite elongation and branching at later stages

of growth. Cntn5 selectively increased the number of roots at

early stages of growth and promoted more progressively their

branching. Such differences between Cntns effects could be

related to the differential brain expression of each member and/or

distinct signaling mechanisms. More widespread distributions of

Cntn4 and -6 in the brain have been reported previously (Kaneko-

Goto et al., 2008; Lee et al., 2000). By contrast, Cntn5 is

specifically expressed in the auditory pathway (Toyoshima et al.,

2009a) presenting complex neuronal organizations and dendritic

morphologies (Okoyama et al., 2006).

Cntn functions are mediated by heterophilic protein

interactions but the precise molecular mechanisms involved in

their effects on neurite outgrowth have not been identified yet.

Given that the Cntns do not possess any transmembrane and/or

cytoplasmic domains, their ability to modulate neurite outgrowth

may be dependent on their extracellular domains and adhesive

properties. It may also involve other molecules and receptors that

can transduce signals to cytoplasm.

Among possible signaling partners, Cntns have been shown to

interact with amyloid precursor protein (APP) (Osterfield et al.,

2008; Shimoda et al., 2012), Notch (Cui et al., 2004), and other

Ig-CAMs. For example, the neural close homolog of L1 (CHL1)

can associate with Cntn6 and both molecules interact with the

protein tyrosine phosphatase alpha (PTPa), to regulate apical

dendrite orientation in the developing caudal cortex (Ye et al.,

2008). Of particular interest is that the three Cntn4, -5 and -6

have been recently shown to selectively interact with the protein

tyrosine phosphatase gamma (Ptprg) (Bouyain and Watkins,

2010a). Using Ptprg knockout-LacZ transgenic mice, the

expression of Ptprg was observed in the developing and adult

brains, and this was restricted to pyramidal neurons in the adult

mouse (Lamprianou et al., 2006). With the production of anti-

Ptprg monoclonal antibodies, the expression of Ptprg in mouse

cortical and hippocampal neurons has recently been evidenced

presynaptically (Y.S., unpublished data). One can reasonably

assume that rat cortical and hippocampal neurons would also

express this protein. PTPRG is thought to mediate important

signaling events through its tyrosine-specific phosphatase activity

(Paul and Lombroso, 2003). PTPRG is therefore expected to

control tyrosine dephosphorylation by contactin members.

Accordingly, PTPRG has been shown to inhibit NGF-mediated

neurite outgrowth of PC12D cells (Shintani et al., 2001);

however, its specific role in neuritogenesis has not yet been

clearly established.

Molecular and crystal structure analyses revealed that the first

four immunoglobulin domains of Cntn structures are folded in a

specific horseshoe-like structure. The PTPRG binding sites are

located in the CA domain of this protein and contact at the

second and third immunoglobulin domains of mouse Cntn4

(Bouyain and Watkins, 2010a).

We hypothesized that the differential effects of Cntn4, -5 and

-6 on neuritogenesis could be partly explained by distinct binding

properties that these molecules may have on the hairpin loop of

the extracellular PTPRGCA. The crystal structures of chicken and

human contactin 2 (TAG-1) have been analyzed (Freigang et al.,

2000; Mörtl et al., 2007). By contrast, the X-ray structures of

human CNTN4–6 have not been identified yet. Only the first four

Ig-like domains of mouse Cntn4 have been registered in the

Protein Data Bank. We therefore built a model of the Ig1–4

domains for each of the human CNTN4, -5 and -6. We then

identified the residues present at the interfaces between the

CNTN domains and human PTPRGCA. We chose the human

sequences rather than rat sequences for a possible extrapolation

of our data to human physiopathology.

Fig. 7. Binding of Ptprg to HEK293 cells expressing the rat Cntn5 or

Cntn6. HEK293 cells were transfected either with Cntn5 or Cntn6 cDNAs.

Two days post-transfection, cells were incubated with Ptprg–Fc according to

the protocol described in Materials and Methods. (A) In left and middle panels,

red signals correspond to Cntn5 and -6, expressed at cell membranes. For Ptprg,

positive labeling appears as lines of dots (green). Scale bars520 mm. Right

panel represents labeling in the absence of Cntn (empty vector) indicating no

significant background in the absence of Ptprg binding. Note that the lines of

dots are no longer visible. Scale bar540 mm. (B) Semi-quantification of

fluorescent signals in the absence and in the presence of Ptprg. Binding signals

were normalized to Cntn fluorescence for each cell. Numbers of neurons

analyzed are indicated in the graphs. Statistical analysis was performed using a

Student’s t-test. ***P,0.001.
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Our data clearly indicate that the entire structure of human

CNTN4Ig1–4 can be superimposed to the mouse Cntn4Ig1–4

whereas the human CNTN5Ig1–4 and -6Ig1–4 could not be fully

superimposed to mouse and human CNTN4. Indeed, an insertion

of an V loop was observed located at the interface between the

Ig2 and Ig3 domains of human CNTN5 and -6, and predicted to

be flexible (supplementary material Movie 1). The strong

stability of Ig2 and Ig3 domains of human CNTN4 has been

related to cellular functions of this protein (Mikulska et al.,

2011). Since these domains interact directly with PTPRGCA, it is

possible that the presence of a flexible V loop in human CNTN5

and -6 within Ig2 and Ig3 domains, even if located quite remote

from the interaction site, could have a functional relevance

through its connectivity with the b strands of Ig3. For example,

this plasticity could slightly modulate the binding affinity of

human CNTN5 and -6 for PTPRG and thus modify its

intracellular phosphatase activity. The residues that participate

in the interactions between human PTPRGCA and each human

CNTN were found to be identical, and they were also identical to

residues participating in the interaction between the murine

PtprgCA and Cntn4Ig1–4. We then measured the binding of Ptprg–

Fc to rat Cntn5 and -6, when overexpressed by HEK293 cells. We

did not find any significant modification in the intensity of Ptprg

binding between the two Cntns. Our data strongly suggest that the

differences in neurite outgrowth properties of Cntns that we

observed in this study are not the consequence of molecular

changes at Ptprg–Cntn interfaces. For Cntn5 and -6, they do not

seem to result from changes in PTPRG binding capacities either.

The mechanisms by which CNTN and PTPRG mediate their

effects, locally or not, at cell membranes are far from being

understood. It has been proposed that CNTN could facilitate the

formation of PTPRG dimers with a resulting inhibition of its

phosphatase activity (Bouyain and Watkins, 2010b).

Alternatively, PTPRG and CNTN could function independently

from phosphatase activity and rather promote the scaffolding of

molecular signaling complexes (Bouyain and Watkins, 2010b).

Such complexes could involve different partners among the

CNTN members. In addition, the intracellular signaling pathways

that are known to modulate neurite outgrowth and morphology of

neurons could also be differentially activated by the CNTN

members, independently from PTPRG. Finally, it should be noted

that PTPRG could signal in a bidirectional manner, involving

both phosphatase and carbonic anhydrase enzymatic activities.

In conclusion, we have developed an automated quantitative

analysis of neuronal development that allows a more rapid

screening of morphological characteristics with a high degree of

accuracy and reproducibility. This method is particularly useful

for the mutational screening of Ig-CAM molecules in disease

since it circumvents the time-consuming purification and testing

of each single mutated molecule if a coating procedure on slide

would be retained. Our quantitative analysis of neuron

morphology may be used to study various factors that could

influence the development and functions of neurons that may be

associated to brain disorders such as ASD. Our data show slight

differences in the properties of Cntn4, -5 and -6 on neurite

outgrowth that do not appear to be related to PTPRG. CNTN

signaling is considered to be a very complex and cell-specific

process. The identification of CNTN4, -5 and -6 protein

networks, which may involve PTPRG, would be necessary to

better understand their respective roles during neuritogenesis and

brain wiring.

Materials and Methods

Animals
Pregnant Sprague-Dawley rats were obtained from Charles River Laboratories

(L’Arbresle, France). Animals were housed in individual cages from weaning
under a 12-hour light–dark cycle and controlled temperature (21 C̊) with water and

food ad libitum. Adequate measures were taken to minimize pain or discomfort
and experiments were carried out following the guidelines of the European
Communities Council (86/609/EEC).

Cell culture procedures
HEK293 cells

HEK293 cells were cultured in Minimum Essential Medium (MEM) containing
100 units/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2 mM glutamine (InvitrogenTM,
Life technologies SAS, Saint-Aubin, France) and 10% fetal calf serum (ref.

CVFSVF00-01, Eurobio, Courtaboeuf, France) in a 5% CO2 incubator at 37 C̊.
Cells were grown in 100 mm Petri dishes. The day before transfection, cells were

trypsinized, suspended in fresh medium and plated in 6-well plates containing
glass coverslips. Coverslips were previously coated with 0.1 mg/ml of poly-L-
Lysine (ref. P6282, Sigma–Aldrich Chimie, Saint-Quentin Fallavier, France). Cells

were transfected either with rat Cntn4, Cntn5 or with Cntn6 cDNA sequences
cloned in pcDNA3.1 vector (GenBank accession numbers for rat Cntn4, Cntn5 and
Cntn6 are U35371, D87212 and D87248, respectively) using the jet PRIMEH kit

and according to the manufacturer’s protocol (ref. POL114-15 Polyplus-
transfectionTM SA, Illkirch, France). At the end of transfection, 2–36105

HEK293 cells per confluent 35 mm well were obtained. For co-culture assays

and 24 hours post-transfection, cells were collected with neuronal culture medium
containing 2 mM of Arabinofuranosylcytosine (Ara-C) (ref. C6645, Sigma–

Aldrich, Chimie) kept warmed at 37 C̊. 2.56105 HEK293 cells per ml of
neuronal culture medium were seeded at the top of the neurons in culture (see
below). For kinetics, HEK293 cells and neuronal cells were co-cultured for 48–

72 hours before the fixation of cells (see below).

Primary rat cortical neurons

Primary rat cortical neurons enriched in hippocampal cells were prepared from
newborn (P0–P1) Sprague-Dawley rats. Cortical and hippocampal tissues were

dissected in HBSS/20 mM Hepes medium (ref. 14180-046 and 15630-049, Life
technologies SAS). Tissues were then minced gently, digested with sterile papain
(20 U/mL) (ref. LS003126, Worthington Biochemical Corporation, Lakewood,

USA) in HBSS/Hepes for 10 minutes at 37 C̊, rinsed three times with HBSS/Hepes
and then triturated in the presence of 1 mg/ml of DNase I for 5 minutes. After
decantation, supernatants with dissociated neuronal cells were collected and

diluted in Neurobasal mediumH (ref. 21103-049, Life technologies SAS)
supplemented with 16 B27H-supplement (GibcoH-Life Technologies SAS,

France), L-glutamine (2 mM) and penicillin/streptomycin. Cells were counted
using the CountessH automated cell-counter (InvitrogenTM, Life technologies SAS,
France) and plated at a density of 46105 cells per mL onto poly-ornithine-coated

(40 mg/mL; ref. P8638, Sigma–Aldrich Chimie) coverslips in 6-well plates. After
4 hours, the culture medium was replaced with fresh medium. Neurons were
cultured for 2, 4 or 5–6 days before adding HEK293 cells.

Immunofluorescence
Immunofluorescence labeling on HEK293 cells was performed either in non-
permeabilized or permeabilized conditions, in 6-well plates, 24 to 48 hours after

transfection. Cells were fixed in the presence of 4% paraformaldehyde for
10 minutes at room temperature (RT) and washed 3 times in PBS. Cells were
either directly saturated for 30 minutes in PBS containing 10% horse serum (ref.

16050-130, Life Technologies SAS), or permeabilized for 5 minutes in PBS/0.1%
Triton then saturated as above. They were washed 3 times in PBS and incubated
with the appropriate anti-Cntn primary antibody in PBS/0.1% Triton/2% horse

serum for 2 hours at RT. Cells were washed 3 times in PBS and incubated with a
fluorescent secondary antibody in PBS/0.1% Triton/2% horse serum for 1 hour at

RT, and then washed again 3 times. Mouse anti-rat NB2 (3G12) and anti-rat NB3
(2F7) monoclonal antibodies amplified in ascites were used, at a dilution of 1/500
(Toyoshima et al., 2009b; Sakurai et al., 2009). These antibodies give a clear single

band at approx. 130 kDa. The anti-Cntn4 antibody was purchased from R&D
systems (AF2205, R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) and used at a dilution of
1/200. For Cntn5 and Cntn6, the secondary antibody was an Alexa FluorH 594 Goat

Anti-Mouse IgG (H+L) used at a dilution of 1/200 (A11005, Molecular ProbesH,
Life Technologies). For Cntn4, the secondary antibody was an Alexa FluorH 488

Donkey Anti-Goat IgG (H+L) used at a dilution of 1/200 (A11055, Molecular ProbesH,
Life Technologies). Cells were washed 3 times in PBS and rinsed once in milliQ
water. Semi-quantitative analysis of fluorescence in permeabilized HEK293 cells was

performed using Image J software. The relative cell surface expression of Cntn4, -5
and -6 was analyzed by measuring the pixel intensities of images from a confocal-like
microscopy technique. The relative cell surface expression of Cntn4, -5 and -6 was

analyzed bymeasuring the pixel intensities of images from a confocal-likemicroscopy
technique. Immunofluorescence labeling on co-cultures was performed in
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permeabilized conditions. Cells were fixed in the presence of 4% paraformaldehyde
for 10 minutes at RT and washed 3 times in PBS, permeabilized and saturated in PBS/
0.05% Triton/10% horse serum for 1 hour at RT under agitation. Antibody incubation
was then performed in drops, with the primary monoclonal mouse anti-MAP2
antibody (ref. MAB3418, MilliporeH, France) at a dilution of 1/500 in PBS/0.5%
Tween 20/4% horse serum, overnight at 4 C̊. The day after, coverslips were washed 3
times in PBS/0.5% Tween 20, then incubated with the secondary antibody Alexa
FluorH 594 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (A11005, Molecular Probes, Life
Technologies) at a dilution of 1/200 in PBS/0.5% Tween 20, for 45 minutes at RT.
Cells were washed 3 times in PBS and rinsed once in milliQ water. Coverslips were
then mounted on glass slides with ProLong Gold antifade reagent with DAPI
(InvitrogenTM, Life technologies SAS, France).

Western blot
To evaluate the presence of soluble/secreted Cntns in culture, aliquots of culture
supernatants were collected and loaded on a 7% Tris-Acetate NuPageH NovexH

Mini Gel (ref. EA0355BOX, Life technologies SAS) under reducing conditions
according to the manufacturer’s protocol. After electrophoresis, gels were
transferred onto a PVDF membrane using the iBlotH 7-minute Western Blotting
System (Life technologies SAS). Blots were saturated in PBS containing 0.5%
milk powder, 1% BSA and 0.05% Tween 20, for 1 hour at RT. Blots were then
incubated overnight at 4 C̊ in saturation buffer, with the primary antibody: anti-
Cntn4 (ref. AF2205, dilution 1/250; R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA), anti-
Cntn5 (3G12, dilution 1/1000) or anti-Cntn6 (2F7; dilution 1/2000). After 3
washes in PBS/0.05% Tween 20 (PBS-T), blots were incubated for 1 hour at RT in
the presence of adequate polyclonal anti-Ig HRP (Sigma) in PBS-T. After 3
washes, the respective Cntn bands were revealed by the ECL+ procedure
(Amersham Biosciences, Orsay, France) as described by the supplier.
Autoradiography was performed using BioMax MR Films and quantification of
the bands by scanning densitometry. For whole-cell extract preparations, neurons
or HEK293 cells were rinsed with ice-cold PBS, resuspended in lysis buffer (1 ml
per 107 cells) containing 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 20 mM HEPES, 1%
nonidetH P40, and a cocktail of protease inhibitors (ref. 11 873 580 001, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). After cell scraping, cell suspensions were
transferred in microfuge tubes, maintained under constant agitation for at least
30 minutes at 4 C̊, and then centrifuged for 30 minutes at 10,000 rpm. Pellets were
discarded, protein concentrations were measured in supernatants, and aliquots were
submitted to gel electrophoresis as described above.

Image acquisition, processing and statistical analysis
Fluorescence images were acquired with an inverted microscope Axio
Observer.Z1 (Carl Zeiss, Le Pecq, France) equipped with an AxioCam MR3
camera. For neurite detection, ten to fifteen mosaic images were acquired for each
condition per experiment with a LD Plan-neofluar 206 objective and a 64HE
mPlum reflector (Alexa 594 channel). Total image width and height were of 4041
and 3025 pixels, respectively. Each pixel represented 16 bit gray levels.
Quantitative image analysis was performed using the Acapella image analysis,
version 2.3 software (PerkinElmer, Inc.). A specific script for automated detection
of neurons and analysis of their morphology was used. The same threshold
parameters were applied in all conditions. Measured parameters extracted from
specific module ‘‘neurite detection’’ include the length of the longest neurite per
neuron, number of roots and total number of segments. Neurons without neurites
were excluded from the analysis. Individual tracing of neurite extension was
possible over all co-culture periods. Statistical analysis was performed using the
Student’s t-test and GraphPad Prism version 4 software (GraphPad, San Diego,
California, USA).

Cell surface binding assay
Ptprg–Fc was constructed as a fusion protein of the extracellular domain (amino
acids 1–172) of the mouse Ptprg and the Fc portion of human IgG, therefore
lacking the intracellular phosphatase domain (mouse and rat Ptprg share 99.6%
homology with identical contact residues with Cntn). Binding experiments were
performed basically as described previously (Shimoda et al., 2012). In brief,
HEK293 cells plated on glass coverslips were transfected with the Cntn plasmid
using jetPRIMEH kit, according to the manufacturer’s protocol (polyplus-
transfection SA, Illkirch, France). After 48 hours, the cells were fixed with 4%
paraformaldehyde for 15 minutes at RT and washed 3 times with PBS. After
washing, the cells were incubated with the Ptprg–Fc fusion protein (5 mg/ml) in
PBS containing 10% normal goat serum and 0.5% BSA for 1 hour at RT. After
washing with PBS 5 times, cells were incubated with Alexa Fluor 488-conjugated
anti-human IgG (1:3000) for 1 hour at RT. After washing with PBS 5 times, cells
were incubated with the 3G12 anti-Cntn5 antibody (1/500) or the 2F7 anti-Cntn6
antibody (1/500) for 1 hour at RT (Sakurai et al., 2009; Toyoshima et al., 2009a;
Sakurai et al., 2010). After washing with PBS 5 times, the cells were incubated
with an Alexa Fluor 594-conjugated anti-mouse IgG (1:200) for 1 hour at RT.
After five washes with PBS, coverslips were mounted on glass slides. Fluorescent
signals were quantified using a specific plugin of the Icy software (de Chaumont et

al., 2012) (http://icy.bioimageanalysis.org). The plugin was based on wavelets
detection to visualize the red fluorescence and provide the mean for the red and
green fluorescent signals (Olivo-Marin, 2002). The Ptprg–Fc signals were
normalized to the level of Cntn fluorescence at cell membrane. The plug-in is
available on line (http://icy.bioimageanalysis.org/plugin/Ligand-Receptor_ratio_
quantifier).

Homology modeling
The FASTA sequences of human CNTN4Ig1–4, CNTN5Ig1–4, CNTN6Ig1–4 were
retrieved from the UniProtKB server at (http://www.uniprot.org/uniprot) and 2D-
aligned with the homologous mouse Cntn4Ig1–4 as reference sequence (3KLD.fasta
retrieved from the solved structure at http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) using
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2). They were then 3D-aligned
using Espript (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript) to include the mouse
Cntn4Ig1–4 secondary structure from the PDB entry 3KLD (Gouet et al., 1999;
Bouyain and Watkins, 2010a). Human CNTN4Ig1–4, CNTN5Ig1–4, CNTN6Ig1–4 were
homology-modeled by computing both the alignment and the solved X-ray structure
of the mouse Cntn4Ig1–4 used as 3D template (Protein Data Bank ID: 3KLD). For
each CNTN, 50 models were generated using the model-building software Modeller
(mod9v7), to satisfy the spatial restraints issued from the alignment with the target
protein (Eswar et al., 2006). Models with the lowest score function values and best
stereochemistry and checked by Molprobity (http://molprobity.biochem.duke.edu)
(Chen et al., 2010) were then subjected to subsequent refinement by energy
minimization using CHARMM implemented in Discovery Studio 2.5 (DS2.5;
Accelrys, Inc.) (Brooks et al., 2009). Similarly, the human PTPRGCA was
homology-modeled using the mouse PtprgCA as reference sequence for alignment
and 3D template (from the 3D the complex of mouse Cntn4Ig1–4/mouse PtprgCA). 50
models were generated; one was selected from its score function before being
minimized using CHARMM forcefield. After optimization, each resulting model,
CNTN4, -5 and -6Ig1–4 or PTPRG was visually inspected with PyMOL and
superimposed to the mouse Cntn4Ig1–4–PtprgCA complex template. Models of each
complex between human CNTN4, -5 and -6 and human PTPRGCA were then
optimized with an energy minimization where the backbone was kept fixed for the
two proteins of the complex. Characteristics of the interface between each human
CNTN and human PTPRG (surface size, residues, hydrogen bonds, salt bridges,
energy parameters) were determined using the PISA server (http://www.ebi.ac.uk/
msd-srv/prot_int/pistart.html).
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Peñagarikano, O., Abrahams, B. S., Herman, E. I., Winden, K. D., Gdalyahu, A.,

Dong, H., Sonnenblick, L. I., Gruver, R., Almajano, J., Bragin, A. et al. (2011).

Absence of CNTNAP2 leads to epilepsy, neuronal migration abnormalities, and core

autism-related deficits. Cell 147, 235-246.

Pierre, K., Dupouy, B., Allard, M., Poulain, D. A. and Theodosis, D. T. (2001).

Mobilization of the cell adhesion glycoprotein F3/contactin to axonal surfaces is

activity dependent. Eur. J. Neurosci. 14, 645-656.

Roohi, J., Montagna, C., Tegay, D. H., Palmer, L. E., DeVincent, C., Pomeroy, J. C.,

Christian, S. L., Nowak, N. and Hatchwell, E. (2009). Disruption of contactin 4 in

three subjects with autism spectrum disorder. J. Med. Genet. 46, 176-182.

Rougon, G., Olive, S., Durbec, P., Faivre-Sarrailh, C. and Gennarini, G. (1994).

Functional studies and cellular distribution of the F3 GPI-anchored adhesion

molecule. Braz. J. Med. Biol. Res. 27, 409-414.

Sakurai, T., Lustig, M., Nativ, M., Hemperly, J. J., Schlessinger, J., Peles, E. and

Grumet, M. (1997). Induction of neurite outgrowth through contactin and Nr-CAM

by extracellular regions of glial receptor tyrosine phosphatase b. J. Cell Biol. 136,
907-918.

Sakurai, K., Toyoshima, M., Ueda, H., Matsubara, K., Takeda, Y., Karagogeos, D.,

Shimoda, Y. and Watanabe, K. (2009). Contribution of the neural cell recognition

molecule NB-3 to synapse formation between parallel fibers and Purkinje cells in

mouse. Dev. Neurobiol. 69, 811-824.

Sakurai, K., Toyoshima, M., Takeda, Y., Shimoda, Y. and Watanabe, K. (2010).

Synaptic formation in subsets of glutamatergic terminals in the mouse hippocampal

formation is affected by a deficiency in the neural cell recognition molecule NB-3.

Neurosci. Lett. 473, 102-106.

Salzer, J. L., Brophy, P. J. and Peles, E. (2008). Molecular domains of myelinated

axons in the peripheral nervous system. Glia 56, 1532-1540.

Saus, E., Brunet, A., Armengol, L., Alonso, P., Crespo, J. M., Fernández-Aranda,

F., Guitart, M., Martı́n-Santos, R., Menchón, J. M., Navinés, R. et al. (2010).

Comprehensive copy number variant (CNV) analysis of neuronal pathways genes in

psychiatric disorders identifies rare variants within patients. J. Psychiatr. Res. 44,

971-978.

Sharom, F. J. and Lehto, M. T. (2002). Glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins:

structure, function, and cleavage by phosphatidylinositol-specific phospholipase

C. Biochem. Cell Biol. 80, 535-549.

Shimoda, Y. and Watanabe, K. (2009). Contactins: emerging key roles in the

development and function of the nervous system. Cell Adh. Migr. 3, 64-70.

Shimoda, Y., Koseki, F., Itoh, M., Toyoshima, M. and Watanabe, K. (2012). A cis-

complex of NB-2/contactin-5 with amyloid precursor-like protein 1 is localized on the

presynaptic membrane. Neurosci. Lett. 510, 148-153.

Shintani, T., Maeda, N. and Noda, M. (2001). Receptor-like protein tyrosine

phosphatase c (RPTPc), but not PTPf/RPTPb, inhibits nerve-growth-factor-induced
neurite outgrowth in PC12D cells. Dev. Neurosci. 23, 55-69.

Stoeckli, E. T. (2004). Ig superfamily cell adhesion molecules in the brain. Handb. Exp.

Pharmacol. 165, 373-401.

Stoeckli, E. T. (2010). Neural circuit formation in the cerebellum is controlled by cell

adhesion molecules of the Contactin family. Cell Adh. Migr. 4, 523-526.

Ting, A. E. and Pagano, R. E. (1991). Density-dependent inhibition of cell growth is

correlated with the activity of a cell surface phosphatidylinositol-specific phospholipase

C. Eur. J. Cell Biol. 56, 401-406.

Toyoshima, M., Sakurai, K., Shimazaki, K., Takeda, Y., Nakamoto, M., Serizawa,

S., Shimoda, Y. and Watanabe, K. (2009a). Preferential localization of neural cell

recognition molecule NB-2 in developing glutamatergic neurons in the rat auditory

brainstem. J. Comp. Neurol. 513, 349-362.

Toyoshima, M., Sakurai, K., Shimazaki, K., Takeda, Y., Shimoda, Y. and

Watanabe, K. (2009b). Deficiency of neural recognition molecule NB-2 affects

the development of glutamatergic auditory pathways from the ventral cochlear

nucleus to the superior olivary complex in mouse. Dev. Biol. 336, 192-200.

Valtorta, F. and Leoni, C. (1999). Molecular mechanisms of neurite extension. Philos.

Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 354, 387-394.

van Daalen, E., Kemner, C., Verbeek, N. E., van der Zwaag, B., Dijkhuizen, T.,

Rump, P., Houben, R., van ’t Slot, R., de Jonge, M. V., Staal, W. G. et al. (2011).

Social Responsiveness Scale-aided analysis of the clinical impact of copy number

variations in autism. Neurogenetics 12, 315-323.

Ye, H., Tan, Y. L., Ponniah, S., Takeda, Y., Wang, S. Q., Schachner, M., Watanabe,

K., Pallen, C. J. and Xiao, Z. C. (2008). Neural recognition molecules CHL1 and NB-

3 regulate apical dendrite orientation in the neocortex via PTPa. EMBO J. 27, 188-200.

Ye, H., Zhao, T., Tan, Y. L., Liu, J., Pallen, C. J. and Xiao, Z. C. (2011). Receptor-

like protein-tyrosine phosphatase a enhances cell surface expression of neural

adhesion molecule NB-3. J. Biol. Chem. 286, 26071-26080.

Yoshihara, Y., Kawasaki, M., Tamada, A., Nagata, S., Kagamiyama, H. and Mori,

K. (1995). Overlapping and differential expression of BIG-2, BIG-1, TAG-1, and F3:

four members of an axon-associated cell adhesion molecule subgroup of the

immunoglobulin superfamily. J. Neurobiol. 28, 51-69.

Zuko, A., Bouyain, S., van der Zwaag, B. and Burbach, J. P. (2011). Contactins:

structural aspects in relation to developmental functions in brain disease. Adv. Protein

Chem. Struct. Biol. 84, 143-180.

Contactins and neuritogenesis 334

B
io
lo
g
y
O
p
e
n

http://dx.doi.org/10.1002/aur.184
http://dx.doi.org/10.1002/aur.184
http://dx.doi.org/10.1002/aur.184
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M313505200
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M313505200
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M313505200
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M313505200
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth.2075
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth.2075
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth.2075
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth.2075
http://dx.doi.org/10.1016/j.ydbio.2004.08.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.ydbio.2004.08.009
http://dx.doi.org/10.1002/0471250953.bi0506s15
http://dx.doi.org/10.1002/0471250953.bi0506s15
http://dx.doi.org/10.1002/0471250953.bi0506s15
http://dx.doi.org/10.1016/S0092-8674(00)80852-1
http://dx.doi.org/10.1016/S0092-8674(00)80852-1
http://dx.doi.org/10.1016/S0092-8674(00)80852-1
http://dx.doi.org/10.1016/j.conb.2007.01.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.conb.2007.01.009
http://dx.doi.org/10.1038/nature07953
http://dx.doi.org/10.1038/nature07953
http://dx.doi.org/10.1038/nature07953
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.200309147
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.200309147
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/15.4.305
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/15.4.305
http://dx.doi.org/10.1016/j.pep.2006.10.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.pep.2006.10.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.pep.2006.10.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.pep.2006.10.008
http://dx.doi.org/10.1002/jnr.22190
http://dx.doi.org/10.1002/jnr.22190
http://dx.doi.org/10.1002/jnr.22190
http://dx.doi.org/10.1002/cne.22772
http://dx.doi.org/10.1002/cne.22772
http://dx.doi.org/10.1002/cne.22772
http://dx.doi.org/10.1016/j.neuron.2008.01.023
http://dx.doi.org/10.1016/j.neuron.2008.01.023
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2009.08.025
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2009.08.025
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00101-06
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00101-06
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00101-06
http://dx.doi.org/10.1128/MCB.00101-06
http://dx.doi.org/10.1016/S0378-1119(00)00031-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0378-1119(00)00031-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0378-1119(00)00031-7
http://dx.doi.org/10.1111/j.1432-1033.1997.0502a.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1432-1033.1997.0502a.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1432-1033.1997.0502a.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1432-1033.1997.0502a.x
http://dx.doi.org/10.1007/s00894-011-1010-y
http://dx.doi.org/10.1007/s00894-011-1010-y
http://dx.doi.org/10.1126/science.1157657
http://dx.doi.org/10.1126/science.1157657
http://dx.doi.org/10.1126/science.1157657
http://dx.doi.org/10.1110/ps.072802707
http://dx.doi.org/10.1110/ps.072802707
http://dx.doi.org/10.1110/ps.072802707
http://dx.doi.org/10.1016/S0960-9822(02)00680-2
http://dx.doi.org/10.1016/S0960-9822(02)00680-2
http://dx.doi.org/10.1016/S0960-9822(02)00680-2
http://dx.doi.org/10.1016/S0304-3940(96)13156-6
http://dx.doi.org/10.1016/S0304-3940(96)13156-6
http://dx.doi.org/10.1016/S0304-3940(96)13156-6
http://dx.doi.org/10.1016/S0304-3940(96)13156-6
http://dx.doi.org/10.1002/jnr.1133
http://dx.doi.org/10.1002/jnr.1133
http://dx.doi.org/10.1002/jnr.1133
http://dx.doi.org/10.1002/jnr.1133
http://dx.doi.org/10.1016/j.heares.2006.04.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.heares.2006.04.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.heares.2006.04.004
http://dx.doi.org/10.1016/S0031-3203(01)00127-3
http://dx.doi.org/10.1016/S0031-3203(01)00127-3
http://dx.doi.org/10.1242/dev.007401
http://dx.doi.org/10.1242/dev.007401
http://dx.doi.org/10.1242/dev.007401
http://dx.doi.org/10.1007/s00018-003-3123-7
http://dx.doi.org/10.1007/s00018-003-3123-7
http://dx.doi.org/10.1016/0092-8674(95)90312-7
http://dx.doi.org/10.1016/0092-8674(95)90312-7
http://dx.doi.org/10.1016/0092-8674(95)90312-7
http://dx.doi.org/10.1016/0092-8674(95)90312-7
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2011.08.040
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2011.08.040
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2011.08.040
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2011.08.040
http://dx.doi.org/10.1046/j.0953-816x.2001.01682.x
http://dx.doi.org/10.1046/j.0953-816x.2001.01682.x
http://dx.doi.org/10.1046/j.0953-816x.2001.01682.x
http://dx.doi.org/10.1136/jmg.2008.057505
http://dx.doi.org/10.1136/jmg.2008.057505
http://dx.doi.org/10.1136/jmg.2008.057505
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.136.4.907
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.136.4.907
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.136.4.907
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.136.4.907
http://dx.doi.org/10.1002/dneu.20742
http://dx.doi.org/10.1002/dneu.20742
http://dx.doi.org/10.1002/dneu.20742
http://dx.doi.org/10.1002/dneu.20742
http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2010.02.027
http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2010.02.027
http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2010.02.027
http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2010.02.027
http://dx.doi.org/10.1002/glia.20750
http://dx.doi.org/10.1002/glia.20750
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpsychires.2010.03.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpsychires.2010.03.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpsychires.2010.03.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpsychires.2010.03.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpsychires.2010.03.007
http://dx.doi.org/10.1139/o02-146
http://dx.doi.org/10.1139/o02-146
http://dx.doi.org/10.1139/o02-146
http://dx.doi.org/10.4161/cam.3.1.7764
http://dx.doi.org/10.4161/cam.3.1.7764
http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2012.01.026
http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2012.01.026
http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2012.01.026
http://dx.doi.org/10.1159/000048696
http://dx.doi.org/10.1159/000048696
http://dx.doi.org/10.1159/000048696
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-540-68170-0_12
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-540-68170-0_12
http://dx.doi.org/10.4161/cam.4.4.12733
http://dx.doi.org/10.4161/cam.4.4.12733
http://dx.doi.org/10.1002/cne.21972
http://dx.doi.org/10.1002/cne.21972
http://dx.doi.org/10.1002/cne.21972
http://dx.doi.org/10.1002/cne.21972
http://dx.doi.org/10.1016/j.ydbio.2009.09.043
http://dx.doi.org/10.1016/j.ydbio.2009.09.043
http://dx.doi.org/10.1016/j.ydbio.2009.09.043
http://dx.doi.org/10.1016/j.ydbio.2009.09.043
http://dx.doi.org/10.1098/rstb.1999.0391
http://dx.doi.org/10.1098/rstb.1999.0391
http://dx.doi.org/10.1007/s10048-011-0297-2
http://dx.doi.org/10.1007/s10048-011-0297-2
http://dx.doi.org/10.1007/s10048-011-0297-2
http://dx.doi.org/10.1007/s10048-011-0297-2
http://dx.doi.org/10.1038/sj.emboj.7601939
http://dx.doi.org/10.1038/sj.emboj.7601939
http://dx.doi.org/10.1038/sj.emboj.7601939
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M110.214080
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M110.214080
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M110.214080
http://dx.doi.org/10.1002/neu.480280106
http://dx.doi.org/10.1002/neu.480280106
http://dx.doi.org/10.1002/neu.480280106
http://dx.doi.org/10.1002/neu.480280106
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-386483-3.00001-X
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-386483-3.00001-X
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-386483-3.00001-X


Supplementary Material
Oriane Mercati et al. doi: 10.1242/bio.20133343

Fig. S1. Comparative effects of secreted Cntn4, -5, and

-6 on arborization in rat cortical neurons in culture, at

different time intervals. Cultures of rat cortical neurons

were established from newborn rats (P0–P1) as described

in Materials and Methods. Neurons were kept for up to 8

days in culture (DIV). The same densities of HEK293

cells were added 48–72 hours before the end of culture, in

all conditions (see Materials and Methods). The length of

the longest neurite per neuron, the total number of roots,

and the segments were followed over time in all

conditions. At the end of culture, neurons were fixed and

immunostained with an anti-MAP2 antibody.

Quantification was performed using Acapella software.

Numbers of neurons analyzed are indicated in each graph.

A two-dimensional representation showing the number of

roots versus number of segments illustrates the evolution

of neuronal trees over the different co-culture periods.

Data are expressed as percent of control mean obtained in

the absence of Cntn. Slope values and the Pearson’s

correlation coefficients are directly indicated in the graphs.
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Movie 1. Flexible V loop in human CNTN5Ig1–4. Three-dimensional

structure of human CNTN5Ig1–4 after homology modeling using the mouse

Cntn4Ig1–4 as a template (Bouyain and Watkins, 2010a). The flexible V loop in

human CNTN5Ig1–4 is located within Ig2 and Ig3 domains and can adopt

distinct positions.
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CNTN6 mutations are risk factors for abnormal auditory

sensory perception in autism spectrum disorders
O Mercati1,2,3,23, G Huguet1,2,3,23, A Danckaert4, G André-Leroux5,6,7, A Maruani8, M Bellinzoni5,6, T Rolland1,2,3, L Gouder1,2,3,

A Mathieu1,2,3, J Buratti1,2,3, F Amsellem8, M Benabou1,2,3, J Van-Gils1,2,3, A Beggiato8, M Konyukh1,2,3, J-P Bourgeois1,2,3, MJ Gazzellone9,

RKC Yuen9, S Walker9, M Delépine10, A Boland10, B Régnault11, M Francois12, T Van Den Abbeele12, AL Mosca-Boidron13, L Faivre13,

Y Shimoda14, K Watanabe14, D Bonneau15, M Rastam16,17, M Leboyer18,19,20,21, SW Scherer9,22, C Gillberg17, R Delorme1,2,3,8,

I Cloëz-Tayarani1,2,3,24 and T Bourgeron1,2,3,17,21,24

Contactin genes CNTN5 and CNTN6 code for neuronal cell adhesion molecules that promote neurite outgrowth in sensory-motor

neuronal pathways. Mutations of CNTN5 and CNTN6 have previously been reported in individuals with autism spectrum disorders

(ASDs), but very little is known on their prevalence and clinical impact. In this study, we identified CNTN5 and CNTN6 deleterious

variants in individuals with ASD. Among the carriers, a girl with ASD and attention-deficit/hyperactivity disorder was carrying five

copies of CNTN5. For CNTN6, both deletions (6/1534 ASD vs 1/8936 controls; P= 0.00006) and private coding sequence variants

(18/501 ASD vs 535/33480 controls; P= 0.0005) were enriched in individuals with ASD. Among the rare CNTN6 variants, two

deletions were transmitted by fathers diagnosed with ASD, one stop mutation CNTN6W923X was transmitted by a mother to her two

sons with ASD and one variant CNTN6P770L was found de novo in a boy with ASD. Clinical investigations of the patients carrying

CNTN5 or CNTN6 variants showed that they were hypersensitive to sounds (a condition called hyperacusis) and displayed changes

in wave latency within the auditory pathway. These results reinforce the hypothesis of abnormal neuronal connectivity in the

pathophysiology of ASD and shed new light on the genes that increase risk for abnormal sensory perception in ASD.

Molecular Psychiatry advance online publication, 10 May 2016; doi:10.1038/mp.2016.61

INTRODUCTION

Autism spectrum disorders (ASD) are a heterogeneous group

of disorders with different causes, phenotypic outcomes and ages

of onset.1–3 The diagnosis of ASD is based on impairments in

reciprocal social communication and restricted, repetitive patterns

of behaviors. In addition to these behavioral phenotypes, sensory-

motor peculiarities are often present and are now included as one

of the possible qualifying behavioral symptoms for a diagnosis of

ASD.4 These include an apparent indifference to pain/heat/cold,

adverse response to specific sounds (for example, hyperacusis) or

textures, excessive sensation when smelling or touching objects,

and fascination with lights or spinning objects.3,5 Individuals with

ASD also exhibit alterations in sensory processing, including

difficulties in the integration of information across different

sensory modalities.6,7 In addition, motor control abnormalities—

for example, poor manual dexterity and coordination—are

frequently reported in patients.8 It has been proposed that these
sensory-motor problems—especially those affecting the auditory
pathway—might lead to communication impairments and subse-
quently to autism.9–17 Interestingly, mutations of genes related to
hearing loss were found in subjects with ASD,18 but to date, no
gene has been directly associated with sensory-motor impair-
ments in ASD and the causes of such clinical features remain
unknown.
Genetic studies have demonstrated that hundreds of genes

may be involved in the pathogenesis of ASD.19–21 The genetic
variations include copy-number variants (CNVs) and single-
nucleotide variants (SNVs), which can be inherited or de novo.19

In a subset of patients, ASD appear to be a monogenic trait
involving a single mutation with high penetrance.22,23 However, in
a majority of patients, the heritability of ASD is considered
polygenic with a combination of inherited rare and common
variants.19,24 In these cases, risk variants may not fully segregate
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with the trait and are usually present in a small subset of
patients.21 At least three main biological pathways have been
associated with ASD: chromatin remodeling, mRNA translation
and synaptic function.25

Among the candidate genes for ASD, Contactin CNTN5 and
CNTN6 genes code for neural cell adhesion proteins that promote
neurite outgrowth and synaptogenesis.26–31 CNTNs are attached
to the cell membrane by a glycosylphosphatidyl inositol anchor
and can be found in two active forms, membrane-bound and
secreted.26,27 They contain six immunoglobulin-like (Ig) domains
followed by four fibronectin type III (FNIII) domains. In mice,
CNTN5 (also named NB-2) and CNTN6 (also named NB-3) are key
proteins for the development of sensory-motor pathways.32–35

CNTN5 contributes to the development of glutamatergic neurons
in the auditory brainstem, from the ear through the inferior
colliculus to the cortex.34 Mice lacking CNTN5 present with
increased auditory brainstem response (ABR) wave latencies.34

CNTN5 is also expressed in mouse retinal neurons36 and at high
levels in the human lingual gyrus, a brain region involved in visual
processing.37 CNTN6 is regulated by T-Brain-1,38 an ASD-risk
protein, and interacts with cell adhesion molecule L1-like,33

another protein associated with intellectual disability (ID) and
language difficulties.39 CNTN6 also interacts with NOTCH1 to
produce oligodendrocytes from progenitor cells40–42 and is highly
expressed in the inferior colliculus and in the cerebellum.32 CNTN6
is crucial for appropriate orientation of dendrite growth in mouse
cortical pyramidal neurons,33 and for synapse formation in
the cerebellum.43 Auditory function has not yet been investigated
in mice lacking CNTN6, but they display impaired motor
coordination.32

Several lines of evidence suggest that mutations of CNTNs
and their binding partners, the Contactin-associated proteins
(CNTNAPs), are risk factors for ASD.26,27,44 First, heterozygous
deletions of CNTN4, CNTN5 or CNTN6 (refs 45–52) have been
identified in patients with neuropsychiatric disorders such as ASD
and ID. In addition, individuals with CNTNAP2 mutations display ID
and epilepsy when mutations are homozygous53 or higher risk for
ASD and/or language impairments when mutations are
heterozygous.54–58 Finally, heterozygous deletions of CNTNAP4

and CNTNAP5 have been identified in a few cases of ASD.56,58–62

Recently, a large mutation screen has detected de novo mutations
of CNTN6 and CNTNAP4 in two unrelated patients with ASD, but no
significant association between CNTN and CNTNAP rare SNVs and
ASD.63 Nevertheless, the authors of this study did not exclude that
deleterious CNTN/CNTNAP variants could increase the risk of ASD
in a subset of patients and were soliciting for functional studies to
better ascertain the impact of the variants.63

In our study, we assessed the frequency of CNVs and SNVs
affecting CNTN5 and CNTN6 in patients with ASD. We then
evaluated the functional effects of the SNVs on neurite outgrowth
using cultured neurons and addressed the molecular issues of
those mutations on protein structure. Finally, given the involve-
ment of CNTN5 and CNTN6 in the development of sensory-motor
neuronal pathways, a clinical exploration of motor coordination
and ABR was conducted in patients carrying CNTN5 or CNTN6

variants, and their relatives.

MATERIALS AND METHODS

Patients and controls

The ASD diagnosis was based on clinical expert assessment including the
Autism Diagnostic Interview–Revised (ADI-R)64 and the Autism Diagnostic
Observation Schedule.65 In a few cases, the Diagnostic Interview for Social
and Communication Disorders (DISCO-10)66 was used instead of the ADI-R.
Intellectual quotient was measured using an age-appropriate Wechsler
scale. For the most severe and/or non-verbal patients, the Raven’s
Standard Progressive Matrices and the Peabody Picture Vocabulary test
were used. The cohorts recruited by the PARIS (Paris Autism Research

International Sibpair) study are described in Supplementary Table 1.
Families AUDIJ001 and AUDIJ002 carrying CNTN5 CNVs were not part of
our initial cohort of patients and therefore were not included in the
association analysis (Supplementary Figure 1). Gross and fine motor
coordination abilities were assessed during the neurological exam and
with the Developmental Coordination Disorder Questionnaire (DCD-Q).67

The local Institutional Review Boards at Hôpital Pitié-Salpêtrière (Paris,
France) and University of Gothenburg (Sweden) approved the study.
Written informed consent was obtained from all participants. For the
patients who were unable to consent for themselves, a parent or legal
guardian consented to the study on their behalf.

Auditory brainstem response audiometry

An experienced Ear-Nose-Throat specialist examined some of the
patients carrying CNTN5 or CNTN6 variants and their first-degree relatives.
The exploration included otoscopic examination, tympanogram and
a measurement of the stapedian ipsilateral reflexes. Recording of the
ABR was performed using the Biologic Navigator-Pro Evoked Potential
System (Natus Medical, Mundelein, IL, USA). We used the Wilcoxon non-
parametric test to detect statistical difference in wave latency between
carriers and non-carriers of CNTN5 or CNTN6 variants, and between
affected and non-affected subjects.

Genetic analyses

For CNV detection, 1534 unrelated individuals with ASD (901 from Pinto
et al.

68 and 633 from our cohort) and 8936 controls were analyzed using
Illumina SNP arrays (Supplementary Tables 1 and 2). Two CNV detection
algorithms, PennCNV and QuantiSNP, were used and all samples met
stringent quality control criteria as described.68 For SNV detection, 429
individuals (212 independent patients with ASD and 217 controls) were
screened for mutations in all exons of CNTN5 and CNTN6 using Sanger
sequencing (Supplementary Tables 3 and 4). For replication, we had access
to the results of whole-genome sequence from a sample of 289 individuals
with ASD (200 trios and 89 sib pairs).18 The whole-genome sequence was
obtained as previously described.18 The rare variants were defined as in
Murdoch et al.:63 seen in either cases or controls exclusively, missense,
nonsense, splice site, or start or stop codon disruptions with a frequency of
less than 1% in all populations from the general European (Non-Finnish)
population from ExAC (http://exac.broadinstitute.org/). To estimate the
frequency of individuals sequenced for CNTN5 or CNTN6 variants in ExAC,
we used the median of the number of alleles sequenced divided by a
factor of 2 (CNTN5=32858; CNTN6= 33263) and we assumed that a single
individual was carrying only one rare variant. Variants were considered
deleterious when they were predicted as damaging by at least two of
these five criteria: CADD Phred score≥ 20, SIFT≤ 0.05, PolyPhen2≥ 0.453,
Mutation Assessor≥ 2, vertebrate PhyloP≥ 2. We used a one-sided Fisher’s
exact test or a χ

2 test to test for enrichment in CNVs or SNVs in patients
compared with controls and the G*power software (http://www.gpower.
hhu.de/) to estimate the achieved power of our analyses. For the multiple
hits in known ASD-risk genes, we identified exonic CNVs and deleterious
SNVs in Class I-III genes from Yuen et al.,18 TADA genes from Sanders et al.
69 or genes from the SFARI database (9 November 2015; https://gene.sfari.
org/autdb/Welcome.do). The overlap between the database is illustrated in
Supplementary Figure 7 and the complete list of genes is indicated in
Supplementary Table 10. For SNVs, we only considered those with a minor
allele frequency of less than 1% in the general population from ExAC and
from the 1000 genomes.

Cell culture procedures and in vitro analysis of neurite outgrowth

Experiments were performed according to the standardized co-culture
assay and automated quantification method, which we published
previously.31 Primary rat cortical neurons were prepared from newborn
(P0-P1) Sprague–Dawley rats, plated at a density of 4x105 cells per ml and
cultured for 6 days before adding the HEK293 cells. HEK293 cells were
cultured in Minimum Essential Medium containing 100 U ml− 1 penicillin,
100 μg ml− 1 streptomycin, 2 mM glutamine (Invitrogen, Life Technologies
SAS, Saint-Aubin, France) and 10% fetal calf serum (ref. CVFSVF00-01,
Eurobio, Courtaboeuf, France). HEK293 cells were transfected with rat
CNTN6 cDNAs cloned in pcDNA3.1 vector (CNTN6 GenBank accession
number: D87248) using the jet PRIME® kit (POL114-15 Polyplus-transfection
SA, Illkirch, France). After transfection, 2–3x105 cells were collected and
seeded on top of the neurons in culture. The percentage of transfected
cells was very similar in all experiments and corresponded to 50% of the
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HEK cells. HEK293 and neurons were co-cultured for 2 days before fixation
with 4% paraformaldehyde. The secreted CNTN6 were at an estimated
concentration of 100 ng ml−1.31 Western blots and immunofluorescence
labeling on HEK293 cells were performed 2 days after transfection as
previously described.31 Mouse anti-rat NB-3 (2F7) monoclonal antibodies
were used at a dilution of 1/500.34,43,70 Cells in co-cultures were incubated
with the primary mouse anti-MAP2 antibody (ref. MAB3418, Millipore,
Molsheim, France) at a dilution of 1/500. The secondary antibody was an
Alexa Fluor 594 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) used at a dilution of 1/200
(A11005, Molecular Probes, Life Technologies). After washing, coverslips
were mounted on glass slides with ProLong antifade reagent with DAPI
(Invitrogen, Life Technologies). Fluorescence mosaic images were acquired
with an inverted microscope Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, Le Pecq, France).
Constructs carrying a non-synonymous variant were generated by site-
directed mutagenesis of the wild-type rat CNTN6 cDNA sequence using the
QuikChange XL II Site-Directed Mutagenesis Kit from Agilent (Santa Clara,
CA, USA). Primers were designed using Agilent’s QuikChange Primer Design
program (Supplementary Table 5). Mutated plasmids were then purified
using NucleoBond Xtra Maxi EF from Macherey-Nagel, and sequenced.

Immunoglobulin and fibronectin domains: homology modeling

CNTN6Ig1-4 were homology modeled, using the model-building software
Modeller (mod9v7) from the solved X-ray template of mouse CNTN4Ig1-4

(Protein Data Bank ID: 3KLD). Each CNTN6 variant was introduced in the.pir
alignment file of the corresponding wild-type protein. Models (N=50) were
generated using Modeller, to satisfy the spatial restraints issued from the
alignment with the target protein mouse CNTN4Ig1-4.71 Models with the
lowest score function values and best stereochemistry, checked by
Molprobity (http://molprobity.biochem.duke.edu/), were then subjected to
energy minimization using CharmM forcefield with the backbone con-
strained (DS2.5; Accelrys, San Diego, CA, USA).72 Similarly, each FNIII
sequence was three-dimensionally aligned using Espript (http://espript.ibcp.
fr/ESPript/) with its template selected using HHPred server (http://toolkit.
tuebingen.mpg.de/hhpred). For each FNIII building model, 100 homology
models were generated using Modeller. After minimization with CharmM, all
resulting WT and variant models were manually analyzed using Pymol
(https://www.pymol.org/).

RESULTS

Frequency of CNTN5 and CNTN6 variants in ASD and controls

We first screened for CNVs affecting exons of CNTN5 and CNTN6 in
our cohort of 633 individuals with ASD. We identified one patient
with a deletion of CNTN5 and four patients with a deletion of
CNTN6 (Figures 1 and 2; Supplementary Figures 2 and 3). None of
the patients had a second deleterious CNTN5/6 variant on the
remaining allele. In the cohort of the Autism Genome Project from
Pinto et al.,68 we observed 2 CNTN6 deletions and 2 CNTN6
duplications out of 901 patients with ASD. In our sample of 8936
individuals from the general population (Supplementary Table 2),
we observed 1 deletion and 3 duplications of CNTN5 as well as 1
deletion and 12 duplications of CNTN6. Overall, CNTN6 deletions
were more frequent in patients compared with controls (ASD
6/1534 (0.39%) vs controls 1/8936 (0.01%); P= 6× 10− 5).
We also had access to the phenotypes of the patients from the

Brain & Body Genetic Resource Exchange (BBGRE version 3.0;
https://bbgre.brc.iop.kcl.ac.uk/) database that includes 5891
patients (776 with ASD). We found a total of 14 CNTN6 deletions
out of the 5891 patients (Supplementary Table 11) and a
significant excess of CNTN6 deletions in patients with ASD (6/776;
0.77%; P= 0.02). This excess of CNTN6 deletions in ASD is even
more significant when only small deletions (o500 kb) are
considered. There are 7 small CNTN6 deletions out of 5891
patients listed in BBGRE version 3.0 and 6 out of 776 in patients
with ASD (P= 0.002). Finally, in the Decipher database (https://
decipher.sanger.ac.uk/index), a total of 47 CNTN6 deletions are
listed among 18 506 patients (0.25%). In contrast to the BBGRE
database, the phenotype for autism is rarely indicated, but several
patients carrying CNTN6 deletions have cognitive impairments,
ID or ASD (Supplementary Table 12).

In our cohort of patients, we had access to the DNA from the
parents and all CNVs were inherited. Interestingly, two father
carriers of a CNTN6 deletion were diagnosed with ASD. After this
initial screen, our collaborators (ALMB, LF) identified two
additional families with CNTN5 CNVs (Supplementary Figure 1).
In family AUDIJ001, the mother, who had ASD, transmitted a
deletion of CNTN5 to her daughter with specific language
impairment. In family AUDIJ002, a girl with ASD and attention-
deficit/hyperactivity disorder carried five copies of CNTN5
transmitted by her mother, who had specific learning disorder
(reading).
We then sequenced all coding exons of the CNTN5 and CNTN6

genes in 429 individuals, including 212 independent patients with
ASD and 217 controls from France and Sweden (Figures 1 and 2,
Supplementary Figure 4 and Supplementary Tables 6 and 7). For
CNTN5, we observed private variants in 5/212 (2.35%) patients
compared with 4/217 (1.84%) controls (P= 0.36). For CNTN6, we
observed 9/212 (4.24%) individuals with ASD carrying a private
variant compared with 2/217 (0.92%) controls (P= 0.03, odds
ratio = 4.68, 95% confidence interval = 1–21.8). Among the
affected carriers, we observed a de novo CNTN6P770L variant
predicted as deleterious by all algorithms (Figure 3). We then
confirmed the frequency of rare variants of CNTN5 and CNTN6 in
an independent cohort of 289 patients with ASD from Canada
(Supplementary Figure 5). We found very similar frequencies for
CNTN5 (7/289; 2.4%) and CNTN6 (9/289; 3.1%) rare variants in the
Canadian cohort of patients with ASD compared with our patients
with ASD. In one family, two affected brothers with ASD carried a
CNTN6W923X stop mutation transmitted by the mother.
In summary, both CNTN6 CNVs and rare SNVs were more

frequent in patients with ASD compared with the general
population. Given our sample and effect sizes, our achieved
statistical power was 92% for the CNVs, but only 62% for the SNVs.
To increase our statistical power for the SNVs, we used the
sequencing data obtained in 430 000 individuals from the ExAC
database (Supplementary Figure 6). The frequency of rare CNTN6
variants in individuals from the general European population from
ExAC (533/33263; 1.6%) was not significantly different from our
controls (2/217; 0.92%; P= 0.6). Using the cohorts from PARIS and
Canada and the ExAC data set, the enrichment of rare CNTN6
variants in individuals with ASD compared with the general
population was highly significant (ASD: 18/501; 3.59%; controls:
535/33 480; 1.6%; P= 0.0005) and with an achieved power to
observe such a difference of 87%.

Additional ASD-risk gene deleterious variants in patients carrying
CNTN6 variants

As often found in genetic studies of ASD, the risk variants do not
always co-segregate with the phenotypes. We therefore investi-
gated whether individuals with ASD carrying a rare CNTN6 variant
had other rare (minor allele frequencyo1% in 1000 genomes or
ExAC) and deleterious (considered as damaging by two algo-
rithms) variants in genes known to be associated with ASD (for the
ASD-risk genes see Supplementary Figure 7 and Supplementary
Table 10). For all patients carrying CNTN6 variants, we searched for
rare CNVs and screened for exonic SNVs in CNTN3, CNTN4 and
CNTNAP2. Finally, we analyzed the data from whole-exome
sequencing (N= 9 families) and whole-genome sequencing
(N= 11 families) to identify deleterious variants in known ASD-
risk genes. Among the CNVs that we identified (Table 1), we found
a maternal deletion of 29 kb including the fifth exon of the
X-linked Duchenne muscular dystrophy (DMD) gene in a patient
carrying a paternal CNTN6 duplication, a paternal duplication of
285 kb including all exons of Nephrocystine 1 (NPHP1) gene in a
patient carrying a maternal CNTN6 deletion, and a paternal
duplication of 873 kb including the first exon of the glutamate
receptor ionotropic delta 2 gene (GRID2) in a patient carrying a de
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novo CNTN6P770S variant. For the families with whole-exome/
genome sequencing data, we found a X-linked stop mutation of
the Ras-Associated RAB39B gene causing X-linked ID73 in two
brothers carrying the stop mutation CNTN6W923X. A paternally
transmitted frameshift mutation of the histone deacetylase HDAC4

gene associated with ID68 was identified in a patient carrying the
CNTN6I529L variant. In summary, although our study is under-
powered to identify specific biological pathways mutated in

patients carrying CNTN6 variants, we could detect several
additional rare deleterious variants in known risk genes for ID
or ASD.

Functional impact of CNTN6 variants

CNTN6 is known to enhance neurite outgrowth both in vitro
31 and

in vivo.35 In order to estimate the functional impact of CNTN6
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Figure 2. Frequency of CNTN5 and CNTN6 exonic CNVs and rare SNVs identified in patients with ASD and in controls. Differences in frequency
of carriers of CNTN5 or CNTN6 CNVs or SNVs between patients and controls were calculated using a Fischer’s exact test. The rare SNVs were
defined as in Murdoch et al.:

63 seen in either cases or controls exclusively, missense, nonsense, splice site, or start or stop codon disruptions
with a frequency of less than 1% in the general European (Non-Finnish) population from ExAC (http://exac.broadinstitute.org/). ASD, autism
spectrum disorder; CNV, copy-number variants; SNV, single-nucleotide variants.
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Figure 1. Families carrying CNTN5 (a) and CNTN6 (b) exonic CNVs or rare SNVs. CNTN5 and CNTN6 CNVs and SNVs are represented by dots.
Black-filled symbols indicate a diagnosis of ASD with intellectual disability, whereas gray-filled symbols indicate a diagnosis of ASD without
intellectual disability. In multiplex families, an arrow indicates the proband. Based on the ADI-R and clinical examination, normal (green) or
abnormal (red) hypersensitivity to sounds and motor coordination ability are indicated by a schematic ear and hand, respectively. The absence
of ear/hand means that information was not available. The locations of all CNVs identified in this study are indicated (hg19) and shown in
Supplementary Figures 2 and 3. All families with CNTN5- or CNTN6-coding SNVs are shown in Supplementary Figure 4. ASD, autism spectrum
disorder; CNV, copy-number variants; SNV, single-nucleotide variants.
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variants, we used five prediction algorithms, an in vitro assay for
the effect of CNTN6 variants on neurite outgrowth and a
homology modeling of the protein (Figure 3 and Supplementary
Figures 8 and 9). Several CNTN6 variants identified in this
study were considered deleterious by at least two algorithms
(Figure 3). Using an in vitro assay, we showed that some variants
(CNTN6G310S, CNTN6I683S, CNTN6P770S) could affect the promoting
effect of CNTN6 on neuritogenesis, whereas others did not
(CNTN6S57L, CNTN6T958I, CNTN6R303Q, CNTN6G678S; Figure 3 and
Supplementary Figure 8). Based on the homology model of
the CNTN6 protein structure, the variant CNTN6G310S, observed in
the French and Canadian cohorts of patients, might induce a
molecule distortion (Supplementary Figures 8 and 9). The
CNTN6T958I variant located in the fibronectin domains and
identified in a patient with ASD, corresponds to the position of
a critical amino acid (L1046) of the neogenin, a receptor of the
axon guidance molecule netrin and a binding partner of the
repulsive guidance molecule family members.74 For this
CNTN6T958I variant, we observed a putative secreted dimeric form
suggested by the presence of an additional band of twice the
molecular weight of the CNTN6 protein on western blot analysis
(Supplementary Figure 8). However, further molecular studies
would be required to firmly establish impaired ligand interactions
or protein folding.

Clinical characterization of patients carrying CNTN5 or CNTN6
variants

CNTN5 and CNTN6 are interesting for ASD because of their role in
the development of sensory-motor neuronal pathways.28–31 We
therefore explored sensory-motor abnormalities in the patients
carrying CNTN5 or CNTN6 variants.
Based on the ADI-R and clinical evaluation, the vast majority of

the patients carrying a CNTN5 or CNTN6 variant presented with
fine or gross motor coordination problems, but did not statistically
differ from the overall cohort for these symptoms (P= 0.44). When
considering the item of the ADI-R related to excessive sensibility
to noise (Figure 4), we found that probands carrying CNTN5 or
CNTN6 variants were more prone to suffer from hyperacusis
(39/48; 81%) than the rest of the cohort (360/548; 66%; P= 0.036).
They also displayed more abnormal idiosyncratic-negative
response to specific sensory stimuli (23/41; 56%) than the rest of
the cohort (153/505; 30%; P= 0.001).
We then ascertained ABR for a subset of families with CNTN

variants that were re-evaluated on this purpose (Figure 4). A total
of 24 individuals (8 probands with ASD, 2 siblings with ASD,
2 fathers with ASD and 12 unaffected relatives) from
8 independent families were enrolled in this study. Three
probands carried a CNTN6 deletion, three carried a CNTN6-coding
sequence variant affecting neurite outgrowth (CNTN6G310S,
CNTN6I683S and CNTN6S858N), one carried a CNTN5 deletion and
one carried a CNTN5L254F variant predicted as deleterious. The
clinical description of the probands is presented in Supplementary
Table 8. Remarkably, except the carrier of CNTN6S858N, all
probands suffered from hyperacusis (which was painful during
ear examination). None of the individuals without variants and
none the unaffected relatives carrying variant showed over
sensitivity to sound. ABRs were recorded for intensities of 60
and 80 dB and frequencies of 29 clicks per second. Wave latencies
tended to be shorter in subjects carrying a CNTN5 or CNTN6
variant compared with non-carriers (Figure 4 and Supplementary
Table 9).

DISCUSSION

In the present study, we identified CNTN5 and CNTN6 rare variants
in individuals with ASD and investigated their impact on clinical
phenotypes. Although we observed CNTN5 genetic abnormalities

in patients with ASD, the demonstration of an association
between this gene and neuropsychiatric disorder would require
larger cohorts of patients. In contrast, we provide further support
that CNTN6 mutations are risk factors for ASD. Our results confirm
data from previous reports describing patients diagnosed with
ASD and/or ID carrying inherited or de novo CNTN6 CNVs or
SNVs.49–52

Interestingly, two previous studies from Van Daalen et al.
49 and

Hu et al.
52 reported that relatives of patients carrying CNTN5 or

CNTN6 CNVs were diagnosed with neuropsychiatric disorders or
had deficits in social interactions.49,52 Similarly, in our study,
several parents carrying CNTN6 variants were diagnosed with ASD.
This co-segregation between CNTN6 variants and the presence of
neuropsychiatric disorders in the relatives could explain why
Murdoch et al.

63 did not found a significant association between
CNTN6 rare variants and ASD in the Simons Simplex Collection.
Indeed, having first-degree relatives on the autism spectrum is an
exclusion criterion of the Simons Simplex Collection.75

CNTN6

G678S

N377S

R303Q

S995T

T958I

W923X

S858N

A827V

P770S

P770L*

I683S

I529L

S419C

N334T

G310S

F150S

I109V

S57L

P38A

A
S

D
 o

n
ly

A
S

D

a
n

d

c
o

n
tr

o
ls

C
o

n
tr

o
ls

o
n

ly

35

01

0 1

0 4

0

0

9

Cadd PHRED

SIFT

Polyphen2

MutationAssessor

PhyloP

No Yes

Prediction algorithms

C
ad

d 
PH

R
ED

SIF
T

Pol
yp

he
n2

M
ut

at
io
nA

ss
es

so
r

Phy
lo
P

R
ed

uc
ed

 n
eu

rit
e 

le
ng

th

Effe
ct
 o

n 
st
ru

ct
ur

e

H
yp

er
ac

us
is

Figure 3. Functional impact of the CNTN6 variants. The predicted
scores from five prediction algorithms are shown as a gradient for
each mutation. The effect of each variant on neurite length, on the
structure of the CNTN6 protein and the clinical observation of
hypersensitivity to sounds (hyperacusis) are also indicated. The
Divided squares represent multiple autism spectrum disorder (ASD)
individuals carrying the same mutation. Missing squares represent
unavailable information. The star indicates a de novo mutation.

CNTN6 mutations are risk factors for ASD

O Mercati et al

5

© 2016 Macmillan Publishers Limited Molecular Psychiatry (2016), 1 – 9



T
a
b
le
1
.

M
u
lt
ip
le

h
it
s
id
e
n
ti
fi
e
d
in

p
a
ti
e
n
ts

w
it
h
A
S
D

ca
rr
y
in
g
C
N
T
N
6
ra
re

v
a
ri
a
n
ts

IID
St
a
tu
s

Se
x

C
o
h
o
rt

C
N
TN

6
va
ri
a
n
t

M
a
te
rn
a
lly

in
h
er
it
ed

va
ri
a
n
ts

P
a
te
rn
a
lly

in
h
er
it
ed

va
ri
a
n
ts

A
U
-R
D
-L
A
B
-1
9
2
-0
0
3

A
S
D

M
F
R

C
N
T
N
6
ch

r3
:1
3
3
6
1
3
7
-

1
3
6
8
8
4
0
3
2
k
b

d
e
le
ti
o
n
(M

I)

N
P
H
P
1
-c
h
r2
:1
1
0
8
6
3
0
9
5
-1
1
1
1
4
8
7
7
1
2
8
5
k
b
d
u
p
li
ca
ti
o
n

A
U
-F
R
A
-M

IC
-0
3
3
-0
0
3

A
S
D

M
F
R

C
N
T
N
6
-I
6
8
3
S
(P
I)

C
T
T
N
B
P
2
-P
1
5
8
6
L
,
P
T
P
R
M
-S
7
0
6
G

C
0
7
3
3
-0
1
1
-0
1
7
-0
0
5

A
S
D

M
F
R

C
N
T
N
6
-P
7
7
0
L
(d
e
n
o
vo
)

G
R
ID
2
-c
h
r4
:9
2
6
0
6
9
5
3
-9
3
4
8
0
7
1
7
8
7
3
k
b
d
u
p
li
ca
ti
o
n
,

N
IN
L
-R
1
1
2
Q
,
C
A
D
P
S
2
-S
1
1
L
,
A
T
P
2
B
4
-V
5
4
3
I

A
U
-R
D
-B
O
R
-1
0
4
-0
0
3

A
S
D

M
F
R

C
N
T
N
6
-S
4
1
9
C
(P
I)

TA
F
1
L
-I
1
3
3
5
T,
R
B
1
C
C
1
-Y
5
1
3
H

A
N
K
2
-E
1
4
4
9
G

A
U
-R
D
-B
U
R
-2
3
7
-0
0
4
a

A
S
D

M
F
R

C
N
T
N
6
-S
8
5
8
N

(P
I)

P
A
R
K
2
-c
h
r6
:1
6
2
6
1
4
9
7
3
-1
6
2
7
9
1
5
7
9
1
7
6
k
b
d
e
le
ti
o
n

A
U
-R
D
-B
U
R
-2
3
7
-0
0
5
a

A
S
D

M
F
R

C
N
T
N
6
-S
8
5
8
N

(P
I)

P
A
R
K
2
-c
h
r6
:1
6
2
6
1
4
9
7
3
-1
6
2
7
9
1
5
7
9
1
7
6
k
b
d
e
le
ti
o
n

A
U
-R
D
-B
O
U
-2
3
3
-0
0
5

A
S
D

M
F
R

C
N
T
N
6
-T
9
5
8
I
(M

I)
H
D
A
C
4
-A
7
8
6
T

M
Y
O
1
A
-G
6
5
1
R
,
G
R
IK
5
-R
5
8
2
H

1
-0
2
3
2
-0
0
3
/5
2
4
1
-3

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-c
h
r3
:3
:4
6
4
1
8
1
-

1
2
5
1
8
7
7
7
8
7
k
b

d
u
p
li
ca
ti
o
n
(P
I)

D
M
D
-c
h
rX

:3
1
8
8
3
3
5
7
-3
1
9
1
2
7
8
3
2
9
k
b
d
e
le
ti
o
n
,
D
IS
C
1
-

E
7
8
3
Q
,
P
O
G
Z
-P
9
5
5
R
,
JM

JD
1
C
-E
2
5
3
1
K
,
C
A
C
N
A
1
C
-G
3
7
R
,

G
N
P
TA

B
-N
3
5
1
S
,
A
K
A
P
9
-V
3
7
8
0
L
,
C
R
E
B
B
P
-L
5
5
1
I

C
O
G
1
-Q

3
0
1
H
,
N
R
C
A
M
-G
1
1
6
8
V
,
T
G
F
B
R
2
-S
5
7
8
T,
A
R
F
G
E
F
2
-

G
1
2
9
8
S
,
L
R
P
2
-R
3
8
8
8
H
,
R
E
L
N
-G
3
7
0
R
,
S
P
TA

N
1
-E
2
9
8
G
,
;

M
Y
O
1
A
-R
6
2
8
G
,
D
A
P
K
1
-G
1
3
4
8
V
,
C
R
E
B
B
P
-L
5
5
1
I

2
-1
3
3
5
-0
0
3

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-G
3
1
0
S
(M

I)
U
S
P
4
5
-s
p
li
ce
-A
9
9
9
3
0
6
2
7
G
,
C
A
C
N
A
1
D
-A
1
3
0
5
T,
S
U
C
LG

2
-

K
1
0
1
R
,
G
T
F
2
I-
N
4
4
0
S
,
C
E
P
2
9
0
-D
4
3
3
G

ch
r1
5
:2
9
3
2
2
0
0
0
-2
9
5
8
4
0
0
0
2
6
2
k
b
d
u
p
li
ca
ti
o
n
(N

D
N
L
2

a
n
d
A
P
B
A
2
),
K
M
T
2
C
-C
1
1
1
4
R
,
C
N
T
N
A
P
4
-A
6
0
0
T,
S
Y
N
E
1
-

L
3
0
5
0
V
,L
R
P
2
-G
3
4
7
0
D
,N

P
H
P
1
-S
6
2
9
L
,C

T
T
N
B
P
2
-E
9
K
,M

F
R
P
-

L
4
5
8
F,
G
T
F
2
I-
N
4
4
0
S
,
C
E
P
2
9
0
-D
4
3
3
G

2
-1
3
3
5
-0
0
4

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-G
3
1
0
S
(M

I)
C
N
T
N
A
P
2
-C
9
S
,
M
Y
O
1
A
-K
4
8
5
E
,
C
A
C
N
A
1
H
-F
1
4
5
2
S
,
H
D
L
B
P
-

P
3
7
2
A
,
(C
E
P
2
9
0
-D
4
3
3
G

In
h
e
ri
ta
n
ce

u
n
k
n
o
w
n
)

K
A
T
6
B
-c
h
r1
0
:7
6
7
5
5
2
5
1
-7
6
8
4
1
3
5
1
8
6
k
b
d
u
p
li
ca
ti
o
n
,

C
N
T
N
A
P
4
-A
6
0
0
T,
R
E
L
N
-E
2
1
7
4
K
,
(C
E
P
2
9
0
-D
4
3
3
G

In
h
e
ri
ta
n
ce

u
n
k
n
o
w
n
)

2
-0
0
1
8
-0
0
3

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-W

9
2
3
X
(M

I)
R
A
B
3
9
B
-E
1
8
7
X
,
D
N
A
H
1
0
-E
3
1
2
5
K
,
D
M
D
-M

2
6
4
T,
P
G
A
P
3
-

A
1
4
1
G

C
D
1
6
3
L
1
-T
1
3
0
7
A

2
-0
0
1
8
-0
0
4

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-W

9
2
3
X
(M

I)
R
A
B
3
9
B
-E
1
8
7
X
,
D
N
A
H
1
0
-E
3
1
2
5
K
,
C
D
H
9
-E
6
0
3
G
,
P
G
A
P
3
-

A
1
4
1
G
,
JM

JD
1
C
-E
2
5
3
1
K

P
IG
V
-L
4
5
7
F,
R
A
I1
-A
3
8
1
V
,
U
S
P
4
5
-C
6
2
F,
K
IA
A
1
0
3
3
-R
7
1
7
Q
,

PA
H
-T
3
8
0
M
,
A
S
X
L
3
-L
2
0
6
7
R

2
-1
3
8
0
-p
ro
b
a
n
d

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-I
5
2
9
L
(P
I)

C
H
S
T
5
-I
1
2
1
fs
,
C
A
D
P
S
2
-V
7
9
9
L
,
F
B
X
O
4
0
-G
5
1
7
E
,
A
S
P
M
-

E
2
1
6
K
,
G
N
P
TA

B
-R
4
6
Q
,

H
D
A
C
4
-M

9
0
2
fs
,
N
D
U
F
A
5
-Y
3
X
,
M
F
R
P
-I
3
3
1
T,
A
R
ID
1
A
-

R
1
3
2
3
C
,
PA

H
-I
4
2
1
T,
C
A
C
N
A
1
G
-V
9
6
M
,
G
FA

P
-D
1
5
7
N
,

S
PA

R
C
L
1
-T
3
6
3
S
,
M
Y
O
1
A
-D
6
7
H

1
-0
3
6
6
-0
0
6

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-I
5
2
9
L
(M

I)
K
L
C
1
-s
p
li
ce
-G

1
0
4
1
4
5
8
8
3
T
,
C
N
T
N
3
-V
9
5
0
I,
C
O
L
4
A
1
-G
9
3
6
A
,

C
N
T
N
3
-T
9
0
1
M
,
T
T
C
8
-K
9
5
R
,
E
R
B
B
2
IP
-H
1
0
4
5
Y

2
-1
2
2
2
-p
ro
b
a
n
d

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-I
1
0
9
V
(M

I)
C
D
4
4
-s
p
li
ce
-G

3
5
2
4
3
9
2
1
A
,
M
IR
1
7
H
G
-s
p
li
ce
-T
9
2
0
0
5
5
9
2
G
,

Z
B
T
B
2
0
-D
3
1
5
E
,
TA

F
1
L
-E
9
3
5
K
,
A
S
T
N
2
-A
1
5
4
V
,
L
R
P
2
-R
2
1
2
6
G

F
C
R
L
6
-Q

2
7
6
X
,
C
N
T
N
A
P
4
-I
7
6
3
F,
E
T
F
B
-R
9
8
C
,
K
H
D
R
B
S
2
-

Y
3
0
5
C
,
K
IA
A
1
0
3
3
-T
1
0
4
6
I,
A
N
K
R
D
1
1
-R
8
4
0
Q

2
-1
3
5
7
-0
0
3

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-S
9
9
5
T
(P
I)

F
G
F
R
2
-X
6
8
1
W
,
C
O
L
4
A
1
-P
3
0
4
L
,
M
Y
O
9
B
-V
1
7
0
2
I,
F
K
R
P
-

N
4
8
0
I,
E
R
C
C
5
-R
1
3
0
2
W
,
Z
N
F
4
2
3
-L
1
0
6
8
M
,
A
S
M
T
-T
2
3
5
N
,

H
D
A
C
4
-P
4
2
8
T,
A
P
4
B
1
-I
3
9
7
V
,
C
H
D
7
-S
2
4
9
0
P,

D
H
C
R
7
-s
p
li
ce
-C
7
1
1
4
6
8
8
6
G
,R

A
D
2
1
-s
p
li
ce
-C
1
1
7
8
7
9
0
0
1
T
,

C
5
o
rf
4
2
-G
3
0
9
8
R

2
-1
1
9
5
-p
ro
b
a
n
d

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-A
8
2
7
V
(P
I)

PA
R
K
2
-Q

3
4
R
,
L
M
X
1
B
-G
2
1
0
R
,
D
LG

A
P
2
-R
5
6
6
H
,
P
C
N
T
-P
2
4
2
0
L

C
N
T
N
3
-H
6
2
5
R
,
C
N
T
N
3
-H
7
5
D
,
C
O
G
1
-Y
7
4
4
C
,
T
T
C
8
-G
4
1
1
R
,

S
N
T
G
2
-Y
2
1
2
C
,
H
O
X
A
1
-R
1
2
1
S
,
F
G
F
R
2
-I
8
S
,
P
R
S
S
1
2
-V
4
2
4
I,

C
D
H
1
5
-L
2
4
0
F

1
-0
2
7
3
-0
0
4

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-P
3
8
A
(P
I)

K
A
T
N
A
L
2
-Q

5
3
X
,
E
R
B
B
2
IP
-D
1
1
3
5
N
,
IQ
S
E
C
2
-P
8
9
9
L
,
D
A
G
1
-

E
3
7
Q
,
P
IK
3
C
G
-S
1
0
0
3
G
,
A
N
K
R
D
1
1
-K
2
0
3
8
E
,
A
R
F
G
E
F
2
-E
7
3
1
K
,

B
R
W
D
1
-D
6
7
5
V
,
B
Z
R
A
P
1
-P
1
0
7
3
A
,
E
R
C
C
6
-G
1
3
2
2
V
,
S
T
3
G
A
L
3
-

R
4
1
4
Q
,
P
V
R
L
1
-G
4
4
S
,
S
Y
N
E
1
-Y
7
4
1
8
C

F
O
L
R
1
-s
p
li
ce
-T
7
1
9
0
6
7
9
3
C
,
S
R
C
A
P
-T
1
1
5
6
fs
,
C
N
T
N
A
P
1
-

R
1
2
0
0
C
,
D
IA
P
H
3
-P
5
9
6
,
R
A
R
S
2
-R
5
6
0
C
,
E
R
C
C
2
-V
4
7
6
I,

V
P
S
1
3
B
-T
3
0
1
2
S
,
P
IG
V
-P
4
2
6
L

1
-0
3
6
6
-0
0
3

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-I
5
2
9
L
(M

I)
K
L
C
1
-s
p
li
ce
-G

1
0
4
1
4
5
8
8
3
T
,
A
S
M
T
-s
p
li
ce
-T
1
7
4
8
8
3
4
C
,

C
O
L
4
A
1
-G
9
3
6
A
,
R
A
N
B
P
1
7
-R
4
9
1
H
,
G
FA

P
-E
3
1
2
Q

C
E
P
4
1
-P
2
0
6
A
,
T
T
C
8
-K
9
5
R
,
C
A
R
K
D
-V
2
0
8
L
,
A
F
F
4
-R
2
2
5
C

1
-0
5
1
8
-p
ro
b
a
n
d

A
S
D

M
C
A

C
N
T
N
6
-N
3
3
4
T
(M

I)
M
IR
1
7
H
G
-s
p
li
ce
-T
9
2
0
0
4
8
3
7
C
,
C
N
T
N
3
-T
6
5
7
M
,
T
T
C
8
-M

2
4
0
I,

P
M
M
2
-R
1
4
1
H
,
P
T
K
7
-S
1
3
6
L

S
O
X
5
-s
p
li
ce
-C
2
4
5
2
1
4
9
6
-,
N
IN
L
-Q

5
2
2
H
,
D
LG

A
P
2
-R
7
8
5
C
,

G
R
ID
2
-F
9
7
4
Y,

A
T
P
2
B
4
-E
6
6
1
K
,
C
E
P
2
9
0
-D
1
4
1
3
H

A
b
b
re
v
ia
ti
o
n
s:
A
S
D
,
a
u
ti
sm

sp
e
ct
ru
m

d
is
o
rd
e
r;
C
A
,
C
a
n
a
d
a
;
F
R
,
F
ra
n
ce
;
M
,
m
a
le
;
M
A
F,
m
in
o
r
a
ll
e
le

fr
e
q
u
e
n
cy
;
M
I,
m
a
te
rn
a
ll
y
in
h
e
ri
te
d
;
P
I,
p
a
te
rn
a
ll
y
in
h
e
ri
te
d
.
W
h
e
n
b
o
th

p
a
re
n
ts

a
re

ca
rr
ie
rs

o
f
th
e
v
a
ri
a
n
t,
th
e

in
h
e
ri
ta
n
ce

is
in
d
ic
a
te
d
a
s
u
n
k
n
o
w
n
.
F
o
r
C
N
V
s,
o
n
ly

th
e
ra
re

a
n
d
e
x
o
n
ic

C
N
V
s
a
re

in
d
ic
a
te
d
.
F
o
r
S
N
V
s,
o
n
ly

th
e
ra
re

v
a
ri
a
n
ts

(M
A
F
o

1
%

in
1
0
0
0
g
e
n
o
m
e
s
a
n
d
E
x
A
C
)
a
n
d
co

n
si
d
e
re
d
d
e
le
te
ri
o
u
s
b
y
a
t
le
a
st

2

a
lg
o
ri
th
m
s
(C
A
D
D

P
h
re
d
sc
o
re
≥
2
0
;
S
IF
T
≤
0
.0
5
,
P
o
ly
P
h
e
n
2
≥
0
.4
5
3
,
M
u
ta
ti
o
n
A
ss
e
ss
o
r
≥
2
,
v
e
rt
e
b
ra
te

P
h
y
lo
P
≥
2
)
a
re

in
d
ic
a
te
d
.
T
h
e
co

m
p
le
te

li
st

o
f
A
S
D
-r
is
k
g
e
n
e
s
is

a
v
a
il
a
b
le

in
S
u
p
p
le
m
e
n
ta
ry

Ta
b
le

1
0
.

a
In
d
iv
id
u
a
ls
w
it
h
n
o
a
v
a
il
a
b
le

W
E
S
/W

G
S
in
fo
rm

a
ti
o
n
.
L
ik
e
ly

g
e
n
e
d
is
ru
p
ti
n
g
m
u
ta
ti
o
n
s
a
re

in
d
ic
a
te
d
in

b
o
ld
.

CNTN6 mutations are risk factors for ASD

O Mercati et al

6

Molecular Psychiatry (2016), 1 – 9 © 2016 Macmillan Publishers Limited



We, and others,49–52 showed that CNTN6 mutations are not fully
penetrant, but they might represent risk factors for ASD in specific
genetic backgrounds.76 Using additional genotyping and sequen-
cing data, we could detect multiple hits in the patients carrying
the CNTN6 variants. Several mutations were affecting genes such
as GRID2, DMD and RAB39B that are known to be risk factors
for ID, neuromuscular disorder, epilepsy and in some cases
ASD.73,77–80 It would now be interesting to ascertain if patients
with some genetic backgrounds are more sensitive to CNTN6

mutations. Testing for such association would, however, require
very large cohorts of patients and controls with genetic and
phenotypic data.
Given the expression patterns and the roles of CNTN5 and

CNTN6 in the development of sensory-motor neuronal pathways,
either loss or gain of neurite outgrowth might perturb the
sensory-motor functions of patients with ASD. CNTN6 is highly
expressed in the granule cells of the cerebellum (but not in
Purkinje cells) and is involved in the postnatal synapse formation.
This expression pattern in the cerebellum is similar to that of
SHANK3, another gene associated with ASD.23,81 Both CNTN5 and
CNTN6 are also expressed in the inferior colliculus, the principal
midbrain nucleus of the auditory pathway.32,34 This structure
receives input from several peripheral brainstem nuclei in the
auditory pathway, as well as from the auditory cortex. Remarkably,
mice lacking CNTN5 display disorganized tonotopy and auditory
brain response abnormalities.82 Accordingly, we observed that
almost all the patients who we reassessed suffered from painful
hypersensitivity to noise. Some of these patients also displayed
shortened waves latencies in their ABRs. Thus, abnormal gene
dosage of CNTN5 or CNTN6 might represent a risk factor for the
auditory problems recurrently reported in patients with ASD.9–16

In conclusion, we identified rare CNTN5 and CNTN6 deleterious
mutations in a subset of individuals with ASD. Both CNTN5 and
CNTN6 are expressed at high levels in the auditory pathway. This
is in accordance with the fact that a majority of patients with
mutations displayed painful hyperacusis. There is an emerging

literature on the prominent role of sensory dysfunctions in the
development of ASD. A better understanding of the genetic
pathways associated with these abnormalities should lead to
better clinical interventions in ASD.
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