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Résumé 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) démontrent de plus en plus de capacités à 

activer des mécanismes jusqu’alors associés à des facteurs de transcription ou des 

molécules d’adhésion. En effet, de nouvelles preuves rapportent qu’ils pourraient 

également participer au guidage axonal qui est le mécanisme permettant aux axones de 

cellules nerveuses de rejoindre leur cible anatomique. Le guidage axonal se fait par 

l’interaction entre les molécules de guidage et une structure particulière présente à 

l’extrémité de l’axone, le cône de croissance. Par exemple, les RCPGs participent au 

guidage des cellules ganglionnaires de la rétine (CGR), dont les axones s’étendent de la 

rétine jusqu’au noyaux cérébraux associés à la vision. Cet effet est observé avec des 

RCPGs tels que les récepteurs aux cannabinoïdes (CB1 et CB2) et celui du 

lysophosphatidylinositol, le GPR55. Les RCPGs GPR91 et GPRG99, respectivement 

récepteurs au succinate et à l’α-cétoglutarate, se trouvent à la surface de ces CGRs, ce qui 

en font des candidats potentiels pouvant participer au guidage axonal. Dans ce mémoire, 

l’effet des ligands de ces récepteurs sur la croissance et la navigation des axones des CGRs 

fut analysé. 

 

L’impact produit par ces récepteurs ainsi que leurs ligands sur la morphologie des 

cônes de croissance fut déterminé en mesurant leur taille et le nombre de filopodes 

présents sur ces cônes. Pour évaluer le rôle du succinate et de l’a-cétoglutarate sur la 

croissance globale des axones de CGRs, la longueur totale des projections axonales 

d’explants rétiniens a été mesurée. L’effet de ces ligands des récepteurs GPR91 et GPR99 

sur le guidage axonal a également été évalué en temps réel à l’aide d’un gradient créé par 

un micro injecteur placé à 45° et à 100µm du cône de croissance. La distribution in vivo 

des récepteurs GPR91 et GPR99 sur la rétine a été étudié à l’aide d’expériences 

d’immunohistochimie. 

Les résultats obtenus indiquent que l’ajout de 100µM de succinate produit une 

augmentation de la taille des cônes de croissance et du nombre de filopodes présents à leur 

surface. Il augmente également la croissance des axones. Ce type de réponse fut également 

observé lorsque les cellules furent soumises à 200µM d’α-cétoglutarate. Fait à noter, les 

deux récepteurs n’ont pas d’impact sur le guidage axonal.  
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Ces résultats indiquent donc que les agonistes des récepteurs GPR91 et GPR99 

augmentent la croissance des cellules ganglionnaires lorsqu’ils sont présents lors du 

développement. Par contre, ils n’ont pas d’influence sur la direction prise par les cônes de 

croissance. Ces nouvelles données sont un pas de plus dans la compréhension des 

mécanismes qui gèrent et participent au développement et la croissance des CGRs, ce qui 

pourrait donner de nouvelles cibles thérapeutique pouvant mener à la régénération de nerfs 

optiques endommagés.  

Mots-clés : GPR91, GPR99, système nerveux visuel, RCPG, développement. 
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Abstract 

G Protein-Coupled Receptors (GPCRs) show a greater role in activating mechanism 

usually associated to transcription factors or cell adhesion molecules. New evidence shows 

that some of these receptors have an impact on axon guidance, the mechanism by which 

neurons’ axons are able to grow from their origin and reach their anatomical target. 

Guidance is mediated via a structure at the tip of the axon called the growth cone, which 

can interact with surrounding molecules. Axons from retinal ganglion cells (RCGs) 

navigating from the retina to the cerebral nuclei associated with vision, are sensitive to 

some of the GPCR ligands. These GPCRs are the cannabinoid receptors CB1 and CB2 and 

the GPR55, a receptor for lysophosphatidylinositol. GPR91 and GPR99, respectively 

receptors for succinate and α-ketoglutarate, are expressed in RGCs making them prime 

candidates to have an impact on axon guidance. In this thesis, we will test the role of 

GPR91 and GPR99 ligands on RCG axon growth and guidance. 

  

To assess the impact of these receptors and their ligands on axon growth and 

guidance, first we evaluated their effects on growth cone morphology. To achieve this, we 

measured growth cone size and filopodia numbers, when exposed to 100 µM of succinate 

or 200µM of α-ketoglutarate. The effects of these ligands on axon growth were evaluated 

by measuring the total axon outgrowth from retinal explants. The role of GPR91 and 

GPR99 on growth cone turning, was determined by exposing a growing axon to a gradient 

of these ligands, originating from a micropipette situated 100 µm and 45° from the growth 

cone. The expression of these receptors in the retina was evaluated using 

immunohistochemistry. Results showed that the addition of 100 µM succinate induced an 

increase in both growth cone size and filopodia number. It also increased total axon 

growth. α-ketoglutarate, at a concentration of 200 µM, produced similar results. 

Noteworthy, both ligands had no effect on growth cone turning. 

 

In brief, these results indicate that GPR91 and GPR99 agonists induce an increase 

in RGC growth when present during development. They, however, have no effects on 

RGC growth cone turning. These new data provide a better understanding of the 

mechanisms controlling RGC development. 

Keywords: GPR91, GPR99, Visual nervous system, GPCR, RGC, Development. 
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1. Introduction 

Le système nerveux visuel est un système complexe, hautement spécialisé qui régit 

l’ensemble de la fonction visuelle. La vision est, à l’aire des médias omniprésents, le sens 

le plus utilisé par l’être humain et sa compréhension n’en est que plus importante. Afin de 

bien comprendre les mécanismes intrinsèques de ce sens, il est primordial de comprendre 

non seulement son fonctionnement actif, mais également les mécanismes qui lui permette 

de se former et d’atteindre ce niveau de spécialisation qui lui donne la place privilégiée 

qu’il occupe dans nos vies et dans celles de tous les êtres vivants qui en bénéficient. La 

régulation du développement du système visuel est hautement conservée (Chow and Lang 

2001) ce qui permet des études en profondeur sur la génétique et le phénotype du 

développement du système nerveux visuel. Les mécanismes de régulation du 

développement sont nombreux et redondants, c’est-à-dire que des mécanismes différents 

causent la même réponse, ce qui permet une certaine forme de compensation. Leur étude 

est primordiale pour comprendre et soigner les maladies du système nerveux visuel et c’est 

dans cette optique que le présent mémoire présentera d’abord le système nerveux visuel, 

les mécanismes globaux qui induisent sa formation lors du développement et finalement un 

point charnière des mécanismes cellulaires, les récepteurs couplés aux protéines G, 

spécifiquement, deux récepteurs suspectés d’avoir un rôle dans le développement des 

cellules qui forment le nerf optique,: le GPR91 et le GPR99 
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1.1 Le système nerveux visuel 

Le système nerveux visuel comprend tout ce qui permet aux êtres vivants de 

percevoir et d’interpréter les fluctuations de lumière qui les entoure. Chez les mammifères, 

il comprend les yeux, les nerfs optiques, les tractus optiques et leurs cibles cérébrales qui 

sont le colliculus supérieur, le thalamus visuel et le cortex visuel, situé à l’arrière du 

cerveau ainsi que le système visuel accessoire. (Fig1.1)  
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Figure 1.1 : Le cheminement du système nerveux visuel chez la souris 

Rouge (solide) : axones contralatéraux de la rétine gauche. Rouge (effacé) : Axones 

contralatéraux de la rétine droite. Vert (solide) : axones ipsilatéraux de la rétine 

gauche. Vert (effacé) axones ipsilatéraux de la rétine droite. Tirée (Erskine and 

Herrera 2014) 
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1.1.1 La rétine  

La rétine neuronale, la couche de cellules nerveuses qui tapisse l’intérieur du fond 

de l’œil, est composée de 10 types de cellules nerveuses qui permettent de capter un signal 

lumineux, de le transformer en signal électrique et de l’acheminer au nerf optique. De 

l’extérieur de la rétine vers l’intérieur, ces couches cellulaires sont l’épithélium 

pigmentaire, la couche des photorécepteurs (PRs), qui contient les parties réceptrices des 

cônes et des bâtonnets, la membrane limitante externe qui sépare la majeure partie des 

récepteurs de leurs corps cellulaires, qui eux se trouvent dans la couche nucléaire externe. 

La couche suivante se nomme la couche plexiforme externe et est l’endroit où se trouvent 

les synapses entre les segments terminaux des photorécepteurs et les dendrites des cellules 

bipolaires (CBPs), qui transmettent les signaux des cellules photoréceptrices aux cellules 

ganglionnaires de la rétine (CGRs) situées de façon plus interne dans la rétine. Suit la 

couche nucléaire interne qui elle contient les corps cellulaires des cellules horizontales 

(CHs), des interneurones qui régulent les signaux des PRs aux CBS, des cellules amacrines 

(CAs), d’autres interneurones qui eux modulent les signaux entre les CBs et les CGRs, et 

des CBs elles-mêmes. La couche suivante est la couche plexiforme interne qui elle contient 

les synapses entre les CBs, les CAs et les CGRs. On en vient à la couche des CGRs, qui 

contient évidemment les corps cellulaires des cellules dont elle porte le nom ainsi que 

quelques CAs déplacées (Fig1.2). Les axones des CGRs s’étendent et se rejoignent vers 

l’intérieur de l’œil pour former la couche des fibres nerveuses. La dernière couche de la 

rétine est composée d’astrocytes et des pieds des cellules de Müller, des cellules gliales 

supportant les neurones de la rétine et qui se retrouvent au travers de celle-ci. La couche se 

nomme membrane limitante interne (Purves 2012). Elle fait la séparation entre la rétine et 

l’humeur vitrée.  
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Sous l’influence de certains facteurs de croissance qui seront discutés plus 

amplement plus loin, les axones des CGRs se rejoignent en un point appelé le disque 

optique. Ce point correspond à la tête du nerf optique et c’est de là que  les axones des 

CGRs quittent le globe oculaire pour rejoindre leurs cibles cérébrales spécifiques. Ces 

cibles sont déterminées par le sous-type de CGRs dont l’axone provient. On compte 

actuellement près  de 20 sous-types (Dacey, Peterson et al. 2003, Coombs, Van Der List et 

al. 2007).  

 

Figure 1.2 : Les couches de la rétine et les cellules qui les composent  

La couche nucléaire interne (CNE) comprend les noyaux des photorécepteurs (PR). La 

couche plexiforme externe (CPE) présente les connexions entre les PRs, les cellules 

horizontales (CH)  et les cellules bipolaires (CB). La couche nucléaire interne (CNI) et les 

noyaux des CHs, des cellules amacrines (CA) et des CBs. La couche plexiforme interne et 

les connexions entre les CBs, CAs et  cellules ganglionnaires de la rétine (CGR). La 

couche des cellules ganglionnaires (CCG) contient les corps cellulaires et les noyaux des 

CGRs. La membrane limitante interne, contenant les pieds des cellules de Müller, n’est pas 

représentée. (adaptée de (Cepko 2014)) 
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1.1.2 Le nerf optique et les noyaux visuels 

Les fibres du nerf optique suivent un chemin direct jusqu’au chiasma optique, où 

elles croisent les fibres de l’œil controlatéral. À ce point, la direction que prennent les 

fibres déprend du type de CGR dont elles proviennent ainsi que de l’emplacement dans la 

rétine de celles-ci. Un élément crucial dans la détermination de la direction que prendront 

les fibres est l’importance du champ de vision binoculaire dans l’espèce de vertébré à 

l’étude. Ainsi chez les primates, où l’évolution a mené à une disposition frontale des yeux, 

les axones provenant de CGR située sur la rétine temporale d’un œil sont dirigés de façon 

ipsilatérale, c’est-à-dire du même côté du cerveau, que cet œil. Les axones provenant de la 

rétine nasale s’orientent controlatéralement, soit du côté du cerveau opposé à l’œil dont 

elles proviennent. La proportion d’axones ipsilatéraux est similaire à celle des axones 

contralatéraux. Par contre, chez la souris, où les yeux sont disposés latéralement, et donc 

chez qui le champ binoculaire est réduit, la proportion d’axones ipsilatéraux est de l’ordre 

de 3% à 5% (Jeffery and Erskine 2005). 

À partir de cet endroit, les axones suivent les tractus optiques jusqu’aux principaux 

noyaux visuels, c’est-à-dire les corps genouillés latéraux (LGN) et le colliculus supérieur 

(CS)  qui a un rôle majeur dans l’attention et dans les mouvements de saccade des yeux 

(McPeek and Keller 2002). Chez les primates, les couches du LGN sont les cibles 

principales des axones de CGRs, alors que chez les rongeurs, le colliculus supérieur reçoit 

la plupart de ces axones (Erskine and Herrera 2014). Deux autres cibles thalamiques seront 

décrites, le noyau thalamique réticulé et le pulvinar (Saalmann and Kastner 2011). Ce 

dernier n’est pas présent chez la souris, mais sa description est néanmoins intéressante en 

vue d’étude sur d’autres modèles animaux. Le noyau latéral postérieur est la structure 

homologue du pulvinar chez les rongeurs (Roth, Dahmen et al. 2016). 
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1.1.2.1 Le corps genouillé latéral 

Considérons d’abord le corps genouillé latéral, une structure du thalamus qui sert 

non seulement de relais, mais également de modulateur des signaux reçu en fonction de 

l’attention donnée à ces derniers (O'Connor, Fukui et al. 2002). Son organisation cellulaire 

change selon les espèces. Chez la souris, il s’agit d’une structure fait de deux sous-régions 

définies par le type de CGRs qui les innervent (Clasca, Rubio-Garrido et al. 2012). La 

région externe (Shell), les 75 premiers µm de la structure, reçoit les afférences de neurones 

sélectifs à la direction, c’est-à-dire à des signaux lumineux ayant une orientation 

particulière (Nath and Schwartz 2016) et projette principalement dans les couches 1 et 2 du 

cortex visuel V1 (Zhao, Chen et al. 2013) (Kondo and Ohki 2016). Les cellules internes 

(core) reçoivent principalement des afférences dont les champs récepteurs sont sensibles 

au contraste selon l’organisation « centre-contour » (Piscopo, El-Danaf et al. 2013) et 

projettent dans la couche 4 de l’aire visuelle V1 (Cruz-Martin, El-Danaf et al. 2014).  

Chez les primates, c’est une structure complexe composée de plusieurs couches 

cellulaires de différents types. On considère d’abord six couches principales qui reçoivent 

des signaux de l’un ou l’autre des yeux. Les quatre couches dorsales sont faites de 

neurones dits parvocellulaires (P), soit petits, qui répondent à des signaux soutenus et sont 

peu sensibles aux contrastes. Ces caractéristiques indiquent une utilité dans le traitement de 

la couleur et de la forme (Wiesel and Hubel 1966, Derrington, Krauskopf et al. 1984). Les 

deux couches ventrales quant à elles sont formées de neurones magnocellulaires (M), de 

taille plus importante et qui répondent à des signaux « ON-OFF » et possèdent une grande 

sensibilité aux contrastes. Les couches ventrales démontrent ainsi une utilité à discerner le 

mouvement et les distances  (Wiesel and Hubel 1966, Derrington and Lennie 1984). À 

chacune de ces couches principales, il faut ajouter une mince sous-couche ventrale 

contenant de très petits neurones, les neurones koniocellulaires (K) (Kaas, Huerta et al. 
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1978). Ces petits neurones reçoivent et relaient l’information provenant des cônes qui 

réagissent aux courtes longueurs d’onde (S) (Roy, Jayakumar et al. 2009). La 

spécialisation des couches du LGN chez les primates est liée à la nature des axones de 

CGRs qui atteignent ces couches.(Dacey, Peterson et al. 2003). Les axones qui partent du 

LGN rejoignent tous des cibles dans l’aire visuelle primaire V1, principalement dans la 

couche IV (Blasdel and Lund 1983). 

1.1.2.2 Le noyau latéral postérieur 

Le noyau latéral postérieur (LP) est une structure importante de l’intégration des 

signaux sensoriels, qui reçoit des afférences de la rétine, du colliculus supérieur et du 

cortex visuel (Morin and Studholme 2014, Allen, Procyk et al. 2016, Roth, Dahmen et al. 

2016). Les projections du cortex visuel proviennent des couches 5 et 6 de V1, ainsi que de 

couches 5 et 6 des aires corticales supérieures. Le noyau lui-même projette dans la couche 

1 de V1, ainsi que dans les endroits dont il reçoit des afférences  (Roth, Dahmen et al. 

2016) (Tohmi, Meguro et al. 2014).  Au point de vue fonctionnel, le LP sert à déterminer la 

saillance visuelle, à intégrer de l’information motrice et à gérer certaines réponses de stress 

et de peur, de concert avec le colliculus supérieur (Wei, Liu et al. 2015).  

1.1.2.3 Le pulvinar  

Le pulvinar constitue le plus gros noyau thalamique. Il est traditionnellement divisé 

selon ses caractéristiques anatomiques. On compte donc le pulvinar médial, latéral, 

inférieur et antérieur. Ces divisions représentent cependant mal les fonctions et les 

connexions de cette structure (Adams, Hof et al. 2000). Le pulvinar présente de nombreuse 

connexion avec le cortex visuel, en effet, les zones striée et extrastriées du cortex visuel 

projettent vers les zones latérale et inférieure du pulvinar. La zone temporale moyenne 

(V5) du cortex visuel projette vers la zone médiale et latérale du pulvinar. Les cortex 
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frontaux et pariétaux projettent vers les portions dorsales du pulvinar latéral et médial 

(Adams, Hof et al. 2000, Gutierrez, Cola et al. 2000, Shipp 2001). De l’interconnectivité 

étendue entre le cortex et le pulvinar, on devine un rôle fondamental dans la régulation des 

connexions cortico-corticales (Sherman and Guillery 2002, Shipp 2003). Le pulvinar joue 

un rôle dans le maintien de l’attention, dans l’analyse sensorielle, dans le maintien d’un 

état actif du cortex (Zhou, Schafer et al. 2016) et d’intégration senso-motrice (Roth, 

Dahmen et al. 2016). Cette structure n’est pas présente chez la souris, chez qui la plupart 

de ces fonctions sont remplies par le LP. 

1.1.2.4 Le noyau thalamique réticulé 

Le TRN est divisé en secteurs relatifs aux afférences qu’il reçoit (McAlonan, 

Cavanaugh et al. 2006). Le TRN visuel reçoit des influx collatéraux de la couche 6 de V1 

qui retournent au LGN (fig.1.3). Ces afférences sont excitatrices, en contraste avec les 

efférences du TRN qui sont inhibitrices (Cox, Huguenard et al. 1997, Kim, Sanchez-Vives 

et al. 1997). Les afférences du thalamus provenant des autres noyaux sont rigoureusement 

ségrégées. Ainsi les fibres provenant du LGN et de l’aire visuelle V1 terminent toutes dans 

les deux tiers latéraux de la portion caudale du TRN. Les fibres provenant du pulvinar 

quant à elles sont connectées avec le tiers médial du TRN (Conley and Diamond 1990). 

Les neurones provenant du TRN qui projettent dans le LGN de façon rétinotopique, ce qui 

suggère une influence sur l’analyse thalamique à des endroits spécifiques du champ visuel. 

Cependant, cette action ne se fait pas par le biais d’une modulation directe des couches 

cellulaires du LGN, considérant que chaque fibre du TRN s’arborise pour rejoindre les 

trois couches (M) (K) (P) du LGN (Uhlrich, Manning et al. 2003). Il existe également des 

connexions du TRN au pulvinar, elles ne sont cependant que faiblement organisées de 

façon rétinotopique (Fitzgibbon, Tevah et al. 1995). Le TRN forme principalement des 
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boucles ouvertes de connexions avec les neurones thalamo-corticaux. Comme ces derniers 

sont glutaminergiques et que les neurones du TRN sont GABAergiques, l’hypothèse d’un 

rôle de mécanisme d’inhibition latérale par le TRN est grandement supportée (Pinault and 

Deschenes 1998, Jones 2002). Les interactions entre les noyaux thalamiques et le cortex 

visuel sont représentées à la figure 1.3 

 

 

Figure 1.3 : Les connexions thalamus-corticales  

(A) Les projections des couches parvo (P), magno( M) et koniocellulaires (K) du 

corps genouillé latéral (LGN) vers les couches de l’aire visuelle V1 ainsi que la 

rétroaction de la couche 6 de V1 vers le LGN. On observe également (B) les 

connexions entre le cortex et le pulvinar (PUL). (C) Les connexions cortico-

corticales directes (haut) et les boucles cortico-thalamo-corticales indirectes, 

schématisées en circuit V2-Pulvino-V4. Des injections de traceurs dans V2, en 

bleu et V4, en rose montre un marquage qui se superpose, en violet, dans le 

pulvinar (bas). On observe des boucles de connexions fermées entre le TRN et le 

pulvinar. Tirée de (Saalmann and Kastner 2011), adaptée de (Adams, Hof et al. 

2000) 

 

1.1.2.5 Le colliculus supérieur 

Un autre noyau visuel important chez les mammifères est le colliculus supérieur 

(SC), qui correspond au tectum optique chez les autres vertébrés. Il se situe dans le 
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mésencéphale, reçoit des projections axonales directement de la rétine. De ce fait, on 

l’associe depuis de nombreuses années à un rôle primordial dans la vision et la réponse 

motrice face à cette dernière (Wurtz and Albano 1980). C’est une structure faite de 7 

couches cellulaires distinctes qui peuvent être subdivisées en couches superficielles et 

couches profondes. Les couches superficielles, la couche superficielle grise et la couche 

optique sont exclusivement dédiées aux influx nerveux du système visuel. Les couches 

profondes, qui sont les sous-couches grises et blanches des couches intermédiaires et 

profondes reçoivent quant à elles des influx somatiques, auditifs et visuels en plus d’être la 

source des commandes aux noyaux pré moteurs réticulés responsables de la coordination 

des mouvements vers les cibles de l’attention spatiale (Sparks and Hartwich-Young 1989, 

King 2004, Wolf, Lintz et al. 2015). Les projections axonales des CGRs au SC 

s’organisent de façon rétinotopique, ainsi les axones provenant de CGRs situées sur le côté 

nasal de la rétine projettent à des cibles au bout postérieur du SC, les CGRs temporales 

projettent au bout antérieur et les CGRs de l’axe dorsoventral s’alignent réciproquement 

sur l’axe médial latéral du SC (Wurtz and Albano 1980, Erskine and Herrera 2007). 

 

1.1.3 Le cortex visuel 

Le cortex visuel se situe dans le lobe occipital du cerveau et est composé de 

plusieurs aires. L’aire visuelle primaire, V1, aussi appelé cortex strié, est la zone du cortex 

qui reçoit les influx provenant du LGN. V1 reçoit en fait les influx du LGN ipsilatéral de 

façon topographique ce qui produit une représentation rétinotopique du champ visuel. Les 

aires visuelles V2, V3, V4 et V5, ou temporale moyenne (MT) forment le cortex extrastrié 

et reçoivent des influx directs de V1 et des influx de certains noyaux thalamiques comme 

le LP.  
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1.1.3.1 Le cortex visuel primaire (V1) 

Correspondant à l’aire de Brodmann 17, l’aire visuelle primaire est régulièrement 

appelée cortex strié dû à une bande visible, une strie, situé dans la sous-couche 4 et appelée 

ligne de Gennari qui correspond aux afférences axonales du LGN à cet endroit (Hubel and 

Wiesel 1968). V1 est  séparé en 6 sous-couches, simplement gradé de 1 à 6 (Hall, Kaas et 

al. 1971, Purves 2012), la sous-couche 1 étant la plus superficielle. La couche 4, qui reçoit 

les afférences du LGN est à nouveau séparée en sous-couches 4A, 4B et 4Cα et 4Cβ. On 

remarque à l’aide de molécule de traçage antérograde que les axones du LGN conservent 

une certaine ségrégation dans les couches de V1. Ainsi, les cellules dont les 

caractéristiques de réponse correspondent à la voie parvocellulaire se terminent dans la 

couche 4Cβ tandis que celles qui correspondent à la voie magnocellulaire s’achèvent en 

4Cα. On observe certaines projections de la voie parvocellulaire dans 4A, qui serait des 

projections blue-off (Chatterjee and Callaway 2003). L’acheminement des axones du LGN 

vers V1 en fonction de leur réponse physiologie se retrouve à la figure 1.4 

 

Figure 1.4 : Organisation des couches de V1 et les projections afférentes du LGN.  

Sont représentées les couches de V1 et les projections du LGN en relation avec la 

réponse physiologique de couleurs de ces projections. La voie magnocellulaire (M) 

projette en 4Cα de façon achromatique, La voie parvocellulaire se termine en 4Cβ 
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en rouge/vert. Les projections retrouvées en 4A sont d’origine koniocellulaire (K) 

bleu-on, on retrouve également certaines projections parvocelluaires bleu-off dans 

cette couche (P/K). Tirée de (Chatterjee and Callaway 2003) 

1.1.3.2 Le cortex visuel extrastrié  

 

Les aires visuelles V2, V3, V4 et V5 sont situées dans les aires de Brodmann 18 et 

19. Ce sont les aires associatives du cortex visuel qui sont responsables de la 

reconnaissance des formes, des mouvements et des couleurs. Ils forment entre eux deux 

voies d’analyse des signaux visuels, la voie ventrale (Ventral Stream (VS)) et la voie 

dorsale (Dorsal Stream (DS)). On classe généralement ces voies comme suit : la voie 

ventrale qui suit V2 puis V4 et rejoint le cortex temporal (Ferrera, Nealey et al. 1994); la 

voie dorsale elle suit V2, V5 et rejoins le cortex pariétal (Maunsell and Van Essen 1983). 

La VS est associée à la reconnaisance d’objets et l’intégration de la mémoire à long terme, 

tandis que la DS est celle de la vision spatiale et des réponses motrices. L’aire V2 reçoit les 

influx directement de V1 et quelques influx indirects du pulvinar (Merigan, Nealey et al. 

1993). La description exacte des connexions et la fonction des aires du cortex visuel 

extrastrié dépassent le cadre de ce document. La figure 1.5 représente un modèle de 

direction des influx à travers les cortex extrastriés 
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Figure 1.5 : Les voies dorsale et ventrale du cortex extrastrié  

La voie ventrale, dite la voie des « quoi? » intègre les signaux de V1 par V2 puis 

achemine l’information à V4 et le long de l’axe ventral jusqu’au lobe temporal. Le 

voie dorsale « où? » prend les mêmes signaux intégrés à V2, mais progresse à 

travers le cortex dorsal pour rejoindre l’aire MT, centre d’intégration spatial et 

continu le long de l’axe jusqu’au cortex pariétal. Tirée de (Purves 2012) 

1.1.4 Le système optique accessoire 

Le système optique accessoire est un système parallèle au système visuel primaire 

qui reçoit de nombreuses afférences de la rétine et qui occupe un rôle de stabilisateur de la 

fonction visuelle, en permettant un mouvement fluide des yeux par exemple (Simpson 

1984). Le système est présent chez tous les mammifères, bien que comme le système 

visuel primaire, il existe des différences majeures d’une espèce à l’autre (Giolli 1963, Lin 

and Giolli 1979, Simpson 1984). Chez les rongeurs, son étude est particulièrement 

intéressante dû au faible nombre de projections rétiniennes au LGN dans ces espèces. Il 

comprend deux faisceaux de fibres nerveuses optiques qui rejoignent trois noyaux du 

mésencéphale antérieur qui sont les noyaux latéral terminal, dorsal terminal et médial 
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terminal (Simpson 1984). On constate que les fibres semblent être spécifiques à ces 

noyaux (Dann and Buhl 1987). Le faisceau inférieur est formé de fibres qui traversent 

tardivement du côté contralatéral et divergent du tractus optique médialement pour 

rejoindre la partie dorsale du noyau terminal médian (MTN) situé dans le mésencéphale 

(Hayhow, Webb et al. 1960). L’autre faisceau, appelé faisceau supérieur est plus important 

et plus superficiel. Il provient de la marge postérieure du tractus optique et de la marge 

inférieure du colliculus supérieur et une partie des fibres rejoint le noyau latéral terminal 

(LTN), tandis qu’une autre partie des fibres progresse jusqu’au noyau terminal dorsal 

(DTN). (Hayhow, Webb et al. 1960). L’importance de ces noyaux varie grandement d’une 

espèce à l’autre, chez les primates par exemple, la partie ventrale du MTN ne semble 

simplement pas exister et le DTN est nettement plus visible (Cooper, Baleydier et al. 1990, 

Lui, Gregory et al. 1995)  

Les noyaux accessoires reçoivent également des influx de certaines aires visuelles, 

bien que ces connexions varient selon l’espèce. Chez le chat, on observe des fibres directes 

de V1 au MTN(Marcotte and Updyke 1982). Chez les primates, certaines études observent 

des projections de V1 au DTN, mais ces observations sont irrégulières, probablement dû au 

fait que seules les zones rétinotopiques spécifiques de V1 projettent à ce noyau (Maioli, 

Squatrito et al. 1989, Lui, Gregory et al. 1995), revue par (Giolli, Blanks et al. 2006). Le 

LTN et le DTN sont utilisés dans certaines études afin de vérifier l’influence de certaines 

molécules sur la croissance des CGRs.(Argaw, Duff et al. 2008, Argaw, Duff et al. 2011). 

1.2  La formation du système nerveux visuel 

À la base, l’œil provient de l’interaction des tissus embryonnaires neuroectoderme 

et mésoderme (Gray, Standring et al. 2005). La première étape abordée sera 

l’établissement, lors du développement, d’une identité rétinienne, par une cascade de 
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facteurs de transcription primordiaux comme Pax6 et Six3 (Loosli, Winkler et al. 1999, 

Chow and Lang 2001). Par la suite, une revue des molécules classiques permettant aux 

CGRs de rejoindre leurs cibles thalamiques comme la nétrine-1 et les éphrines (Erskine 

and Herrera 2007) sera présentée. L’ensemble du développement et des molécules 

impliquées dans la formation des yeux est représenté à la figure 1.6 

 

Figure 1.6 : Développement de l’œil et principaux facteurs de transcription 

L’axe vertical représente le temps. Puisque cette succession est la même chez toutes 

les espèces, les durées absolues varient, mais les évènements suivent le même 

ordre. Les étapes du développement sont représentées à gauche, à droite sont les 

facteurs agissants sur ces étapes. En orange, on observe les parties destinées à 

devenir la rétine, en vert le cristallin. Le bleu représente le tractus optique, le jaune 

le RPE. Tirée de (Sinn and Wittbrodt 2013) adaptée de (Wittbrodt, Shima et al. 

2002) 

1.2.1 Induction neurale 

L’induction neurale est un phénomène présent chez tous les vertébrés et qui suit des 

mécanismes hautement conservés. Une des premières familles de molécules impliquées 

dans l’induction est celle des Fibroblast Growth factors (FGFs), qui activent le processus 
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de répression des Bone morphogenic proteins (BMPs) et des Wingless-type (Wnt) en 

activant des molécules telles que Noggin, Chordin et Cerberus (Hongo, Kengaku et al. 

1999, Wilson, Graziano et al. 2000). La répression des BMPs et Wnts est fondamentale à 

la formation de la tête et de l’induction neurale, comme le démontrent les expériences de 

répression ectopiques de ces molécules qui causent la formation de têtes secondaires 

(Glinka, Wu et al. 1997, Niehrs 1999, Piccolo, Agius et al. 1999). Par la suite, une 

régulation gradée de Wnt à l’aide de l’axin1 permet une division de la plaque neurale pour 

la formation de l’ouverture des yeux, du télencéphale et du diencéphale (Heisenberg, 

Houart et al. 2001).  

1.2.2 Les facteurs de transcription de l’identité rétinienne. 

 

Les premières molécules qui ont un impact sont Otx1/2, des facteurs de 

transcription de la famille des orthodenticles (homologue d’Otd chez la drosophile), qui 

présentent tous un homéodomaine de classe bicoïde (Simeone, Acampora et al. 1993). 

Chez les mammifères tels que la souris, on retrouve Otx1 et Otx2 dans les précurseurs des 

organes sensitifs en développement, soit les vésicules optiques en ce qui concerne le 

système nerveux visuel. On les retrouve également dans le Primordium du prosencéphale. 

Après les premiers stages du développement, leur expression dans la vésicule optique se 

régionalise. Otx1 se retrouve transcrit plus tard dans le développement au niveau de l’iris, 

des processus ciliaires et des glandes lacrymales. Otx2 quant à lui est localisé de façon plus 

restreinte dans la partie dorsale de la vésicule optique et dans le territoire présumé de 

l’épithélium pigmenté (Sen, Reichert et al. 2013). Il est intéressant de noter que dans les 

embryons chimériques Otx2
-/-

 . L’expression des facteurs Six3 et Hesx1/Rpx, des 

marqueurs importants de l’œil et du prosencéphale, est amorcée, mais n’est pas maintenue, 
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ce qui suggère qu’Otx2 n’est pas requis dans l’activation de la transcription de ces facteurs, 

mais bien dans le maintien de ces derniers et de la spécialisation régionale (Rhinn, Dierich 

et al. 1998).  

 

Hesx1/Rpx est un facteur de transcription à domaine paired-like qui est exprimée 

dans la gastrula. D’abord présent dans la partie antérieure de la plaque neurale, son 

expression est par la suite limitée à la poche de Rathke, qui constitue le Primordium de 

l’hypophyse. (Hermesz, Mackem et al. 1996). Chez l’homme, une mutation de Hesx1/Rpx 

induit une dysplasie septo-optique, une condition caractérisée par une hypoplasie du nerf 

optique et de l’hypophyse. Il est proposé que le facteur de transcription joue un rôle dans la 

régulation de la taille du prosencéphale, ce fait, additionné au fait que l’expression de 

Hesx1/Rpx est restreinte à l’hypophyse par la suite, induit à penser que le rôle de cette 

molécule sur la taille du nerf optique est plutôt indirect et lié à la taille du prosencéphale 

(Dattani, Martinez-Barbera et al. 1998). 

Un autre facteur de transcription de la famille paired-liked, Pax6, joue un rôle 

primordial dans le développement de l’œil. C’est un gène qui possède un taux conservation 

dramatiquement élevée à travers l’évolution. (Callaerts, Halder et al. 1997). Il est d’abord 

exprimé dans la plaque neurale antérieure vers la fin de la gastrulation. On sait que son rôle 

est critique, car lorsque le mode d’expression de ce facteur est modifié, en introduisant des 

loci supplémentaires du gène dans des animaux, le changement induit des défauts dans les 

yeux de ces derniers (Schedl, Ross et al. 1996). Un cas particulier de ces défauts 

d’expression est le pouvoir d’eyeless, l’homologue de Pax6 chez la drosophile, à induire la 

formation d’yeux ectopiques sur les ailes, les pattes et les antennes (Halder, Callaerts et al. 

1995). On peut également induire la formation de yeux ectopiques différenciés chez 
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Xenopus par la modification de l’expression de Pax6. Cette surexpression de Pax6 mène 

également une expression ectopique de gènes de développement de l’œil comme Otx2 et 

Rx. Plus encore, cette surexpression de Pax6 induit une  expression endogène de Pax6, 

c’est-à-dire que ce facteur de transcription force une rétro activation sur lui-même (Chow, 

Altmann et al. 1999). Ces découvertes ont amené plusieurs chercheurs à penser que Pax6 

et ses homologues jouaient le rôle de maitres du développement des yeux (Halder, 

Callaerts et al. 1995). 

Le rôle de facteur de transcription « maître » dans le développement des yeux 

pourrait également être attribué à Six3, un facteur de transcription grandement conservé 

chez les animaux bilatéraux et dont l’influence dans le développement du prosencéphale 

est primordiale (Lowe, Wu et al. 2003). Son expression est observée dans le 

neurectoderme antérieur à l’étape de la gastrula et se concentre dans le champ d’œil par la 

suite (Chow and Lang 2001, Kamijyo, Yura et al. 2015). Lorsque son expression est 

activée, Six3 réprime également l’expression de Wnt1 (Lagutin, Zhu et al. 2003). Cette 

répression est essentielle à la formation du prosencéphale chez les vertébrés. De plus, il 

faut noter que lorsque Six3 est rendu muet par knockdown, le développement des yeux 

induit par Pax6 n’est pas maintenu (Philips, Stair et al. 2005). Le rôle de Six3 dans la 

régulation du développement du prosencéphale est hautement conservé à travers 

l’évolution (Sinigaglia, Busengdal et al. 2013) 

Un autre facteur de transcription de type homeobox paired-like dont le rôle est 

fondamental dans la spécialisation de la rétine est Rx, pour Retinal homeobox transcription 

factor. Ce facteur est retrouvé chez tous les vertébrés et joue un rôle crucial dans la 

morphogénèse de la cupule optique, qui est une forme plus développée de la vésicule 

optique, et dans la différenciation des photorécepteurs (Mathers, Grinberg et al. 1997, 
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Chuang, Mathers et al. 1999). Les souris présentant le phénotype Rx
-/-

 sont non seulement 

anophtalmiques, mais la formation de la cupule optique n'est même pas induite chez 

l'embryon (Zhang, Mathers et al. 2000).  

Ce qui ressort de l’action de ces facteurs de transcription, c’est qu’une fois les 

facteurs de transcription liée au champ oculaire, la zone spécialisée du prosencéphale où se 

forme l’œil, activé par Noggin et Otx2, ils s’expriment en boucles superposées pour 

régulier la formation des structures primordiales de l’œil en développement (Zuber, Gestri 

et al. 2003). La relation en boucles superposées est représentée à la figure 1.7.  

 

Figure 1.7 : Résumé des interactions entre facteurs de transcription 

En bleu pâle, la plaque neurale. En bleu sont les zones d’expression d’Otx2. Le 

bleu foncé correspond au champ oculaire. Tiré de (Zuber, Gestri et al. 2003) 

1.2.3 Séparation du champ oculaire  

L’identité rétinienne du champ oculaire est établie à partir du moment où l’on 

observe en simultané l’expression de Rx, Pax6 et Six3 dans le centre de ce dernier. C’est à 

partir de ce moment que le mésoderme sous-jacent exprime les TGFβ, FGF et Shh (sonic 

hedgehog), notamment sous l’influence du facteur cyclops (cyc) qui permettent la 

séparation du champ oculaire en deux primordium rétiniens bilatéraux symétriques 
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(Rebagliati, Toyama et al. 1998, Schier 2003). Suite à la présence de ces facteurs, des 

cellules précurseurs hypothalamiques prospectives migrent d’une position postérieure vers 

le centre du champ oculaire et scindent ce dernier en deux (Hirose, Varga et al. 2004, 

England, Blanchard et al. 2006). C’est sur ces cellules, sensibilisées par FGF, que Shh, 

exprimé par la notochorde de la plaque du plancher, agit en haute concentration pour 

induire des identités cellulaires proximales, telle que la glie du tractus optique (Carl and 

Wittbrodt 1999). Les cellules qui réagissent à la présence de Shh expriment par la suite de 

nouveaux facteurs de transcription homeobox qui enclenche la détermination d’une lignée 

cellulaire dans un tissu. Ces facteurs sont Vax1, Vax2 et Pax2, tous d’actifs participants 

dans la modélisation de l’œil en développement particulièrement dans la ventralisation de 

l’œil embryonnaire et le développement de la rétine neurale (Ou, Bharti et al. 2013), (Mui, 

Kim et al. 2005, Liu, Liu et al. 2008, Viringipurampeer, Ferreira et al. 2012).  

L’expression territoriale gradée de Shh est accompagnée par une perte territoriale 

gradée de l’expression de Six3 confirmant un rôle non seulement dans la prolifération des 

cellules de l’œil pour le facteur de transcription, mais également dans la modélisation des 

tissus de l’organe (Carl and Wittbrodt 1999, Sinn and Wittbrodt 2013). Le rôle de Six3 est 

donc un équilibre entre la prolifération et la différenciation dans le développement de l’œil, 

rôle qui est accompli par l’interaction entre Six3 et Geminin, un facteur d’inhibition 

précoce de la réplication (Del Bene, Tessmar-Raible et al. 2004).  

1.2.4 Formation et polarisation de la cupule optique 

À ce point, la prolifération des cellules progénitrices de la rétine (CPRs) est activée 

par le facteur Chx10 qui est exprimé par le contact de la coupe optique et de l’ectoderme 

de surface (Burmeister, Novak et al. 1996). La migration de d’autres CPRs est amorcée par 

le facteur Rx, ainsi que par une gamme de molécules d’adhésion moléculaire, les Nlcam 



 

31 

(CAM)(Brown, Keller et al. 2010). Cette migration cause l’évagination des vésicules 

optiques qui permet la formation de la coupe optique, faisant passer l’œil en formation 

d’une structure à 2 couches en forme de balle, à une structure multicouche en forme de 

coupe entourée de l’épithélium pigmenté de la rétine (EPR), qui s’est différencié de la 

rétine neurale à l’aide des facteurs sécrétés par le mésenchyme extracellulaire (Fuhrmann, 

Levine et al. 2000). Ces facteurs sont peu connus, mais on reconnait le rôle joué par des 

facteurs de la cascade de signalisation Hippo, soit Yap et Taz (Miesfeld, Gestri et al. 2015). 

On reconnait la formation de l’EPR par la présence de facteurs spécifiques comme Mitf 

(Ou, Bharti et al. 2013, Steinfeld, Steinfeld et al. 2013). La morphogénèse de la coupe 

optique est régulée par les transcriptions du gène ojoplano (opo), comme le démontrent les 

études de mutation sur ce gène, dans lesquels les sujets mutés ne peuvent amorcer la 

morphogénèse (Loosli, Del Bene et al. 2004, Martinez-Morales, Rembold et al. 2009) 

L’impact de Opo sur la formation passe par son interaction sur les adaptateurs des 

clathrines numb et numbl, ce qui module la synthèse de β-intégrine (Bogdanovic, Delfino-

Machin et al. 2012). 

La cupule optique se polarise sur l’axe dorso-ventral et l’axe antéro-postérieur 

suivant l’expression de facteurs spécifiques à cette polarité. Ainsi, sur la partie ventrale de 

la rétine neurale, on remarque l’expression de Vax2 (Barbieri, Lupo et al. 1999, Schulte, 

Furukawa et al. 1999, Barbieri, Broccoli et al. 2002) et Pax2 (Dressler, Deutsch et al. 

1990, Nornes, Dressler et al. 1990) tandis que la partie dorsale exprime Tbr-5 (Gibson-

Brown, S et al. 1998, Isaac, Rodriguez-Esteban et al. 1998) et Xbr-1 (Papalopulu and 

Kintner 1996). Dans la partie ventrale de la rétine, Vax2 et Pax2 ont un rôle primordial, car 

leur présence est synonyme de l’expression des récepteurs tyrosine kinase (RTK) EphB2 et 

EphB3, les récepteurs des éphrines, qui ont un rôle important dans le guidage des axones 

des cellules nerveuses (Inatani 2005) et dont les ligands sont exprimés dorsalement par la 
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présence de Tbx5 (Schulte, Furukawa et al. 1999), permettant une organisation polarisée de 

la rétine sur l’axe dorso-ventral. 

La polarisation sur l’axe antéro-postérieur, ou nasal-temporal en fonction de 

l’espèce à l’étude, est modélisé de façon évidente lors de l’expression de facteur de 

l’évagination optique de type winged helix, soit BF-1 (Brain Factor-1), restreint à la partie 

antérieure et BF-2, qui lui est présent dans la partie postérieure (Hatini, Tao et al. 1994). 

1.2.5 Différentiation et développement des CGRs 

1.2.5.1 Différentiation  

Les CGRs sont les premières cellules neuronales à être différenciés dans la rétine 

(Young 1985, Turner, Snyder et al. 1990), cette différenciation survient sous l’influence de 

facteurs de la famille des FGFs, soit FGF-3 et FGF-8, sécrétée par un point spécifique de la 

rétine appelée le centre d’organisation de la neurogénèse et dont la position exacte varie 

selon l’espèce (Masai, Stemple et al. 2000, Martinez-Morales, Del Bene et al. 2005). Le 

facteur de transcription Notch agit à ce stage comme le régulateur de l’expression de gène 

de spécification cellulaire, notamment Atoh7 (Maurer, Riesenberg et al. 2014). Shh semble 

également avoir un rôle dans la première vague de différentiation, mais ce rôle est ambigu 

et semble être spécifique à l’espèce. Alors que chez le poisson-zèbre, il semble être un 

participant actif dans la différentiation (Neumann and Nuesslein-Volhard 2000), il agit 

comme un répresseur chez le poussin et la souris (Zhang and Yang 2001, Wang, Dakubo et 

al. 2005). Comme la plupart de cellules neuronales de la rétine, les CGRs se différencient à 

partir d’une cellule pluripotente appelée progénitrice embryonnaire de la rétine. L’action 

du facteur de transcription Pou4f2 est primordiale pour établir l’identité des CGRs (Pacal 

and Bremner 2014). Peu après les dernières divisions cellulaires, les facteurs Brn3a, Brn3b 

et Brn3c sont exprimés et assurent la survie des CGRs ainsi que le maintien de leur lignée 
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(Erkman, Yates et al. 2000, Calissano and Latchman 2010). Ils ont également un rôle dans 

l’établissement du sous-type des CGRs sur lesquelles ils exercent leur influence (Shi, 

Kumar et al. 2013). 

1.2.5.2 Morphogénèse 

Les CGRs terminent leur différentiation près de la membrane de l’EPR, où elles 

sont des cellules apolaires sphériques. Elles doivent donc migrer vers la couche plus 

interne qui abritera leur noyau, la couche des CGRs, où elles se polarisent.  Elles se 

mettent d’abord à former des dendrites et étendre leurs axones à travers ce qui deviendra la 

couche des fibres optiques (CFO) jusqu’au disque optique. Ce mécanisme s’effectue 

d’abord par l’extension du procès basal vers le vitré, le noyau voyage par ce procès basal 

pendant que du bout de ce dernier, à cette étape, un axone se forme et s’étend jusqu’à la 

CFO. Finalement, le procès apical se défait de l’EPR et la CGR est à ce point dans sa 

position naturelle. C’est à ce point que les dendrites commencent à se former, avant que les 

axones rejoignent leurs cibles (Zolessi, Poggi et al. 2006). Les molécules permettant ces 

actions sont associées à la signalisation Slit/Robo (Wong, Baudet et al. 2012) et les 

réarrangements cytosquelettiques qui permettent à l’axone de croitre, par les Rho GTPase 

(Ruchhoeft, Ohnuma et al. 1999). La polarité des CGRs est induite par l’EPR, une 

conclusion tenue du fait que chez les mutants nok et has, qui ont comme particularité 

d’avoir un EPR dont la polarité est fortement désorganisée, la polarité des CGRs n’est pas 

maintenue et est très erratique (Pujic and Malicki 2004, Zolessi, Poggi et al. 2006). 

1.2.5.3 Le cône de croissance 

Avant d’entreprendre la description du trajet que suivent les axones des CGRs à 

travers le cerveau, il est important d’introduire un élément clé du système de guidage 

axonal : le cône de croissance. Il s’agit de la partir distale de l’axone, de forme amiboïde, 
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capable d’interagir avec certaines molécules de son environnement immédiat et d’y réagir 

(Kalil and Dent 2005). Le cône de croissance est formé d’un cytosquelette de 

microfilaments d’actine érigés sur la pointe des microtubules de l’axone (Yamada, 

Spooner et al. 1970). À certains endroits, les filaments d’actine se regroupent en ensemble 

et forment une fine protubérance appelée filopode, tandis qu’en d’autres parties ils forment 

une plaque de mailles qui se présente une lamelle dans le cône de croissance (Fig1.8). La 

nature changeante de l’actine, qui passe de filaments rigides polymérisés qui s’effondrent 

pour devenir de l’actine libre puis vice versa, fait que les filopodes et les lamelles ne sont 

pas des éléments fixes (Spooner, Yamada et al. 1971). C’est grâce à ces structures 

dynamiques que le cône de croissance se déplace dans son milieu (Dent, Gupton et al. 

2011) en polarisant le cône dans une direction, ce qui crée une traction sur les microtubules 

de l’axone (Wessells, Spooner et al. 1973, Polackwich, Koch et al. 2015). Ces mouvements 

doivent donc être coordonnés par le cône en réponse au milieu environnant. Les cônes de 

croissance réagissent à plusieurs types de molécules, par exemple les molécules d’adhésion 

cellulaire, présentes sur la surface des autres cellules, ou encore certaines molécules 

présentes dans la matrice extracellulaire comme la laminine. Ces types de molécules 

fournissent non seulement une surface adéquate à adhérer et croitre, mais activent 

également la machinerie intracellulaire qui guide le cône (Maness and Schachner 2007).  
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Figure 1.8 : L’actine forme deux types de structures dans le cône de croissance 

(Gauche) Les filaments d’actine se regroupent en petits ballots pour former les filopodes, 

longs et fins. (Droite) Organisés en réseau de mailles, les filaments d’actine forment des 

lamelles. Adapté  de (Pollard 2015) 

 

De plus, des molécules chimiorépulsives de surface comme les slits et les éphrines 

arrivent à bloquer la croissance en repoussant les cônes, agissant comme une rampe de 

sureté sur le chemin des axones (Dickson 2002). Finalement, un grand ensemble de 

molécules chimiotropique peuvent influencer la direction et la portée des cônes de 

croissance. Cet ensemble inclut des facteurs de transcription, des facteurs morphogènes, 

des neurotransmetteurs ainsi qu’une variété de molécules sécrétées comme la nétrine, qui 

lorsqu’en contact avec le récepteur DCC présent sur le cône, affecte la direction de ce 

dernier (Dickson and Keleman 2002). En plus de ces molécules qui affectent directement, 

les taux internes de nucléotides cycliques peuvent inverser la réponse du cône de 

croissance aux molécules de guidage (Thompson, Pujic et al. 2011), ainsi la nétrine 

repousse les cônes de croissance lorsque les taux d’AMPc sont bas dans celui-ci (Fig.1.9) 

(Chilton 2006). Certaines protéines de surfaces peuvent également altérer la réponse 
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cellulaire d’un récepteur lorsque leurs domaines cytoplasmiques sont liés, comme ça 

semble être le cas pour UNC5 (Hong, Hinck et al. 1999). 

 

Figure 1.9 : Les taux de nucléotides cycliques changent la réponse des cônes face à un 

ligand. 

Bleu : un gradient de nétrine, Vert : Cône de croissance dont les taux d’AMPc et de 

calcium sont élevés, la concentration de GMPc est basse, le récepteur DCC est présent. 

Rouge : Cône de croissance dont les taux de calcium et d’AMPc sont bas, le taux de 

GMPc est élevé, le récepteurs DCC est présent, mais son domaine cytoplasmique est 

associé avec celui de UNC5. Tiré de (Chilton 2006) 

 

1.2.5.4 Axonogenèse Guidage des axones  

La croissance des axones à même la CFO est circonscrite d’un côté par la présence 

d’inhibiteurs dans les couches externes de la rétine, comme les slits, auxquelles les RCGs 

sont sensibles (Thompson, Camand et al. 2006), et les chondroitin-sulfate 

proteoglycans (CSPG) présents dans l'EPR (Brittis and Silver 1995), et permise dans la 



 

37 

CFO par des promoteurs gliaux comme les NrCam et L1 et la laminine (Brittis, Lemmon et 

al. 1995, Stier and Schlosshauer 1995). L’action concertée des molécules inhibitrices qui 

forcent les axones vers l’intérieur de la rétine et des CAM permissives ne suffit pas à 

diriger les axones sur un axe radial vers le disque optique. C’est l’action de gradient de 

concentration de molécules telles que la chimiotaxine SDF-1 (stromal cell-derived factor-

1) (Li, Shirabe et al. 2005) et Shh (Kolpak, Zhang et al. 2005) qui guide les axones à 

travers la CFO vers le disque optique. Brn3b est également impliqué dans le maintien des 

trajectoires axonales (Erkman, Yates et al. 2000).  

1.2.5.5 Sortie des axones de la rétine par la tête du nerf optique 

Pour diriger les axones hors du disque optique, la molécule de guidage la plus 

importante est la nétrine, présent dans la matrice extracellulaire, qui agit sur le récepteur 

DCC (deleted in colorectal carcinoma) (Deiner, Kennedy et al. 1997) présent sur les cônes 

de croissance des axones des CGRs. Le contact de la nétrine-1 avec le récepteur induit la 

phosphorylation des tyrosines tel que FAK (focal adhesion kinase) qui elle active les 

molécules de la famille des Src  qui modulent la polymérisation de l’actine dans le cône de 

croissance de la l’axone (de la Torre, Hopker et al. 1997, Liu, Beggs et al. 2004, Argaw, 

Duff et al. 2008). L’attraction seule de la nétrine sur les cônes de croissance ne suffit pas à 

expliquer le brusque changement de direction vers l’extérieur de la rétine effectué de 

concert par tous les axones des CGRs au disque optique. Les taux élevés de laminine au 

disque optique induisent un changement sur la réponse des cônes de croissance en faisant 

diminuer le taux d’AMPc de ces derniers (Hopker, Shewan et al. 1999). Cette diminution 

change la réponse des cônes à la nétrine, elle cause maintenant une répulsion plutôt qu’une 

attraction et force les axones hors de l’œil, dans le tractus optique (Deiner, Kennedy et al. 

1997, Lemons, Abanto et al. 2013).  
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1.2.5.6 Cheminement dans le nerf optique vers le chiasma optique 

Les axones cheminant dans le nerf optique y sont maintenus par l’action de signaux 

inhibiteurs des Sema5a et de slit2 qui entourent le nerf optique et empêchent les axones de 

sortir de celui-ci (Plump, Erskine et al. 2002, Oster, Bodeker et al. 2003). De la sortie du 

nerf optique au chiasma optique, le facteur de transcription Vax1 est exprimé par les 

cellules de la glie et joue un rôle crucial dans la croissance des axones. Chez les souris où 

il est muté, les axones n’arrivent pas à pénétrer le cerveau et ne traversent pas au chiasma 

optique. (Bertuzzi, Hindges et al. 1999). Une fois arrivé au chiasma optique, la 

conformation des cellules gliales change d’un aspect intrafasciculaire à un aspect radial, ce 

qui crée un croisement dans le tractus optique, où l’on observe une population de neurones 

diencéphaliques exprimant l’antigène de surface SSEA-1 et CD44 qui forment la frontière 

postérieure du chiasma optique (Marcus, Blazeski et al. 1995, Marcus and Mason 1995) et 

dont l’ablation freine l’avancée des axones des CGRs (Sretavan, Pure et al. 1995). 

L’interaction entre les slits et leurs récepteurs robo ont également une influence sur le 

passage du chiasma par inhibition de la croissance (Fricke, Lee et al. 2001, Plachez, 

Andrews et al. 2008). La fonction des slits dans le chiasma est régulée par la présence du 

protéoglycane sulfate d’héparan (HSPG), qui les localise dans la matrice extracellulaire et 

aide la réponse de répulsion des cônes de croissance à ces facteurs de transcription  (Piper, 

Anderson et al. 2006, Wright, Lyon et al. 2012). Un autre modulateur de la réponse des 

CGRs aux slits est le SDF-1, qui par son récepteur CXCR4 élève le taux d’AMPc dans le 

cône de croissance (Chalasani, Sabelko et al. 2003). Outre Slit, Shh agit sur le passage des 

axones dans le chiasma optique en présentant une zone de non-expression au point de 

passage, alors qu’il est exprimé dans l’ensemble de la ligne médiane du système nerveux 

central (Marcus, Shimamura et al. 1999). Le transfert lui-même des axones de l’autre côté 

de la ligne médiane est d’abord régi par la permissivité des CAM NrCam (Williams, 
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Grumet et al. 2006), puis par une réponse par un récepteur particulier, neuropilin-1 (NRP-

1), un isoforme des récepteurs aux facteurs de croissance vasculaire endothéliale A 

(VEGFR-A). Le VEGF-A est exprimé sur la ligne médiane du chiasma. (Erskine, Reijntjes 

et al. 2011). NRP-1 agit donc comme un important facteur d’attraction pour les axones qui 

voyagent du côté contralatéral. 

Les axones qui cheminent sur la voie ipsilatérale après avoir atteint le chiasma sont 

quant à eux dirigés, ou plutôt repoussés, par des molécules de la famille des éphrines, 

présentes à la surface des cellules gliales du chiasma et qui réagissent avec les récepteurs 

EphB, exprimés en haute concentration sur la surface des cônes de croissance des axones 

ipsilatéraux (Williams, Mann et al. 2003) par le facteur zinc finger transcription Zic2 

(Garcia-Frigola, Carreres et al. 2008) Shh semble également avoir un impact dans 

l’alignement des axones ipsilatéraux par le biais de son récepteur boc (Sanchez-Arrones, 

Cardozo et al. 2012, Cardozo, Sanchez-Arrones et al. 2014). Les processus de guidage qui 

dictent la voie que prennent les axones au chiasma optique sont schématisés à la figure 

1.10 
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Figure 1.10 : Zone d’expression des molécules régissant la voie des axones post-chiasma 

Les slits forment un corridor de croissance pour les axones afin qu’elles rejoignent 

le chiasma optique. Les neurones exprimant SSEA-1 situés sur le diencéphale 

ventral et aide à établir le sentier général du chiasma optique. Les axones 

ipsilatéraux (vert) expriment EphB1 sous l’influence de Zic2 et changent de 

direction à 90 ° sous l’influence d’ephrinB2. Les axones controlatéraux 

n’expriment pas EphB1, mais expriment plutôt NRP-1 qui leur permet de réagir à 

l’influence de VEFG-A dans la ligne médiane. Tiré de (Erskine and Herrera 2014). 

 

1.2.5.7 Du chiasma aux cibles 

Hors du chiasma optique, les slits continuent de restreindre les axones en croissance 

à même le tractus optique par leur expression dans le télencéphale et le diencéphale. 

(Thompson, Barker et al. 2006). En ce point, leur expression est régulée par la présence de 
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facteurs tels que β1-intégrin (Stevens and Jacobs 2002) et N-cadhérine (Rhee, Mahfooz et 

al. 2002). Shh continue également à jouer un rôle de restriction sur la direction de la 

croissance des axones (Gordon, Mansh et al. 2010). La présence du facteur FGF-2, qui a 

une influence directe sur la croissance et la pénétration des fibres axonales à travers la glie, 

est primordiale pour guider les axones à leurs cibles (McFarlane, McNeill et al. 1995). En 

effet, lorsque le récepteur aux FGF est sous-exprimé par les axones des CGRs, ces derniers 

ne rejoignent pas leurs cibles adéquatement et évitent même le tectum optique chez 

Xenopus (McFarlane, Cornel et al. 1996). Un autre facteur important dans l’activité de 

croissance à même le tractus optique est le SFRP-1(secreted frizzled-related protein 1) qui 

agit sur l’activité du cône de croissance comme un attractif, un effet qui peut être changé 

comme celui de la nétrine par une variation des taux d’AMPc dans le cône de croissance 

(Rodriguez, Esteve et al. 2005). La reconnaissance des cibles peut être liée à l’activité des 

S1P (Sphingosine 1 phosphate) sur les cônes de croissance. Lorsque l’expression de S1P 

est bloquée, les axones ont également un comportement d’évitement du tectum (Strochlic, 

Dwivedy et al. 2008). HSPG continue également de jouer un rôle fondamental dans la 

régulation et la localisation de tous les facteurs cités plus haut (Hussain, Piper et al. 2006). 

L’ajout d’enzyme de dégradation héparinase dans les tissus en formation induit des erreurs 

d’évitement du tectum (Walz, McFarlane et al. 1997). 

1.2.5.8 Organisation des axones dans les cibles 

Une fois leurs cibles atteintes, les axones des CGRs n’arrêtent pas tous leur 

croissance au même endroit. En effet, pour établir l’aspect rétinotopique des connexions 

les axones progressent à différents endroits en fonction de leur origine rétinienne 

(McLaughlin, Lim et al. 2014). Dans le SC, cible primordiale chez les rongeurs, les axones 

d’origine temporale s’achèvent rostralement, les axones dorsaux projettent sur le SC 
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latéral, les axones nasaux se terminent dans le SC caudal et finalement les axones d’origine 

ventrale projettent dans le SC médian (Erskine and Herrera 2014). Le mécanisme principal 

régissant la localisation des terminaisons axonales est lié au type et à la concentration des 

récepteurs Eph sur les cônes de croissances de ces axones, or ces spécifications dépendent 

de l’origine des axones (Carreres, Escalante et al. 2011). Ainsi, un gradient antéro-

postérieur du ligand éphrine-A dans le colliculus supérieur (Frisen, Yates et al. 1998) ne 

permet pas aux axones exprimant de nombreux récepteurs EphA, comme les axones 

provenant de la rétine temporale, de traverser le colliculus jusqu’en position postérieure 

(Feldheim, Kim et al. 2000). Dans le même ordre d’idées, les relations entre les axones 

présentant de nombreux récepteurs EphB1/B2/B3, situés dorsalement dans la rétine, et le 

gradient croissant de concentration d’éphrine B sur l’axe latéral médial dans le colliculus 

supérieur dirigent les axones de l’axe dorso-ventral de la rétine. (Hindges, McLaughlin et 

al. 2002, McLaughlin, Lim et al. 2014). Sur le même axe, les hautes concentrations de 

Wnt3 dans l’aire médiale repoussent les axones ventraux de la rétine, qui expriment 

fortement le récepteur Ryk (Schmitt, Shi et al. 2006) (Fig 1.11) 
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Figure 1.11 : Direction des axones des CGRs et concentrations des molécules de guidage 

Représentation des concentrations de récepteurs axonaux en fonction de l’origine 

rétinienne de ces derniers et représentation des ligands dans le SC selon les axes 

antéro-postérieurs et médial-latéral. Tiré de (Erskine and Herrera 2014) 

1.3 Les récepteurs couplés aux protéines G 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) forment la plus grande famille de 

récepteurs membranaires et régissent la majorité des réponses aux hormones et aux 

neurotransmetteurs des systèmes biologiques en plus d’être responsables de la vue, de 

l’odorat et du goût. La structure générale des RCPGs est formée de sept domaines 
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transmembranaires hélice-α reliés par des boucles extra et intra cellulaires (Rosenbaum, 

Rasmussen et al. 2009) Chez les vertébrés, ils sont divisés en 5 grandes familles selon leur 

méthode d’association à leurs ligands. Ces familles sont celles de la rhodopsine (famille 

A), de la sécrétine (famille B), du glutamate (famille C), d’adhésion et de  frizzled/taste2 

(Fredriksson, Lagerstrom et al. 2003). L’effet des RCPGs sur les cellules est globalement 

régi par le type de sous-unité associé au récepteur. Par exemple, les RCPGs associés aux 

protéines Gαs activent l’adénylate cyclase et font augmenter le taux d’AMPc intracellulaire, 

tandis que les récepteurs associés aux sous-unités Gαi/o réduisent l’activité de l’adénylate 

cyclase (Fig1.12). Les sous-unités Gαq quant à elles sont responsables de l’activation de 

l’isoforme β de la phospholipase C et de l’activation de plusieurs MAP kinases (Sanchez-

Fernandez, Cabezudo et al. 2014). (Fig1.13)  

 

Figure 1.12 : Fonction et cycle général des RCPGs 

Représentation classique des RCPGs et du fonctionnement de leur sous-unité αs et 

αi/o (gauche). La sous-unité α(q) n’est pas représentée. Internalisation des 

récepteurs désensibilisés (droite). Adapté de (Rosenbaum, Rasmussen et al. 2009) 
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Figure 1.13 : Signalisation par Gαq  

Principales interactions liées à l’activation des RCPG liées à une sous-unité Gαq. On 

observe notamment l’activation de PLCβ qui fait augmenter le taux de Ca
2+

 

cytosolique.  

1.3.1 GPR91 

GPR91 est, comme son nom l’indique, un RCPG. Son ligand endogène est le 

succinate, ou acide succinique, un substrat du cycle des acides citriques et donc une 

molécule retrouvée de façon ubiquitaire dans les cellules (Krebs 1979, He, Miao et al. 

2004). Ce récepteur lie également l’acide décarboxylique (Gonzalez, Communi et al. 

2004). Chez la souris, l’expression du gène gpr91 a été détectée par RT-PCR et 

hybridation in situ dans la région corticale du rein, la rate, le foie, les cellules 

endothéliales, les adipocytes (He, Miao et al. 2004). Elle fut également détectée par 

hybridation in situ et immunohistochimie dans la membrane apicale de l’épithélium 

pigmentaire rétinien, ainsi que dans la CCG de la rétine, tout comme dans la CNI de la 
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rétine (Gnana-Prakasam, Ananth et al. 2011). Le récepteur est couplé à une protéine Gαi 

qui fait augmenter les taux de calcium intracellulaire par la voie des phospholipases C β 

(Sundstrom, Greasley et al. 2013). Le GPR91 joue un rôle dans la régulation des 

changements de niveaux énergétiques du corps. En effet, le succinate, son ligand, empêche 

la lipolyse des adipocytes qui expriment le récepteur, et ce même sous l’influence du 

glucagon (Regard, Sato et al. 2008). Ce fait est intéressant, sachant que le succinate est 

élevé dans les modèles de rongeurs du diabète sucré et du syndrome métabolique et de 

l’hypertension (Toma, Kang et al. 2008) (Sadagopan, Li et al. 2007). Un autre exemple de 

régulation par GPR91 est observé en situation hypoxique. En effet, la relâche de succinate 

comme signal d’alerte en situation de privation d’oxygène est documentée et l’interaction 

avec GPR91 permet une adaptation du milieu cellulaire à court et long terme (Lukyanova 

and Kirova 2015). Son intérêt dans le développement du système nerveux visuel provient 

de sa présence sur les cônes de croissance des CGRs et de son action particulière dans 

celles-ci. Il a été démontré qu’en situation d’ischémie, les métabolites intermédiaires tels 

que le succinate se retrouvent en excès dans les tissus atteints (Folbergrova, Ljunggren et 

al. 1974). Lorsque c’est le cas dans la rétine, le succinate agit sur GPR91 qui par la voie 

ERK1/2 induit la synthèse de VEGF par les CGRs ce qui provoque une hyper 

vascularisation de la rétine (Sapieha, Sirinyan et al. 2008)(Fig1.14). GPR91 assure donc un 

apport suffisant en oxygène dans le tissu, entre autres en favorisant la néo vascularisation. 

Dans un cas où le succinate est élevé pour des raisons comme le diabète sucré, une 

néovascularisation de la rétine peut endommager cette dernière et causer une rétinopathie 

(Rubic, Lametschwandtner et al. 2008). Comme on sait que les CGRs sont sensibles aux 

facteurs de croissance endothéliaux via entre autres le récepteur NRP1 (Erskine, Reijntjes 

et al. 2011), l’étude de l’impact de ce récepteur sur la croissance des CGRs, la 

morphologie des cônes de croissance et le guidage axonal devient  intéressante. 
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Figure 1.14 : Mécanisme d’action du succinate sur l’hypervascularisation 

Le succinate extracellulaire augmente en situation d’hypoxie, interagit avec son 

récepteur qui provoque la synthèse de prostaglandines (PGE2) qui à leur tour 

provoquent la synthèse de VEGF. Tirée de (Hamel, Sanchez et al. 2014) 

1.3.2 GPR99 

GPR(80)99, est un récepteur récemment désorphanisé qui lie également un 

intermédiaire du cycle des acides citriques, l’α-cétoglutarate, aussi appelé 2–oxoglutarate 

.(He, Miao et al. 2004). Son rôle est mal défini, d’abord classé comme un récepteurs 

purinergique P2Y(15) (Qi, Harden et al. 2004), on sait qu’il lie également l’acide 

décarboxylique(CO2) (Gonzalez, Communi et al. 2004) comme c’est le cas pour GPR91. 

Récemment, il a été proposé comme un récepteur supplémentaire aux leucotriènes LT4  et 

aurait donc un impact lors de réactions inflammatoires et asthmatiques (Kanaoka, 

Maekawa et al. 2013). Les analyses par RT-PCR démontrent une expression dominante 

dans la trachée et les poumons, les reins et certains mastocytes (He, Miao et al. 2004, Inbe, 

Watanabe et al. 2004). Le récepteur interagit avec un régulateur des facteurs pro-

hypertrophique, soit TYK2 (Omede, Oceandy et al. 2014). On peut supposé d’un rôle pour 
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GPR99 dans la modulation de l’hypertrophie pathologique du cœur.  L’étude dans son 

action sur le développement des CGRs est intéressante vu les similarités de son ligand avec 

celui de GPR91 (Krebs, Salvin et al. 1938, He, Miao et al. 2004), à savoir si un mécanisme 

de compensation par GPR99 existe lorsque l’on bloque GPR91. 

1.3.3 Le guidage axonal et les RCPGs 

Bien que les récepteurs membranaires classiques associés au guidage axonal 

comme Robo, DCC, ou EphR ne sont pas des RCPGs (Park and Sanchez 1997, Dickinson 

and Duncan 2010, Finci, Kruger et al. 2014), de nombreuses études ont démontré que les 

RCPGs et leurs ligands ont un impact certain sur la morphologie des cônes de croissance 

(Xiang, Li et al. 2002), l’activité de l’AMPc dans ces derniers et sur la direction que 

prennent les axones en développement (Bouchard, Moore et al. 2004, Argaw, Duff et al. 

2008, Cherif, Argaw et al. 2015) Il a notamment été observé que les récepteurs aux 

cannabinoïdes CB1 et CB2 et le récepteur GPR55, qui sont des RCPGs, jouent un rôle 

important dans la modulation de la croissance des axones des CGRs et dans le 

développement de la voie rétinothalamique (Argaw, Duff et al. 2011, Duff, Argaw et al. 

2013, Cherif, Argaw et al. 2015).   
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2. Objectifs de recherche 

L’objectif principal de la recherche est d’établir si les récepteurs GPR91 et GPR99 

ont un impact sur le développement du système nerveux visuel, notamment en influençant 

le parcours des CGRs jusqu’aux cibles thalamiques de ces dernières. Comme GPR91 a un 

rôle connu dans l’angiogenèse (Sapieha, Sirinyan et al. 2008) à travers l’expression de 

VEGF, il est intéressant de savoir si l’activité de ce récepteur peut avoir un impact sur la 

croissance des CGRs. La compréhension des mécanismes de croissance des CGRs peut 

mener à de grands avancements dans le traitement de cécités liées à des dommages au nerf 

optique, ou à la dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA). Pour établir une 

compréhension exhaustive du récepteur et de son activité, on doit d’abord caractériser 

spécifiquement sa distribution dans la rétine, et si possible le long du tractus optique à 

l’aide d’anticorps spécifique et de marqueurs cellulaires. Il est important également de 

caractériser le comportement des axones en présence de gradients progressifs du ligand de 

ce récepteur. On doit aussi étudier la morphologie du cône de croissance lorsque soumis à 

différentes concentrations du ligand. De plus on tentera d’observer la croissance globale 

des CGRs soumises à des concentrations différentes du ligand et pendant des temps 

différents, afin de déterminer s’il existe une période critique d’action pour ce récepteur. 

Ces expériences sont effectuées selon des méthodes dites ex vivo, c’est-à-dire que les tissus 

sont tous prélevés chez des animaux (souris) au lieu de provenir de lignée cellulaire 

conservée. Suite à ces expériences, une seconde série de tests in vivo permettront d’établir 

l’impact du succinate dans le cheminement des axones vers les noyaux visuels 

thalamiques. Les mêmes expériences sont faites avec l’α-cétoglutarate et refaites à 

nouveau avec des combinaisons des deux ligands, parce que l'on suspecte qu'il existe un 

lien entre eux. 
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2.1 Méthodes et résultats préliminaires. 

Afin de déterminer si les ligands des récepteurs GPR91 et GPR99 ont un impact sur 

le développement du système nerveux visuel dans son ensemble ou sur certaines parties de 

ce dernier, des techniques d’analyse établies sont réalisées sur des tissus murins de 

plusieurs âges, on utilise l’immunofluorescence, l’hybridation in situ, la culture d’explant, 

la culture de neurones primaires, l’étude de comportement de cône de croissance, 

l’immuncytochimie, l’immunobuvardage, les injections intraoculaires. La présente section 

décrira en détail les spécificités des expériences et la forme générale que prendront les 

résultats une fois les compilations terminées. Ces expériences sont effectuées sur des souris 

de souche sauvage (C57BL/6J WT, sur des souris où le gène codant pour GPR91 ou 

GPR99 a été supprimé (gpr91 ou gpr99 KO), et finalement chez qui les gènes codant pour 

GPR91 et GPR99 ont été simultanément supprimés (gpr91/99 KO). Les souris KO ont été 

généreusement fournies par François Duhamel, B.Pharm, M.Sc. du laboratoire de Sylvain 

Chemtob, MD, PhD. Toutes les procédures ont été faites en accord avec les 

recommandations du Conseil canadien de protection des animaux et ont été approuvées par 

le comité d’éthique sur la recherche animale de l’Université de Montréal 

2.1.1 Méthodes d’analyse 

2.1.1.1 Réactifs 

L'albumine de sérum bovin (BSA), facteur neutrophique ciliaire (CNTF), DNase, 

Forskolin (FSK), Hoechhst 33258, insuline, laminine, anticorps monoclonal contre β-

actine, anticorps monoclonal contre MAP kinase, poly-D-Lysine, progestérone, putrescine, 

pyruvate, sélénium, acide succinique, α-cétoglutarate, trypsine, triiodothyronine ont été 

achetés à Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada). Les sérums fœtal bovin (FBS), 
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glutamine, médium Neurobasal, pénicilline-streptomycine, S-MEM et pyruvate de sodium 

ont été obtenu d'Invitrogen (Burlington, ON, Canada) et le sérum normal d’âne (NDS) de 

Jackson Immuno (West Grove, PA, USA). L'anti-ERK1/2 et anti-GAP43 ont été acquis de 

EMD Millipore (Billerica, MA, USA). L'anti-RhoA, anti RhoA-phosphorylé anti GPR91 et 

anti GPR99 ont été achetés de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). L'anti PKA-

Phosphorylée , anti-AKT et anti-AKT-Phosphorylé ont été obtenu de Cell Signaling 

(Danvers, MA, USA). Les anticorps secondaires –HPR dirigés contre les IgGs (H+L) de 

lapin et IgMs de souris proviennent de Jackson Immuno (West Grove, PA, USA). Les 

anticorps secondaires conjugués à un fluorochrome Alexa 488 et Alexa 546 proviennent 

d’Invitrogen. Le fragment B de la toxine du choléra (CTb) et l’anticorps correspondant 

sont de List Biological Laboratories (Campbell, CA, USA). 

2.1.1.2 Culture d’explants 

Les rétines utilisées ont été isolées d’embryons de souris E14-15, correspondant à 

la période de croissance maximale des CGRs au cours du développement. Les rétines ont 

été disséquées en petits morceaux de tailles similaires (près de 300µm) dans du HBSS 

glacial et placées sur des microlamelles de verre enrobées de poly-D-Lysine (20µg/mL) et 

de laminine (5µg/mL) dans des plaques de 24 puits. Les explants sont cultivés dans du 

neurobasal supplémenté par 100 U/mL pénicilline, 100µg/mL de streptomycine. 1% de 

B27, 40ng/ml selenum. 16µg/ml de putrescine, 0,04ng/ml de triiodothyronine, 100µg/ml 

de transferrine, 60ng/ml de progestérone, 100µg/ml de BSA, 1mM de pyruvate de sodium, 

2mM de glutamine, 10ng/ml de CNTF, 5µg/ml d’insuline et 10mM de FSK. Une fois les 

explants accrochés à la lamelle, soit de 1 à 2 heures suivant l’application sur cette dernière, 

les explants sont traités avec une dose de ligand pour des périodes de 8h, 10h, 12h et 16h 

pour l’étude de croissance globale. Les études de morphologie du cône sont effectuées 
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après que les explants aient reposé dans le milieu 24h et puis soumis pendant 1h au ligand. 

Suivant la mise en contact du ligand, les explants sont fixés à l'aide du paraformaldéhyde 

4% et les microlamelles soumises à l’immunocytochimie puis montées sur lame pour 

analyse au microscope à fluorescence. Ce sont ces cultures qui permettent l’analyse de 

croissance globale et de morphologie du cône. Pour la croissance globale, on évalue la 

longueur totale des neurites par explant. Pour la morphologie du cône, on évalue le nombre 

de filopodes et l’aire du cône de croissance. 

2.1.1.3 Culture de neurones primaire 

On utilise les neurones corticaux primaires pour les essais biochimiques 

élémentaires à cause de leur grande disponibilité et de la facilité d’en faire la culture. On 

utilise le tissu cortical d’embryons de souris E14/15. Les cortex sont isolés de leurs 

méninges puis transférés dans 2 mL de S-MEM à 37°C, contenant 2,5% de trypsine et 

2mg/ml DNase. Les tissus sont laissés dans cette solution de digestion enzymatique 

pendant 15 minutes puis la suspension est transférée dans 10 ml de S-MEM augmenté de 

10% de FBS à 4°C pour stopper la réaction enzymatique. Après centrifugation, le dépôt est 

à nouveau transféré dans 2 ml de S-MEM 10% FBS où les tissus sont triturés. On retire le 

surnageant et l’injecte dans un milieu de Neurobasal, où les cellules dissociées sont 

comptées par l’analyse d’un échantillon sous microscope duquel on extrapole la 

concentration totale et dilué afin d’obtenir 50,000 cellules par puits contenant une 

microlamelle de 12mm enrobés de poly-D-lysine, ou 250 000 cellules par plat de pétri de 

35mm également enrobés de poly-D-lysine. Les cultures sont mises en incubations pendant 

48h après quoi on peut traiter les cultures avec les ligands de GPR91 et de GPR99 pendant 

60 minutes pour les études de morphologie et pour des temps de 2, 5, 10 et 15 minutes 

pour l'étude de voies de signalisation par immunobuvardage. 
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2.1.1.4 Guidage axonal 

Les explants rétiniens ont été placés en culture dans des chambres de borosilicate 

(Lab-Tek; Rocherster, NY, USA) pour 24h. Nous les avons placés par la suite dans un 

incubateur monté sur un microscope inversé (Olympus IX71), où ils ont été maintenus 

dans un environnement à 37°C et 5% CO2. À l’aide d’un micro-injecteur Picoplus 

(Harvard Apparatus, St-Laurent, QC, Canada), nous avons créé un microgradient du ligand 

des récepteurs dans le milieu de croissance. La micropipette de verre servant à acheminer 

le ligand a été fabriquée de sorte que l’ouverture est de 2 à 3 µm, ce qui permet une relâche 

régulière du liquide. 

2.1.1.5 Immunocytochimie 

Après le traitement, les cellules corticales et les explants rétiniens ont été lavés 

doucement avec un tampon phosphate salin, au pH ajusté à 7,4. Les sites de liaison non 

spécifiques ont par la suite été bloqués à l’aide d’une solution de sérum normal d’âne 

(NDS), d’albumine de sérum bovin (BSA), et de tween, un détergent cellulaire, à 0,1%. Le 

blocage est fait à température pièce pendant 30 minutes. On traite par la suite pendant toute 

une nuit avec un anticorps primaire spécifique à l’étude en question, soit anti-GAP-43 

(1 :1000) pour les études de morphologie des cônes de croissance, anti-GPR91 et anti-

GPR99 pour des études de détection de protéines. Après lavage au PBS, les cellules sont 

marquées avec des fluorochromes comme Alexa 488 ou 546 et à l'aide du Hoechst 33258, 

un marqueur nucléaire. Les microlamelles sont montées avec un milieu de montage Dabco-

PVD selon un protocole interne. 
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2.1.1.6 Immunobuvardage (western blot) 

Les neurones en culture dans les puits de 35mm étaient traités avec les ligands des 

récepteurs à l’étude pour des périodes de 2, 5, 10 et 15 minutes, soit des temps permettant 

de voir l’évolution de phosphorylation des facteurs de signalisation à l’étude (ERK1/2) 

(Cherif, Argaw et al. 2015), puis lysés par un tampon Laemmli (20% SDS, 1,5% β-

Mercaptoéthanol, 1,5% DTT, 12% TRIS, 10% Glycérol, 1 goutte de bleu de bromophénol) 

. Le lysat fut récupéré dans des tubes stériles, soumis à migration en gel de polyacrylamide 

et transféré sur une membrane de nitrocellulose. Les anticorps primaires utilisés étaient 

dirigés contre des protéines type des voies de signalisations cellulaires et leur forme 

phosphorylée, le marquage à la β-actine servait à vérifier si tous les puits avaient été 

chargés avec la même quantité de protéines. Les résultats furent analysés par chemi-

luminescence augmentée. 

2.1.1.7 Perfusion 

Les hamsters étaient anesthésiés et perfusés 4 jours après injection (P5). La perfusion était 

faite par injections transcardiaques d’une solution de 0,1M de PBS et 4% 

paraformaldéhyde suivant une dose d’héparine (20µL, 200U/mL). Les cerveaux furent 

récupérés et post-fixés pour 12h à 4°C, puis protégés contre la congélation par des tampons 

sucrés puis congelés à -80°C. La même méthode de perfusion fut utilisée sur les souris 

pour les expériences d’immunohistochimie. 

2.1.1.8 Immunohistochimie 

La présence et la répartition des récepteurs chez les souris et les hamsters étaient, si 

possible, établies par immunohistochimie. C’est également par cette méthode que nous 

avons révélé le marquage à la CTb. Les coupes de cerveau ou de rétine ont été lavées à 
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l'aide d'une solution de PBS 0,1M, puis post-fixés pour 5 minutes dans de l’éthanol 70%, 

puis rincé dans un PBS auquel on ajoute 0,03% de Triton X-100. Les sites de liaisons non 

spécifiques sont par la suite bloqués avec du PBS 10% NDS et 0,5% Triton X-100. Après 

le blocage, nous avons laissé baigner les tissus pour 12h dans une solution de blocage 

similaire, mais dans laquelle on ajoute l’anticorps primaire dirigé contre le récepteur à 

l’étude ou la CTb. Les coupes ont été par la suite lavées avec le PBS 0,1M et incubées 

pendant 1h avec un anticorps secondaire associé à un flurochrome ou biotinylé. Nous 

avons monté immédiatement les coupes sur lesquelles un anticorps secondaire fluorescent 

a été utilisé, tandis que nous avons révélé le marquage CTb à l’aide de la réaction du 

complexe avidine-biotine-peroxydase commercial. Essentiellement, il s’agit d’incuber à la 

noirceur les coupes dans une solution de 3’-diaminobenzidine-tétrahydrochloride (DAB) 

diluée dans le PBS pour 5 minutes, puis d’ajouter 0,004% H2O2 à cette solution pour 2 à 4 

minutes. La réaction fut arrêtée en plongeant les tissus dans le PBS froid à 5 reprises pour 

1 minute, après quoi les coupes furent montées sur lames et déshydratées par des bains 

d’éthanol. 

2.1.1.9 Méthodes de quantification 

Les images de tissus ont été acquises à l'aide d'une caméra Evolution VF 

(MediaCybernetics) intégrée au microscope inversé (IX71, Olympus). Elles ont été par la 

suite quantifiées à l’aide du logiciel Image Pro Plus 5.1. Nous avons quantifié la croissance 

des axones à l’aide des images des coupes consécutives du cerveau où l’on observe le 

DTN. On a mesuré la distance entre le bord latéral du noyau d’intérêt et le bout du plus 

long axone. Le nombre d’axones collatéraux fut analysé à l’aide de la technique de Sholl, 

qui consiste à dessiner des demi-cercles concentriques au bord du noyau équidistant et de 

calculer le nombre d’axones qui traversent ces cercles. 
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2.1.2 Résultats préliminaires 

Ici sont présentés certains résultats préliminaires, les résultats présentés ici sont 

sujets à changement. 

2.1.2.1 Détection de GPR91 et GPR99 dans la rétine en développement 

2.1.2.1.1 GPR91 

La détection du récepteur sur des rétines en développement est faite sur des rétines 

perfusées d’embryons de souris E14-15 à l’aide de l’anticorps dirigé contre GPR91 de 

marque Novus (NLS3315) développé dans le lapin et dirigé contre le récepteur 

humain/primate, l’anticorps contre le récepteur murin n’étant pas sur le marché au moment 

des expériences. On observe toutefois le marquage des explants tel qu’exprimé à la figure 

2.1. L’utilisation de cet anticorps n’a pas permis d’obtenir un marquage précis sur des 

sections de rétine, autant chez la souris adulte que chez l’embryon 14-15 jours, ces 

résultats sont observables sur la figure 2.3.  

 

Figure 2.1 : Marquage d’explant à l’aide de l'α-GPR91 de Novus (NLS33150) 

On remarque un signal sur les axones et leur cône de croissance respectif, ce qui 

pourrait permettre de supposer la présence du récepteur sur ces dernières. 
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Toutefois, la spécificité de l’anticorps ne permet pas d’établir cette relation avec 

certitude. La barre d’échelle représente 100µm. 

2.1.2.1.2 GPR99 

L’anticorps disponible au moment des expériences sur GPR99 provenait de la 

compagnie Santa Cruz (SC-84288). L’anticorps permet bel et bien un marquage des 

explants rétiniens, sans certitude sur la spécificité du marquage (Fig 2.2). Cependant, 

comme c’était le cas pour l’anticorps dirigé contre le récepteur GPR91, l’anticorps SC-

84288 n’a pas permis d’obtenir un marquage spécifique sur des sections de rétines intactes, 

autant chez la souris adulte que l’embryon. L’anticorps permet bel et bien un marquage des 

explants rétiniens, il n’est cependant pas assez spécifique pour établir un patron précis de 

distribution à travers la rétine. (Fig 2.2). Cet anticorps n’est plus sur le marché. 

 

 

Figure 2.2 : Marquage d’explants avec α-GPR99 Santa-Cruz (84288) 
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Le centre de l’explant est bien marqué, mais comme l’anticorps n’est pas très spécifique, 

on ne peut conclure de la distribution du récepteur sur les cellules. La barre d’échelle 

représente 100µm. 

 

Figure 2.3 Marquage de coupes de rétine de souris à l’α-GPR91 et α-GPR99 

(A-B) Marquage de rétine de souris adulte, l’anticorps dirigé contre GPR91 marque une 

grande majorité des couches cellulaires de la rétine (A), c’est le cas également pour (B) 

αGPR99. (C-D) Marquage de rétines d’embryons de souris E14-15. Les anticorps dirigés 

contre GPR91 (C) et GPR99 (D) marquent toute la rétine, il est difficile de faire la 

distinction des couches de la rétine en formation. CNE : Couche nucléaire externe ; CPE : 

Couche plexiforme externe ; CNI : Couche nucléaire interne ; CPI : Couche plexiforme 

interne ; CCG : Couche des cellules ganglionnaires ; CNB : Couche des neuroblastes. La 

barre d’échelle représente 75µm. 
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2.1.2.2. Croissance globale d’explants 

La croissance globale des explants est évaluée après une mise en contact de 10h 

avec les ligands. Les explants évalués ont tous un diamètre de moins de 250µm. Les 

résultats sont présentés sous la forme de la moyenne de la croissance en présence de 

ligands par rapport à la moyenne de croissance des contrôles  erreur type de la moyenne 

(SEM). La figure 2.3 montre une représentation des résultats exprimés à la figure 2.4. On 

remarque une augmentation de la longueur totale des neurites lorsque le milieu de culture 

des explants est supplémenté par 100µM de succinate. Un résultat similaire est observé 

lorsque le milieu de culture des explants contient 200 µM d’α-cétoglutarate. 

 

 

Figure 2.4 : Photos comparatives de la croissance globale (αGAP-43) 

Les explants présentés ici ont été en contact avec leur ligand pendant 10h, on 

compare ici la longueur totale moyenne des axones par rapport au groupe témoin. 

Le succinate est à concentration 100µM dans le milieu, l’α-cétoglutarate à 200 µM. 

Marquage du GAP-43. La barre d’échelle représente 100µm. 
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Figure 2.5 : Variation de la croissance des explants 

On remarque une augmentation de près de 70% en en présence de succinate 100 

µM est de 120% pour l’α-cétoglutarate 200 µM. Les résultats sont présentés sous 

forme moyenne ± erreur type de  la moyenne (SEM). Moyenne de 50 explants par 

conditions par expérience et les  expériences ont été répétées 10 fois ( n = 10 ) pour 

un n de 500 explants par condition; p < 0,05 ; * représente une différence 

significative par rapport au contrôle. 
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2.1.2.3 Morphologie des cônes de croissance 

Les cônes de croissance sont observés après la mise en contact avec le ligand 

pendant 1h. L’aire globale des cônes soumis à la substance est comparée à celle des 

témoins ± SEM (Fig 2.6). On compte également le nombre de filopodes sur les cônes 

soumis aux ligands, puis on le compare avec la moyenne du nombre de filopodes du 

groupe témoin  ± SEM (Fig 2.7). La figure 2.5 offre une représentation des résultats 

obtenus. On observe une augmentation de près de 100% de la taille du cône de croissance 

lorsque ce dernier est en contact pendant 1h avec le succinate ou l’α-cétoglutarate. Ces 

résultats démontrent un rôle pour GPR91 et GPR99 sur la morphologie des CGRs lorsque 

le milieu externe présente une certaine concentration de leur ligand respectif. 

 

 

Figure 2.6 : Représentation des variations de la morphologie des cônes de croissance 

(αGAP-43) 

De gauche à droite, image d’un cône témoin. Cône de croissance soumis à du 

succinate 100µM pour 1h. Cône de croissance soumis à l’α-cétoglutarate 200µM. 

Les cônes sont marqués au GAP-43. Cultures de 24h, la barre d’échelle représente 

20 µm. 
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Figure 2.7 : Variation de l’aire des cônes de croissance en présence des ligands de GPR91 

et GPR99 

Les cônes soumis à 100µM de succinate (Succ) pendant 1h sont près de 100% plus 

gros que ceux des témoins. Les cônes soumis à 200µM d’α-Cétoglutarate (KG) 

réagissent de façon similaire. Les résultats sont présentés sous forme moyenne ± 

erreur  type de  la moyenne (SEM). Moyenne de 50 explants par conditions par 

expérience, n = 10 ; p < 0,05 ; * représente une différence significative par rapport 

au contrôle. 
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Figure 2.8 : Variation du nombre de filopodes en présence des ligands de GPR91 et 

GPR99 

Le nombre de filopodes augmente lorsque le cône de croissance est soumis à 100 

µM de succinate (Succ) ou 200 µM d’α-cétoglutarate (aKG) pendant 1h. Les 

résultats sont présentés sous forme moyenne ± erreur type de la moyenne (SEM). 

Moyenne de 60 cônes par conditions par expérience, N = 10 ; p < 0,05 ; * 

représente une différence significative par rapport au témoin. 
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2.1.2.4 Guidage axonal 

Les axones soumis à un gradient de concentration de succinate migrent plus 

rapidement et plus loin que les axones témoins, ils ne changent pas de direction de 

migration cependant. Ainsi les axones adoptent un comportement de croissance. L’α-

cétoglutarate ne cause pas de changement par rapport au témoin. Une compilation 

schématisée des comportements des axones est représentée à la figure 2.8. 

 

 

 

Figure 2.9 : Modélisation du guidage des axones  

(haut) L’axe principal représente la direction de l’axone au temps 0. Une 

croissance en vert indique une redirection vers le gradient, donc une attraction. En 
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rouge, il s’agit d’une répulsion. Le pointillé représente la moyenne des tracés. 

Chaque tracé représente une répétition de l’expérience. (Bas) Le succinate (100µm) 

fait croitre les axones de 10µm de plus que le témoin. Les valeurs sont présentées 

moyenne ± erreur type de  la moyenne ; p < 0,0001 

2.1.4.5 Immunobuvardage (Western Blot) 

L’immunobuvardage fut utilisé pour détecter la présence des récepteurs et les voies 

de signalisation activées par ces derniers. Le marquage de la forme phosphorylée de la 

kinase ERK1/2 (extracellular-signal-regulated kinases) indique une augmentation de 

l’activité de cette enzyme autant en présence de succinate que d’α-cétoglutarate. Cette 

augmentation perdure pour 15 minutes en présence de succinate, tandis que l'augmentation 

de la phosphorylation d’ERK1/2 causée par l’α-cétoglutarate diminue après 5 minutes 

seulement (Fig.2.9). Le marquage avec les anticorps dirigés contre GPR91 et GPR99 

utilisés jusqu'à maintenant en immunobuvardage n’est pas spécifique. 

 

 

Figure 2.10: Immunobuvardage avec anticorps αP-ERK1/2 

On dénote une augmentation de la phosphorylation d’ERK1/2 pendant 15 minutes 

lorsque les neurones corticaux sont en contact avec 100µM de succinate (gauche). 

Lorsque l’on place les mêmes cellules en présence de 200µM d’α-cétoglutarate, on 
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observe une augmentation de la phosphorylation, mais cette dernière diminue après 

5 minutes (droite). n = 10 

2.1.3 Résultats et expériences à ajouter 

Afin d’évaluer que l’impact des ligands de GPR91 et GPR99 sont bien 

responsables de l’effet observé dans les résultats démontrés plus haut, de nouvelles séries 

d’expériences et de résultats sont à ajouter. De plus, les expériences in vivo doivent être 

réalisées et quantifiées. 

2.1.3.1 Expérience avec souris KO 

La première étape à venir est de refaire les expériences présentées plus haut avec 

des souris dont le gène d’expression du récepteur en question est modifié afin que le 

récepteur soit non-fonctionnel ou absent. Ce qu’on attend de ces manipulations est une 

perte de l’effet observé sur la morphologie des cônes de croissance et la croissance 

générale. Dans l’éventualité où l’on n’observerait pas une telle diminution, on procéderait 

à une série d’expériences sur des souris où les deux récepteurs sont tronqués. Ces 

expériences permettraient d’obtenir des résultats qui révèleraient si la non-diminution de la 

modulation sur les souris KO est due à une interaction entre le ligand d’un des récepteurs à 

l’étude, GPR91 par exemple, et l’autre, soit GPR99 dans cette situation. Cette interaction 

est possible vu la similitude des ligands et des récepteurs, ainsi que la capacité des deux 

récepteurs de lier le même ligand, le dioxyde de carbone (CO2). Les expériences de 

marquage sur les souris KO permettraient également d’obtenir de l’information sur la 

spécificité des anticorps dirigés contre ces récepteurs et donc, de la distribution exacte des 

récepteurs dans la rétine, la rétine en développement et même les différentes zones du 

cerveau.  
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Un autre aspect qui est intéressant à évaluer est l’activité des autres kinases 

intracellulaires impliquées dans l’activité et la croissance des cellules, comme PKA, AKT, 

ou de petites protéines G comme la RhoA, toujours en utilisant les souris KO, on peut 

tracer un portrait complet de la réponse cellulaire suivant l’interaction avec le ligand de 

GPR91 et GPR99. 

2.1.3.2 Expériences in vivo 

Les résultats des expériences in vivo décrites dans les méthodes telles que les 

injections intraoculaires unilatérales servent à tracer le développement des CGRs lorsque le 

corps cellulaire de celles-ci est en présence du ligand des récepteurs. Chez la souris, 

lorsqu’on marque les axones du côté injecté d’une façon particulière et celle de l’autre côté 

avec une autre méthode, on peut observer le comportement ipsi/controlatéral des axones en 

observant le SC. En considérant que chez les rongeurs 90% des axones traversent du côté 

controlatéral, un changement de ce rapport indique une modulation du comportement des 

axones dans les conditions posées. Un simple traçage à la CTb couplé à un fluorochrome 

différent dans chacun des yeux d’animaux WT et GPR91-/- ou GPR99 -/-, puis une 

comparaison au microscope à fluorescence soit des colliculi supérieurs, soit du dLGN 

permettrait de constater s’il existe une différence dans la ségrégation des axones rétiniens 

chez les souris dont les gènes sont mutés. 
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Discussion générale 

3.1 Impacts présumés de GPR91 et GPR99 sur le 

développement du système nerveux visuel  

À partir des résultats préliminaires obtenus, on peut spéculer sur l'impact des 

récepteurs GPR91 et GPR99 sur le développement du système nerveux visuel, un effet qui 

est induit par l’augmentation de la phosphorylation d’ERK1/2, une kinase intracellulaire 

hautement impliquée dans l’activité et la croissance des cellules. Ces révélations ouvrent la 

voie à une plus grande compréhension du comportement des CGRs en croissance, du 

développement du système nerveux visuel et des mécanismes qui peuvent altérer le 

développement optimal de ce dernier. La discussion portera sur les raisons qui mènent à ce 

raisonnement, ce qui est à attendre de prochains résultats, des études suivantes et 

finalement des applications futures de tels résultats. 

3.1.1 Présence des récepteurs  

Bien que la présence des récepteurs GPR91 sur les cellules ganglionnaires de la 

rétine a été bien établie par des méthode d’hybridation in situ du récepteur, de RT-PCR et 

d’immunobuvardage de tissus rétiniens de rat et de souris (Sapieha, Sirinyan et al. 2008), 

sa distribution exacte sur les CGRs et à travers la rétine n’est toujours pas établie. Pour 

déterminer efficacement la distribution de la protéine sur la cellule, il serait nécessaire de 

refaire les expérience d’hybridation et d’immunohistochimie en utilisant des co-marqueurs 

spécifiques aux différents types cellulaires. Comme les souris gpr91KO expriment une 

forme tronquée du récepteur, plutôt que rien du tout, il est possible que les expériences de 

marquage chez ces sujets n’aient pas les résultats escomptés. En effet, si l’anticorps n’est 

pas dirigé spécifiquement sur la partie tronquée de la protéine, il a de fortes chances de se 
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lier au récepteur. C’est pourquoi le protocole d’identification et de localisation du 

récepteur dans ces tissus devra comprendre plusieurs méthodes. D’abord, le marquage 

régulier par immunobuvardage et par immunohistochimie, pour compenser le marquage 

probable des souris KO dans ce cas, l’utilisation d’un peptide bloquant, c’est-à-dire 

l'antigène qui forme un complexe avec l’anticorps, peut servir de contrôle négatif du 

marquage. Dans le même ordre d’idée, l’hybridation in situ s’avèrerait également une 

technique adéquate à fournir des résultats complémentaires, à condition que la sonde 

d’ARN utilisée soit bien dirigée contre une partie tronquée du génome murin. L’ensemble 

de ces méthodes permettront de caractériser précisément la distribution de GPR91. Pour 

GPR99, les mêmes problèmes se posent quant à la spécificité des anticorps, mais un 

problème supplémentaire se pose, aucune publication jusqu'à maintenant ne répertorie 

spécifiquement le récepteur dans la rétine. La première étape est donc de prouver sa 

présence qui n’est que soupçonnée jusqu’à présent. L’immunobuvardage des tissus à 

l’étude est une bonne première étape, utilisé conjointement avec l’amplification génétique 

de l’ARNm (RT-PCR) des CGRs, on pourrait établir sans doute la présence du récepteur 

sur les CGRs. Par la suite, les mêmes expériences décrites pour GPR91 serviront à établir 

la distribution du récepteur sur la cellule. Pour affiner les résultats, une étude de spécificité 

des anticorps telle que décrite par Cécyre (Cecyre, Thomas et al. 2014) permettrait un 

modèle complet et précis de la présence et la distribution des récepteurs dans la rétine et 

sur les CGRs. 

3.1.2 L’effet du succinate sur les cônes de croissance 

Le succinate module le comportement des CGRs en croissance, sa présence dans le 

milieu où croit la cellule cause une augmentation de l’aire de son cône de croissance et du 

nombre de filopodes présents sur ce dernier. Ce genre d’impact est caractéristique des 
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modulateurs de la croissance des CGRs (Argaw, Duff et al. 2008). Afin de s’assurer que 

ces résultats sont bel et bien dus à l’activation de GPR91, il sera d’abord primordial 

d’effectuer les mêmes expériences de morphologie des cônes de croissance avec les souris 

gpr91KO. On s’attend à voir disparaitre l’effet d’augmentation de l’aire des cônes et du 

nombre de filopodes chez les souris présentant ce phénotype. Si c’est bel et bien le cas, on 

pourra témoigner avec certitude de l’impact du succinate sur l’activité des cônes de 

croissance et de là, établir un rôle pour le ligand dans la réponse aux facteurs 

chimiotactiques dirigeant les axones au cours du développement. Il sera grandement 

intéressant d’évaluer le comportement des axones des CGRs face aux molécules de 

guidage classique comme la nétrine, les éphrines et SF-1. Comme on sait que 

comportement des axones face à ces molécules change selon, par exemple, les taux 

d’AMPc, on pourra en déduire un rôle important dans le développement. En effet, comme 

le succinate est largement présent dans les tissus hypoxiques, ses effets sur le 

comportement des axones chez des animaux soumis à des conditions faibles en oxygène 

sont d’un intérêt particulier. 

3.1.3 Le succinate et la croissance générale 

Lorsque les explants sont en culture dans un milieu contenant 100µM de succinate, 

on remarque un plus grand nombre de neurites, autrement dit d’axones, qui poussent hors 

du centre de l’explant où se situent les corps cellulaires. La longueur totale des neurites par 

rapport à la taille de l’explant est aussi plus grande, tel que le démontre les expériences de 

croissance globale, ce qui indique une activité cellulaire augmentée. Les expériences de 

guidage montrent des axones plus dynamiques face à un gradient croissant de succinate, 

mais pas une tendance à prendre une direction. Ce qu’on observe du comportement des 

CGRs est réellement celui d’un accélérateur de croissance. Un des éléments qui sera 
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important à départager lors des expériences sur les souris gpr91KO est si c’est 

augmentation de l’activité est réellement médiée par le récepteur, ou si la cellule parvient à 

intégrer le succinate d’une autre façon et à utiliser le substrat lui-même pour augmenter 

son activité. C’est donc dire que si les expériences sur les souris KO donnent des résultats 

similaires, l’hyperactivité cellulaire n’est peut-être pas médiée par le récepteur. Un autre 

bon indicateur de l’impact du succinate sur la croissance des CGRs sera la croissance des 

axones dans les noyaux terminaux. Suivant les expériences ex vivo, on devrait observer une 

apparition dans ces noyaux de manière plus précoce par rapport à l’âge pour les axones 

provenant d’un œil ayant été injecté avec le succinate. On doit par la suite comparer 

l'innervation de ces noyaux par les axones à différents âges pour constater à quel point les 

axones soumis à un contact avec le succinate rejoignent leurs cibles plus rapidement. Il 

sera également important de vérifier le rapport de transfert des axones du côté contralatéral 

à l’injection, l’accélération de la croissance pourrait avoir un impact sur la capacité des 

cônes à capter les signaux extracellulaires qui forcent à traverser le chiasma optique. Ce 

sont les coupes du colliculus supérieur des animaux injectés intraoculairement qui 

donneront le meilleur diagnostic quant à ce point. 

 

3.1.4 L’α-cétoglutarate change la morphologie des cônes de croissance 

Comme c’est le cas pour le succinate, l’α-cétoglutarate augmente l’aire et le 

nombre de filopodes des cônes de croissance des CGRs in vitro. Il est proposé à ce point 

que c’est un effet similaire au succinate, mais médié par GPR99 qui cause cette 

augmentation. La présence du récepteur n’est toutefois pas clairement établie sur les CGRs 

et le fort taux d’homologie de GPR99 avec GPR91 (Gonzalez, Communi et al. 2004) 

pourrait être en cause ici, il est possible que GPR91 lie également l’α-cétoglutarate et soit 
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donc partiellement ou totalement activé par ce dernier. À nouveau, les expériences sur les 

souris exprimant une forme défectueuse du récepteur donneront les indices nécessaires 

pour établir un plan général de ces relations. Si l’augmentation observée diminue ou 

disparait totalement chez les souris gpr99KO, il est clair que l’augmentation de la taille du 

cône de croissance est due à la liaison du récepteur avec son propre ligand. Si une certaine 

réponse subsiste tout de même, la tâche à venir se complexifiera. D’abord on devra 

reprendre les mêmes expériences de morphologie avec la souris gpr91KO pour vérifier si 

la réponse à l’α-cétoglutarate n’est pas liée à ce récepteur, puis encore une fois avec des 

souris double KO (gpr91/99KO qui n’expriment pas la forme fonctionnelle des deux 

récepteurs. C’est de cette façon que l’on pourra rendre compte de la spécificité de la 

réaction des cônes de croissance en présence d’α-cétoglutarate 

3.1.5 L’α-cétoglutarate dans la croissance des CGRs 

Le ligand de GPR99 à également un impact sur la croissance globale des explants. 

Les neurites sont plus nombreuses et leur longueur totale est plus importante par rapport à 

la taille des explants lorsque l’α-cétoglutarate est présent dans le milieu de culture. À 

nouveau, cette réponse au ligand peut être non spécifique au récepteur ici discuté. On devra 

donc encore une fois comparer les résultats déjà obtenus avec les résultats d’explant 

provenant de souris gpr99KO, gpr91KO et double KO gpr91/99 pour départager l’impact 

du ligand et celui du récepteur lui-même. Un fait demeure cependant intéressant et pourrait 

donner une piste de solution quant à la présence du récepteur sur les CGRs. En effet, les 

expériences de guidage axonal avec un gradient d’α-cétoglutarate ne démontrent pas de 

différence avec des études de guidage témoin. Or il a été établi que ce dernier a un impact 

sur la morphologie des cônes. On peut donc spéculer certaines choses, notamment de la 

disposition du récepteur sur la cellule. Lors des expériences de guidage, le microgradient 
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est créé à partir d’un point situé à environ 100µm du cône de croissance avec un angle de 

45° par rapport à l’axe de croissance de ce dernier. Les cônes de croissance des neurites 

sont relativement éloignés (˃150 µm) du centre des explants et donc, des corps cellulaires 

des CGRs. Il est possible que le récepteur ne soit pas présent sur les axones de ces cellules 

que seulement sur leur soma, ce qui expliquerait l’absence d’hyperactivité des cônes face 

au gradient, le ligand ne peut nullement interagir avec le corps cellulaire lors de ce type 

d’expériences. 

 

3.1.6 L’effet du succinate est médié par ERK1/2 

L’augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 lorsque les neurones corticaux 

primaires sont traités avec le succinate est un signe direct que ce dernier provoque une 

augmentation de l’activité intracellulaire d'ERK1/2, une kinase dont l’activité est 

largement associée à la croissance et l’activité mitogène (Sabio and Davis 2014). Il n’est 

pas anormal de voir une augmentation de sa phosphorylation lorsqu’une cellule est en 

croissance et change de forme. Il serait cependant fort pertinent de pousser plus loin ces 

études, car l’activité du cytosquelette est généralement liée à l’AMPc et la PKA (Kimura, 

Kodama et al. 2004, Argaw, Duff et al. 2008). Il est donc à prévoir des études d’activité 

des autres voies cellulaires telles que PKA, AKT et RhoA. Ainsi, un immunobuvardage 

avec des anticorps dirigés contre les formes phosphorylées de ces molécules permettrait 

d’avoir un point de vue plus général de la réponse cellulaire face au succinate. De surcroit, 

des études comparatives de croissance et de morphologie du cône en présence du ligand et 

d’un ou plusieurs inhibiteurs de ces voies révéleraient de façon nettement plus précise les 

mécanismes qui permettent les changements de morphologie et l’hyperactivité des cellules 

en présence de succinate. Évidemment les mêmes expériences devraient être reproduites 
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sur des cellules de souris où le récepteur est non fonctionnel, toujours dans le but de 

déterminer si la réaction est bel et bien liée à l’activation de ce dernier. Une diminution de 

la phosphorylation induite par le ligand est attendue sur les cellules provenant d'animaux 

KO pour le récepteur GPR91. 

Les résultats obtenus sur les cellules corticales sont conséquents avec ce qui avait 

déjà été observé dans la littérature sur les CGRs (Hu, Li et al. 2015) (Sapieha, Sirinyan et 

al. 2008). Il est donc correct d’assumer que c’est un modèle alternatif pour ce genre 

d’expériences. Il a comme avantage d’assurer une quantité suffisante de neurones dans les 

lysats, le processus de purifications des cellules ganglionnaires de la rétine donnant un 

nombre très faible de cellules pour pouvoir effectuer les essais biochimiques. 

3.1.7 Mécanismes intracellulaires de l’activité liée à GPR99 

On observe également l’augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 en 

présence d’α-cétoglutarate. Cette différence peut être liée à la moins grande quantité de 

récepteurs de ce type à la surface des cellules corticales primaires, ou même de l’absence 

totale de ces derniers, l’augmentation de la phosphorylation pourrait être liée à une 

interaction du ligand de GPR99 avec GPR91. Les études sur les tissus KO pourront 

éclaircir ces hypothèses. Une fois de plus, d’autres marques des voies de signalisation 

devront être étudiées si l’on souhaite obtenir une compréhension exhaustive des 

mécanismes impliqués dans la réponse à l’α-cétoglutarate par les CGRs. ERK1/2 semblent 

définitivement en cause, mais la mesure de son implication reste à établir. 

3.2 Impact de la recherche sur GPR91 et GPR99 

La recherche sur GPR91 permet plusieurs choses. D’abord en améliorant la 

compréhension de ce récepteur que l’on sait présent sur les CGRs, on ouvre la voie à 
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différentes approches pour gérer les impacts d’une situation d’hypoxie dans les tissus 

rétiniens lors du développement, mais également par la suite. En effet, comme 

l’hypervascularisation de la rétine est en cause dans le développement de la 

dégénérescence maculaire liée à l’âge, qui cause la perte des CGRs et donc de la vue, on 

peut imaginer un rôle à jouer pour ce récepteur dans l’éradication de cette pathologie. Soit 

par action directe préventive, en l’empêchant d’induire la sécrétion de VEGF. Soit sous 

forme thérapeutique en utilisant ses capacités de modulation des CGRs dans le guidage 

axonal pour tenter de rétablir un tissu rétinien ou un nerf optique endommagé. 

GPR99 est quant à lui un récepteur peu connu, principalement détecté dans le rein 

jusqu’à présent (Gonzalez, Communi et al. 2004). Il est cependant curieux qu’un récepteur 

dont le ligand est aussi répandu dans les organismes vivants, étant substrat du cycle des 

acides citriques, soit si peu présent. Son rôle dans le système immunitaire semble se 

préciser (Kanaoka, Maekawa et al. 2013) et les mécanismes de guidage de ce système 

présentent certaines similitudes avec celle du guidage axonal. L’α-cétoglutarate est présent 

partout et son récepteur est peu étudié, ce qui laisse présager une tâche encore substantielle 

pour bien caractériser son rôle dans le changement de morphologie des CGRs. 
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Conclusion 

Le système nerveux visuel a été brièvement revu, avec une attention particulière 

aux relais entre la rétine, le cortex primaire et les noyaux thalamiques. Un survol du 

développement du système nerveux visuel et de ses mécanismes a été présenté pour bien 

comprendre ce qui permet aux CGRs de rejoindre leurs cibles thalamiques. Une brève 

explication de ce qu’est un RCPG fut donnée afin d’introduire GPR91 et GPR99 pour 

mener à la recherche effectuée et présentée dans ce mémoire. GPR91 et GPR99 sont des 

récepteurs dont l’étude à encore tout à venir, cet ouvrage permet d’établir un rôle potentiel 

de ces derniers dans le développement du système nerveux visuel et d’établir une marche à 

suivre afin de rigoureusement caractériser ce rôle. On propose également quelques pistes 

futures pour approfondir la connaissance de ces récepteurs en général et les applications 

pratiques de ces recherches.  
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